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1. Introduction

1. Les maladies a prion

1.1. Introduction aux maladies a prion.

Les maladies a prion ou Encéphalopathie Spongiforme Subaigué¢ Transmissible (ESST) sont
des maladies neurodégénératives, infectieuses caractérisées par une longue phase d’incubation
cliniquement silencieuse, sans réaction immunitaire détectable et ont toujours une évolution
fatale sans rémission (Prusiner et al., 1982). Chez ’homme la maladie provoque une démence
progressive et dans certain cas une ataxie cérébelleuse. L’examen post-mortem du cerveau
montre une spongiose du neuropile, une perte neuronale et une gliose astrocytaire (Prusiner

1989).

La premiére ESST a avoir été décrite chez I’animal est la tremblante du mouton (scrapie), en
1732 en Europe. Sa transmissibilité a été démontrée en 1936 par deux vétérinaires frangais
Cuillé et Chelle (Hauw et al., 2015). En 1954 Bjorn Sigurdsson propose le terme « slow virus
» pour décrire I’agent infectieux responsable de la maladie notamment a cause de la longue
phase d’incubation caractéristique des maladies a prion (Sigurdsson., 1954), 5 ans plus tard
William Hadlow suggere que la tremblante du mouton et une autre ESST qui touche I’homme
« le kuru » soient similaires (Hadlow., 1959). C’est J.S Griffith qui en 1967 proposa pour la
premicre fois I’autoréplication d’une protéine seule, sans 1’intervention de molécule d’ADN
(Griffith et al., 1967). La thése du virus devenait moins populaire au fur et a mesure que les
informations sur 1’agent infectieux s’accumulaient. Le poids moléculaire et les propriétés
biochimiques de 1’agent responsable des ESST ne correspondaient pas a ceux d’un virus. De
plus I’infectivit¢ de I’agent responsable des ESST pouvait étre réduite par hydrolyse et
modification des protéines mais restait résistante aux procédés altérant les acides nucléiques.

En 1982 S.B Prusiner proposa le terme prion formé des mots « Proteinaceous and infectious »

pour désigner ce nouvel agent infectieux (Prusiner., 1982). Ensuite il fera la démonstration que

11



la protéine PrP une isoforme issue d’un repliement anormal de la protéine prion PrP€ est le

seul agent responsable des maladies a prion (Prusiner., 1997).

1.2. Les maladies a prion animales.

1.2.1. La tremblante des petits ruminants.

Observée dés 1732 la tremblante des petits ruminants (moutons et chévres) est la premiere
ESST animale décrite, sa transmissibilité a ét¢ démontrée par les expériences des vétérinaires
Jean Cuillé et Paul-Louis Chelle via I’injection intracérébrale d’un broyat de cerveau provenant

d’un animal malade a des moutons sains (Cuill¢ and Chelle 1936).

Le plus souvent les individus susceptibles a la maladie sont 4gés de deux a cinq ans. La
tremblante présente une longue phase d’incubation de 1 a 3 ans et une phase clinique
relativement courte de 2 semaines a 6 mois. Les premiers signes cliniques consistent en un
changement de comportement de I’animal qui présente une extréme nervosité¢ ainsi qu’une
tendance a se gratter et se frotter contre des objets fixes afin de soulager 1’apparition de prurit
extréme, d’ou le nom de « scrapie » en anglais pour cette pathologie. L’évolution de la maladie
mene a ’apparition de troubles moteurs (ataxie, tremblement) et visuels, une perte de poids

ainsi que des difficultés respiratoires (dyspnée) et a une issue fatale.

Des ¢études réalisées sur des cas infectés naturellement ou expérimentalement montrent une
distribution précoce dans les organes lymphoides de la forme anormale de la PrP identifi¢e
comme PrP « scrapie » (PrP5°), qui est I’agent responsable de la maladie. Au stade terminal la
PrP5¢ peut étre retrouvée dans plusieurs tissus ou liquides biologiques, les titres infectieux les
plus élevés étant retrouvés dans le cerveau et les organes lymphoides (Detwiler et Baylis.,
2003 ; Aguzzi et Sigurdson., 2004). La PrP5° est aussi présente dans le sang, le colostrum, le
lait et le placenta ce qui explique pourquoi la contamination intra- et inter-espéce au sein des
petits ruminants semble se faire principalement de la mére a sa progéniture (Lacroux et al.,
2008 ; Andréoletti et al, 2002). La PrP% a démontré une extréme résistance dans
I’environnement, ainsi sa présence dans les féces d’animaux naturellement infectés entraine la
contamination des champs qui peuvent alors infecter un nouveau cheptel méme apres plusieurs

années (Terry et al., 2011 ; Dexter et al., 2009).

12



La tremblante des petits ruminants ne semble pas représenter une menace directe pour
I’Homme. En effet en dépit de plusieurs si¢cles d’exposition alimentaire aucune relation claire
n’a pu étre établie entre la tremblante des petits ruminants et des ESST humaines. Cette
apparente absence de transmission zoonotique semble étre due a un phénomene de barricre
d’espece qui limite naturellement la propagation des prions d'une espéce a une autre. Cependant
une transmissibilité efficace de ’agent a été observée chez le singe marmouset et sur des souris
qui surexpriment la PrP humaine. Ceci suggere la présence d’un potentiel zoonotique sollicitant

une certaine vigilance (Baker ef al., 1993 ; Cassard et al., 2014).

Le géne Prnp codant pour la PrP ovine influe fortement sur la susceptibilité des animaux vis-
a-vis de la tremblante. Un polymorphisme existe aux positions 136 (A ou V), 154 (R ou H) et
171 (Q ou R) définissant cinq alleles (VRQ, ARQ, ARH, AHQ, ARR). Alors que I’allele VRQ
se traduit pour les souches les plus fréquentes par une plus grande sensibilité a la maladie, les
individus hétérozygotes ou homozygotes pour 1’allele ARR sont résistants (Elsen et al., 1999).
Cette relation entre la tremblante et le génotype PrP a entrainé la mise en place dans plusieurs
pays dont la France, 1’Angleterre et les Etats-Unis de programmes de sélections génétiques
visant & promouvoir les animaux a génotype résistant et réduire le nombre d’animaux présentant
un génotype sensible (Detwiler & Baylis, 2003). Cependant les moutons ARR restent sensibles
a certaines souches naturelles dites atypiques comme la souche Nor98 décrite en 1998 en

Norvege (Tranulis et al., 1999 ; Moum et al., 2005).

1.2.2. L’Encéphalopathie Spongiforme Bovine

L’encéphalopathie spongiforme bovine (ESB) désignée couramment par « maladie de la vache
folle » est une ESST décrite pour la premiére fois en 1986 au Royaume Uni (Brown et al.,2001).
La maladie semble toucher préférentiellement les bovins jeunes avec une sensibilité accrue chez
les individus agés de 6 mois a 1 an, cependant bien que moins sensibles les animaux plus vieux
peuvent contacter la maladie. Elle se caractérise par une période d’incubation d’une durée
moyenne de 4,5 a 5,5 ans suivie d’une phase clinique définie par un changement de
comportement, une ataxie des membres pelviens et une hyperesthésie aux stimuli auditifs,
visuels ou tactiles. Une bradycardie et une réduction de la rumination sont souvent observées.

Comme les autres ESST cette maladie aboutit a la mort de 1’animal.
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Chez les bovin domestique ’ESB ne semble pas se transmettre directement d’un individu a un
autre. Contrairement a la tremblante le prion responsable de ’ESB présente une propagation
périphérique moins importante en effet 90% du prion infectieux se trouve dans le cerveau et la
moelle épinicére chez les bovins cliniquement atteints. Il se réplique trés peu dans les tissus
lymphoides, de plus le lait et le placenta des animaux malades ne sont pas infectieux (Harman

et Silva ., 2009).

Le prion responsable de cette maladie semble présenter une grande capacité a franchir la
barriere d’espéce, ainsi I’ingestion de viande et d’abats de bovin contaminés par la BSE entraine
sa transmission a I’homme provoquant un variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vMC]J).
Elle peut aussi se transmettre a d’autres animaux comme les grands félins ou les chats

domestiques (encéphalopathie spongiforme féline (ESF)) (Valleron et al., 2001)

Une grande épidémie d’ESB a eu lieu au Royaume Uni entrainant ’abattage d’environ 1 million
de bovins et la mort d’environ 150 patients infectés (Prusiner., 1997 ; Andrews et al., 2003).
Les données épidémiologiques suggerent fortement un lien entre cette épidémie et la
consommation de farines animales. Ces farines faites a partir de viande et d’os récupérés des
carcasses de bovins et de moutons ont servi de compléments protéiques dans 1’alimentation des
bovins (Wilesmith ez al., 1991). Cependant la résistance remarquable des prions aux procédures
de décontamination et a la réduction de la température dans les procédés de fabrication dans les
années 70 ont vraisemblablement permis au prion présent dans certaines carcasses contaminées
de rester actif propageant ainsi la maladie (Deslys et Picot, 2001). A ce jour 1’étiologie de la
maladie reste incertaine 1’agent responsable de I’ESB pouvant soit provenir de carcasse de

moutons atteints de tremblante ou d’un cas spontané d’ESB.

En réponse a cette épidémie plusieurs mesures ont été mises en place pour controler la
propagation de la maladie. Celles-ci incluent ’interdiction de I’utilisation de protéines de
ruminants dans I’alimentation animal et des abas de bovin dans la chaine alimentaire,
I’inscription de I’ESB dans les maladies a déclaration obligatoire, la mise en place de
surveillance active et ’abattage systématique des troupeaux infectés, I’interdiction de la
consommation des tissus les plus infectieux comme le cerveau, la moelle épiniere, le thymus et

l'intestin. (Valleron et al., 2001).
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La mise en place de tests de dépistage systématique de ’ESB dans les carcasses de bovin a
permis comme pour la tremblante la découverte de deux formes atypiques. Les deux formes
sont observées sur des animaux 4gés ce qui suggére une origine sporadique. La PrP*
correspondante a chacune de ces deux formes présente un profil électrophorétique en Western
blot différents de celui de la forme classique ce qui permet de les discriminer. On distingue
ainsi la forme L, pour « Low » dont la PrP% posséde un poids moléculaire inferieur a celui
observé pour I’ESB classique et la forme H pour « High » qui a, inversement, une taille
supérieure. La transmissibilité de la forme L a été¢ démontrée chez les bovins, les primates non
humains et sur des souris transgéniques suggérant un risque en termes de santé¢ publique
(Buschmann et al., 2006 ; Lombardi et al. 2008 ; Comoy et al., 2008). La forme H semble
moins préoccupante, 1’évaluation du potentiel zoonotique de cet agent dans un modele murin
humanisé souligne I’absence de transmission de la maladie (Béringue et al., 2008). Les
caractéristiques de ces ESB atypiques sont conservées lors de leur transmission expérimentale
a des souris transgéniques exprimant la PrP bovine. Leur propagation chez des souris
transgéniques exprimant la PrP ovine (allele VRQ) conduit a I'émergence d'un agent différent

de I'ESB (Béringue et al., 2007).

1.2.3. Autres ESST animales :

La maladie du dépérissement chronique des cervidés de 1’anglais Chronic Wasting Disease
(CWD), est une ESST affectant les cervidés en captivités et sauvages. Les premiers cas ont été
décrits en 1967 chez des cerfs captifs du Colorado, en 1996 la maladie s’est ensuite rependue
au Canada au sein de cerfs d’¢élevage. Depuis 2000 on retrouve cette pathologie chez des
animaux en liberté. A ce jour, c’est la seule ESST présente de fagon naturelle chez des animaux
sauvages. La phase clinique dure environ trois mois, les animaux malades présentent un
amaigrissement, un dépérissement graduel et une salivation excessive (Mathiason et al. 2006).
De nombreuses similitudes au niveau physiopathologique existent entre la CWD et la
tremblante des petits ruminants, le prion responsable de la maladie est présent dans I’urine, les
feces, la salive, le sang et les bois (Waddell et al., 2017). La dissémination précoce de
I’infection dans les organes périphériques semble favoriser la transmission rapide au sein du
troupeau. (Kim et al., 2005). Les cervidés sont consommés en Amérique notamment par les
chasseurs, bien qu’aucune donnée expérimentale publiée a ce jour n’ait démontré une

transmission du prion responsable de la CWD a ’Homme la vigilance reste nécessaire surtout

15



qu’une transmission au singe écureuil (qui reste éloigné phylogénétiquement de I’Homme) par

voie intracérébrale est possible (Race ef al., 2014).

Plus récemment un nouveau prion a été décrit chez des dromadaires dans le sud-est algérien.
La nouvelle maladie baptis¢ CPD pour « camel prion disease » a été découverte lors
d’inspection ante-mortem de routine a 1’abattoir de Ourgla en Algérie. La maladie n’est pas
encore trés bien décrite mais le fait que les 3 animaux identifiés provenaient tous d’'un méme
abattoir ainsi que 1’abondance de PrP>° dans les tissus lymphoides qui sont souvent impliqués
dans la transmission horizontale en condition naturelle, évoquent la nature infectieuse de la
CPD. Ces observations suggerent aussi une origine infectieuse plutét que sporadique, une
contamination par des farines animales contaminé par ’ESB ou par des moutons ou des chévres
atteints de la tremblante ne peut étre exclue a ce jour. Les dromadaires sont répandus dans tout
le nord et I'est de I'Afrique, au Moyen-Orient et dans une partie de I'Asie, ou ils sont le moyen
de subsistance de millions de familles qui vivent dans les écosystemes les plus hostiles de la
planéte, la CPD représente donc un potentiel risque sanitaire et économique pour ces

populations et nécessite une étude plus approfondie (Babelhadj et al., 2018).

1.3. Les maladies a prion humaines

Les maladies a prion existent aussi chez I’Homme, bien que ces maladies présentent des profils
cliniques différents elles sont toujours progressives et mortelles. Elles se manifestent
généralement par une démence, une ataxie cérébelleuse, des troubles du comportement et des
myoclonies (Sikorska et al., 2012). Ce sont des ESST, elles sont le plus souvent transmissibles
par inoculation a I’animal (souris transgéniques humanisées, singes ou lémuriens) ce qui les
distingue des autres maladies neurodégénératives humaines. Les maladies & prion humaine

peuvent étre classées en trois catégories :
e La maladie de Creutzfeldt-Jakob de forme sporadique (MClJs)

e Les formes génétiques

e Les formes issues d’une infection
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1.3.1. La forme sporadique

La forme sporadique est la plus répandue, elle représente plus de 80% des cas d’ESST humaine.
Elle reste cependant une maladie rare avec une incidence annuelle de 1,67 par million
d’habitants d’apres des données de surveillance de MCJs regroupant 1’Europe, 1’ Australie et le
Canada. La MClJs touche préférentiellement les individus entre 45 et 75 ans (Glatzel et al.,
2005 ; Ladogana et al., 2010), avec un a4ge médian de décés autour de 65 ans. Au niveau clinique
les premiers signes peuvent s’apparenter a ceux d’une dépression, il s’en suit une démence a
progression rapidement associée a une ataxie cérébelleuse, des troubles visuels et une
myoclonie qui évolue vers un mutisme akinétique (Sikorska et al., 2012). La phase clinique est
le plus souvent relativement courte et la personne atteinte décéde en général dans les 2 a 6 mois

suivant I’apparition des premiers signes cliniques.

L’origine de la forme sporadique de MCJ reste a déterminer. En effet il n’y a pas de lien établi
entre la MClJs et une ESST animale ou une mutation du géne PRNP codant pour la protéine
prion. Une premiére possibilité trés plausible consisterait en un changement de conformation
aléatoire et rare de la PrP¢ aboutissant a la formation spontanée d’une PrPS¢. Deux autres
possibilités ne peuvent étre écartées a ce jour consistant en une conversion provoquée par une

mutation somatique du géene PRNP ou en une erreur de traduction au niveau d’un neurone.

Toutefois comme pour la tremblante des petits ruminants le géne Prnp semble jouer un role
dans la sensibilité¢ des individus a la maladie. Un polymorphisme trés important existe a la
position 129 pour la susceptibilité a ces maladies, en effet il a 72% de met/met dans les cas
sporadiques alors qu’ils ne représentent que 41% dans la population générale.

(http://www.creutzfeldt-jakob.aphp.ft/p_epidem_data.htm) (Palmer et al., 1991)

Le diagnostic de certitude d’une MClJs ne peut €tre posé qu’a la mort du patient via un examen
neuropathologique. Au niveau macroscopique, I’examen du cerveau présente souvent différents
degrés d’atrophie cérébrale qui ne sont cependant pas caractéristique des MCJs. C’est la
présence de PrP résistante a la protéinase K (PK) qui est le marqueur le plus spécifique de la
MCJ, mais I’examen du tissu cérébral au microscope permet de mettre en évidence la spongiose
(présence de vacuole dans le neuropile de la matiére grise) une perte neuronale et une gliose

astrocytaire est aussi nécessaire pour établir le diagnostic (figure 1) (Sikorska et al., 2012).
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Figure 1 : Caractéristiques neuropathologiques d’une encephalopathie spongiforme
(Beringue et al., 2017).

Observation de coupes de cortex frontal d’un patient décédé sans avoir contracté de maladie
neurodégénérative (Contrdle) et d’un patient décédé de la maladie de Creuzfeldt-Jakob
(Malade).

La spongiose est mise en évidence par coloration en hématoxyline éosine. L’activation
astrocytaire est détéctable par une augmentation du marqueur GFAP. Les dépots anomaux
de proteine prion (PrP) sont uniquement détéctés chez 1’individus malade.

1.3.2. Les formes génétiques

A ce jour trois formes d’ESST humaines d’origine génétique sont connues : La forme génétique
de la MCJ, le syndrome de Gerstmann- Strdussler-Scheinker (GSS) et L’Insomnie Fatale
Familiale (IFF). Ces formes sont beaucoup moins répandues que la forme sporadique et ne
représentent que 10-15% des cas de maladies a prions humaines. Elles sont liées a des mutations

autosomales dominantes du gene PRNP.
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Figure 2 : Mutations et polymorphismes du géne PRPN. (Mead et al., 2019)
Soixante-deux mutations par substitutions, insertions, duplication partielle, délétions ou
mutations non-sens, associées ou suspectées d’€tre associées aux maladies a prions sont
indiquées au-dessus du schéma de la séquence PrP. En dessous sont indiqués les
polymorphismes rencontrés dans les populations humaines ainsi que trois mutations associées
a une certaine résistance au développement de la maladie.

1.3.2.1. La forme génétique de la MCJ :

La MCJ génétique présente certaines similarités cliniques, 1ésionnelles et biochimiques avec la
forme sporadique de la MCJ, cependant contrairement a la MClJs elle est toujours liée a une
mutation du géne PRNP. La mutation la plus fréquente est la substitution E200K qui représente
70% des cas de MCJ génétiques (Gambetti et al., 2003). Les autres mutations ponctuelles, plus
d’une trentaine, sont réparties sur 1I’ensemble de la région codante avec un certain regroupement
dans la région codant les hélices H2 et H3 de la partie C-terminal de la protéine (Mead et al.,
2019). On trouve aussi des insertions ou délétions qui concernent surtout la région
« octarepeat » de la partie N-terminale. Des familles avec des insertions de 6, 7, 8 ou méme 9
octapeptides ont été décrites. Les délétions sont tres rares, avec seulement deux rapportées a ce

jour, également dans la région des répétitions des octapeptides (Lloyd et al., 2011).
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1.3.2.2. Le syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) :

Le syndrome de GSS est une maladie héréditaire provoquant une neurodégénération lente du
systéme nerveux centrale. La premiére famille porteuse de la maladie a été identifiée en
Autriche par Dimitz en 1913 puis par Gerstmann une premiere fois en 1928 et une seconde fois
par Gerstmann et Strdussle en 1936 (Liberski., 2018). La premiére mutation associée a une GSS
est la substitution P102L de la PrP (Hsiao et al., 1989) d’autres mutations ont été décrites depuis
aux codons 105, 117, 131, 145, 187, 198, 202, 212, 217 et 232. Dans certains cas la GSS peut
étre due a des insertions dans la région des cinq répétitions d’une séquence de huit acides aminés
(aa 51-94) (Brown et Mastrianni., 2010). La maladie présente une évolution longue pouvant
dépasser les 10 ans et apparait généralement vers 1’age de 40 ans. Le début de la maladie est
souvent associé a une ataxie cérébelleuse suivie par des troubles cognitifs (Peoc'h et al., 2012),
cependant le marqueur le plus spécifique de la maladie est visible au niveau histologique, en
effet le syndrome est toujours associé¢ a la présence de plaque amyloides multicentriques de
PrP%¢ disséminées dans 1’encéphale (Liberski., 2018). Le caractére infectieux de certains GSS

a été entre autres démontré expérimentalement sur des singes marmouset (Baker et al., 1990).

1.3.2.3. L’Insomnie Fatale Familiale :

L’insomnie fatal familiale (IFF), est une ESST décrite pour la premicre fois en Italie en 1986.
C’est une maladie rare due elle aussi & une mutation ponctuelle dans le géene PRNP, une
substitution D178N associée sur le méme all¢le a la présence d’une méthionine au codon 129.
L’age moyen de début d’apparition des symptomes est de 50 ans, I’IFF se caractérise par une
perturbation du systéme nerveux autonome et une insomnie rebelle aux traitements et pour
laquelle le sommeil lent profond n’est pas atteint (Appleby etz al., 2010 ; Jackson et al., 2009),
mais aussi des hallucinations, des troubles neurovégétatifs, des difficultés motrices et une
démence qui peut étre tardive (Cortelli et al., 1999). La maladie continue d’évoluer entrainant
la mort dans les 1-2 ans suivant 1’apparition des signes cliniques (Collinge et al., 1995). Dans
I’IFF la vacuolisation est faible ou absente, la PrP5¢ est présente dans des régions spécifiques et
en faible quantité, les régions les plus concernées étant le thalamus et le lobe temporal du
cerveau (Brown et Mastrianni, 2010 ; Jackson et al., 2009). Il existe aussi quelques trés rares

cas d’IFF sporadique, sans mutation du gene.
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1.3.3. Les formes infectieuses

1.3.3.1. Le Kuru :

Décrite pour la premicre fois en 1957 et considérée a ce jour comme la seule épidémie humaine
liée au prion, le Kuru a touché le peuple Foré¢ de Papouasie-Nouvelle-Guinée et de fagon moins
importante des tribus voisines suite a des mariages avec les Foré (Gajdusek & Zigas, 1957 ;
Will., 2003). Le nombre total de cas enregistré dépasse les 3000 individus et concerne
majoritairement des femmes et des enfants. L’étude moléculaire et neuropathologique de la
maladie suggére fortement que le kuru provient d’un individu atteint de MClJs et a été ensuite
propagé via la consommation d’organes infectés durant des rites funéraires cannibales. Durant
ce rituel entrepris comme une marque de respect et de deuil envers la personne décédée les
visceres et le cerveau, hautement infectieux sont consommeés par les femmes et les enfants alors
que les muscles, faiblement infectieux, sont réservés aux hommes (Wadsworth et al., 2008 ;
Whitfield et al., 2008). Il ne semble pas y avoir de transmission verticale car ni les enfants nés

de meres malades ni ceux nés apres I’ interdiction des rituels en 1956 n’ont contracté la maladie.

La phase clinique se caractérise par une ataxie cérébelleuse progressive et la présence d’une
démence qui contrairement aux MClJs est tardive et moins importante (Collinge et al., 2008).
Comme pour beaucoup d’autres ESST humaines le polymorphisme a la position 129 joue un
role. Ce polymorphisme représente un facteur de susceptibilit¢ important dans le
développement et la durée d’incubation de la maladie (Mead et al., 2003), ainsi les individus
homozygotes MM sont plus sensibles que les individus VV et MV (Mead et al., 2009). La
transmissibilité du Kuru a été mise en évidence expérimentalement sur des chimpanzés des
1966, les caractéristiques cliniques et neuropathologiques ont permis alors d’établir un premier
lien avec la tremblante des petits ruminants (une ESST animale) (Gajdusek, Gibbs, et Alpers,

1966).

1.3.3.2. Le variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob :

Le variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob vMCJ a été décrit pour la premiére fois au
Royaume Uni en 1996. Il s’agit d’une ESST humaine qui se caractérise par des atteintes
psychiatriques associées a des phases de dépression et d’hallucination, une longue phase

clinique d’environ 14 mois et la présence dans le cerveau des malades de plaques composées
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d’agrégats de PrP* entourées d’une couronne de vacuoles (Glatzel et al., 2004 ; Ironside.,
2010 ; Will et al., 1996). Les études épidémiologiques ont rapidement établi une corrélation
entre 1’épidémie d’ESB (une ESST animale) qui a eu lieu essentiellement au royaume uni dans
les années 80, mais également en France dans une moindre mesure, et I’apparition de cette
nouvelle forme de maladie humaine, suggérant que les deux étaient liées (Collinge ef al. 1996).
Cette hypothése a été confirmée en autre par la transmission expérimentale de 1’agent causant
I’ESB aux macaques cynomolgus qui présentent des atteintes neuropathologiques
caractéristiques de la vMCJ (Lasmézas et al., 1996). L’infection de souris sauvages avec I’ESB
et de la vMClJ suggere des caractéristiques de souche similaires (Bruce et al. 1997). Ces données
vont dans le sens d’un franchissement de la barriére d’espece bovin-Homme par le prion
responsable de I’ESB, 1’origine la plus probable de la MCJv est donc due a la consommation

de produits d’origine bovine contaminés par ’ESB.

Contrairement a beaucoup d’autres ESST humaines le vMCJ présente une distribution
périphérique importante de PrP™s, notamment dans les tissus lymphoides durant la phase tardive
de la maladie. Cette propriété est souvent associée a une plus grande infectiosité du prion, qui
a été confirmée par la mise en évidence de cas de transmission d’Homme a Homme lors de
transfusions sanguines. Les malades ont contracté la maladie entre 6,5 ans et 8 ans apres avoir

recu le sang contaminé (Ironside, 2010).

1.3.3.3. Les accidents iatrogenes :

Cette forme rare fait référence a des transmissions accidentelles de MCJ d’humain a humain
durant des interventions médicales (Glatzel et al., 2005). Plusieurs cas ont été identifiés
notamment des contaminations lors de greffes de cornée ou de dure-mére humaines
contaminées par les prions, I’injection d’hormone de croissance extraite d’hypophyse de
cadavre humain atteints de MCJ qui a eu lieu en France dans les années 80 en faisant 160
victimes et la réutilisation d’instruments chirurgicaux contaminés apres leur utilisation sur des
patients atteints de MCJ. Le site et la voie d’inoculation semble avoir un impact direct sur le
temps d’incubation de la maladie. En effet I'exposition intracérébrale directe aux prions et
l'implantation d'une dure-meére contaminée par des prions sont associées a de courtes périodes
d'incubation (16 a 28 mois), tandis qu'une exposition périphérique conduit & des temps
d'incubation plus longs pouvant aller de 5 a 30 ans avec une phase asymptomatique. Encore

une fois le polymorphisme a la position 129 impacte la maladie, les individus homozygotes 129
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(MM) sont plus susceptible et/ou développent la maladie plus rapidement (Edgeworth et al.,
2011).

2. La protéine prion cellulaire

2.1. Génes et expression de la PrP¢

2.1.1. Le gene Prnp

La protéine prion ou PrP est une sialoglycoprotéine membranaire hautement conservée chez les
mammiferes avec plus de 80% d’homologie pour la séquence protéique de la partie mature de
la protéine entre les différentes espeéces (Oesch et al., 1991). La PrP est encodée dans le geéne
Prnp, un géne situé sur le bras court du chromosome 20 chez I’homme, le chromosome 2 chez
la souris et le chromosome 13 chez les ovins et bovins. Le géne est composé de 2 exons chez
I’homme et le hamster mais de 3 exons pour la souris, les bovins et les ovins (Robakis et al.,
1986 ; Sparkes et al., 1986 ; Lee et al., 1998). Le cadre de lecture ouvert est contenu en entier
dans un seul exon, le dernier. Il n’y a pas d’épissage alternatif possible qui puisse entrainer des

modifications dans la structure primaire de la protéine (Basler ef al., 1986).

Prnp appartient a une famille de quatre génes dont trois sont regroupés sur un méme segment
chromosomique (Figure 3) (Harrison., 2010 ; Makrinou ef al., 2002). Le deuxiéme geéne Prnd
se trouve entre une dizaine et une cinquantaine de kilobases en aval du locus Prnp selon les
especes. Il semble étre le résultat d’une duplication partielle et d’un remaniement de la région
génomique. Prnd contient la séquence codante pour Doppel, une protéine qui ne présente que
25% d’homologie avec la PrP. En effet Doppel ressemble a une PrP qui aurait perdu sa partie
N-terminale flexible tout en conservant une organisation structurale qui rappelle celle de la
région globulaire C-terminale de la PrP avec la présence de 3 hélices alpha. A une dizaine de
kilobases en aval de Prnd se trouve un troisi€éme locus, Prnt , chez ’homme et les ruminants,
mais il est absent chez la souris. Parfois considéré comme un pseudogene dérivé de Prnd, on
sait maintenant que Prnt permet ’expression de la protéine Prt, méme si la taille de cette
protéine est sensiblement différente chez ’homme et les ruminants. Le quatriéme géne de cette
famille, Sprn, qui contient la séquence codante pour la protéine Shadoo, est lui situé sur un

autre chromosome que les trois autres membres de cette famille. Shadoo présence des
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similitudes seulement avec la partie NH2-terminale non structurée de la PrP et ne possede pas

de domaine globulaire contenant des hélices alpha (Allais-bonnet et Paihoux., 2014).
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— s
1 2 n § 2 3 1 2
5’ o — ORF m - 3
Chr 20 20kb 3kb
1 2 3 1 2 3
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g Chr 2 16kb
1 2 . 2
1 2 3
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Figure 3 : Localisation chromosomique et organisation des génes de la famille prion.
(Allais-Bonnet et Pailhoux., 2014)

Les protéines Shadoo (Sho) et Doppel (Dpl) peuvent donc étre assimilées a des homologues
respectivement des domaines N- (flexible) et C- (globulaire) terminaux de la PrP¢, elles
possedent toutes les trois une ancre GPI et sont exprimées a la surface des cellules (Mays et al.,
2014). Par contre si Sho et PrP sont fortement exprimées dans le tissu nerveux et jouent un role
dans le cerveau (Watts et al., J 2007), Dpl mais aussi Prt sont quant a elles exclusivement
exprimées dans les gonades et Prt est uniquement cytoplasmique (Pimenta et al., 2012 ; Allais-
Bonnet et al., 2016). Ces protéines ont des interactions complexes entre elles. L’expression de
Dpl dans le cerveau de souris PrP?? induit une neuropathologie qui est inhibée par I’expression
de la PrP. Le double « knock-out » de Sho et de PrP pourrait induire des perturbations du

développement embryonnaire, voire une certaine 1étalité (Daude et al., 2012, Castille et al.,
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2021). Par ailleurs I’expression de Sho est diminuée dans les maladies a prion et Sho et PrP

pourrait interagir entre elles (Jiayu ef al., 2010 ; Ciric et al., 2015, Westaway et al., 2011)

2.1.2. Expression de Prnp

Chez la souris, par hybridation in situ on a pu montrer que le géne Prnp commencait a étre
transcrit dans la membrane extra embryonnaire dés le stade embryonnaire E6. Pour I’embryon
de souris une expression précoce a été¢ détectée des le 7,5¢me jour apres la fécondation (stade
embryonnaire E7,5) correspondant a la formation du tube neural au niveau de la créte neurale.
De¢s le 13,5¢me jour apres la fécondation des transcrits peuvent étre détectés dans les cellules

neuronales et non neuronales chez I’embryon de souris (Manson et al., 1992)

Chez I’adulte le géne Prnp est essentiellement exprimé de fagon ubiquitaire avec des taux
d’ARNm tres €levés dans le systéme nerveux central et périphérique. Le niveau d’expression
varie selon les organes et les types cellulaires et il semble qu’il y ait une bonne corrélation entre

les niveaux d’ARNm et ceux de la PrP exprimée (Linden et al., 2008).

La PrP€ est exprimée de fagon ubiquitaire dans 1’organisme et de fagon majoritaire dans le
systeme nerveux central. Son niveau d’expression varie en fonction des régions du cerveau et
du type cellulaire. Par exemple, elle est fortement exprimée dans la substance grise du cortex,

du striatum et de I’hippocampe mais plus faiblement dans le thalamus (Barmanda et al., 2004).

La PrPC est détectée dans une variété de tissus périphériques tels que les organes lymphoides.
Elle est exprimée dans les cellules du systéeme immunitaire a des taux qui varient selon le type
cellulaire et I’état d’activation, cette expression semble jouer un réle dans la propagation des
prions dans 1’organisme (Zhang et al., 2020). La PrPC est également retrouvée dans la
circulation sanguine chez ’Homme, les bovins et les moutons. On la détecte aussi dans la rate,

les reins, les poumons et les glandes surrénales (Horiuchi et al., 1995).
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2.2. Traduction et modifications post-traductionnelles

2.2.1. Biosynthése, maturation et dégradation

La synthése de la PrPC de fagon générale est comparable a celle d’autres protéines a ancrage
GPI. Durant sa synthése dans le réticulum endoplasmique (RE) , la PrP acquiére son repliement
et subit des modifications post-traductionnelles qui incluent 1’élimination du peptide signal N-
terminal, la formation d’un pont disulfure entre les résidu Cys182 et Cys 217 (PrP€ ovine) qui
permet de maintenir les deux hélices H2 et H3 rapprochées stabilisant ainsi la structure et la
coupure du peptide signal C-terminal permettant 1’ajout de I’ancre glycosyl-
phosphatidylinositol (GPI) (Mangé et al., 2004 ; Stahl et al., 1987 ; Turk et al., 1988). La
protéine dont le repliement correct est vérifié par le systtme ERAD (pour endoplasmic
reticulum associated degradation) est ensuite exporté vers 1’appareil de Golgi ou des chaines
N-glycanes complexes pourront étre synthétisées au niveau des deux sites optionnels de
glycosylation (Rudd et al., 2001 ; Vagin et al., 2009). La PrP°¢ est ensuite adressée a la
membrane plasmique et retenue sur la face externe de la membrane cellulaire grace a son ancre

GPI (Caughey et al., 1989).

La PrPC€ estinternalisée par endocytose pour étre soit recyclée soit dégradée dans les lysosomes
par les protéases. Certains auteurs suggerent que 1’endocytose de la PrP dépend entiérement des
cavéoles, c’est a dire d’invaginations de la membrane plasmique dépourvues de clathrine et qui
sont généralement responsables de I’internalisation de protéines a ancrage GPI. D’autres
auteurs proposent une endocytose par vésicules de clathrine (Shyng ef al., 1994 ; Vey et al.,
1996). 11 est possible que 1’'une des deux voies soit préférée selon le type cellulaire ou que les
deux coexistent au niveau d’une méme cellule (Fivaz et al., 2002). En plus des mécanismes
d’endocytoses constitutives il a été observé que 1’exposition de cellules neuronales a une
concentration d’ion Cu?" de ’ordre de celle retrouvée naturellement dans le cerveau entraine

une endocytose de la PrP¢ (Taylor et Hooper., 2006).
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2.2.2. Glycosylation

Une des modifications importantes de la PrP est sa glycosylation. La protéine posséde deux
sites optionnels de N glycosylation. Le premier est situé sur I’hélice H2 et le deuxiéme dans la
boucle reliant les hélices H2 et H3. C’est usuellement dans le réticulum lors de la traduction de
la protéine qu’un premier résidu sucre est fixé par 1’oligosaccharyl transférase sur 1’asparagine
du site de glycosylation, puis au niveau du Golgi ce premier sucre est remplacé par une chaine
N-glycane complexe. Pour la PrP ovine les deux asparagines concernées sont Asp 184 et Asp
200. Leur glycosylation étant optionnelle on retrouve naturellement dans les cellules des formes
de la PrP mono, bi et non glycosylées, a des proportions différentes. Plus de 50 compositions
différentes de chaines glycanes avec des tailles et poids moléculaires plus ou moins importants
ont été trouvées associée a la PrP (Rudd et al., 2021). Malgré ces différents degrés de
glycosylation les différentes formes (non, mono et bi) peuvent généralement étre identifié par
western blot et la variabilité¢ des chaina N-glycanes expliquent le large signal correspondant a
la forme biglycosylée de la PrP observée en western blot particulierement dans les cellules
RK13 (Lawson et al., 2005 ; Vilette et al., 2001, Moudjou et al., 2004). D’une maniére générale
la proportion de PrP non glycosylée est tres faible et la PrP peut étre considérée comme étant
essentiellement une glycoprotéine. La glycosylation est trés importante, voire essentielle pour
I’adressage de la PrP a la surface des cellules (Salamat et al., 2011 ; Cancellotti et al., 2005).
Les questions concernant 1’importance de la glycosylation pour la conversion en prion ou le
déterminisme de souche ont suscité de nombreux travaux, actuellement son implication ne

parait pas majeure pour la conversion in vitro (Chapuis et al., 2016).

2.2.3. Coupures protéolytiques de la PrP cellulaire

Une fois traduite la PrP¢ peut subir certaines coupures enzymatiques par des métalloprotéases
de la famille ADAM. La plus importante est la coupure alpha qui a lieu entre les résidus 110/111
ou 111/112 chez I’homme (Figure 4B) (Chen et al., 1995 ; Vincent et al., 2000 ; Watt et al.,
2005), cette coupure physiologique permet la formation d’un fragment amino-terminal soluble
N1 qui semble avoir un effet anti-apoptotique et d’un fragment carboxy-terminal C1 qui reste
li¢ a la membrane via son ancre GPI (Chen et al., 1995). Ce fragment C1 retrouvé en grande
quantit¢ dans le cerveau humain est décrit comme n’étant pas convertible en PrP5¢
probablement car il est de taille inférieure a celle des fragments prions résistants aux protéases.

C1 est méme usuellement considéré comme un inhibiteur dominant négatif de la conversion de
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la PrP¢ en PrP5 (Corda ef al., 2018) méme si cette appréciation ne s’appuie que sur des

indications indirectes et discutables (Westergard, ef al., 2011; lewis et al., 2009).

Dans des conditions de stress oxydant la PrP¢ peut subir une coupure au niveau d’un autre site
noté béta pour le distinguer du précédent et qui se situe autour du résidu 90 (Figure 4C). Cette
coupure de la PrP cellulaire produit un fragment amino-terminal N2 et un fragment carboxy-
terminal C2. Le fragment C2 naturel est usuellement trés peu représenté et son role est mal
connu. Il est sensible aux protéases mais coincide avec la région des prions résistante a la

protéinase K (29).

Une coupure gamma dont résulte un fragment carboxy-terminal C3 de 6-7 kDa a récemment
été¢ décrite. Ce fragment détecté dans des cerveaux d’humains et d’animaux est lui aussi un

fragment C-terminal qui ne semble pas glycosylé mais possede 1I’ancre GPI (Lewis et al., 2016).
Finalement La PrPC peut étre clivée au niveau des résidus 227 et 228 par la metalloprotéase
ADAMI0 (Figure 4D) (Jarosz-Griffiths et al., 2019), libérant ainsi la protéine de la membrane.

La coupure déleste la PrP de la cellule d’ou I’appellation de « shedding » (Brochelt et al., 1993).

Les formes clivées de la PrP sont retrouvées avec des proportions différentes selon les régions

du cerveau qu’il s’agisse de sujet sains ou malades.
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Figure 4 : Représentation de 3 coupures protéolytiques de la PrP cellulaire (Atkinson et
al., 2016).

A) Représentation schématique de I’ensemble de la protéine prion cellulaire.

B) La coupure physiologique alpha qui a lieu entre les résidus 110/111 ou 111/112 chez
I’homme, elle permet la formation d’un fragment amino-terminal soluble N1 et d’un fragment
carboxy-terminal C1 qui reste li¢ a la membrane via son ancre GPI.

C) La coupure béta qui a lieu autour du résidu 90 dans des conditions de stress oxydant induit
la formation d’un fragment amino-terminal N2 et un fragment carboxy-terminal C2.

D) Libération de la PrPc entiére : phénomene de « shedding ».

2.3. Structure de la PrP€

La protéine PrP mature est constituée de 208 ou 210 résidus (23-230 ou 25-234, respectivement
chez ’homme et le mouton). La structure a haute résolution des PrP recombinantes
correspondantes a été établie par spectroscopie RMN, d’abord pour les PrP de souris et de
hamster (Riek et al., 1996 ; Donne et al., 1997), les deux principaux modeles d’infection a prion
utilisés alors, puis pour la PrP recombinante humaine (Zhan et al., 2000) et ensuite pour de
nombreuses autres espéces de mammiferes (Lysek ef al., 2005). La cristallographie a été aussi
utilisée pour établir la structure de la PrP de certaines espéces comme notamment le mouton
(Eghiaian et al., 2004). Tout comme pour sa séquence, la structure de la PrP est trés conservée
chez les mammiferes, méme si quelques particularités ont été détectées (Rheede et al., 2003).
Pour les especes non mammiferes étudiées la PrP présente aussi une organisation globale en

alpha hélice rappelant celle des mammiféres (Calzolai ef al., 2005).
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La PrP s’organise en deux domaines, un domaine N-terminal intrinsequement désordonné et un
domaine globulaire structuré et compact avec peu de boucle entre les différentes structures
secondaires. A la jonction des deux domaines se trouve une région flexible et hydrophobe de
20 acides aminés riche en alanine et glycine dont le haut degré de conservation pourrait signifier
un role majeur. Notamment sa délétion provoque une neurotoxicité in vivo, différente de celle

d’une maladie a prion et non reliée a une transconformation de la protéine

La partie N-terminale comprend une séquence polybasique qui serait impliquée dans
I’endocytose de la protéine, ainsi qu’une région riche en glycines et prolines qui contribue a la
flexibilité¢ de la partie N-terminale, cette région trés conservée correspondant a 5 répétitions
imparfaites d’une séquence octapeptide consensus (PHGGGWGQ), cette séquence est connue
pour fixer le cuivre et également d’autres ions métalliques, mais avec une affinité moindre. Des
¢tudes ont mis en évidence par RPE (résonance paramagnétique électronique) que les ions Cu2+
se fixent au niveau des histidines avec une forte affinité et que cela est coordonné par les amides

des deux glycines qui les suivent.

Le domaine C-terminal globulaire comprend 3 hélices alpha (H1 144-154, H2 173-194 et H3
200-228) et deux brins courts formant un feuillet beta antiparallele (B1 128-131 et 2 161-164),
des boucles flexibles plus au moins longues reliant les différentes structures secondaires. La
boucle reliant le brin 2 et ’hélice H2 semble importante car sa structure est modulée par des
modifications qui surviennent sur des parties éloignées de la protéine notamment au niveau de
I’hélice H3. Un pont disulfure relie les hélices H2 et H3 (au niveau des cystéines 182-217 chez
le mouton), ce pont disulfure permet de restreindre la variabilité structurale dans cette région
de la protéine, sa suppression entraine le dépliement de la protéine qui devient alors plus

susceptible d’étre ciblée pour la dégradation (Figure 5).
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Figure 5 : Structure de la PrP¢
A) Structure tridimensionnelle de la PrPC. Entrée 1QLX de la PDB.

B) Représentation Schématique de la PrP¢ ovine.

Comme décrit précédemment ce domaine comprend aussi deux sites de glycosylation optionnel
au niveau de deux asparagines la premiere située sur I’hélice H2 et la deuxiéme au niveau de la
boucle reliant H2 et H3 (Asn 184 et Asn 200 chez le mouton). Bien que la PrP soit
majoritairement retrouvée sous forme bi-glycosylée une analyse de PrP cellulaire extraite de
tissus ou de cellules en culture permet de distinguer les trois formes bi- mono- et non
glycosylées (Ermoval et al., 2003). Les chaines de glycanes sont hautement hétérogeénes, 60
différentes structures de glycanes ont été décrites. L effet de ces glycanes sur la PrP a été étudié
soit par 1’¢tude de mutants soit par simulation de dynamique moléculaire. Le profil de
glycosylation semble affecter ’adressage de la PrP, ainsi I’expression de la PrP non glycosylée

dans des neurones de souris provoque une accumulation de la protéine dans le golgi mais sans
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que cela n’entraine de neurodégénérescence. Cependant il est difficile de déterminer si ces
résultats dépendent des mutations ou de la modification du profil de glycosylation. L’effet
¢ventuel de la glycosylation sur la structure de la protéine a aussi été examiné, une étude
comparative entre une PrP extraite de cerveau de bovin et une PrP recombinante montre que la
glycosylation n’a que peu d’effet sur la structure globale et la stabilit¢ de la protéine

(Hornemann et al., 2004).

La fixation du cuivre semble avoir un effet sur la structure de la PrP. En plus des sites de fixation
situés dans la partie flexible il semble que le cuivre soit aussi fix¢ ailleurs que dans la région
octapeptide notamment au niveau des résidus His111 et His96. Cette fixation qui a été mise en
¢vidence par dichroisme circulaire semble d’apres les travaux de Thakur (Thakur et al., 2011)
promouvoir des interactions entre les deux domaines N et C-terminaux augmentant ainsi la

compaction de la protéine.

2.4. Les différentes fonctions de la PrP€

La grande variété des partenaires de la PrP cellulaire suggere non pas un mais plusieurs roles
physiologiques qui sont encore a ce jour mal définis (Gavin ef al., 2020). Bien que 1’étude de
modeles murins invalidés pour le géne Prnp montre que ces animaux ont un développement
normal, et ne présentent que des dysfonctionnements mineurs (Tobler et al., 1996 ; Tobler,
Deboer et Fischer., 1997 ; Manson et al., 1995), ces études ont été réalisées sur des lignées
Prnp-/- générées a partir de cellules souches embryonnaires de la lignée murine 129, puis
généralement croisées avec d’autres lignées murines. Ces croisements entrainent des
modifications du fond génétique des souris PrP nulles ce qui peut interférer avec les
observations phénotypiques et compliquer leurs interprétations voire conduire a des
conclusions erronées. Récemment une nouvelle lignée knock out PrP”° avec fond génétique
identique a celui des souris normales Prnp*"* a permis une interprétation plus fiable des données

comparatives et la confirmation d’un des réles majeurs de la PrP :

2.4.1. Role de la PrP dans la myélinisation

L’équipe d’Adriano Aguzzi a mis au point une nouvelle lignée murine déplétée en PrP¢ en
utilisant des enzymes de restriction TALEN (Transcription activator-like effector nucleases)

sur des oocytes murins fertilisés de la lignée C57BL/6J (Nuvolone et al., 2016). Une nouvelle
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lignée appelée Zurich-3 (ZH3) a ainsi été créée, et elle est strictement co-isogénique a la lignée
C57BL/6]J. L’¢étude de cette lignée ZH3 montre qu’a partir de 14 mois les souris ont une
diminution significative de la densité axonale au niveau des nerfs sciatiques, comparativement
a la lignée sauvage et développent une polyneuropathie démyélinisante chronique. Cet effet sur
la myélinisation a été observé en tout dans 5 lignées de souris déficientes en PrPC générées par
plusieurs laboratoires, y compris dans la lignée ZH3. Ces résultats suggerent fortement un réle
physiologique de la PrP dans le maintien de la myéline périphérique. D’apres des études
réalisées in vivo et in vitro il semble que le fragment N-terminal de la PrP obtenu aprés coupure
soit nécessaire a cette myélinisation, son action a été mise en évidence dans les cellules de
Schwann via son interaction avec le récepteur couplé aux protéines G Gprl126. L’éventualité
que le fragment N-terminal puisse transmette un signal de pro-myélinisation via une interaction

avec d’autres récepteurs reste cependant possible (Wulf et al., 2017).

2.4.2. Role neuroprotecteur de la PrP

Dans un mod¢le de souris transgénique soumis a une ischémie cérébrale, des 1ésions plus
importantes apparaissent en absence de PrP alors que au contraire la surexpression de la PrP
semble réduire la taille des 1ésions par rapport a la lignée sauvage, ce qui suggére un effet
neuroprotecteur in vivo (Shyu et al., 2005). La PrP® semble exercer en partie cet effet
neuroptotecteur via son interaction avec la protéine STI-1 (pour stress-inducible protéin 1), le
complexe PrP¢-STI-1 permettant d’induire une protection des neurones et des astrocytes contre
la mort cellulaire et le renouvellement des progéniteurs neuronaux (Zanata et al., 2002 ; Santos
et al., 2011). Par ailleurs durant 1’ischémie une augmentation de la coupure physiologique de
la PrP€ au site alpha, libérant le fragment N-terminal N1 a aussi été observée et ce fragment N1

pourrait avoir une activité neuroprotectrice (Guillot-Sestier et al., 2012).

2.4.3. Role de la PrP dans les fonctions synaptiques et la transduction de signal

Comme mentionné précédemment la PrP est fortement exprimée dans les neurones, elle est treés
présente le long des axones et dans les compartiments post- et présynaptiques des terminaisons
nerveuses d’apres les études immunohistochimiques réalisées par microscopie électronique et
photonique sur des cerveaux de primates et de rongeurs. De plus la PrP est sujette a un transport

axonal rétrograde et antérograde dans des vésicules sécrétoires. Ces données pourraient
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suggérer une éventuelle fonction de cette protéine dans la régulation de la transmission et la

plasticité synaptique (Wulf et al., 2017).

Un autre role attribué a la PrPC est la transduction de signal de ’environnement extérieur vers
I’intérieur de la cellule, cette fonction est suggérée par sa localisation sur les radeaux lipidiques
qui sont maintenant généralement reconnus comme ayant un rdle de plateformes de
signalisation au niveau de la membrane. Un exemple de cette fonction a été observé avec 1’un
des premiers partenaires de la PrPC identifié, la kinase Fyn. Ainsi le crosslinking in vitro de la
PrP¢ avec un anticorps anti-PrP a la surface cellulaire permet ’activation de la Fyn en présence
de cavéoline (Mouillet-Richard et al. 2000). Plusieurs effecteurs en aval sont alors aussi activés
: les kinases ERK 1 et 2 (Extracellular signal-Regulated Kinases), la NADPH oxydase et le
facteur de transcription CREB (c-AMP Response Element Binding) (Schneider ef al. 2003 ;
Toni et al. 2006 ; Mouillet-Richard ez al. 2007 ; Pantera et al. 2009 ; Pradines et al. 2008).

Etant donné que la Fyn kinase est associée a la prolifération et la survie cellulaire, la PrP

pourrait jouer un réle dans la modulation de la survie des cellules neuronales.

2.4.4. Effet anti-apoptotique de la PrP

Une ¢étude réalisée sur des levures soumises a une apoptose provoquée par la surexpression de
la protéine Bax a permis de mettre en évidence une activité anti-apoptotique de la PrP, la co-
expression de PrP et de Bax dans ces levures a permis de réduire le taux d’apoptose de 80% (Li
et Harris., 2005). Une autre étude est arrivée a une conclusion similaire sur des lignées

cellulaires dérivées d hippocampe de souris Prup 7~ ou Prup *'*

et soumises a une apoptose
provoquée par leur exposition a un milieu sans sérum (Kuwahara et al., 1999). Cependant la
voie de signalisation exacte et les mécanismes cellulaire impliquées dans cette protection contre
I’apoptose reste a déterminer une piste €ventuelle impliquerait une interaction entre la PrP et la

protéine Bcl-2.

2.4.5. Role lié a interaction entre la PrP et les oligcoméres d’ AR

De nombreuses ¢études décrivent la présence d’une interaction entre le PrP et les oligomeres
d’AB, le fragment protéique neurotoxique impliqué dans la maladie d’ Alzheimer. Cependant la
fonction exacte qui découlerait de cette interaction reste incertaine. D une part certains résultats

indiquent la présence d’une interaction entre la PrP, AB, et le récepteur du glutamate mGluR 1
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formant le complexe AB-PrP-mGIluRS5 qui entraine une dépression a long terme in vivo et une
diminution des épines dendritiques en culture de neurone qui semble dépendre d’une activation
PrP dépendante de la protéine Fyn. Ces données suggérent que la cytotoxicité des oligomeres
d’AB pourraient étre en partie médiée par la PrP.

D’autre part il a ét¢ démontré in vivo et in vitro que le fragment N1 de la PrP pouvait se lier aux
oligomeres de béta-amyloide réduisant leur neurotoxicité et perturbant la fibrillation du peptide
AB. De plus le taux de coupure alpha de la PrP¢, c’est a dire le clivage de la partie N1 par les
métalloprotéases, augmente dans le cerveau des patients souffrant de la maladie d’ Alzheimer,
ce qui pourrait étre un mécanisme de protection endogéne contre la toxicité des oligomeres

d’AB chez I’'Homme (Wulf et al. 2017).

2.4.6. Role antioxydant de la PrP cellulaire

Les ions Cu®* agissent comme des cofacteurs dans de nombreuses réactions enzymatiques, ils
peuvent aussi se montrer cytotoxiques de par leur capacité a générer des especes réactives
d’oxygénés (ERO) (Berlett et Stadtman. 1997). La PrP en liant le cuivre au niveau de I’histidine
de sa région octapeptide (PHGGGWGQ) (Jackson et al. 2001) pourrait avoir un rdle dans le
métabolisme du cuivre et un effet antioxydant. Cependant en dépit du fait qu’un effet
antioxydant a été suggéré par des expériences réalisées sur des souris et des cellules Prap -/-
(Wong et al. 2001 ; Brown et al. 1997), une description plus spécifique et plus précise du
phénomeéne au niveau moléculaire fait défaut a ces études. De plus le role de la PrP¢ dans le

métabolisme du cuivre est encore controverseé.

En conclusion au regard des nombreuses informations récoltées sur le sujet il semble y avoir
suffisamment de preuves que la PrP€ est impliquée dans plusieurs fonctions physiologiques du
systéme nerveux central et périphérique. Cependant il semble improbable que la protéine soit
impliquée de fagon trés significative dans un aussi grand nombre de fonctions cellulaires, en
particulier lorsque I’on considére le faible nombre de pathologies observées chez les souris
PrP%°, La détermination de la ou des fonctions exactes de la PrP€ reste donc un sujet d’étude a

explorer plus en détail
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3. La protéine prion pathogéne :

3.1. Présentation de la PrP5¢

Bien que la transmissibilité de I’agent pathogene responsable des ESST ait été établie dés 1936

(Hauw et al., 2015) son identification a demandé plusieurs années de recherches.

Une premicre théorie proposée par bjorn Sigurdsson en 1954 suggere que I’agent responsable
des ESST soit un virus lent ou « slow virus » en raison de la longue phase d’incubation
caractéristique des maladies & prion (Sigurdsson., 1954), 5 ans plus tard William Hadlow
observe que la tremblante du mouton et une autre ESST qui touche I’homme « le kuru »

présentent de nombreuses similitudes (Hadlow., 1959).

Cependant la thése du virus devenait moins populaire au fur et a mesure que les informations
sur I’agent infectieux s’accumulaient. Le poids moléculaire et les propriétés biochimiques de
I’agent responsable des ESST ne correspondait pas a ceux d’un virus. De plus I’infectiosité de
I’agent responsable des ESST pouvait étre réduite par des procédés permettant 1’hydrolyse ou
la modification des protéines mais restait résistante aux procédés visant a altérer les acides
nucléiques, ainsi J.S. Griffith proposa pour la premiére fois en 1967 des mécanismes

d’autoréplication d’une protéine seule sans I’intervention de molécule d’ADN (Griffith 1967).

Finalement c’est en 1982 que S.B Prusiner fera la démonstration que la protéine PrP5¢ issue
d’un repliement anormal de la protéine prion PrP€ est le seul agent responsable des maladies a
prion. Il proposa alors le terme prion « Proteinaceous and infectious » pour désigner ce nouvel
agent infectieux. Ses travaux lui vaudront le prix Nobel de médecine en 1997 (Prusiner 1982).
Plus tard une étude a démontré que des souris invalidées pour le géne de la PrP (souris dites
« Knock-out » ou PrP??) sont résistantes a I’infection par les prions alors que les souris
normales infectées par un prion développent les symptomes neurologiques d’une ESST et
meurent, confirmant que la maladie se propage bien par conversion de la PrP“ de I’hdte en PrPs°
(H. Biieler ef al., 1993). Plus récemment certains assemblages constitués uniquement de
protéine prion recombinante se sont avérés capables d’induire une maladie a prions chez des

souris transgénique (Kim et al., 2018).
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La PrP5 est donc la forme modifiée de la PrPC qui est associée a la pathologie, ¢’est-a-dire
capable de s’auto-propager et de se transmettre. La structure primaire des deux formes PrP¢ et
PrP%¢ est identique et elles présentent les mémes modifications post-traductionnelles a
I’exception d’une différence dans les ratios des glycoformes. Cependant bien que les structures
tertiaire et quaternaire a haute résolution de la PrP5° ne soient pas encore complétement établies
on sait que sa conformation est trés différente de la PrP cellulaire normale. En effet la PrPS¢ est
fortement enrichie en feuillet béta (43% de feuillets B dans la PrpS contre 3% dans la PrPC) et
a totalement ou au moins en trés grande partie perdue ses structures en hélice alpha (Pan et al.,
1993), de plus la PrP5 contrairement a la PrP¢ est agrégative et adopte un arrangement
oligomérique ou multimérique. La partie N-terminal intrinséquement désordonnée de la PrP¢
bien que conservée dans la PrP% reste sensible a la PK et ne semble pas nécessaire a la

conversion. (Caughey et al., 1991)

De nombreuse maladies a prions sont associées a la présence de dépots de type amyloide de
PrPS¢ dans les cerveaux des animaux ou des humains malades (Prusiner., 1998). Un assemblage
amyloide présente une structure quaternaire fibrillaire visible en microscopie ¢électronique, une
figure de diffraction des rayons X caractéristique d’une structure en feuillets croisés, et une
affinité pour le rouge Congo associée a une biréfringence (Westermark et al., 2005). Les
protéines amyloides sont capables de s’associer en protofilaments, puis plusieurs
protofilaments peuvent s’associer sous forme de fibres, puis de plaques amyloides (Féandrich,

2007).

Le changement de conformation de la PrP¢, ¢’est-a-dire sa conversion en PrP*¢, entraine une
modification des caractéristiques biochimiques et physico-chimiques de la protéine, ainsi la
PrP¢ est insoluble dans les détergents non ioniques et présente généralement une résistance
partielle a la digestion par les protéases. Les fragments obtenus apres digestion enzymatique
sont appelés PrP™s, la PrP™ est donc une définition opérationnelle qui désigne la PrP qui a
résisté a une digestion par les protéases, en 1’occurrence dans la trés grande majorité des cas
par la PK qui a servi de référence a ce type de digestion. Cette PrP™ est le seul marqueur
biochimique des prions et correspond dans la grande majorité des cas au deux tiers de la partie
COOH terminale de la protéine. Les 60 a 80 premiers acides aminés de la partie N-terminale
restant sensible a la digestion selon la souche de prion considérée (Caughey et Raymond. 1991 ;
Fiorini et al., 2017). La partie N-terminale intrinséquement désordonnée de la PrP¢ bien que

conservée dans la PrP5° n’est pas nécessaire a la conversion. (Caughey ef al., 1991)
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Propriétés PrP¢
Feuillet Béta (%) 3%
Hélice alpha (%) 42%

Résistance aux protéases -

Soluble dans des détergents non dénaturant +
Etat de la protéine monomeérique
Infectiosité -

Prpse

43%

0-30 %

agrégée

+

Tableau 1 : Propriétés physico-chimique de la PrP¢ et de la PrP%°

3.2. Propriétés physicochimiques et données structurales

Bien que des informations structurales a basse résolution de la PrP5° soient disponibles, on ne
connait pas encore sa structure de manicre définitive bien qu’elle soit en passe d’étre résolue.
Plusieurs modéles ont été suggérés. L’étude structurale de la PrP5¢ est particuliérement difficile
en raison de différents facteurs, d’abord les assemblages de PrPS¢ semblent étre trés hétérogénes
sur le plan structural, de plus la protéine est difficile a isoler, insoluble dans 1’eau et les
détergents non ioniques, agrégative, polymérique et elle présente des degrés variables de
modifications post-traductionnelles, notamment une glycosylation (Baskakov et al. 2018).

Cependant en dépit de ces contraintes de nombreuses techniques ont été utilisées pour

Données structurales a basse résolution

renseigner sur la structure de la PrP¢ :

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) et le dichroisme circulaire
(CD) ont permis de déterminer que la PrP% est riche en feuillets béta (Caughey et al.,
1991 ; Safar et al., 1993).
L’utilisation de certains produits chimiques comme le tétranitrométhane (TNM) sur la
PrP™s d’une souche 263K de hamster syrien, a permis d’observer une réduction de la

réactivité des tyrosines 225 et 226 dans la PrP5¢ en comparaison a la PrP¢, attestant d’un




réarrangement structural de la région C-terminal durant la conversion (Gong et al.,
2011)

La diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) a permis 1’analyse de fibres
amyloides de PrP5¢ purifiées a partir de cerveaux de hamsters syriens infectés par le
prion 263K. Cette étude a démontré que la courbe de SAXS obtenue correspond a celle
d’un cylindre de 11.0 +/- 0.2 nm. Cette mesure constitue une estimation du diameétre des
fibres amyloides de PrP° en suspension indépendamment des erreurs potentiellement
introduites par une adsorption sur une surface ou par la coloration négative nécessaire
aux observations en microscopie électronique (Amenitsch et al., 2013 ; Sim et
Caughey., 2009).

La diffraction des rayons X a aussi permis d’étudier les fibres de PrPS¢. 11 est d’abord
important de noter que 1’utilisation de la cristallographie aux rayons X qui a permis
I’obtention de la structure a haute résolution de nombreuses protéines, est dans ce cas
inadéquate. En effet cette technique nécessite la formation de cristaux présentant un fort
pouvoir diffractant ce qui est presque impossible a réaliser avec des protéines d’une
certaine taille, sujettes a I'agrégation, telles que la PrP5¢, contrairement a ce que ’on
peut faire avec de petits peptides amyloidogenes. Cependant des analyses de diffraction
aux rayons X de fibres amyloides ont été effectuées pour plusieurs souches de prion
avec de la PrP5¢ purifiée a partir de cerveaux de hamsters syriens ou de souris infectées.
Les profils de diffraction obtenus suggerent que les prions adoptent une architecture en
béta solénoide avec une unité de 1,92 nm qui se répete le long de 1’axe fibrillaire (Will
et al., 2009 ; Wan et al., 2015)

La microscopie électronique a coloration négative a permis la premiere visualisation de
prion en tant que « prion rods », segments amyloides larges obtenus au cours d’une
procédure de purification de la PrP™ en présence de sarkosyl, dont I’infectivité a été
montrée par inoculation a I’animal (Prusiner et al., 1983). En fonction de la souche, de
I’hote, de la présence ou de ’absence de I’ancre GPI, ainsi que d’autre parametres
expérimentaux, le diamétre moyen des protofilaments de fibres amyloides de PrP varie
entre 3 et 6 nm. En raison de la présence d'agents de contraste de métaux lourds, des
conditions d'éclairage a haute intensité et des expositions souvent longues, aucun détail
structural a haute résolution n’a pu étre obtenu par le biais de cette technique.

(Amenitsch et al., 2013 ; Will et al., 2009)
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e L’Observation par microscopie a force atomique de fibres amyloides de PrP5¢ de prion
22L et RML a suggéré quant a elle que le diamétre des protofilaments est de 5.5 nm
(Sim et Caughey., 2009) correspondant a la hauteur de la fibre adsorbée sur la surface.

e Pour surmonter les limites de la microscopie électronique, des données structurelles a
plus haute résolution ont été obtenues grace a l'utilisation de Cryo-microscopie
¢lectronique. Les image en 2D permettent de visualiser la nature hélicoidale de fibrilles
individuelles, mais peu de détails structuraux ont été obtenus au-dela de leur topologie
globale. Cependant, des données a plus haute résolution peuvent étre obtenues a partir
de reconstructions 3D qui tirent parti de la symétrie hélicoidale au sein de ces fibrilles.
Pour une forme de PrP° sans ancrage GPI, des micrographies électroniques ont été
collectées afin de générer des reconstructions 3D de fibrilles amyloides de PrP5¢ qui
révelent que chaque fibrille est composée de deux protofilaments et que la hauteur de
chaque molécule individuelle de PrP5¢ au sein du protofilament est de 1.8 nm ce qui est
proche de I’estimation faite par diffraction au rayon X suggérant une unité de 1,92 nm

qui se répete le long de I’axe fibrillaire (Requena et Wille. 2017).

3.2.2. Modéles proposés pour la structure de la PrPS¢

Jusqu’a trés récemment la structure tertiaire et quaternaire de la PrP5¢ n’était pas disponible.
Plusieurs mod¢les basés sur les données a basse résolution ont été proposés. Les plus important
étant le modele en « B-solénoide » et le modele « parallel in-register » dans lequel chaque
molécule est agencée de facon plane et les différents plans sont juxtaposés parallelement de
manicre identique pour chaque molécule. Jusqu’a trés récemment il était impossible de
clairement départager ces deux modeles. Il a méme été suggéré que les deux organisations
pourraient coexister car une certaine diversité structurale existe au sein des prions (Baskakov
et al., 2018). En effet pour une méme souche de prion il est possible d’observer une grande
variété de taille, de structures et de caractéristiques biochimiques. Ces éléments peuvent étre
fortement affectés par le type d’hote ou la présence ou non d’une ancre GPI (Chesebro et al.
2005). Ainsi la taille des prions peut aller du petit oligomeére non fibrillaire a la fibre amyloide
de plusieurs nanometres de long, ce qui amene la question de savoir si cette différence de taille
correspond & un continuum plus ou moins étendu d’une méme structure ou a des arrangements
de monomeres fondamentalement différents (Silveira et al. 2005). Cette variabilité pourrait

suggérer que la PrP5¢ puisse avoir plus d’une structure.
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3.2.2.1. Modg¢le Parallel in register

Le mode¢le de structure tertiaire « parallel in-register» est un modele dans lequel le monomére
est entierement plan et principalement composé de feuillets B (Figure 6) (Cobb et al. 2007).
Dans ce mod¢le les monomeres s’empileraient parallelement, chaque résidu de la protéine étant
aligné avec le méme résidu de I’autre molécule, ce qui permet une stabilisation de la structure
par des interactions hydrophobes. Les feuillets B des protéines formant la fibre sont tous
paralléles et dans la méme direction. Des études par RMN du solide réalisée sur des fibres
amyloides de PrP recombinante sont en faveur de ce modele. (Cobb et al. 2007 ; Tycko et al.
2010). Cependant bien que ces fibres puissent émerger spontanément et s’ autopropager in vitro,
il reste a déterminer si ces structures sont représentatives des divers agrégats de PrP5° a I’origine
des maladies a prions naturelles. De plus le modele semble poser un probléme stérique
concernant la présence des chaines N-glycanes complexes sur les deux sites de glycosylation,
chacun des sites étant situé exactement au méme niveau sur les différentes molécules qui sont
juxtaposées, d’autant plus qu’il existe des souches avec une forte glycosylation et pour
lesquelles la plupart des monomeres de PrP sont glycosylés et méme trés majoritairement

biglycosylés.
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Figure 6 : Le modéle de structure de la PrP5¢ « parallel in-register »
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A) Modele «parallel in-register» élaboré en 2007, basé sur 1’étude structurale couplant la
résonance paramagnétique ¢électronique (RPE) et le marquage de spin. Dans ce modele
les feuillets B des protéines formant la fibre sont tous paralléles et dans la méme
direction (Cobb et al., 2007).

B) Amélioration du modele de 2007 sur la base de données plus récente obtenues en partie

par RMN du solide (Groveman et al.,2014).

3.2.2.2. Modéle béta Solenoide

En analysant un empilement cristallin en 2D de PrP5¢ par microscopie électronique (Wille et
al. 2002), Stanley Prusiner a proposé¢ le modéle d’hélice béta gauche («Left handed beta helix »)
(Figure 7) dans lequel les feuillets B de la PrP* s’organiseraient en un cceur hélicoidal. Des
interactions entre les feuillets B de différents monoméres de PrPS¢ permettraient a ses
monomeéres de s’assembler en triméres, les arbres de glycosylation restant en périphérie.
L’empilement de ces triméres formerait des fibrilles enroulées en hélice gauche, puis ces
fibrilles s’assembleraient pour former des fibres amyloides (Govaerts et al. 2004). Ce modele
est aujourd’hui considéré comme inexact car il inclut la présence d’hélices alphas qui d’apres
les données de FTIR et de CD semblent absentes de la PrPS¢ (Baron et al., 2011). Un modéle
plus récent de PrP5¢ de souris basé sur une architecture en B-solénoide correspondant a une
évolution du modele précédent et qui satisfaisait aux données expérimentales plus récentes a
été proposé par Requena et ses collaborateurs (Silva ef al., 2015). Ce modéle est en accord avec
les premiéres données de cryo-microscopie ¢lectronique qui n’avaient cependant qu’une faible
résolution (Véazquez-Fernandez et al., 2016), mais aussi avec celles de diffraction des rayon X
de fibres, de dichroisme circulaire et FITR ainsi que de 1’analyse par spectrométrie de masse
de PrP™ obtenu apres digestion par PK dans des conditions particuliéres de détergents qui
permettent la coupure d’une petite proportion de molécules a des sites interprétés comme de

boucles plus accessibles qui sépareraient les feuillet béta (Spagnolli ef al. 2019).

3.2.2.3. Autres modéles

Ces deux modeles « parallel in-register» et en tonnelet « beta Solenoid » paraissent les plus
probables mémes si d’autres modeles moins bien étayés avaient également été proposés au
cours du temps, tel qu'un modele a deux modules avec une partie N-terminale et une partie C-

terminale formant chacune un empilement séparé par une région moins structurée (Kunes et al.,
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2008), un modele basé essentiellement sur la transconformation de la partie H2-H3 (Chakroun
et al., 2010) ou un modele basé sur un « domain swapping » de la PrP (Hafner-Bratkovic et al.,

2011).

3.2.3. Avancées récentes: structure de la PrP%¢ et des fibres

Des avancées récentes utilisant la Cryo EM confirment et mettent en évidence une architecture
basée sur une organisation « parallel-in-register intermolecular B-sheet » (PIRIBS) des fibres
amyloides de PrP5¢ de hamster purifiées a partir de cerveaux de hamster infectés par la souche
263K de prion (Kraus et al., 2021. Préprint doi : https://doi.org/10.1101/2021.02.14.431014).
Méme si les résultats présentés devront étre confirmés par d’autres travaux, il semble qu’il
s’agisse de 1’établissement de la premiére structure a haute résolution d’un prion de mammifere.
Il est a noté que I’analyse en Cryo-EM de fibres amyloides de PrP recombinante produites in
vitro montrent aussi une organisation générale basée sur un méme type d’empilement en feuillet
béta « in register » des molécules de PrP au moins pour la partie C-terminale des fibres, méme
s’il semble exister d’importantes différences entre la structure des fibres et celle rapportée pour

le prion 263K (Wang et al., 2020 ; Glynn et al., 2020) (Voir paragraphe IV.2)
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Figure 7 : Le modéle de structure de la PrP5¢ en tonnelet « beta Solenoid »

A) Modele en tonnelet élaboré en 2004 sur la base d’une étude par microscopie
électronique d’un empilement cristallin en 2D de PrPS® Dans ce modéle les feuillets
B de la PrP*° s’organiseraient en un coeur hélicoidal (Govaerts et al., 2004).

B) Modéle en tonnelet proposé en 2019 basé sur des données de cryo-microscopie
¢lectronique a basse résolution, de diffraction des rayon X de fibres, de dichroisme

circulaire et d’FITR (Spagnolli et al. 2019).
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Région délétée dans le cadre
e notre étude

M

Figure 8 : Structure de la souche 263K de prion de hamster par cryo-EM (Kraus

et al., 2021).
A) Projection de la carte de densité électronique des fibres.

B) Modc¢le représentant une fibre étendue.
C) Vue d’une coupe horizontale dans la carte de densité électronique comprenant les

résidu 95 a 227
D) Représentation schématique du ceeur de la fibre montrant I’orientation des chaine

latérales des résidus par rapport au squelette peptidique

E) Représentation d’un empilement trimérique des feuillets béta dans un segment de la

fibre.
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Figure 9 : Structure des fibres amyloides de PrP recombinante, obtenue par

cryo-EM (Wang et al., 2020).

A) Image des fibres de PrP recombinante humaine de pleine longueur obtenue par
microscopie ¢électronique a coloration négative

B) Vue d’une coupe horizontale dans la carte de densité électronique des fibres
montrant deux protofilaments formant un dimere

C) Séquence de la PrP comprise entre les résidus 170 a 231 montrant la localisation des
6 brin béta observés.

D) Structure tridimensionnelle de la région 170-231 des fibres recombinantes de PrP
humaine. Entrée 6LNI de la PDB
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3.3. Mécanismes de conversion et de réplication

Le caractere infectieux des prions semble découler directement de leur capacité a s’auto-
propager tout en maintenant leur information infectieuse, le maintien et 1’amplification de
I’information infectieuse étant le processus central de chaque pathogeéne. Dans ce contexte la
PrP*¢ servirait d’empreinte dans la transmission du repliement anormal a la PrPC.

Le suivi de I’apparition de la PrP5 au cours du temps in vivo et de I’amplification des prions in
vitro permet I’observation d’une phase de latence suivie d’une croissance exponentielle, ce qui
indique un premier processus cinétiquement lent suivie d’un processus coopératif plus rapide.
(Griffith., 1967) Bien que les mécanismes qui régissent la conversion de la PrP¢ en PrP*° ainsi
que I’émergence spontané de la PrP° restent a ce jour incompris deux modéles tentent

d’expliquer le phénomene.

3.3.1. Le modéle autocatalytique

Le mode¢le autocatalytique ou « template-directed refolding » a été introduit par Griffith et
propose que la PrP¢ catalyse sa propre formation a partir de PrP®. Dans ce premier model on
suppose qu’un monomére de PrP%° serait en mesure de s’associer avec un monomére de PrP¢
formant un hétérodimére (PrPC-PrP°) capable de convertir la PrP¢ en PrPS. La PrPS¢
néoformée étant ensuite capable de catalyser la conversion d’une ou d’autres PrP¢. Afin que ce
modeéle soit possible deux conditions doivent étre remplies, il faudrait que la PrPS¢ puisse exister
sous 1’état de monomere et qu’elle soit dans cette conformation thermodynamiquement plus
stable que la PrPC. La présence d’un intermédiaire noté PrP* qui correspond a une PrP¢
partiellement dépliée a été ensuite proposée afin d’améliorer le modele. Cet intermédiaire
permettrait d’abaisser la barriére énergétique nécessaire a la formation d’une nouvelle PrP%c.
Contrairement a la PrP5 I’intermédiaire PrP* serait sensible a la dégradation et pourrait revenir
vers la forme PrPC. PrP* résulterait de variations aléatoires de la conformation de la PrP¢ ou
bien de ’association de la PrP€ avec des facteurs cellulaires ou une protéine chaperonne. Selon
ce modele dans les conditions normales la concentration de PrP* est basse et la barri¢re
énergétique permettant le changement de conformation étant élevé la formation de PrP5¢ n’a
pas lieu ou est insignifiante. L’infection par un prion permet d’introduire une matrice qui va
promouvoir la conversion de PrP* en PrP¢, cette derniére étant trés stable va s’accumuler. Par

ailleurs les cas sporadiques pourraient étre dus a une accumulation de la PrP* qui entrainerait
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un franchissement aléatoire de la barriére d’énergie et la formation de PrP%. Les mutations
causant les formes familiales de la maladie auraient pour effet de déstabiliser la forme PrP¢

permettant ainsi ’accumulation de la PrP* (Huang, Prusiner, et Cohen, 1996).

3.3.2. Le modéle de nucléation-polymérisation

Ce modele imaginé par Lansbury et Caughey propose que les deux isoformes existent en
équilibre et que cet équilibre tend vers la PrP¢ dans des conditions normales. Il implique une
étape dite de nucléation qui correspond a la formation d’un noyau, un oligomére de PrP
disposant d’une activité de conversion. Cette étape réversible serait a I’origine de la phase de
latence qui est observée lors de la formation spontanée de PrP*° et représenterait donc 1’étape
limitante du mécanisme car elle est non favorable thermodynamiquement, I’ensemble des
interaction résultantes ne couvrant pas le colt entropique nécessaire a la formation du noyau.
Une fois le noyau formé 1’addition de monomeére de PrP¢ devient thermodynamiquement
favorable provoquant une phase d’¢longation rapide et peu réversible qui aboutit a
I’accumulation de PrPS¢. Ce modéle est en accord avec des processus de polymérisation bien
définis comme la cristallisation d’une protéine ou la formation de microtubules. De plus les 3
caractéristiques qui le définissent (phase de latence, concentration critique et propriété
d'ensemencement) sont retrouvées expérimentalement lors de la conversion spontanée in vivo
et in vitro de la PrP.

Ce modele explique donc la rareté des cas sporadiques par la lenteur de cette phase de
nucléation. Elle propose aussi que certaines mutations puissent faciliter 1’émergence de la
maladie en altérant I’équilibre PrP¢/ PrP%¢. L efficacité et la plus ou moins grande rapidité des
infections viendrait du fait que I’introduction de PrP5¢ exogéne permettrait d’outrepasser 1’étape

limitante du mécanisme (Jarret et Lansbury. 1992 ; Lansbury et Caughey 1995).

48



slow
Pr PC RN Pr PSC
“ fast M fast

PrPC..PrPS¢ == PrpS¢.prpS¢ = Prp*°

slow fast

Nucleus
PrP¢ == PrPV«——= PrP] —= PrB! =—<=—=— PrpB°

N

Fragmentation

Figure 10 : Mécanismes de conversion et de réplication des prions
A) Le modéle autocatalytique (Huang, Prusiner, et Cohen, 1996).
B) Le mode¢le de nucléation-polymérisation (Lansburt et Caughey 1995).

3.4. Notions de souche et de barriére d’espéce

3.4.1. Le concept de souche

L’un des phénomenes les plus étonnant dans 1’étude des prions est la présence de souches. En
effet différents prions peuvent étre associés a des ESST présentant des caractéristiques
biochimiques et neuropathologiques différentes. Par analogie avec les agents infectieux
conventionnels le terme souche de prion a été utilisé (Collinge et Clarke, 2007). La présence de
ces souches a été remarquée dés 1961 grace a une expérience consistant a effectuer une
inoculation intracérébrale de deux formes de tremblante a des chevres et aboutissant au
développement de deux symptomatologies différentes (Pattison et Millson., 1961). De
nombreux travaux scientifiques ont apporté depuis lors des preuves solides sur 1’existences des
souches de prions et ont permis leur identification et leur caractérisation. Il a été possible de
cloner biologiquement des souches a partir des échantillons bruts. Historiquement les premicres
souches ont été obtenues par 1’inoculation d’échantillon de tremblante du mouton (scrapie) dans
des lignées de souris congéniques ou chez le hamster, ensuite ont été utilisées des souris PrP?°
pour le géne de souris mais exprimant un transgene correspondant a une PrP exogéne : humaine,
ovine, bovine, cervidé ou campagnol (Dickinson et al., 1968, Watts et Prusiner., 2014).
Concretement 1I’échantillon de base est dilué de 10 en 10 avant I’inoculation. Les homogénats

de cerveaux des souris qui tombent malades aux plus faibles dilutions sont inoculés selon la
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méme procédure pour au moins deux passages supplémentaires chez le méme hote (Langevin
etal., 2011).

En pratique une méme souche inoculée par la méme voie avec une méme dose a des animaux
possédant un fond génétique similaire reproduira de facon fidele ses caractéristiques. Les
souches de prion sont caractérisées par 1) une période d’incubation qui représente la durée
entre I’infection et la mort de I’animal inoculé. 2) Des signes cliniques spécifiques. 3) Un
profil lésionnel caractéristique. 4) Des caractéristiques biochimiques tel que le degré de
résistance a la PK ou a la dénaturation par la guanidine, le ratio des différents glycoformes ainsi
que le profil électrophorétique de la PrP™ pour lequel 3 conformations majeurs ont été
rapportées en fonction de la taille de la PrP™s observée par western blot : 21kDa (typel), 19
kDa (type 2) et 8 kDa. Cette distribution des types de prions n’est cependant généralement pas
exclusive, plusieurs cas de CJD sont en fait un mélange de type 1 et type 2 suggérant
I’émergence possible de deux souches, simultanément dans un méme individu. (Aguzzi et al.

2007 ; Bruce et al. 2003 ; Langeveld et al. 2006 ; Cali et al. 2009).
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Figure 11 : Caractéristiques permettant de différencier deux souches de prions
(Beringue 2017).

a) Différence dans la proportion des trois glycoformes visible sur des profils
¢électrophorétiques.

b) Distribution de tailles des agrégats, visible par vélocité de sédimentation.

c) Distribution des agrégats de PrP5¢ et des vacuoles dans le cerveau.

d) Temps d’incubation de la maladie.

Pourcentage de survie

Souche B
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L’observation de différentes souches de prions a été le principal argument contre I’hypothése
d’une protéine seule responsable de I’infection. Effectivement, chez les agents infectieux
conventionnels les souches sont habituellement dues & des mutations dans un génome, et il
pouvait sembler difficile de concilier la grande diversité des souches de prions avec la nature
exclusivement protéique de I’agent infectieux. Aujourd’hui I’hypothése prion a été démontrée
et I’explication proposée au phénomene est que les informations de souches sont encodées dans
la structure tertiaire et/ou quaternaire de la PrP° et que cette derniére est transmise fidélement
lors de la conversion de la PrP€ (Telling., 2010 ; Bassen et Marsh 1994). Etant donné que la
PrP%¢ est glycosylée, une partie ou la totalité¢ de cette information structurale pourrait
potentiellement étre porté par les glycanes. Afin d’apporter un élément de réponse a cette
question notre équipe a amplifié¢ in vitro par PMCA la souche 127S ovine en utilisant comme
substrat une PrP invalidée pour ses deux sites de glycosylation. L’amplification du prion a été
réalisée sur cette PrP aglycosylée. La PrP° non glycosylée résultante a été inoculée a des souris
exprimant la PrP ovine normale. L’inoculation a produit une ESST présentant les
caractéristiques biochimiques et neuropathologiques typiques de la souche originale, ce qui
indique que I’information de souches ne semble pas portée par les glycanes (Moudjou et al.

2016).

Bien que les prions finissent par s'accumuler dans le systéme nerveux central (SNC) de leur
hote, I'accumulation périphérique peut également étre associée a certaines souches de prions.
Les tissus les plus pertinents se sont avérés étre les organes lymphoides secondaires tels que les
ganglions lymphatiques et la rate. Le lymphotropisme peut étre utilis¢ pour discriminer les
souches possédant la capacité a se répliquer dans les organes périphériques de celles qui ne sont

détectées que dans le cerveau (Mould et al. 1970 ; Béringue et al. 2007).

Les inégalités de distribution des agents infectieux dans le SNC suggerent 1’existence d’un
tropisme cellulaire de souche. Plusieurs études indiquent que le tropisme d’une souche pourrait
dépendre de la structure tertiaire ou quaternaire de la PrP*, ce qui impacterait son aptitude a
s’associer avec un ou des cofacteurs cellulaires spécifiques, qui sont différemment exprimés
selon le type cellulaire (Aguzzi, Baumann et Bremer., 2008). Certaines études réalisées in vivo
et in vitro témoignent de 1’existence de ce tropisme cellulaire. /n vivo, lorsque des homogénats
de rate ou de cerveau d’'un méme hote sont inoculés a des souris avec un méme fond génétique,

les caractéristiques de souches observées chez les animaux inoculés sont différentes (Béringue
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et al. 2012) une étude immunohistologique réalisée in vivo a fourni des preuves que les souches
de prions adaptées a la souris Me7 et 22L étaient préférentiellement associées aux neurones et
a l'astroglie respectivement (Caroll et al., 2016). In vitro ’infection de cultures primaire de
neurones soutient qu'un tropisme spécifique a une souche pour différents types de populations
neuronales peut contribuer au ciblage différentiel des zones cérébrales observé lors d’infection
in vivo. En effet, La PMCA région spécifique (rsPMCA) une technique qui utilise comme
substrat divers tissus animaux et humains, préparés a partir d'individus adultes confirme le
tropisme neuronal et suggere I’implication de facteurs moléculaires en plus de I’impact des
fonctions cellulaires et des interactions cellule a cellule qui peuvent varier dans les diverses

zones cérébrales. (Levasseur ef al., 2019)

3.4.2. Lanotion de barriére d’espéce

La transmission d’'une méme souche de prion d’une espeéce a une autre se traduit presque
toujours par un allongement de la phase d’incubation lors du premier passage mais aussi
souvent par une diminution du nombre d’animaux infectés voir d’une impossibilit¢ de
transmettre la maladie, ce phénoméne a été¢ qualifi¢ de barriére d’espéce (Prusiner. 1998).
Historiquement 1’une des premicres barri¢res d’especes étudiées concernait la transmission du
prion de hamster a la souris. Kimberlin a remarqué qu’une souche de tremblante du hamster
nommée 263 K passait difficilement a la souris, (Kimberlin et Walker., 1979 ; Kimberlin et
Walker., 1978). Ensuite I’utilisation de souris transgéniques exprimant la PrP de hamster a
permis la transmission efficace de prion de hamster a des souris soulignant ainsi I’importance
de la séquence en acide aminé de la PrP dans la contribution a la barriére d’espéce (Prusiner et
al., 1990).

Un autre exemple est la sensibilisation a la tremblante du mouton de lapins transgéniques
exprimant la PrP ovine alors que l'animal est connu pour étre naturellement résistant a
l'infection par le prion (Sarradin et al., 2015). L’homologie de séquence entre le prion inoculé
et la PrP de I’hdte semble étre une condition préalable a la réussite d’une infection, 1’opinion
commune est que la compatibilité structurelle entre la PrP de 1'hote et la souche de prion

infectante régit la transmission inter-espéces des prions.

Les approches par PMCA (technique permettant I’amplification in vitro de PrP5¢) ont confirmé
que les prions de souris (souche RML) pouvaient étre progressivement adaptés aux especes de

hamsters permettant ainsi un franchissement in vitro de la barriere d’espece. L’adaptation en
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PMCA peut étre réalisée en 4 a 6 cycles (Castilla et al., 2008), de méme, les prions de hamster
(souche 263 K) peuvent étre adaptés a la souris. L’observation de barriere d’espéce et leur
franchissement ont aussi été réalisé avec d’autres prion tel que le prion bovin vCJID et le prion

de cervidés CWD.

Une vue d’ensemble des expériences réalisées semble suggérer qu’au moins au niveau
expérimental il n’y a pas de barriere d’espéce absolue. Les prions adaptés tuent généralement
tous les animaux inoculés en quelques semaines ou quelques mois, la durée totale d'incubation
peut cependant fortement varier, elle peut étre de 60 jours pour les plus rapides ou dépasser 700
jours pour certaines souris. En revanche, lorsque les prions sont introduits chez un hote auquel
ils ne sont pas encore adaptés, le pourcentage de survie des hotes est généralement plus
important et le temps d'incubations considérablement augmentés et plus variables. Cependant
apres un certain nombre de passages les prions adaptés récupérent un taux d'attaque de 100%

et un temps d'incubation réduit et hautement reproductible. (Igel-Egalon et al. 2018)

4. La forme enrichie en feuillet béta de 1a PrP recombinante :

4.1. Fibres amyloides et oligomeres de PrP recombinante

La PrP recombinante synthétisée par le biais de systeme d’expression bactérien peut elle aussi
se convertir spontanément in vitro vers une forme enrichie en feuillet béta, elle formera alors
selon les conditions expérimentales soit des structures oligomériques soit des fibres béta
amyloides. Ainsi des fibres béta-amyloides sont obtenues a partir de PrP recombinante mise
sous agitation, a un pH préférentiellement neutre et en présence d’un ou plusieurs agents
chaotropes. Le suivi de la cinétique de formation de ces fibres via la thioflavine T (ThT) permet
d’observer une phase de latence, suivie d’une rapide accumulation de fibres, caractéristique de
la formation d’amyloides. Comme observé pour la PrP5¢ les fibres présentent i-une structure
enrichie en feuillet béta, ce qui peut étre constaté par spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (FITR) et par dichroisme circulaire (CD), ii-une certaine résistance a la PK observable
mais relativement faible comparée aux prions et iii-une capacité d’amorcage qui permet leur
¢longation dans un milieu contenant de la PrP recombinante (Bocharova et al. 2005). Fait
intéressant il semble que 1’agitation exercée durant le processus de fibrillation a un impact direct

sur la structure des fibres formées, en effet les travaux de Baskakov montrent qu’en modifiant
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le mode d’agitation il est possible d’obtenir deux types de fibres PrP différentes sur le plan

morphologique et structural (Makarava et Baskakov. 2008).

Par ailleurs des oligomeéres de PrP recombinante peuvent étre formés a pH acide par une courte
incubation a 42°C suivie d’un refroidissement progressif, le procédé semble é&tre
multimoléculaire et donc trés dépendant de la concentration initiale en protéine recombinante.
Des travaux sur la PrP ovine recombinante ont permis la caractérisation de deux sous
population d’oligomeéres de 12 et 36 sous-unités qui présentent toutes deux une teneur élevée
en feuillets béta observée par FITR et par CD et une résistance partielle a la pepsine (Rezaei et

al. 2005)

4.2. Structure des fibres de PrP recombinante

Dans I’optique de contourner les difficultés rencontrées pour résoudre la structure de la PrPS¢
extractive, I’étude de PrP recombinante amyloide produite in vitro a été entreprise. Malgré de
nombreux travaux la structure de ces fibres amyloides de PrP n’a toujours pas été résolue,
vraisemblablement a cause de I’hétérogénéité des polymeres formés. Par ailleurs des
différences structurales entre la PrP> et la PrP recombinante sous forme amyloide ont été
constatées. Notamment les spectres de diffraction des rayons X de fibres amyloides de PrP
recombinante et de PrP5¢ indiquent des organisations différentes méme si le coeur PK résistant
de la PrP% ou le cceur de la fibre amyloides synthétique sont toutes deux organisées

essentiellement en feuillets béta.

La PrP recombinante semble pourvoir former un prion synthétique avec cependant une
infectivité inférieure a celle de la PrP°, L’inoculation de fibres de PrP tronquée (90-230) a des
souris Tg9949 surexprimant une PrP¢ homologue a abouti a I’apparition de symptomes typiques
d’une maladie a prion chez les souris infectées ainsi qu’a leur mort apres une période allant de
380 a 660 jours (Legname et al., 2005). D’autres études décrivent des infections par des fibres
recombinantes /n vivo mais soulignent que ces infections présentent des temps d’incubations
plus longs que ceux obtenus avec une PrP° et n’entrainent pas ’apparition de symptomes de
tous les animaux inoculés (Colby et al., 2010 ; Muller et al. 2014). De plus 1’obtention d’une
PrP recombinante infectieuse par PMCA semble difficile, elle n’a pu se faire qu’aprés un
nombre important de cycles et uniquement dans certaines conditions impliquant la présence de

cofacteurs (Wang et al., 2010 ; Kim et al., 2018). Malgré une avancée récente trés prometteuse,
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la structure d’un polymeére PrP recombinante béta-sheet amplifi¢ par PMCA et présentant une
forte infectivité n’a pas encore été résolue (Erana et al., 2019). Bien que 1’étude structurale de
la PrP recombinante amyloide semble pertinente il est important de garder a 1’esprit que
I’organisation structurale de ces molécules pourrait présenter des différences notables ou étre
vraiment différente de celle des prions extractifs méme s’ils peuvent se présenter sous une
forme amyloide. Il n’en reste pas moins que la capacité de conversion de la PrP cellulaire par
des fibres produites in vitro pourrait permettre de mieux comprendre les éléments clés de la

conversion.

Les fibres de PrP recombinantes ont été étudiée par RMN notamment car le fait d’exprimer la
protéine en bactérie facilite le marquage aux isotope lourd C'* et N'> nécessaire a I’utilisation
de cette technique. La RMN, comme beaucoup d’autres techniques d’analyse structurale exige
des quantités substantielles d'échantillon structurellement homogene. La tendance de la PrP a
adopter un nombre important de conformeres a donc constitué une sérieuse limitation pour
résoudre la structure des fibres de PrP. La nature agrégative de la PrP sous forme fibrillaire
exige le recours a la RMN du solide afin d’éviter 'importante relaxation longitudinale due a la
faible mobilité moléculaire des fibres (Requena et Wille. 2017). Une étude par RMN du solide
a été réalisée par Muller et collaborateurs sur des fibres de PrP recombinantes ovines présentant
une infectivité relativement modeste sur des souris. L’assignement résidu spécifique des
spectres de RMN n’a pas été possible a cause de 1’absence de spectre en 3 dimensions
néanmoins les données obtenues suggerent que les fibres adoptent une structure compatible
avec le model « in-register » (Muller et al. 2014). Une autre étude par RMN du solide a été
réalisée sur des fibres de PrP (23-144) recombinantes humaines infecticuses. Cette PrP
correspond au variant Y 145Stop dont I’extrémité C-terminal est absente et qui est associé a une
ESST héréditaire chez I’homme qui provoque une angiopathie amyloide cérébrale. Ces fibres
qui sont infectieuses par inoculation a la souris ont permis 1’obtention de spectres RMN de
bonne qualité qui ont permis une attribution résidu spécifique du squelette peptidique de la
protéine dans sa forme béta amyloide. Les spectres RMN démontrent sans ambiguité que la
région 112-141 comprenant 3 feuillets béta reliées par des boucles plus au moins longues
représente le coeur amyloide de ces fibres et comme pour les fibres décrites précédemment la
PrP adoptent une structure compatible avec le modele « parallel in-register ». Cependant la
structure a haute résolution de ces fibres de PrP (23-144) n’a pas pu étre déterminée (Helmus

et al. 2008).
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Plus récemment une structure a haute résolution de fibres amyloides de PrP recombinante de
pleine longueur a été résolue par cryo-microscopie électronique (cryo-ME). Les auteurs ont
construit sans ambiguité un modele comprenant les résidus 170-229 avec une résolution
moyenne de 2,7 A. D’aprés leur étude chaque fibre est composée de deux protofilament
entrelacés, disposés en quinconce et formant une hélice gauche. Chaque protofilament est
constitué d’un empilement de sous-unité de PrP avec une hauteur de 10,8 A ce qui correspond
a une molécule de PrP par couche. Chaque molécule de PrP comprend 6 feuillets béta dans la
région 170-229 séparés par des boucles plus au moins longues. Un pont salin existe entre les
résidus Lys194 d’un monomeére et Glul96 sur le monomere opposé a I’interface des deux
protofilaments, chaque monomere créant une cavité qui pourrait étre importante pour la stabilité
des fibres. Finalement tout comme pour les fibres décrites plus haut la structure 170-229
correspond au modele « parallel in-register ». En dépit des informations précieuses qu’apporte
cette étude il est important de rappeler que cette structure ne décrit pas la totalité de la molécule,
qu’elle ne représente peut-étre qu’une conformation parmi d’autres étant donné 1’hétérogénéité
structurale des fibres de PrP et que I’infectivité des fibres n’a pas été évaluée (Wang et al.

2020).

5. La neurotoxicité des prions

5.1. PrP5¢ et toxicité
Malgré les importantes avancées réalisées dans I’étude des maladies a prion, les mécanismes
par lesquels ils provoquent la mort neuronale restent mal compris. Cette neurotoxicité peut étre

expliquée de plusieurs manieres.

5.1.1. Perte des fonctions de la PrP€

La premiére théorie consiste a dire que la PrP¢ recrutée et convertie dans sa forme PrP5 n’est
plus en mesure de remplir sa ou ses fonctions physiologiques ce qui entrainerait la mort
neuronale. En effet comme décrit précédemment la PrP est impliquée dans différentes fonctions
dont la transduction du signal cellulaire, le fonctionnement des synapses, et la my¢linisation,
entre autres. Il se pourrait donc que la perte de ces fonctions entraine diverses complications.

Cependant les souris qui n’expriment pas la PrP sont essentiellement normales (Bueler et al.
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1992). Nous pourrions alors supposer que 1’absence de PrP¢ durant le développement
embryonnaire entraine le développement de mécanismes permettant de compenser la fonction
de la PrP, cette hypothese est toutefois en contradiction avec le fait qu’une déplétion post-natale

de la PrP n’entraine pas non plus de neurodégénérescence (Malluci et al. 2002).

5.1.2. Toxicité de la PrPS¢

Une deuxiéme hypothése serait que la PrP5¢ ou la PrPRs résultante serait neurotoxique, cette
théorie se base d’abord sur le fait que I’accumulation de PrP5¢ précéde généralement la perte
neuronale et que souvent les structures cérébrales les plus riches en PrPS¢ sont les plus affectées
lors des maladies a prion (Williams et al. 1997). Cette théorie est soutenue par plusieurs
expériences réalisées in vitro, I’exposition de cellules corticales de rat en culture primaire a de
la PrP™ entraine 1’apparition de nombreux signes apoptotiques (Miiller et al. 1993),
I’incubation de cellules de neuroblastome N2a avec de la PrP*¢ purifiée a partir de cerveaux de
souris infectées provoque un stress du RE et 1'activation de la caspase 12 (Hetz ef al. 2003) et
I’infection chronique de cellules GT-1 et N2a avec de la PrP% provoquerait une certaine
inhibition du protéasome et 1’induction d’une voie apoptotique via la stimulation des caspases

3 et 8 (Kristiansen et al. 2005).

5.1.3. Hypothése de ’intermédiaire toxique

Cependant méme cette possibilité ne satisfait pas toutes les observations faites au niveau
expérimental. D’abord dans un certain nombre de cas la présence de grande quantité de PrP5¢
n’est pas corrélée avec la présence d’une neurotoxicité dans le cerveau, ensuite la PrPS¢ n’est
pas directement toxique pour les neurones qui n’expriment pas la PrP¢ (Collinge et Clarke.
2007) et finalement la suppression de I’expression de la PrP€ au cours d’une maladie a prion si
elle est effectuée précocement protége complétement les souris infectées et provoque méme
une régression de la spongiose. Ainsi les souris survivent, alors que les niveaux de PrP5¢ dans
le cerveau restent aussi élevés qu’au stade terminal de la maladie (Malluci et al. 2003 ; 2007).

Cette dernicre observation est d’ailleurs en défaveur des deux premiéres hypothéses.

En raison de ces contradiction une troisiéme hypotheése a émergée. La toxicité pourrait ne pas
étre portée par la PrPS¢ mais plutot par des oligoméres plus petits et plus labiles appelés PrPL.

Dans ce modeéle la PrP5¢ infectieuse agit comme un catalyseur formant ces intermédiaires
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toxiques qui murissent ensuite produisant de la PrPS° non toxique. La neurotoxicité est constatée
lorsqu’une concentration critique de PrPL est atteinte, 1’évolution de la concentration de la PrP-
dépendra dans ce cas a la fois de la concentration du catalyseur (PrP5°) et du substrat (PrPC).
En partant de ce principe les cas présentant une grande quantité de PrPS° mais pas de signes
cliniques seraient due a une conversion de la PrPt en PrP% qui serait plus rapide que sa
formation ne permettant pas I’accumulation de 1’espece toxique, par contre dans les maladie
avec un temps d’incubation court comme lors de I’infection des souris tg20 avec le prion RML
on observe au contraire une formation rapide de PrPt et une conversion plus lente vers la PrP5
permettant I’accumulation de 1’espéce toxique et une mort prématurée (Collinge et Clarke.

2007).

Cette théorie est non seulement en accord avec les expériences citées précédemment mais en
plus une certaine toxicité d’oligomeres de PrP a été observée in vivo et in vitro. Une toxicité
des oligomeéres de PrP a été observée sur une culture primaire de neurones corticaux de souris,
I’exposition des neurones aux oligomeéres aboutit a 50% de mort cellulaire que les neurones
expriment ou non la PrPC, sur ces mémes neurones ni les fibres de PrP ni la PrP monomériques
ne sont toxiques. Fait intéressant, faire évoluer les oligomeéres vers des fibres amyloides ThT
positives aboutit a la perte de leur toxicité ce qui concorde avec la théorie des intermédiaires.
Les oligomeres inoculés par injection stéréotaxique se sont aussi avérés toxique sur des souris
exprimant ou non la PrP. Les fibres de PrP présentent une toxicité in vivo moins importante et

la PrP monomérique n’est pas toxique (Simoneau et al., 2007).

5.2. Mécanismes impliqués dans la mort neuronale

En plus de ’ambiguité qui existe vis-a-vis de 1’origine de la toxicité des prions il semble que

plusieurs voies sont potentiellement impliquées dans la neurotoxicité.

Une des voies suspectées est I’apoptose, comme cité précédemment 1’activation de plusieurs
caspases a été observée lors de I’incubation de cellule en présence de PrP¢, de plus la présence
d’une fragmentation de I’ADN un marqueur de I’apoptose a été détectée (Miiller et al., 1993 ;

Hetz et al., 2003 ; Kristiansen et al., 2005)

L’observation d’un accroissement du nombre d’autophagosomes dans les cerveaux infectés par

une ESST a amené certains chercheurs a proposer 1’autophagie comme origine de la
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neurodégénérescence (Liberski, Gajdusek, et Brown 2002 ; Liberski et al., 2004; Zhou et al.,
2012). La PrP€a été impliquée dans la répression de 1’autophagie dans les neurones (Oh e al.,
2008), ainsi la perte de fonction de la PrP¢ pourrait favoriser une augmentation de I’autophagie
durant une ESST. Cependant d’autres études proposent qu’au contraire 1’autophagie jouerait un
role neuroprotecteur en dégradant la PrPSintracellulaire. En effet la stimulation de I’autophagie
dans des cellules neuronales ou non provoque une augmentation de la clairance de la PrP%°

(Ertmer et al., 2004 ; Heiseke et al., 2009 ; Aguib et al., 2009).

Le stress du réticulum endoplasmique est une autre voie possible. En effet, un changement dans
I’homéostasie du calcium Ca2+ a été décrit dans plusieurs neuropathologies, dont les maladies
a prions or ce dysfonctionnement induit un stress du RE (Hetz ef al. 2003). Le stress du RE
active 1’Unfolded Response Protein (UPR), qui est une voie neuroprotectrice permettant de
diminuer transitoirement la synthése protéique afin d’assurer la survie de la cellule (Halliday et
Mallucci. 2014). Mais si elle est maintenue activée en permanence cette voie UPR déclenche a
terme 1’apoptose et elle est suractivée dans les maladies a prions. De plus chez les souris
infectées, 1’inhibition de 1 UPR est associée a une augmentation du temps de survie et a une

atténuation des signes cliniques (Moreno et al. 2013)

6. Les modéles expérimentaux de réplication des prions

6.1. Les modéles animaux

Différents modéles animaux ont été utilisés dans I’étude des maladies a prion, ces modéles se
sont avérés tres efficaces dans I’étude de la physiopathologie de la maladie et ont permis le
titrage de I’agent infectieux et de mesurer ses effets selon la voie d’inoculation. Ils ont aussi
permis d’étudier le phénoméne de barriére d’espéce, de déterminer le degré de susceptibilité de
I’hote aux différents prions et sont des outils essentiels dans la recherche de molécules

thérapeutiques.

Les modeles les plus largement utilisés sont les modeles murins notamment la souris, le rat, le
campagnol roussatre et le hamster doré qui ont tous été capables de répliquer la tremblante des
petits ruminants (Chandler., 1961 ; Chandler., 1971 ; Chandler et Fisher., 1963). D’ailleurs les
expériences réalisées sur le hamster doré ont énormément contribué a la compréhension des

mécanismes de la maladie et a I’identification de la nature protéique de 1’agent pathogéne
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(Prusiner et al., 1980 ; Kraus ef al., 2021). D’autres animaux qui se sont avérés tres efficaces
dans I’étude des maladies a prion sont les primates non humains. Ainsi une transmission
expérimentale de prion a pu étre effectuée chez des lémuriens, des macaques, des singes
¢cureuils et des chimpanzés (Bons ef al., 1999 ; Gibbs et al., 1994 ; Lasmézas et al., 2005 ;
Williams et al., 2007). Cependant parmi les mode¢les cités ci-dessus le plus utilis¢ dans 1’étude
de la propagation des prions in vivo est la souris. Cette préférence se justifie par la présence
d’outils permettant la manipulation de leur génome, leur facilité d’entretien et par les temps
d’incubation relativement court observés lors des infections par les prions (Kimberlin et

Walker., 1977).

Les animaux sont en général facilement inoculables grace aux pouvoir infectieux des prions.
Classiquement pour un test effectué sur des souris sauvages on réalise une inoculation
intracérébrale d’un agent infectieux adapté a la souris (Chandler., 1961), il s’en suit une phase
d’incubation dont la durée varie en fonction de la souche et de la dose. Les animaux développent
ensuite des signes cliniques caractéristiques d’une maladie a prion dont I’issue est toujours
mortelle. Les cerveaux prélevés sur les souris présentent alors des caractéristiques
neuropathologies propres aux ESST (spongiose, dépots de PrP* et gliose astrocytaire).
L’utilisation d’autres voies d’inoculation notamment au niveau périphérique reste possible mais
est souvent associée a des phases d’incubation plus longues. Cependant ces essais bien que
fiables présentent des temps d’incubation qui restent assez long mais qui peuvent étre
considérablement réduit par I’utilisation de souris transgéniques surexprimant la PrP (Carlson

et al. 1994).

La création de lignées de souris transgéniques a énormément contribué a 1’études des maladies
a prion. Les souris dépourvues du géne murins Prap qui a ét¢ invalidé (souris Knock out) mais
qui expriment la PrP d’une autre espéce introduite par transgénese additionnelle ont été tres
utiles pour étudier les prions de bon nombre d’autres especes de mammiferes et permettre
I’isolement de souches spécifiques. Ainsi les souris exprimant la PrP humaine se sont avérées
sensibles a des souches de MCJ (Telling et al., 1994 ; Telling et al., 1995) et puis des
constructions avec I’un ou I’autre des deux alleles au codon 129 ont été générées telles que les
souris Tgl52 (129V), Tg35 (129M, expression deux fois plus importante que chez I’Homme)
ou Tg650 (129M, six fois) (Asante et al., 2002 ; Bishop et al., 2006 ; Béringue, Le Dur, et al.,
2008). Les souris exprimant la PrP bovine sont sensible aux souches d’ESB (Vilotte ez al., 2001

; Scott et al., 1997 ; Buschmann et al., 2000) et les souris transgéniques (Tg 338) surexprimant
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la PrP ovine ont méme permis la premiére transmission expérimentale de la tremblante atypique

Nor98 (Le Dur et al., 2005).

Enfin les souris transgéniques exprimant des PrP mutées représentent des modeles animaux
adéquat pour 1’étude de I’effet de mutations liées a des ESST humaines mais aussi pour 1’étude
des mécanismes régissant I’apparition et le développement des maladies a prion de fagon plus
globale. Ainsi des souris exprimant une PrP dépourvue de la partie amino-proximal se sont
avérées sensibles aux prions suggérant que cette partie n’est pas requise pour la conversion vers
la forme PrP%¢ (Fischer ef al., 1996 ; Flechsig et al., 2000). Une lignée murine surexprimant
une PrP portant la mutation P102L (associée a une GSS chez I’homme) semble développer
spontanément une maladie et présente des dépots de PrP5¢ au niveau du cerveau (Telling, Haga,
et al., 1996 ; Hsiao et al., 1990 ; Nazor et al., 2005). C’est aussi le cas pour des souris
transgéniques exprimant d’autres PrP humaines avec des mutations familiales ou des PrP
d’autres espece avec des mutations analogues (Watts et Prusiner., 2017) mais aussi des souris
surexprimant une PrP dépourvue d’ancre GPI (Stohr ef al., 2011) ou un alléle particulier du

campagnol roussatre (Watts et al., 2016)

6.2. Les modéeles cellulaires :

Plusieurs types de modéles cellulaires permissifs a la réplication des prions ont été élaborés
pour faciliter les études des mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans les
infections a prions telles que : 'importance des modifications post traductionnelles de la PrP,
I’étude du trafic de la PrP¢ ou de la PrP%°, I’identification des sites de réplication, la recherche
des partenaires protéiques et voies de signalisation, la toxicité des prions. Ces cellules ont aussi
aidé a déterminer I’importance relative des différentes régions de la PrP pour la conversion de
la protéine en prion et permis de tester les effets de nombreuses modifications de la séquence
primaire de la PrP. Elles ont été utiles et le seront surement encore pour le criblage de molécules
anti-prion. D’un point de vue pratique méme si 'utilisation des mode¢les animaux reste
incontournable pour 1’aspect neuropathologique des ESST, 1’étude des prions propagés en
culture de cellule exige un moindre investissement de temps et des couts moins élevés et peut
aider a réduire I’utilisation d’un grand nombre d’animaux notamment lorsque les effets de séries

de mutations sont étudiés (Solassol et al., 2003 ; Vilette, 2008).
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L’approche classique pour une infection de cellules en culture consiste a cultiver les cellules en
présence de fractions infectieuses comme des homogénats de cerveaux infectés. L’efficacité de
I’infection est évaluée en constatant la présence de PrP5° qui peut étre distinguée de la PrP¢ par
un traitement a la protéinase K. L’inoculation d’un animal avec les lysats cellulaires permet
aussi d’évaluer le caractére infectieux du prion propagé sur les cellules (Clarke et Haig., 1970 ;

Villette., 2001)

Une donnée importante est que quelle que soit I’origine des cellules permissives considérées,
les prions propagés en culture de cellule conservent en général les caractéristiques propres de
la souche infectante, méme apres plusieurs passages des cultures. Ainsi lorsque les prions qui
se sont répliqués dans les cellules sont inoculés a leur tour dans le méme animal que celui
d’origine, on retrouve les mémes manifestations cliniques, les mémes profils
¢lectrophorétiques, une période d'incubation et les profils pathologiques identiques a celle de
la souche avec laquelle les cellules ont ét¢ infectées (Archer et al., 2004 ; Arima et al., 2005 ;

Munoz-Montesino et al., 2016).

6.2.1. Les cultures primaires et autres systémes ex vivo

L'utilisation des cultures cellulaires primaires est une étape importante vers la compréhension

de la biologie cellulaire dans un organisme entier.

6.2.1.1. Les cultures primaires de neurones en grain du cervelet

Ces cultures primaires ont été choisies car on peut obtenir des quantités suffisamment
importantes de neurones pour travailler mais aussi et surtout parce qu’ils survivent plus
longtemps que la plupart des autres neurones en culture, le facteur temps étant crucial pour
obtenir une multiplication significative des prions dans ces cellules post-mitotiques. Le
développement de cultures primaires de cellules neuronales permissives a la réplication des
prions a été réalisé a partir de souris tg338 surexprimant la PrP¢ ovine (Vilotte et al., 2001).
Ces cultures primaires ont été facilement infectées par des prions ovins (Cronier, Laude et
Peyrin., 2004). Plus tard des cultures équivalentes ont été mises en place a partir de lignée de
souris transgéniques surexprimant la PrP murine, de hamster, ou méme humaine. Elles ont ét¢

utiles pour I’études des mécanismes impliqués dans la propagation et la neurotoxicité des
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prions et la réponse des cellules infectées aux molécules anti-prion (Cronier et al., 2007 ;

Cronier et al., 2012 ; Hannaoui et al., 2013 ; Huin et cronier 2020).

6.2.1.2. Les cultures d’astrocytes

Les cultures primaires d’astrocytes dérivées de cerveau de souris surexprimant la PrP ovine se
sont aussi avérées trés permissives aux prions (cronier et al., 2004). Les astrocytes dérivés de
cellules souches humaines pluripotentes (« induced pluripotent stem cells » (iPSCs) sont
permissifs a la réplication de prions provenant de cerveaux de patient CJD. Une réplication de
la forme variante du CJD dépendant du génotype au codon 129 (MM, versus MV ou VV)
comparable a celle observée chez I’homme a été observée sur ces cellules. (Krejciova et al.,

2017).

6.2.1.3. Coupes de cervelet, neurosphéres et agrégats organoides

Les méthodes qui permettent la réplication des prions ex vivo sont importantes pour progresser
dans la connaissance des prions et des pathologies associées. Les coupes ou tranches de tissus
cérébraux a partir du cervelet de souris transgéniques ont pu étre maintenues en culture sur de
relativement longues périodes (Falsig ef al., 2008). Elles ont été efficaces pour la réplication de
différent prion de souris, bovins et ovins. Elles ont permis une amplification des prions dans
des conditions qui se rapproche de celles d’une infection cérébrale, les différentes populations
de cellules étant représentées, et une certaine spongiose a méme été notée (Falsig et al., 2012).
Ces cultures de tranches organotypiques de cervelet se sont avérées trés sensibles a I’infection

(Halliez et al., 2014).

Les prions murins ont aussi pu étre propagés dans des « neurosphéres » qui sont des groupes de
cellules précurseurs neurales partiellement, mais pas complétement différenciées, isolés a partir
d’embryon et qui sous certaines conditions s’agrégent en boules non adhérentes au support et
qui s’entretiennent et se multiplient par passage en culture (Giri ef al., 2006). Des agrégats
cérébraux embryonnaires contenant des neurones et des cellules gliales ont également été
permissifs aux prions de souris et des inhibiteurs des gamma sécrétases ou de la quinacrine ont
stoppé la réplication des prions et la dégénérescence des dendrites, mimant ainsi les effets
obtenus dans les études sur 1’animal (Bajsarowicz et al., 2012 ; Tousseyn et al., 2015). Un

certain degré de différentiation cellulaire est probablement déterminant pour le succes des
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infections dans ces regroupements de cellules. Des organoides cérébraux humains ont permis
récemment la propagation de prions CJD dans des cultures 3D (Groveman et al., 2021) et des
systemes de reconstitution cellulaires neurones /astrocytes/cellules microgliales permettent
d’étudier les interactions entre les différentes cellules infectées par les prions (Kushwaha et al.,

2021)

6.2.2. Les lignées cellulaires continues susceptibles aux prions

Le principal probléme rencontré avec les toutes premicres lignées cellulaires capable de
propager un prion fut le faible rendement d’infection constaté, notamment pour les cellules de
neuroblastes N2a (Race et al., 1987). Des sous-clonages et/ou une surexpression de la PrP¢ ont
permis d’obtenir des lignées Na2 avec un rendement et une stabilit¢ d’infection trés
significativement augmenté (Bosque et Prusiner, 2000 ; Nishida ef al., 2000). Ces cellules N2a
font maintenant partie des mode¢les cellulaires les plus utilisés dans 1’é¢tude de la propagation
des souches expérimentales adaptés a la souris. Mais de facon générale relativement peu de

lignées cellulaires se sont avérées permissives aux prions.

La plupart de ces lignées qui peuvent étre infectées par des prions sont des lignées neuronales
de rongeurs, principalement de souris, qui permettent la propagation de différentes souches de
prion (généralement préalablement adaptés aux rongeurs). Elles comprennent entre autres la
lignée SMB (Scrapie Mouse Brain) dérivée de cerveau de souris infectées par la souche
Chandler, la lignée de neuroblastome de souris N2a, la lignée de cellules neuroendocrine GT1,
la lignée de cellule souche neuroectodermique 1C11 qui peut étre différenciée en différents
type de neurones en culture, la lignée de cellules de phéochromocytome de rat PC12 et la lignée
de neurones catécholaminergique du system nerveux central CAD (Butler e al., 1988 ; Clarke
et Haig, 1970 ; Clarke et Millson, 1976 ; Magalhaes et al., 2005 ; Mouillet-Richard et al., 2000
; Qi et al., 1997 ; Rubenstein et al., 1984 ; Schitzl et al., 1997). Récemment 1’édition de la
lignée CADS a permis de supprimer les génes de la PrP et d’obtenir une lignée KO PrP%° qui
une fois reconstituée avec les génes de la PrP de souris, de hamster, de bovin, campagnol ou de
cervidé est devenue susceptible a I’infection par les prions de chacune des espéces

correspondantes (Walia et al., 2019 ; Bourkas et al., 2019)

Les lignées de cellules non neuronales se sont elles aussi avérées capables de propager

efficacement certains prions. Parmi ces lignées on retrouve notamment les lignées de cellules
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de schwann telles que MovS issues de ganglions de souris transgéniques Tg338 exprimant la
PrP ovine (Vilotte) ou la lignée murine MSC-80 (Archer et al., 2004 ; Follet et al., 2002). On
trouve également des lignées d’origine microgliale : MG20 dérivées de souris TG20
surexprimant la PrP murine ou des clones issus d’une lignée microgliale ovine immortalisée (

Iwamaru et al., 2007, Dinkel et al., 2017).

Dans I’optique de développer un outil efficace pour I’étude des prions ovins en culture de
cellule notre équipe a développé une lignée de cellules épithéliale surexprimant le PrPC ovine
(Courageot et al., 2008 ; Paquet et al., 2007 ; Vilette, 2008 ; Vilette ef al., 2001). La lignée de
cellules épithéliales de rein de lapin RK13 fut la premiére lignée infectable par un isolat naturel
de tremblante, c’est a dire par un isolat non adapté préalablement aux rongeurs. Les cellules
RK13 n’exprimant pas naturellement la PrP, la simple expression de la PrP ovine dans ces
cellules a donc suffi & permettre leur infection. Une fois infectées les cellules ne montrent
cependant aucun signe d’apoptose ni de mort cellulaire (Courageot et al., 2008). Les cellules
RK13 sont particulierement susceptibles a 1’infection par les prions car transfectées avec une
PrP de souris, de campagnol, et de cervidé elles se deviennent susceptibles aux prions issus des
especes correspondantes (Lawson et al., 2008 ; Vilette 2008, Bian et al., 22010) Mais surtout
I’absence d’expression de la PrP permet de faire de la génétique inverse et donc de tester 1’effet
de mutations introduites dans la PrP sur son trafic ou sur sa conversion en prion (Salamat et al.,
2013, Munoz et al., 2016). Par ailleurs d’autres travaux ont montré une infection productive sur
des lignées communément utilisées en laboratoire pour d’autres études comme les lignées
NIH3T3 et L929 (Mahal et al., 2007) En conclusion I’infection des lignées non neuronales
indiquent que les prions peuvent infecter plusieurs types de cellules en culture n’ayant pas de
lien avec le systéme nerveux indiquant que des facteurs propres aux neurones ou aux astrocytes

ne sont pas indispensables a la réplication des prions.

6.3. Amplification in vitro

6.3.1. « Cell free conversion assay »

Le premier modéle de réplication cellulaire fut mis au point par 1’équipe de Byron Caughey,
’expérience consiste a mettre en contact de la PrP5¢ purifiée a partir de cerveaux d’animaux
infectés avec de la PrP¢ marquée au souffre radioactif produite par des cellules en culture. Ce

systéme a permis une conversion de la PrP¢ avec un taux allant de 10 a 20% ce qui reste
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relativement modeste (Kocisko et al. 1994), ce résultat peut cependant étre amélioré par 1’ajout
de la protéine chaperonne Hsp 60 (Debburman et al. 1997). Ce premier modéle ¢’est montré
sensible aux phénomenes de souche et de barriere d’espeéce mais incapable de démontrer la
présence de PrP5¢ infectieuse néosynthétisée de novo (Horiuchi et al., 2000 ; Hill, Antoniou, et

Collinge., 1999).

6.3.2. « Protein Misfolding Cyclic Amplification » (PMCA)

Plus tard 1’équipe de Claudio Soto a élaboré une technique plus complexe et plus efficace la
PMCA. Le principe de la technique ressemble a celui de la PCR et repose sur 1’amplification
d’une trés faible quantité de PrP5¢ qui sert d’amorce (seed) grace a la présence de PrP¢ a une
concentration bien supérieure qui sert de substrat a la conversion. La réaction se fait en présence
de triton a 1% et les substrats les plus efficaces sont les homogénats de cerveaux a 10% mais
on peut aussi parfois utiliser des lysats de cellules qui expriment fortement la PrP¢ ou méme de
la PrP¢ purifiée. Un cycle de PMCA comprend deux phases : une longue phase d’incubation
(30 minutes) qui permet le recrutement et la conversion de la PrPC par la PrP5 et une courte
phase de sonication (30 secondes) qui permet la fragmentation des oligomeres ou polymeres
néoformés afin de générer un maximum de noyaux de polymérisation, multipliant ainsi les sites
de conversions disponibles. Ces cycles sont répétés pour amplifier de maniere exponentielle la
quantité de PrPS¢ formée qui est proportionnelle au nombre de cycles effectué tant qu’une
quantité suffisante de substrat est disponible (Saborio, Permanne, et Soto 2001). Typiquement
24 a 48 cycles sont nécessaires pour obtenir des rendements optimums de conversion de la PrP¢
en PrP5¢ qui peuvent atteindre jusqu’a 50% du taux de PrP¢ utilisé dans la réaction. A la fin la
réaction de PMCA, I’échantillon peut- étre dilué et on peut recommencer une série de cycles
qui peut étre suivie par plusieurs autres si nécessaire jusqu’a pouvoir amplifier des quantités
infimes de PrP5° de départ. Méme si cette procédure est trés efficace pour la plupart des prions,
toutes les souches ne s’amplifient pas aussi facilement et certaines souches humaines sont
difficiles a amplifier. Dans certains cas la PMCA a méme permis d’amplifier des prions
particuliers avec de la PrP recombinante et ’addition de cofacteurs (Erafa ef al., 2019). En plus
de sa sensibilité la PMCA posséde 1’avantage de former de la PrPS¢ infectieuse pour les modéles
animaux et qui conserve les propriétés de la souche ayant servie d’amorce notamment en
reproduisant fidélement les signes cliniques et les patterns de vacuolisations (Castilla et al.
2005 ; Weber et al. 2006). Depuis sa création la PMCA s’est avérée utiles dans diverses

applications, on peut prendre pour exemple son utilisation dans la comparaison de plusieurs
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procedes de décontamination des Prions (Belondrade et al., 2016), ou encore son application

¢ventuelle en tant que technique de détection ante mortem (Bougard ef al., 2016).

6.3.3. « Quaking-Induced Conversion » (QulC)

Le QulC est une technique dérivée de la PMCA mise au point par I’équipe de Caughey en 2008.
Cette technique consiste toujours dans I’amplification d’un seed de PrPS¢ mais en utilisant
comme substrat de la PrP recombinante et en remplacant la phase de sonication par une
agitation a grande vitesse. La technique est trés sensible et a méme permis la détection de PrP5¢
dans des sécrétions nasales de hamster (Atarashi et al. 2008 ; Bessen et al. 2010 ; Orru et al.
2009). Une variante de cette technique est la RT-QulC qui consiste a ajouter dans le milieu
réaction de la thioflavine T (ThT) un fluorophore dont la fluorescence augmente en présence
de structures amyloides. Le suivi de 1’évolution de la fluorescence au court du temps permet
ainsi de suivre en temps réel la conversion de la PrP¢ (Wilham et al. 2010). Les améliorations
récentes de cette technique en ont fait un outil extrémement sensible pour la détection de
quantité infime de PrP5¢ et trés efficace pour le diagnostic des cas de CJD notamment a partir

du liquide céphalo rachidien (LCR) (Mok et al., 2021 ; Dong et Satoh., 2021).
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II. Objectif

L’objectif général de cette thése est de contribuer a 1’é¢tude des mécanismes cellulaires et
moléculaires impliqués dans la formation et la réplication des prions de mammiféres et cela a

travers I’étude détaillée d’une PrP mutante et de sa forme prion.

Plus spécifiquement le premier objectif a été d’établir les bases d’un modéle cellulaire
permettant la formation spontanée d’un prion en culture cellule et de caractériser ce prion. Les
mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la formation spontanée des prions
restent mal connus et développer un modele cellulaire de prion spontané devrait permettre de

faire progresser les connaissances dans ce domaine.

Le second objectif consistait a introduire la mutation responsable de la formation spontanée du
prion dans une PrP recombinante produite en bactérie pour pouvoir synthétiser des fibres
amyloides de cette PrP mutante in vitro et de tester leur infectivité sur des cellules en culture.
Des fibres amyloides de PrP capables d’induire une transconformation de la protéine cellulaire
constitue un matériel de choix pour aborder une étude structurale de molécules avec une activité

de type prion.

Le troisiéme objectif spécifique était I’étude par spectroscopie RMN du solide de la structure
de fibres amyloides de PrP mutante qui s’étaient comportées comme des prions synthétiques.
La mutation imposée a la PrP se situant en plein coeur de la partie rigide, riche en feuillet beta,
la structure des « fibres mutantes » pouvait présenter des caractéristiques particulieres

permettant de faire progresser la connaissance des relations structures-fonctions des prions.
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II1. Résultats

Partie 1 :

Une dé€létion dans la PrP induit la génération d’un prion spontané d’un
nouveau type en culture de cellule.

1. Introduction de la partie 1

Le concept prion s’applique a un élément protéique qui peut se retrouver sous deux
conformations trés différentes, I’une de ces deux formes, la forme dite prion, étant capable de
convertir I’autre forme par simple contact en lui faisant adopter sa propre structure. L’archétype
en est le prion des mammiféres qui est responsables de maladies neurodégénératives
transmissibles chez ’homme et ’animal. Les agents pathogenes que sont les prions sont la
conséquence d’un mauvais repliement de la forme physiologique et native de la protéine Prion
cellulaire (PrP€). Cette glycoprotéine ancrée a la surface des cellules posséde un domaine
globulaire alpha hélical et une extrémité NH2 terminale flexible (Prusiner., 2013 ; Zahn et al.,
2000). Sa forme prion au contraire est riche en feuillet beta, insoluble et partiellement résistante
aux protéases. Elle est appelée PrP5¢ en référence a son identification originelle dans les prions
provenant de la tremblante du mouton (« scrapie » des anglo-saxons) (Prusiner., 1982). Ce sont
les deux-tiers de la partie COOH terminale (aa 80/100 — C-term), désignés comme le fragment
C2 qui forment la partie résistante aux protéases et correspondent au domaine PrP nécessaire et
suffisant a la réplication des prions (Chen et al., 1995 ; Fischer et al., 1996). Le fragment dit
C1 de la PrP€ correspond quant a lui a une coupure de la partie N-terminale de la protéine native
par les métalloprotéases cellulaires, principalement au niveau des acides aminés 110-111 ou
111-112 pour la PrP humaine (équivalents 113-114 ou 114-115 pour la PrP ovine) (Dickinson
et al., 1968 ; Mange et al., 2004). Ce fragment naturel C1 n’est pas converti en prion par les
souches classiques de prion et a donc jusqu’a présent été considéré comme trop court pour

former une structure de type prion, méme s’il contient tout le domaine globulaire alpha hélical
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de la PrP¢ et qu’il est présent simultanément a la protéine entiére a la surface des cellules

(Shmerling et al 1998 ; Westergard et al., 2011).

Les prions peuvent apparaitre spontanément, comme dans les cas sporadiques de la
maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ) c’est-a-dire sans qu’il y ait eu a priori d’infection ou de
contamination par un prion préexistant. Dans ce contexte, 1’apparition spontanée du prion
nécessite tout d'abord la formation de noyaux de PrP% suffisamment stables pour initier le
processus de polymérisation, ce qui correspond a une étape lente et limitante (Cobb et
Surewicz., 2009). En effet, les maladies a prion spontanées correspondent a un événement rare,
la prévalence de la MCJ sporadique étant d’environ 1,5 cas par million d'habitants et par an.
Par contre un certain nombre de mutations dans la PrP favorisent sa conversion spontanée en
prions. Plus de 30 mutations responsables de maladies a prion humaines incluant la MCJ
familiale, le syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), ou l'insomnie fatale
familiale, ont ét¢ identifiées, et ces mutations alléliques dominantes présentent généralement
une forte pénétrance (Mead et al., 2019). 11 s’agit essentiellement de substitutions mais on
trouve également des insertions dans la région des répétitions de I’octapeptide. Ces mutations
favorisent la conversion de la protéine native vers une forme prion en introduisant des
modifications souvent subtiles dans la conformation de la PrP (Gregor et al., 2010, Biljan et
al., 2013) qui peuvent quand méme entrainer dans certains cas une réduction de la stabilité¢ de

la protéine (Hadzi et al., 2015).

Les processus cellulaires et moléculaires impliqués dans I’apparition spontanée des
prions restent mal connus. Les modeles murins transgéniques permettant la formation de prions
spontanés se sont avérés difficiles a obtenir mais ont quand méme été réalisés pour certaines
formes mutantes de PrP humaine, murine ou bovines (Torres et al. 2013 ; Jackson et al., 2013 ;
Friedman-Levi et al., 2011 ; Watts et al., 2017 ; Stohr et al., 2011 ; Watts et al., 2016).). Les
caractéristiques typiques de la maladie n'ont pas toujours été reproduites chez la souris et, chose
intrigante, dans plusieurs cas, ces prions ont montré une résistance plutot faible a la digestion
par les protéases (Watt et Prusiner., 2017). Par ailleurs on a observé que des prions se formaient
spontanément dans les souris transgéniques surexprimant une PrP murine dépourvue de son
ancre GPI, ou une PrP de campagnol avec un all¢le particulier (1109) (Stohr ez al., 2011 ; Watt
et al., 2016). Malgré cela I’introduction dans les cellules en culture de PrP humaines mutées ou
de PrP d’autres espéces avec des mutations équivalentes s’est avérée décevante jusqu’a présent.

11 parait pourtant important de mettre au point un modele cellulaire de formation spontanée des
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prions pour étudier ce processus. Il faut pour cela un systéme cellulaire permissif a la réplication
des prions et avec lequel il soit possible de faire de la génétique inverse sans interférer avec la
PrP endogene. D’ou le choix du systéme Rov, c’est-a-dire des cellules RK13 qui n’expriment
pas naturellement la PrP mais qui deviennent susceptibles aux prions lorsqu’elles expriment
une PrP exogene. Ensuite pour mettre au point un modele cellulaire de formation spontanée des
prions il faut aussi pouvoir modifier la PrP sans inhiber sa capacité a changer de structure. Pour
atteindre cet objectif, nous nous sommes concentrés sur la partie terminale de I'hélice alpha 2
de la PrP, région hautement conservée chez les mammiferes et associée a plusieurs mutations
pathogenes chez I’homme. Dans un travail récent, nous avions démontré que la délétion du
groupe de quatre thréonines dans cette extrémit¢ COOH de I'hélice H2 n'avait pas d’effet
inhibiteur, mais au contraire facilitait la réplication de certaines souches de prions ovins

difficiles a propager sur la PrP sauvage (Munoz-Montesino ef al., 2016, 2017).

Nous montrons dans ce travail que la délétion spécifique du segment H2 C-terminal
HTVTTTT, qui supprime trois résidus supplémentaires en amont, entraine une conversion
spontanée de la PrP ovine mutante en un nouveau type de prion. Ce prion produit un segment
résistant aux protéases plus court que d'habitude, de la taille du C1 qui a été capable d'infecter
et de se propager sur des cellules naives RK13 exprimant seulement le segment C1 de la
protéine mutante, sans la présence de la PrP enti¢re. L'importance potentielle de I'extrémité H2
C-terminale pour le maintien de la conformation normale de la PrP¢ dans la cellule, les
spécificités du nouveau prion mutant et la surprenante conversion du fragment C1 muté seront

discutés.
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2. Résultats de la Partie 1
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Prions result from a drastic conformational change of the
host-encoded cellular prion protein (PrP), leading to the for-
mation of 3-sheet-rich, insoluble, and protease-resistant self-
replicating assemblies (PrP%¢). The cellular and molecular
mechanisms involved in spontaneous prion formation in spo-
radic and inherited human prion diseases or equivalent ani-
mal diseases are poorly understood, in part because cell
models of spontaneously forming prions are currently lacking.
Here, extending studies on the role of the H2 a-helix C termi-
nus of PrP, we found that deletion of the highly conserved
YOHTVTTTT'®® segment of ovine PrP led to spontaneous
prion formation in the RK13 rabbit kidney cell model. On
long-term passage, the mutant cells stably produced protein-
ase K (PK)-resistant, insoluble, and aggregated assemblies
that were infectious for naive cells expressing either the
mutant protein or other PrPs with slightly different deletions
in the same area. The electrophoretic pattern of the PK-resis-
tant core of the spontaneous prion (ASP°™) contained mainly
C-terminal polypeptides akin to C1, the cell-surface anchored
C-terminal moiety of PrP generated by natural cellular pro-
cessing. RK13 cells expressing solely the A190-196 C1 PrP con-
struct, in the absence of the full-length protein, were susceptible
to ASP°™ prions. ASPO" infection induced the conversion of the
mutated C1 into a PK-resistant and infectious form perpetuating
the biochemical characteristics of ASP°™ prion. In conclusion, this
work provides a unique cell-derived system generating spontane-
ous prions and provides evidence that the 113 C-terminal residues
of PrP are sufficient for a self-propagating prion entity.

Mammalian prions are responsible for transmissible spongi-
form encephalopathies in both humans and animals. Prions
result from the misfolding of the host-encoded prion protein
(PrP). Under its normal conformation, the cell-surface GPI-
anchored PrP (PrP®) presents a globular domain containing
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three a-helices and two short antiparallel 8 strands, preceded
by an unstructured N-terminal part (1, 2). In contrast, prions
are made from assemblies of 3-sheet—rich, insoluble, aggrega-
tive, and mostly partially protease-resistant PrP conformers
called PrP*¢ in reference to their original identification in scra-
pie-infected sheep (3). Prion replication appears to proceed by
conversion of the normal protein through templated polymer-
ization (4), which explains not only their propagation in tissues
but also their intra- or interspecific infectivity. The high-resolu-
tion structure of PrP*¢ is not yet resolved, because of inherent
difficulties in producing large amounts of purified insoluble
assemblies that may nonetheless have some intrinsic heteroge-
neity with respect to size. Several amyloid models were pro-
posed, and coexistence of different candidate structures has
even been suggested (5-7).

The two-third C-terminal part of PrP forming the protease-
resistant core of PrP®¢, the C2 fragment, constitutes the domain
necessary and sufficient for prion replication (8, 9). Prion
strains are identified by their specific biochemical and/or neu-
ropathological features in the same infected host species (10,
11). Strains result from structural differences in three-dimen-
sional or quaternary structure of PrP*¢, The N-terminal border
of the C2 fragment is strain-dependent and can vary around
amino acid positions 80-100.

A C-terminal fragment called C1 results from the natural
cleavage of PrP€ by a cellular protease at the a cleavage site,
which is between residues 110 and 111 of human PrP (8, 12).
C1 is thus smaller than C2 and considered so far too short to be
converted into prions, although it encompasses the structured
globular domain of the full-length PrPC and is also present at
the cell surface (13, 14).

Prions can emerge spontaneously as in sporadic cases of
human Creutzfeldt—Jakob disease (CJD), that is, without evi-
dence of infection or contamination. In this context, prion gen-
eration requires at first the formation of nuclei stable enough to
initiate the polymerization process, which is expected to be a
slow and rate-limiting step (15). Indeed, spontaneous prion
disease is a rare event, the prevalence of sporadic CJD being
of ~1.5 cases per million per year worldwide. Mutations in
PrP can favor PrP spontaneous conversion into prions. Indeed,
more than 30 mutations responsible for inherited human prion
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Spontaneous emergence of a new mutant prion in cell culture

N-[ I Octarepeats ][

=D O
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A190-196 ysngNNEVHDCVNITVKQ-——-——- KGENFT_

Figure 1. A190-196 PrP sequence. On the top is the schematic representation of mature ovine PrP® (positions 23-234). Secondary structures building the
globular part of the protein, the two short beta strands forming a beta sheet, and the three a-helices are indicated. Post-translational modifications such as N-
glycan chains (black dots), the disulfide bridge (S-S), and the GPI anchor are also shown. On the bottom, the amino acid sequence of a-helix H2 is highlighted
in lavender, and the first residues of H3 are in purple. Residues 190-196 that were removed from the WT PrP are colored in red and replaced by a dotted line for

the deletion mutant.

diseases, including genetic CJD, Gerstmann—Stréussler—Scheinker
syndrome (GSS), or fatal familial insomnia, were identified, and
these dominant allelic mutations usually show a high pene-
trance (16). Disease-causing mutations might favor partial
unfolding or transient denaturation of PrP<, which are required
for refolding into PrP*‘, and might also increase stability of ini-
tial PrP*° seeds.

The cellular and molecular processes underpinning or pre-
venting spontaneous prion generation remain poorly under-
stood. Transgenic mouse models of spontaneous prion forma-
tion have proven difficult to obtain. This was achieved for
human or mouse PrP bearing some mutations (17, 18). Hall-
marks of the disease were not always reproduced in mice, and
intriguingly in several instances, prions showed a rather low re-
sistance to protease digestion (19). Prions spontaneously
formed in mice overexpressing either anchorless mouse PrP or
1109 allele of bank vole PrP (20, 21). Currently, no cellular
model for spontaneous prion formation has been reported. To-
ward this goal we focused here on an intriguing highly con-
served threonine-rich region of the a-helix H2 associated with
several disease-causing mutations in human PrP (22). In a
recent work, we demonstrated that deletion of the cluster of
four threonines in the a-helix H2 C terminus has no or mar-
ginal effect on ovine prions replication in RK13 cells expressing
ovine PrP (23, 24). We now show that specific deletion of the
larger H2 C-terminal segment HTVTTTT, which removes
three additional residues, causes the spontaneous conversion of
the mutant ovine PrP into a new type of prion. This prion
exhibits a main protease-resistant core shorter than usual, of
C1 size, which was able to infect naive RK13 cells expressing
the mutant C1 segment alone. The potential importance of H2
C terminus for maintenance of normal PrP® conformation in
the cell, the specificities of the new mutant prion, and the sur-
prising conversion of the homologous mutant C1 fragment
into a prion entity are discussed.

Results

A190-196 deletion does not alter the overall structure of PrP
but reduces its stability

We focused here on A190-196 ovine PrP (VRQ allelic vari-
ant), a mutant PrP with a specific deletion of seven amino acids
at the end of helix H2 (Fig. 1). We previously reported that a
larger deletion of the H2 C terminus (A190-197) did not have a
major impact on the structure of the protein, leaving intact the
spatial organization of the three a-helices in the globular do-

14026 J. Biol. Chem. (2020) 295(41) 14025-14039

main of PrP (23). As with A190-197 PrP, structural analysis of
recombinant A190-196 PrP by CD indicated a conservation of
the overall a-helical content compared with WT PrP (Fig. 2A4).
This is in agreement with NMR analysis of the segment 113—
214 of A190-196 PrP (C1,;3), which contains the entire se-
quence of the structured domain and is an equivalent to the
natural C1 fragment studied hereinafter. The large dispersion
of amide chemical shifts observed in the "H-'>N HSQC spec-
trum of °N*3C-labeled mutant C1;;3 indicated that it main-
tained a globular core, in addition to its unstructured N-termi-
nal region (Fig. 2B). Moreover, comparison with the spectra of
A193-196 and A190-197 mutant PrPs previously obtained (23,
24) versus W'T PrP showed that chemical shift perturbations
followed a similar trend, confirming that the structure of the
core domain of A190-196 C1,3 is structurally close to those of
other mutants (Fig. 2C). Last, analysis of A190-196 C1,;3 *Ca
chemical shifts yielded the position of the three o-helices
within residues 147-159, 175-189, and 203-230, showing that
the topology is conserved with respect to WT PrP (Fig. 2C).

The HTVTTTT deletion removed a histidine at position
190, which is the equivalent of His'® in human PrP (Fig. S1).
The pH-dependent protonation of this histidine is thought to
play an important role in the electrostatic network and the sta-
bility of the globular part of PrP (25, 26). However, the deletion
of the other residues might also impact the thermodynamic sta-
bility of the protein. We thus tested whether the deletion
affected the stability using a thermal shift assay to determine
the melting temperature of WT and mutant PrP. The melting
temperature of A190-196 PrP (49.9°C) was reduced by 7°C
compared with the WT PrP in sodium acetate buffer (10 mwm,
pH 5.0) (Fig. 2D). A marked reduction of 8 °C was also observed
in these assays, using a different condition, sodium phosphate
buffer (250 mm, pH 5.1), that increases the thermal stability of
both WT and A190-196 recombinant PrPs (Fig. S2). Alto-
gether these observations indicate that A190-196 mutant PrP
conserves the overall structure of WT PrP but loses some
stability.

Expression of the mutant PrP in RK13 cells

Ovine A190-196 PrP was stably transfected in RK13 cells to
generate sublines and clones referred to as A190-196 Rov. Mu-
tant PrP was efficiently expressed as a glycoprotein in Rov cells.
Western blotting showed that unglycosylated forms of A190—
196 PrP€ were underrepresented compared with WT or A193—
197 PrPs generated previously (23) (Fig. 34). Deglycosylation

SASBMB
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Figure 2. Structure and stability of recombinant A190-196 PrP. A, comparative analysis of the secondary structures of WT PrP (blue) and A190-196 PrP
(red) by CD. Far UV spectra indicate that the secondary structure of full-length WT PrP is essentially maintained in the mutant protein. B, NMR spectroscopy
analysis of the C1-like segment (positions 113-234) of A190-196 mutant PrP. 2D "H-">N HSQC spectrum of 250 um recombinant ">N'*C-labeled A190-196
C1413, acquired at a magnetic field of 18.8 T and a temperature of 298 K. C, combined amide chemical perturbations (obtained with weighing factors of 1 for
"H and 1/10 for '>N), measured for each nonproline residue with respect to WT PrP, are represented as superimposed bar diagrams. Perturbations are shown
for A190-196 C1445 (red) and compared with those previously obtained for PrP A193-196 (cyan) and A190-197 (blue) (23, 24). The positions of the three a-hel-
ices, H1, H2, and H3, obtained by analysis of A190-196 C1,3 13Ca chemical shifts by TALOS-N (71) are shown at the top. D, comparison of stability between
WT and A190-196 mutant PrP. Means melting temperatures (T,,,) and standard deviations from five experiments were determined for full-length WT PrP (blue,
57.1°C = 0.9°C) and A190-196 PrP (red, 49.9°C = 0.5 °C), for proteins resuspended in the same buffer conditions as for CD and NMR analysis (10 mm sodium

acetate, pH 5).

© &
A H & B /\Cb C « &
N> N ' N
] &P N v
N2 N PNG: M ST
N > v PNGase: - + - + ase - 50
b{ - 50 .- 50 l l }37
i
. ! _37 - T - 25 «—|full-length
mono { » - g B
un{ == -
-20 . -15 c1
» -
-20
4F2 15 10
4F2 Sha31

D

Figure 3. Expression of WT and A190-196 PrP€ in RK13 cells. A, comparison
of the electrophoretic profile of WT PrP, A190-196 mutant PrP, and the previ-
ously established closely related A193-197 mutant (23) by immunoblotting.
Molecular mass markers are indicated on the right. On the left, un-, mono-, and
biglycosylated species are indicated. B and C, PNGase F treatment was used to
resolve the PrP pattern as a single aglycosylated polypeptide. D, confocal mi-
croscopy analysis of immunostained cells showed co-localization (merge; in yel-
low) of A190-196 PrP (green) with WGA (red) at the cell surface. Bar, 50 um. The
4F2 anti-PrP mAb was used in A, B, and D, and Sha31 mAb was used for C.

by PNGase F treatment corroborated the high glycosylation
level of A190-196 PrP and indicated that the mutant protein
was smaller than WT PrP“ by ~1 kDa, as expected (Fig. 3B).

SASBMB

Using an antibody with an epitope in the C-terminal part of PrP
rather than in the N-terminal region allowed us to identify both
the full-length protein and its natural C-terminal C1 fragment.
PNGase treatment was required for accurate identification of
PrP€ and Cl1, because they are both highly glycosylated. The
relative proportion of the full-length PrP versus the C1 frag-
ment was roughly similar for the WT and the mutant protein
(Fig. 3C). Immunofluorescence showed co-localization of
A190-196 PrP with WGA, a lectin marker of plasma mem-
brane glycoconjugates, indicating that the mutant protein was
correctly addressed to the A190-196 Rov cell surface (Fig. 3D)
as with the WT protein (27, 28). These observations indicate
that A190-196 PrP has correct post-translational modifications
and cell trafficking.

Spontaneous generation of a self-sustained protease-
resistant form of PrP in A190-196 rov

The expression of A190-196 PrP was turned on by addition
of doxycycline, and we followed the fate of the protein over cell
passaging by Western blotting, checking for the appearance of
PK-resistant forms. Although A190-196 PrP was sensitive to
PK digestion during the first passages, a PK-resistant form sys-
tematically appeared, usually after the fourth or fifth passage
(Fig. 4A). This protease-resistant form termed A190-196 PrP™*
persisted for >1 year of continuous culture (Fig. 54). The
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Figure 4. Spontaneous formation of PK-resistant PrP in A190-196 Rov
cells. Immunoblots of samples from A190-196 Rov cell cultures over passag-
ing, passages 2-8 (P2-P8), as indicated at the top of each panel. A, the equiva-
lent of 10 pg of total protein from the cellular lysates were treated or not
with PK as indicated at the top of lanes and were loaded on the gel. B, the
same samples that are in the upper blot were treated with PNGase F before
loading. Full-length mutant PrPs and the C1 fragments are indicated by
arrows. The immunoblots were done with Sha31 mAb.
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Figure 5. Persistence of the PK-resistant form in cultures, insolubility of
PrP"*, and reproducibility of spontaneous conversion. Immunoblots of
PK-treated samples are shown. A, A190-196 PrP> was produced persistently
up to 1 year of continuous cell culture passage (1 per week). PrP™* at 20, 30,
and 52 weeks of culture are shown: 10 pg of total protein in 10 pl of cell lysate
were digested and loaded (lanes 2-4). In lane 1 (P20+), the equivalent of 100
ug of protein from the passage at 20 weeks was loaded after PK digestion
and concentration of insoluble material at 22,000 X g, to improve detection
of the 14- and 16-kDa unglycosylated bands (Sha31 mAb). B, spontaneous
emergence of A190-196 PrP™* in three populations of A190-196 Rov cells
obtained from independent transfections (lanes 7-3). C, individual clones
isolated from two independent transfections. Five clones (lanes 1-5) with
roughly similar A190-196 PrP expression levels (upper panel, 4F2 mAb) are
shown. They produced spontaneously the PK-resistant form after eight pas-
sages of culture (lanes 1, 3, 4, and 5) with the exception of clone 12 (lane 2)
(lower panel, Sha31 mADb).

electrophoretic profile of A190-196 PrP*** was characterized
by a large smear of glycosylated species and the presence of a
well-individualized faint band migrating at 14 kDa (Fig. 44). A
second weaker band migrating at 15.5-16 kDa was detected
upon overexposure of the blots or when enough material was
loaded on the gel (Fig. 54). Treatment with PNGase F allowed
resolving the whole emerging PK-resistant species in two major
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bands: a main 14-kDa species that had the same size than the
C1 fragment and a larger less represented peptide above the 15-
kDa molecular mass marker that will be further referred to as
16-kDa PrP"™* (Fig. 4B). This indicated that the 14- and 16-kDa
bands identified without PNGase treatment (Figs. 44 and 5A)
were nonglycosylated native forms of A190-196 PrP"*.

The spontaneous emergence of PK-resistant A190-196 PrP
was reproducible and occurred systematically from bulk cul-
tures of A190-196 Rov obtained from three independent trans-
fections (Fig. 5B). Individual A190-196 Rov clones obtained
by limiting dilution spontaneously produced A190-196 PrP",
except for one clone, clone 12, despite expression of the mutant
PrP to levels similar to those of other clones (Fig. 5C). This “re-
sistant” clone was useful for the infection studies described in
the following section, and its existence suggested that currently
unrecognized cellular factors are key for the spontaneous gen-
eration of A190-196 PrP™*. A190-196 Rov cells could be fro-
zen and thawed, without affecting the generation of PK-resist-
ant PrP species. This characteristic together with persistence in
cell culture recalled that of prion-infected cells.

We next examined whether the biochemical properties of
A190-196 PrP5¢ resembled those of prions passaged in WT
Rov cells. A190-196 Rov lysates were treated with increasing
PK concentrations and analyzed by Western blotting. A190—
196 PrP*¢ resisted to higher concentration of PK (Fig. 6, A and
B) than 127S prions propagated in WT Rov (Fig. 6C). A190—
196 PrP™ was recovered by centrifugation at 20,000 X g after
PK digestion, indicating that it was insoluble and aggregated
(Fig. 54). The aggregation size of A190-196 PrP*° was deter-
mined by sedimentation velocity. A190-196 PrP* formed
assemblies with a size in the range of PrP*® assemblies formed
by subfibrillar prions (Fig. 6D) according to previous reports
(29, 30). 127S PrP*¢ assemblies from Rov cells had slightly
larger assemblies with respect to size (Fig. 6D). Whether the
difference is due to the number of PrP-mers composing the
assemblies or to the density of their main core remains to be
determined.

To summarize, introduction of the 190-196 deletion in
RK13 cells favored the spontaneous and persistent production
of PK-resistant PrP*¢ species with an atypical electrophoretic
pattern. A190-196 PrP spontaneously adopted a conformation
that showed hallmarks of a prion: insolubility, aggregation, pro-
tease resistance and cell perpetuation. We thus called this en-
tity ASP°" prion.

A’P°™ prion is infectious for cells expressing homologous or
closely related mutant PrP

The infectious potential of ASP°™ prions was primarily tested
by cell assay using A190-196 or WT Rov. As control, these cells
were infected by 127S prions propagated in WT Rov. Naive
A190-196 Rov were susceptible to A190-196 lysates contain-
ing ASP°™ because they produced PrP™* in large amounts as
soon as the second passage postinfection (Fig. 7), whereas mock-
infected cells did not. In contrast, WT Rov were not infectable
with ASP°™ prions (Fig. 7). Conversely, 127S could propagate in
WT Rov but not in A190-196 Rov, at least for the first passages,

SASBMB

020T ‘t 19quadd(] U0 JUSWSUUOIIAUG[ 19 UOHRIUSWI|Y,[ ‘9IM[NOLY,[ nod ayoIoyody [1eN ISUl GV UNI 18 /810°0q[ mmam//:dny woiy popeo[umo(g


http://www.jbc.org/

Spontaneous emergence of a new mutant prion in cell culture

D

=
o

Percent of total PrPres
o NoWw E Y, ] (<)) ~N 0 O

+PNGase g%
@

sk B

-37K % 60

- -25K 8 50

20K o

& 30

20
5 [9]

15K £

a o — T ——0
1000 4 8 16 32 64125250500 1000
PK (ug/ml)
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Fraction number

Figure 6. PK resistance and aggregation state of A190-196 PrP"*. A, A190-196 PrP"* resists to high concentrations of PK. 10 ug of total protein were
treated with 2-fold increasing concentrations of PK up to 1 mg/ml. B, samples obtained in A were treated with PNGase F to visualize and determine the molec-
ular mass of polypeptides after PK treatment. C, comparative PK resistance of A190-196 PrP*° (red squares) and 1275 PrP>¢ (black circles). D, sedimentation ve-
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Figure 7. Infectious potential of ASP°™ prions. Rov cells expressing either
WT PrP or A190-196 PrP were challenged with cell homogenates from
A190-196 Rov cells (A%P°™ inoculum), 127S-infected WT Rov cells (WT-1275),
or noninfected RK13 cells (none). The cells were analyzed for the presence of
PK-resistant PrP from passages 2-6 postinfection, as indicated. Western blot-
ting was done with Sha31 mAb.

the spontaneous emergence of ASP°™ prions on long-term pas-
sage obscuring the fate of 1278 infection.

We next challenged the resistant A190-196 cell clone 12 and
found it readily susceptible to ASP°™ prion infection. PrP™ was
detected as soon as the second passage and up to passage 8
postinfection (Fig. 84). ASP°™ prions were thus de novo infec-
tious for cells expressing the homologous mutant protein. The
atypical profile of PrP", with the characteristic presence of 14-
and 16-kDa bands, was faithfully conserved upon infection.

Previously, we established a set of Rov cells expressing PrP
with deletions of different sizes in the C terminus of helix H2.
None of these cells produced spontaneously PK-resistant forms
of mutant PrP (23). In particular, the A193—-197 and A192-197
cells were susceptible to several ovine prions, including 1278S.

SASBMB

In contrast, the A190-197 cells were resistant to all of them
(23). These three mutant cell lines were challenged with A®°™
prions to determine whether AP°™ prion replication was
strictly dependent on A190-196 PrP. Cells expressing PrP with
190-197,192-197, or 193-197 deletions were all susceptible to
ASPO infection (Fig. 84). The ASP°™ PrP™ pattern was mostly
maintained in the infected cells.

We knew from our previous work that 127S prions propa-
gated on A193-197 Rov cells were still infectious for WT Rov
cells, indicating a structural compatibility between this mutant
and WT PrP for 127S prion conversion. It was thus appealing
to determine whether ASP°™ propagated on A193-197 Rov cells
could similarly become infectious for WT cells. The results
showed that this was not the case, although ASpont prions
propagated on A193-197 Rov cells were de novo infectious for
naive A193-197 cells (Fig. 8B). Similar results were obtained
for ASP°™ propagated on A192—197 Rov cells: it was de novo in-
fectious for A192-197 Rov cells and infectious for A193-197
Rov cells but not for WT Rov cells (Fig. 8C).

Altogether, these cell assays demonstrate the infectivity of
ASP™ prions and their ability to propagate on cells expressing
homologous A190-196 PrP or closely related mutants but not
WT PrP. This suggests that a certain degree of compatibility in
the H2 C-terminal sequence of PrP is required for conversion
by ASP°™ prions.

Molecular typing of A**°™ prions

Most prion strains can be grouped into two broad categories
with respect to their molecular pattern, depending on the N-
terminal end point of the C2 PrP™ fragment. Type 1 strains
produce PrP™* species starting around position 85 of ovine PrP,
whereas type 2 strains PrP™* species are shorter, beginning at
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Figure 8. Conversion of homologous PrP or closely related mutant PrPs by ASP°™ prions. A, A190-196 Rov clone 12 that did not produce spontaneously
ASPOM prpes was infected by ASPO™ prions (left panel). Rov cells expressing other closely related deletion mutants were also susceptible to the infection by
ASP°™ prions (middle and right panels). Immunoblots show PK-treated samples, eight passages postinfection. B and C, cell homogenates of A193-197 (B) or
A192-197 (C) Rov cells inoculated with ASP°™ prions (eighth passage, A**°™ — A193-197 and ASP°™ — A192-197) were used as inocula to infect Rov cells
expressing homologous PrP, WT PrP, or the other mutant. The analysis of PK-treated samples harvested after eight passages postinfection is shown.

position 100. The size of unglycosylated C2 PrP™ is thus a
generic way to discriminate between strains. Therefore, we
compared the electrophoretic profile of ASP°™ PrP™ with 127
type 1 prion strain propagated on W'T Rov cells and with type 1
(T1°%) and type 2 (T2°") strains propagated on A193-196 Rov
cells, which express a mutant PrP with a size closer to A190—
196 PrP (Fig. 9). Based on the aglycosylated lower bands, we
could ascertain that the main 14-kDa band of A**°™ prion was
shorter than any type 1 or type 2 C2 fragment and that the 16-
kDa PK-resistant band was just slightly shorter than the C2
fragment of the type 2 strain. The PrP™ electrophoretic profile
of A" prions was thus clearly atypical with simultaneous
presence of two major bands shorter than the usual PK-resis-
tant C2 fragment from “classical” prion strains.

To characterize in more detail the nature of the 14- and 16-
kDa fragments from ASP°™ PrP™, we performed an epitope
mapping with anti-PrP antibodies spanning the entire PrP C
terminus, after deglycosylation of PrP™* species. Signals pro-
duced by Sha31 and 8F9 mAbs were similar, indicating that
ASPOM PrPeS species are C-terminal fragments of PrP (Fig. 10).

Regarding the major 14-kDa species, the band was not
detected by 12B2 and 8G8 mAbs. Part of the 14-kDa band of
higher molecular mass was recognized by 6C2 mAb and thus
contained the full epitope of this antibody (*'*HVAAAGA).
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Figure 9. Molecular typing of ASP°™ PrP"®S, The electrophoretic profiles of
prions propagated on Rov cells were compared. The profile of ASPo™ prpres
(lanes 2 and 4) with its 14- and 16-kDa bands, as indicated by arrows, was dif-
ferent from those of(t)ype 1 strains (127S and T1%", lanes 1 and 3, respectively)
and type 2 strain (T2%", lane 5) propagated in WT Rov (lane 1) or in A193-196
Rov cells (lanes 3 and 5).
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Figure 10. Epitope mapping of ASPONt pypres, A scheme representing mature ovine PrP (positions 25-234, in green) with name and position of mAbs epi-
topes (open square). The a cleavage site generating C1 fragment is indicated by an arrow. The area covering N-terminal amino acid profile (N-TAAP) variations
of C2 PrP™* fragments among prion strains (73) is indicated by the horizontal double-headed dotted arrow. PrP™* fragments resulting from PK digestion of
ASP°™ prions are represented below the scheme, the 14-kDa C1-like PrP™is in red, the 16-kDa is in orange, and the faint 17-kDa C2-like species is in pink. B, rep-
resentative Western blots of PNGase F-treated A*P°™ PrP"S and WT PrP™ revealed with the different anti-PrP mAbs. For the comparative analysis, the same
couple of PrP"™®* samples was loaded several times on a same gel, separated by stained molecular mass markers, and then transferred on a membrane that was
splitinto six parts, each being incubated with a different primary antibody, as indicated.

The other part of lower molecular mass was 6C2-negative, indi-
cating the loss of at least His''* (Figs. 10 and Fig. S3). Therefore
the 14-kDa band contained PrP*** polypeptides with different
N-terminal endpoints at the vicinity of the main cleavage site
reported for the C1 fragment (8, 31). In noninfected WT Rov
cells and in ASP°™-free A190—196 Rov cells (early passage), part
of the C1-PrP fragment is 6C2-positive (Fig. S3), suggesting a
certain variability in N-terminal endpoints. The PK-resistant
14-kDa band from ASP°™ PrP™* could thus result from protease
digestion of the misfolded full-length A190-196 PrP, from a
conformational change of the C1 fragment, or from both.

Regarding the 16-kDa band, the epitope mapping indicated a
recognition by the 6C2 but not the 8G8 mAb. Therefore the N
terminus of these truncated PrP*** polypeptides starts between
residues inside the 8G8 epitope (positions 100—105) and resi-
due 113 at the head of 6C2 epitope, most likely close to the 8G8
border based on the molecular mass of these fragments. A faint
and fuzzy band was also observed just above the 16-kDa band
with all the mAbs used. This indicated the presence of few
ASPOMt DrP™eS species of larger size close to the C2 fragments
from conventional prions.

Altogether these observations show that A190-196 PrP
turned spontaneously into a misfolded form producing a com-
plex pattern of PK-resistant species with a main core of ~14
kDa. These PrP*** fragments of different size reflect the forma-
tion of different structures or assemblies by the misfolded pro-
tein. The prominence of the 14-kDa band raises the question of
whether it could correspond to the minimum and necessary
portion of A190-196 PrP for ASP°™ replication as does the C2
fragment for classical prions. As a corollary, this opens the
unorthodox question of whether the mutant C1 fragment itself
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could misfold, either spontaneously or after conversion by
A190-196 PrP*¢ species produced from the full-length mu-
tant PrP.

Conversion of mutant C1 by A*°™ prions

To examine the possibility that mutant A190-196 C1 PrP“
(AC1) alone can misfold into PrP%¢, either spontaneously or
following infection by ASP°™ prions, we generated Rov cells
expressing solely A190-196 C1 PrP€. The C1 fragment is gen-
erated by PrP€ cleavage at the « cleavage site, right upstream
the N-terminal hydrophobic region. In human brain, the main
C1 fragment can start at His''' and was referred as to Cl-
upper, but it can also start at Met''* and was referred to as C1-
lower (8). Varying degrees of proteolytically processed C1 frag-
ments at equivalent positions were suggested for ovine PrP
(31). We thus built two constructs to express the C1 part of
ovine PrP flanked by the N- and C-terminal signal peptides of
ovine PrP. The WT and A190-196 Cl,;3 constructs were
designed to start at residues Lys''?, one residue upstream from
His''*, the equivalent of His'"! in human PrP, to warrant both a
correct and efficient cleavage of the N-terminal peptide signal
and the presence of the full 6C2 epitope. The constructs
referred as C1;;5 were designed to start at Val**® to produce an
equivalent to the C1-lower fragment.

As with WT and A190-196 full-length PrPS, the C1 frag-
ments were highly glycosylated in RK13 cells (Fig. 11A4), but the
unglycosylated forms were expressed in lower proportion in
the two A190-196 mutants than in the WT counterparts. The
C1 proteins had the expected size (Fig. 11B) and were present
at the cell surface (Fig. 11, C and D), indicating that signal pep-
tides were functional and processed by the cells.
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Figure 11. Expression of WT and A190-196 C1 polypeptides in RK13 cells. A, immunoblot analysis of stably transfected C1 constructs, before or after PK
treatment. The expression of C1-like polypeptides (residues 113-234 and 115-234 of ovine PrP; C14;3 and C1,;5, respectively) and equivalent fragments with
the HTVTTTT A190-196 deletion (ACT443 and AC1,,5) was analyzed. B, immunoblot analysis of the same C1 constructs before and after PNGase F treatment.
25 g of cellular protein was loaded. C, C1 Prp© expression pattern by immunofluorescence. Prp© (green) and nuclear marker DAPI (blue) staining of nonper-
meabilized fixed cells. Scale bars, 50 um. D, confocal microscopy imaging of AC1,,3 Rov cells co-stained for WGA (red) and PrP (green). The nuclei are stained
with DAPI (blue). Merged confocal images or individual channels are shown. Scale bar, 10 wm.

In contrast to full-length A190-196 PrP¢, mutant C1 PrP®
did not spontaneously convert into a PK-resistant form over
passages, even after several months of cell culture (Fig. 12).
However, upon exposure to ASP°™ prions, these forms were
converted into self-replicating PK-resistant PrP*¢ (Fig. 12).
These PrP*¢ species were termed AC1°¢. C1 conversion process
was specific to ASP°™ prions and needed the A190-196 dele-
tion. 127S prions were not able to convert WT or A190-196 C1
PrPC. ASP°™ prions were unable to convert WT C1 (Fig. 12), as
it was previously unable to do for full-length WT PrP (Fig. 7).
As with WT PrP, a certain degree of sequence compatibility
between the cellular substrate and the infecting prion is re-
quired for C1 conversion by ASP°™ prion.

ACT15¢ are de novo infectious and preserve A°™ prpe
signature

We finally investigated the infectious potential of AC1;;5>
and ACl1,;5°°. We used, as inocula, cell lysates of ASPO"-
infected A190-196 C1 at passage 8 (see above). Controls were
made to exclude any remnant infectivity of ASP°™ prions or
spontaneous infectivity of the homogenates from cells express-
ing mutant C1 PrPC. As shown in Fig. 13, both AC1, 135 and
AC1;;5°¢ were de novo infectious for cells producing the ho-
mologous mutant AC1 proteins. In contrast cells expressing
their WT counterparts were not susceptible to the infection.
Remarkably, AC1%¢ exhibited the same activity as A190-196
PrP5¢ with respect to the panel of susceptible cells. PrP¢ from

14032 J Biol. Chem. (2020) 295(41) 14025-14039

resistant A190—196 clone 12 and from the two closely related
mutants A193-197 and A192-197 were converted into PK-re-
sistant PrP¢, The Western blotting signature of PrP™ in these
cells recalled that produced following A®P°™ prion infection
(compare Figs. 13 and 8A). Not only the characteristic 14-kDa
band, but also the 16-kDa band was present, indicating addi-
tional conversion of the full-length proteins by AC1°°. The
main strain-specific determinant of ASP°™ prions was thus
enciphered in AC11,5° or AC1;;5%.

Discussion

This work focuses on the spontaneous, in-cell conversion of
a deletion mutant PrP into a novel form of prion. AP°™ prions
showed three main original features: an internal deletion of
seven residues in the protease-resistant core, an unusual PrP™*
signature, and a remarkable capacity to propagate on the ho-
mologous C-terminal C1 segment of PrP, thus generating mu-
tant C1 prions. In addition, this work provides a unique cell
model to get insights in cell processes and factors associated
with spontaneous prion emergence.

Spontaneous misfolding of ovine PrP with deletion in a-helix
H2

Although spontaneous conversion of PrP into prion is a rare
event, modifications in PrP can considerably increase this
occurrence because not less than ~40 disease-causing mu-
tations are identified in inherited cases of human PrP (16).
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Figure 13. Infectivity of AC1¢ prions. Rov cells expressing different forms of mutated, full-length PrP and WT/mutated C1 PrP were left uninfected (none) or
exposed to ACT€ (left panel, AC1 s right panel, AC1, 15°%) obtained from cell homogenates at passage 8 (see Fig. 11). As controls, noninfected (ni) cells and
ASP°"infected RK13 cells (control, ctrl) were used. The challenged cells were A190-196 Rov cell clone 12 that did not produce spontaneously A**°™ prions,
Rov cells expressing closely related full-length deletion mutants (A193-197, A192-196), or populations of cells expressing either WT or a A version of C1;;3
(AC1443) and of C1445 (AC14,5). Immunoblots of PK-treated cell lysates at passage 8 postinfection are shown (Sha31 mAb).

Spontaneous prion conversion also occurred in transgenic
mice expressing some of these mutations (17-19, 32, 33).
Conversion of equivalent mutant PrP in cell culture has so
far been disappointing, maybe in part because there is still
no easy cell model for efficient human prion replication. We
thus considered another approach that was to use a well-
characterized reverse genetic model of prion replication and
to remove from PrP highly conserved residues that might be
important for PrP stability while minimally affecting the
overall structure. We previously identified the C-terminal
region of the H2 a-helix as an area that meets these prereq-
uisites. We found that the four contiguous threonine resi-
dues at the end of the helix were not necessary for replica-
tion of several ovine prion strains in RK13 cells (23).
Deletion of the threonine cluster (A193-196) even favored
the replication of strains difficult to propagate in cells
expressing WT ovine PrP (23). Thus, we considered this de-
letion as a good starting point to facilitate the emergence
and propagation of a spontaneous prion. Because A193-196
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deletion was insufficient to cause spontaneous conversion
of mutant PrP, we extended it to the three upstream residues
His'®%, Thr'?!, and Val'®?. Similar residues in human PrP are
associated with disease-causing mutations H187R, T188K, and
V1891 responsible for either GSS or CJD (34-37), highlighting
their potential importance for preservation of the normal form
of the protein. We found that the simultaneous deletion of resi-
dues HTVTITTT maintained the overall PrP structure but
strongly reduced the stability of the recombinant ovine PrP.
Reduced stability is expected to facilitate partial or complete
unfolding of the protein and its spontaneous misfolding (38).
Thus the A190-196 deletion might have introduced perturba-
tions in the charge equilibrium, salt bridges, and/or hydropho-
bic interactions. His'® in human PrP, equivalent to His'® in
ovine PrP, is thought to be a key residue of the electrostatic net-
work stabilizing the globular helical domain of PrP (26, 39). Pro-
tonation of histidine is pH-dependent, and the positive charge
acquired at acidic pH is thought to be involved in the conforma-
tional shift of recombinant PrP in vitro (25, 40, 41). The disease-
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causing mutation H187R is one of the rare human mutations
that markedly reduces PrP stability, and this is attributed to
replacement of histidine by a permanently positively charged
residue (42). The deletion A190-196 not only removed His'*®°
residue but also brought Lys-197 in position 190, mimicking
the replacement of His'®® by another permanently positively
charged residue, recalling H187R mutation. This might have
contributed to destabilization of A190-196 PrP and likely
explains why the deletion A190-197, which eliminates the ly-
sine residue, did not lead to spontaneous prion generation,
whereas the mutant protein remained convertible into PrP™* by
ASPO™ brions. In addition, replacement of each or all the four
contiguous threonines (at positions 193—-196) by different resi-
dues had also affected PrP stability (43, 44). Any of these pertur-
bations alone or in combination may have contributed to the
spontaneous conversion of A190-196 PrP into ASP°™ prions.
The conservation of HTVITTT sequence in mammalian PrPs
might well reflect preservation of an important region for the
dynamics and the maintenance of the helical folding of the pro-
tein in a cellular context.

Transmissibility of A*P°™ prions

A190-196 PrP was sensitive to protease digestion. However,
after several cell passages, a PK-resistant form systematically
emerged, indicating spontaneous conformational change of the
mutant PrP. The spontaneous formation of PK-resistant PrP
was verified in one occasion by an experiment of cell transfec-
tion and culture entirely carried out in prion free laboratory,
excluding inadvertent contamination. The A190-196, or the
ASPO™ PrpS€ entity as we called it, was shown to be a self-propa-
gating, protease-resistant, insoluble, and aggregated form that
was transmissible to other cells. AS*°™ thus showed all the usual
hallmarks of prion replication in cell culture. A basic character-
istic of prions is their ability to transmit their own conforma-
tional state to homologous PrP© and in some instance to heter-
ologous PrPC. Persistence of A190-196 PrP*¢ in cell culture
indicated some replication, but as we faced a spontaneous con-
version that might be reiterated at each passage, we demon-
strated de novo infectivity of ASpont prion in several cell assays:
(i) earlier accumulation of A190-196 PrP*° in exposed cells; (ii)
infection of the A190-196 Rov clone 12 that did not produce
spontaneously a PK-resistant form of the mutant protein; (iii)
infection of Rov cells expressing the A190-196 C1 PrP<; and
(iv) infection of Rov cells expressing three other mutant PrPs
with close deletions in the H2 C terminus, notably the A190-
197 mutant that was refractory to infection by conventional
ovine prion strains (23). Sequence proximity and/or structural
adaptability between A®P°™ and A190-197 PrP might explain
it. In contrast, conversion of WT PrP by ASpont prions failed de-
spite many attempts and the use of different cell populations
including the historic Rov clone 9 (27) or more susceptible
clones (45). In a previous work, we found that the 127S ovine
prion strain propagated on WT PrP was easily propagated on
A193-197 Rov cells and reciprocally (23), suggesting a good
structural compatibility for conversion between the A193—-197
mutant and WT PrP where this strain is concerned. Here,
AP prion propagated on A193-197 PrP was still not able to
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convert WT PrP, indicating that the A193-197 PrP*¢ structure
transmitted by ASP™ prion rather than only the sequence of
the mutant protein causes the transmission barrier.

Biochemical specificities of A°™ Prp5

The PrP™ pattern of ASP°™ was faithfully maintained in the
different cell assays. The pattern was complex and showed dif-
ferentially represented bands corresponding to N-terminal
truncations at different end points. It did not fit with any
known prion strains regarding the 14- and 16-kDa bands. The
minor 16-kDa band was slightly more N-terminally truncated
than the classic C2 fragment from type 2 prions. The major 14-
kDa band had a size close or similar to that of the C1 fragment
of A190-196 PrP. These two bands were found in individual
clones of A190-196 Rov cells with unsimilar relative propor-
tion as in populations of transfected cells. A third, minor, 8G8/
12B2-positive band was identified that might be close or similar
to that of more classical typel prions. Thus ASPO™* Prpre
included fragments close to C2 of type 1 and type 2 plus promi-
nent Cl-like species. C2-like protease-resistant fragments are
most probably truncated forms of full-length mutant A190—
196 PrP*¢, whereas Cl-like PrP™* species might result from
conversion of the full-length mutant PrP, its C1 fragment, or
both. The unconventional PrP"* profile of ASP°™* prion strongly
suggests an original structural organization but might be com-
plicated by conversion of two substrates, the full-length protein
and its C1 fragment, rather than only full-length PrP for more
classical prions.

Generation of A190-196 C1 prion

PrP€ is naturally cleaved into a C-terminal C1 fragment and
its complementary N-terminal N1 at the « cleavage site. This
cleavage, the efficacy of which is cell-dependent, was attributed
to metalloproteases of the ADAM family, but the exact nature
of the enzyme remains a subject of controversy and may
depend on tissues or cell lines considered (46—50). Moreover,
the cleavage is not dependent on a specific sequence, and
whether it occurs at the cell surface or inside the cell between
the Golgi and the plasma membrane is not clearly established
(51, 52). In Rov cells, the C1 fragment appears as a relatively
large N-terminally truncated band, beginning around position
His''* or Val''® equivalent to that determined in human brain
(8, 31). The consensus is that the C1 fragment of PrP€ is shorter
than the PrP™ domain and thus cannot be converted into
prion. Furthermore, an apparent inverse correlation between
C1 levels and cell susceptibility to prions was reported in cell
lines, as well as a dominant-negative effect on prion replication
in transgenic mice overexpressing C1 (14, 53). Thus, the C1
fragment is often considered as a competitive inhibitor of PrP“
conversion. We found here different outcomes. The main
PrP™* domain of ASP°™ prions had a size close or similar to that
of C1, and A®P°™ prions were able to convert the mutant form
of C1. Protease-resistant AC15¢ showed hallmarks of prion rep-
lication in cell culture and was transmissible de novo to cells
expressing the homologous C1 protein, the homologous full-
length mutant PrP, or closely related mutants. To the best
of our knowledge, there is no other report of confirmed
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conversion of C1 or C1-like polypeptides. Two presumptive bo-
vine spongiform encephalopathy cases with C1-like PrP™ sig-
nature were reported, but they were finally found to lack prion
infectivity after inoculation of brain material to cattle and to
bovine PrP transgenic mice (54, 55). The exceptional conver-
sion of AC1 into prion after infection by the unconventional
ASP°" prion is likely due to the conjunction of the sequence
modification introduced in the polypeptide and adoption of
a misfolded structure significantly different from that of the
other prions.

ACT15¢ as a driving force for the propagation of the A"°™
prion

AC1 prions had templating activity on the full-length mutant
proteins and preserved the PrP™* signature of ASP°™ prion.
Indeed, infection by AC1 prions produced not only Cl-like
PrP™* but also C2-like 16-kDa species that were larger than C1
and thus resulted from conversion of the full-length protein.
AC1°¢ therefore behaves like a prion strain that maintains the
structural information associated with the specific biochemical
profile of ASP°™ prion. This strongly suggests that the 14-kDa
AC1-like PrP™ core produced by spontaneous conversion of
A190-196 PrP has at least contributed to A*°™ prion propaga-
tion and might even be the most important template for the
normally folded mutant protein.

Because AC1 did not spontaneously form a prion, the pri-
mary event in ASP°™ prion formation may be the spontaneous
conversion of full-length PrP. Then the reciprocal capacity of
A190-196 PrP*¢ to induce conversion of AC1 fragment and of
AC1%° to induce full-length mutant PrP conversion would lead
to ASP°" complex pattern.

It was unexpected that the short ACl;;5 or ACl;3 frag-
ments, with lengths of 113 and 115 residues, respectively, could
be sufficient to adopt a specific transmissible prion structure,
because the lack of WT C1 convertibility into prion was
explained by its shortened size compared with C2 PrP"™ frag-
ments. Whether AC1 prion adopts a structure close to C2 but
without the 15 or 30 N-terminal residues or a different struc-
tural organization remains an unresolved question. A%P°™ and
even more AC1 prions recall somehow PrP106, a mouse PrP
with a double deletion (A23-88, A141-176), that produced a
miniprion following infection by RML strain, but not spontane-
ously (56). The sequence of this mutant protein was very differ-
ent from that of A190-196 ovine PrP or C1. The sequence of
PrP106 contained ~20 residues upstream of the mouse C1 seg-
ment and a large internal deletion that removed H1, the (32
strand, and five N-terminal residues of H2 (56), together with
the loops between H1 and H2 that are considered to be highly
important for prion conversion (57-59). Although structurally
different from AC1 prion, the miniprion is another example of
prion entity constituted from elements of the PrP sequence. A
third more distant example of short PrP sequence associated
with prion formation is the human PrP with Tyr'*>-Stop muta-
tion associated with GSS (60). In contrast to the two precedent
mutants, PrP Tyr'*>-Stop conserves only the N-terminal moi-
ety of PrP and lacks the whole globular helical domain. AP
and A190-196 C1 prions generated in this work are therefore
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original and attractive prion entities that deserve to be studied
further with transgenic mouse models in the future.

Conclusion

We report the generation of a novel spontaneous mutant
prion propagating in cell culture and conversion into prion of
both the full-length and the C-terminal C1 fragment of A190—
196 mutant PrP. We demonstrated that only 113 or 115 resi-
dues of the PrP C terminus are sufficient to constitute a self-
replicating and transmissible prion entity. Our results also sug-
gest also that the HTVTTTT conserved sequence in the H2 C
terminus of PrP is important for prion protein stability and that
removal of H2 C-terminal residues is required for productive
infection in cells challenged by the spontaneous prion. This
work also provides a unique cell culture model for spontaneous
prion formation to further study the cell factors and molecular
processes involved.

Experimental procedures
Plasmid constructs

Sheep Prnp ORF encoding PrP allotype VRQ (Val'*®, Arg"*,
and GIn'”") was cloned into pTRE plasmid of the pTeT-on
expression system (Clontech) (27). Deletions of residues
HTVTTTT (positions 190-196) and N-terminal deletions
A25-112 and A25-114 to generate W'T and mutant versions of
Cl1;;3 and C1;;5 were performed by site-directed mutagenesis
(QuikChange II mutagenesis kit; Stratagene). Each mutant con-
struct was verified by sequencing.

Antibodies

The anti-PrP mAbs used were as follows: 4F2 directed to the
octa-repeat domain (residues 62-94 according to sheep PrP
numbering) (61, 62), 12B2 ( residues 93-97) (63), 8G8 (residues
100-105) (61, 62), 6C2 (residues 114—121) (64) (Central Veteri-
nary Institute, Wageningen University & Research, Wagenin-
gen, The Netherlands) Sha31 (residues 148-155) (62) (Bertin
Pharma), and 8F9 (residues 224—234) (65). Sha31land 8G8 were
biotinylated and further detected with horseradish peroxidase—
conjugated streptavidin. For other mAbs, secondary antibodies
were peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG (Abliance)
used at 1:5000.

Cell culture and isolation of rov cells

Rov cells are epithelial RK13 cells that stably express either
WT or mutant ovine PrP in an inducible manner, by using a tet-
racycline-inducible system (27). They were obtained by trans-
fection of cells by lipofectamine and puromycin selection. We
used cell populations produced by a pool of puromycin-resist-
ant cells, unless indicated otherwise. In some occasions, we
used individual clones that were obtained by serial dilution of
transfected cells in presence of the selecting agent. The cells
were grown in Opti-MEM medium (Invitrogen) supplemented
with 10% fetal calf serum and antibiotics and split at 1:4 after
trypsin dissociation once a week. To express full-length PrP< or
C-terminal C1 polypeptides, the cells were cultivated in the
continuous presence of 1 pug/ml of doxycycline (Sigma).
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Prions and prion strains

The spontaneous mutant prion ASP°™ was propagated on
Rov cells expressing the A190-196 PrP mutant unless stated
otherwise. The 127S ovine prion strain was isolated through se-
rial transmission and cloning by limiting dilution of PG127 field
scrapie isolate to tg338 transgenic mice expressing the VRQ al-
lele of ovine PrP (66, 67). 127S was propagated on Rov cells
expressing the WT PrP for comparative infection test or deter-
mination of PrP™** profile. T1°¥ and T2°" prions were originally
isolated from serial transmission of a human sporadic CJD case
(MM2 type) to tg338 mice (45). For comparison of PrP™* pro-
files with ASP°™, T1°V and T2°" strains were previously propa-
gated on Rov cells expressing A193—-196 mutant PrP (23).

Prion infection of cell cultures

To test the infectivity of cell cultures, cells were pelleted, fro-
zen, and thawed three times and sonicated three times for 30s,
and the resulting homogenates were used as inocula to infect
naive cell cultures as previously described (23, 68). Homoge-
nates were left for 3 days on the challenged cells. They were
then washed with PBS, trypsinized, and seeded at 1/10 dilution
in fresh culture medium. The cells were then split at 1:4 dilu-
tion after 1 week of culture as for each other successive passage.
For infection by ASP°™ prion, homogenates of A190-196 Rov
cells harvested at least 9 passages after the addition of doxycy-
cline were used. To test for infectivity of AP°™ propagated on
Rov cells expressing other deletion mutant PrP or C-terminal
C1 polypeptides, inocula were made from cells harvested eight
passages postexposure.

Cell lysis, protease digestion, and PNGase F treatment

The cells were washed twice with cold PBS, and whole-cell
lysates were prepared in TL1 buffer (50 mm Tris-HCI, pH 7.4,
0.5% sodium deoxycholate, 0.5% Triton X-100). The lysates
were clarified by centrifugation for 2 min at 800 X g, and pro-
tein concentrations were determined by microBCA assay
(Pierce). For PrP*, the lysates were incubated with 8 pg of PK
per 1 mg of protein for 2 h at 37 °C and then centrifuged for 30
min at 22,000 X g. The pellets were dissolved in Laemmli sam-
ple buffer and boiled for 15 min at 100°C. When needed, 500
units of PNGase F (New England BioLabs) and 1% Nonidet P-
40 were added to denatured proteins that were further incu-
bated at 37 °C overnight.

Sedimentation velocity fractionation

The experiments were performed as previously described
(30). Briefly, the cells were solubilized by addition of a buffer
containing 4% (w/v) dodecyl-B-p maltoside and benzonase (0.4:
unit/pl). After incubation for 30 min at 37 °C, sarkosyl (N-lauryl
sarcosine) was added to give a final concentration of 2% (w/v)
in the samples. The incubation was pursued for 30 min at 37 °C.
150 wl of solubilized samples were carefully loaded on a 4.8-ml
continuous 10-25% iodixanol gradient (Optiprep, Sigma-—
Aldrich), with final concentrations of 25 mm HEPES, pH 7.4,
150 mm NaCl, 2 mm EDTA, 0.5% sarkosyl. The gradients were
centrifuged at 285,000 X g at 4°C for 45 min in a swinging-
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bucket SW-55 rotor. 30 fractions of 160 ul were collected and
PK-treated at a final concentration of 50 pg/ml for 1 h at 37°C.
PrP"™ contents were analyzed by Western blotting using a bio-
tinylated anti-PrP Sha31 mAb. Signal intensities were quanti-
fied using ImageLab software (Bio-Rad) and converted into ar-
bitrary units after normalization. A fixed quantity of human
recombinant PrP was employed to calibrate the PrP signals in
different gels.

Immunoblotting and detection of PrP* and PrP"®

Either 4-12% NuPAGE Bis-Tris precast polyacrylamide gels
(Invitrogen) or 12% Criterion XT Bis-Tris gels (Bio-Rad) were
used for SDS-PAGE. For PrP€ analysis, 50 pg of protein per
sample was loaded on the gel. For PrP"™, unless otherwise indi-
cated, the samples corresponding to PK-resistant PrP con-
tained in 25 or 50 pg of cell lysate protein were loaded onto the
gel. The transfer of proteins, their detection, and their revela-
tion were described previously (28, 69).

Immunofluorescence, image acquisition, and treatment

The cells were grown on plastic dishes or on glass coverslips
in regular medium and washed twice with PBS before fixation
for 10 min with 4% paraformaldehyde. The cells were then
washed and incubated with the required monoclonal primary
antibody (4F2 or Sha31, at 1:5000) in a blocking reagent buffer
containing 0.5% crystallin (Roche Diagnostic) and 0.1% Tween
20 in PBS. After washing, the cells were incubated with second-
ary Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse IgG antibodies
(Molecular Probes, Invitrogen) used at a 1:500 dilution, as pre-
viously reported (28, 70), and the nuclei were stained with 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI). To specifically label the cell
surface, rhodamine-conjugated wheat germ agglutinin (WGA,
Invitrogen) was incubated for 5 min with living cells and
washed once with PBS, and cells were further fixed and proc-
essed as described above. Images were acquired either with an
Axio observer Z1 microscope (Zeiss) equipped with a CoolSnap
HQ2 camera (Photometrics) and driven by the Axio-vision
imaging system software. For some experiments, confocal mi-
croscopy was performed with a Zeiss LSM 700 microscope
(MIMA?2 Platform, Institut National de la Recherche Agrono-
mique, Jouy-en-Josas, France) using a Plan-Neofluar 40X (NA
1.3) or Plan-Apochromat 63X (NA 1.4) oil-immersion objec-
tive. The images were analyzed using Image] version 1.49 soft-
ware (Wayne Rasband, National Institutes of Health, RRID:
SCR_003070).

Expression and purification of recombinant PrP

Recombinant proteins were produced and purified from
Escherichia coli as published previously (23). Briefly, by site-
directed mutagenesis the deletion A190-196 was introduced
inside the sequence of the full-length ovine PrP (residues 25—
234, VRQ allele) cloned into a pET28 expression vector. WT
and mutant proteins produced by E. coli were purified by im-
mobilized metal affinity chromatography on Nickel columns.
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(@)

The secondary structure of recombinant PrP produced by E.
coli was analyzed by CD. Measurements were carried out on
Jasco-810 spectropolarimeter. Far-UV CD spectra of full-length
ovine PrP and the deletion mutant 190-196 were recorded
from 260 to 180 nm at 25°C in 1-um-path-length quartz cuv-
ette at a protein concentration of 50 uM in 10 mMm sodium ace-
tate buffer at pH 5.0. Each CD spectrum was obtained by aver-
aging six scans collected at a scan rate of 200 nm/min. Baseline
spectra obtained with buffer were subtracted for all spectra.

NMR

2D 'H-"N HSQC and 3D HNCA spectra of 250 uM recombi-
nant ’N'3C-labeled A190-196 C1;;3 in 10 mMm sodium acetate,
pH 5 buffer were acquired on a Bruker NMR AVANCE III spec-
trometer equipped with a cryoprobe at a magnetic field of 18.8 T
and a temperature of 298 K. "*Ca chemical shifts were analyzed
by TALOS-N software by excluding similar sequences (71)

Fluorescence-based thermal shift assay

Reaction mixtures containing 10 or 20 um of recombinant
PrP in 10 mM sodium acetate, pH 5.0, and SYPRO orange
(diluted 500-fold from a 5000-fold stock solution; Invitrogen)
were made in duplicate in a 96-well fast PCR plate at a final vol-
ume of 20 ul. The experiments were also reproduced in a buffer
of 250 mMm sodium phosphate, pH 5.1 (Fig. S2). The tempera-
ture gradient was carried out in the range of 10°C to 95°C, at 3°
C/min with a StepOnePlus real-time PCR system (Applied Bio-
systems) as previously described (72, 74, 75). Fluorescence was
recorded as a function of temperature in real time (excitation
with a blue LED source and emission filtered through a 5-car-
boxyl-X-rhodamine emission filter). The melting temperature
(T,,) was calculated with the StepOne software v1.3 (Applied
Biosystems) as the maximum of the derivative of the resulting
SYPRO Orange fluorescence curves.

Data availability

All of the data in this study are contained within the article.
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Figure S1. The HTVTTTT sequence (in red) is conserved in mammals and allelic variation or point
mutations associated with prion diseases are indicated in blue. In mouse strains, two PrP alleles with two
different codons modulate TSE incubation time (74). Prmp® (108L and 189T) is the most frequent allele and
is associated with short incubation time, while Prnp® (108F and 189V) is associated with longer incubation
time. Both codons 108 and 189, according to mouse PrP numbering, were found to play a role in the control
of the incubation time (75). Mouse Codon 189 is equivalent to codon 193 in ovine PrP. Replacement of
four of HTVTTTT residues in position 187 to 193 according to human numbering were reported associated
with CJD or GSS. Mutations H187R (34) and V1891 (35) are associated with pathogenesis (16), while
T188K (36) is probably associated but might not be fully penetrant and T1931 (37) has been reported only

for one patient to date.
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Figure S2. Comparative stability of WT and A190-196 full-length PrPs in 250 mM phosphate buffer at pH
5.1. Melting temperatures (Tm) of full-length proteins: WT PrP (blue, 70.5 °C £ 0.3 °C) and A190-196 PrP
(red, 62.4 °C £ 0.7 °C). Means and standard deviations are from 4 experiments.
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Figure S3. 6C2-positive PrP™ fragments within the large, Sha31-positive 14 kDa PrP™ fragment from ASP™
prions. Western blot pattern of PNGase F-treated PrP™ samples on serial passage of A190-196 Rov cells,
as revealed by Sha31 mAb or 6C2 mAb. Only high-molecular fragments from the 14 kDa species were 6C2
positive.



3. Discussion de la partie 1

Ce travail se concentre sur la conversion spontanée dans la cellule d'une PrP présentant
une délétion en une nouvelle forme de prion. Le prion que nous avons appelé ASP™ présente
trois caractéristiques originales : une délétion interne de sept résidus dans le noyau résistant aux
protéases, une signature inhabituelle de la PrP™* et une capacité remarquable a se propager sur
le segment homologue C-terminal C1. En outre, ce travail fournit un modé¢le cellulaire unique
pour comprendre les processus cellulaires et identifier des facteurs associés a 1'émergence

spontanée de prions.

La conversion spontanée de la PrP en prion est un événement rare chez I’homme mais
certaines mutations dans la séquence de la PrP humaine et la surexpression de PrP mutées chez
I’animal engendrent la formation spontanée de prion (Mead et al., 2019 ; Jackson et al., 2013 ;
Friedman-Levi et al., 2011 ; Watt et Prusiner., 2017 ; Jackson et al., 2009 ; Mercer et al., 2018).
Dans des travaux précédents nous avions montré que la suppression de quatre thréonines (193-
TTTT-196) a la fin de I’hélice H2 favorisait la réplication de souches de prion difficiles a
propager dans des cellules exprimant la PrP ovine WT (Munoz-Montesino ef al., 2017). Cette
délétion a constitué un bon point de départ dans notre projet visant a permettre I'émergence d'un
prion spontané en cellule. Nous I’avons donc étendue aux trois résidus en amont 190-HTV-192
conservés dans la PrP humaine et associés a des mutations pathogenes (H187R, T188K, et
V189]) indiquant leur importance pour la préservation de la forme normale de la protéine
(Colluci et al., 2006 ; Finckh et al., 2000 ; Di Fede et al., 2019 ; Kotta et al., 2006). La délétion
simultanée des résidus 190-HTVTTTT-196 maintient la structure globale de la PrP ovine mais
réduit fortement sa stabilité, ce qui peut provoquer un dépliement partiel de la protéine facilitant
ainsi sa conversion vers une forme mal repliée (van der Kamp et al., 2010). La baisse de stabilité
introduite par la délétion pourrait étre liée a des perturbations dans 1'équilibre de charge, les
ponts salins et/ou les interactions hydrophobes. En effet I’Histidine en position 187 chez
I’homme ou His190 chez I’ovin, est considérée comme un résidu clé au sein d’un réseau
¢lectrostatique stabilisant le domaine globulaire hélicoidal (Lee et Chang., 2019 ; Xu et al.,
2020). La suppression de ce résidu pourrait avoir contribu¢ a la déstabilisation de la PrP
mutante. La haute conservation de la séquence HTVTTTT pourrait indiquer la préservation
d'une région importante pour la dynamique et le maintien du repliement hélicoidal de la PrP

dans son contexte cellulaire.
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Le prion émergent produit spontanément par les cellules exprimant la PrPA190-196 est
agrégé, insoluble et résistant aux protéases, il s’auto-propage et est transmissible a d'autres
cellules. Il posséde donc toutes les caractéristiques habituelles de prions propagés en culture
cellulaire. De plus ce prion est infectieux pour un clone cellulaire particulier exprimant la PrP
mutée mais ne formant pas spontanément de prion, mais aussi pour des cellules n’exprimant
que le fragment C1 muté ou bien des PrP avec des mutations proches ne produisant pas non
plus spontanément de forme prion. En revanche, la conversion de la PrP sauvage par les prions
de ASPont g échoué malgré l'utilisation de différentes populations cellulaires y compris le clone

historique Rov 9 ou des clones encore plus sensibles aux prions isolés plus récemment.

Le profil PrP™ de ASP°" est non conventionnel et complexe avec une bande
prédominante a 14kDa qui correspond a la taille du fragment C1 de la PrP, ce qui est
exceptionnel pour un prion. On y trouve aussi une bande de 16kDa moins représentée qui est
proche, peut-étre 1égerement plus courte, que la PrP™s des prions de type 2 et en proportion tres
minoritaire de la PrP™* qui pourrait correspondre a des fragments plus grands assimilables a
ceux produits par les prions de typel. Le profil non conventionnel de la PrP™ du prion ASPont
suggere une organisation structurale originale et pourrait s’expliquer par la conversion de deux
substrats, la protéine de pleine longueur et son fragment C1, plutdt que celle de la seule PrP

entiere comme pour les prions plus classiques.

Le consensus actuel est que le fragment C1 de la PrP€ est plus court que le domaine
PrP'™s et ne peut donc pas €tre converti en prion et qu’il pourrait méme avoir un effet
inhibiteur compétitif sur la conversion de la PrP¢ (Westergard ef al., 2011 ; Lewis et al.,
2009), méme si ce dernier point nous parait trés discutable. Nous avons trouvé ici des
résultats différents puisque le prion ASPM est capable de convertir le C1 homologue vers une
forme résistante aux protéases présentant les caractéristiques typiques d’un prion se
propageant en culture cellulaire. La forme prion du C1 est transmissible de novo aux cellules
qui expriment soit la méme protéine C1, soit la PrP mutante homologue pleine longueur ou
des PrP mutantes étroitement apparentées. A notre connaissance, il n'y a pas d'autre rapport
d’une conversion confirmée de polypeptides C1 ou de type C1. Deux cas présumeés
d'encéphalopathie spongiforme bovine avec une signature PrP™ de type C1 ont été signalés,
mais ils se sont finalement révélés dépourvus d’infectiosité (Seuberlich et al., 2012 ; Serra et

al., 2018). La conversion exceptionnelle du segment A190-196 C1 en prion apres infection
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par le prion non conventionnel AP est probablement due conjointement a la modification de
séquence introduite dans le polypeptide et a I'adoption d'une structure mal repli¢e
significativement différente de celle des autres prions. Les prions AP et A190-196 C15°
générés dans ce travail sont donc des entités prions originales et attrayantes qui méritent d'étre
¢tudiées plus avant avec des modeles de souris transgéniques dans le cadre de la recherche sur

les maladies infectieuses.

4. Conclusion de la partie 1

Ce travail a permis de générer un nouveau type prion capable d’émerger spontanément d’une
culture cellulaire et de s’y propager via la conversion de la PrP mutante A190-196 de pleine
longueur ou de son fragment C-terminal C1. Nous avons ainsi démontré que seulement 113
ou 115 résidus de I'extrémité C-terminale de la PrP sont suffisants pour constituer une entité
prion auto-réplicative et transmissible. Nos résultats suggerent également que la s€quence
conservée HTVTTTT dans l'extrémité C-terminale de 1’hélice alpha 2 de la PrP est importante
pour la stabilité de la protéine prion et que I'élimination d’au moins une partie des résidus C-
terminaux de I’hélice est nécessaire pour que le prion mutant puisse exercer son pouvoir de
conversion. Ce travail fournit également un modele unique de culture cellulaire pour étudier
les processus moléculaires et rechercher les facteurs cellulaires impliqués dans la formation

spontanée des prions.
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5. Travaux en cours et perspectives de la partie 1

Les perspectives ouvertes par ces travaux sont nombreuses mais nous n’en aborderons que
quelques-unes pour lesquelles des travaux ont été engagés dans ces directions, excepté
I’approche vers la structure des fibres amyloides correspondant au prion ASP™t qui est décrite
en détail dans les parties 2 et 3 de ce mémoire. Les perspectives principales peuvent se
décliner ainsi :

- Construction de souris transgéniques pour propager les prions AP et A190-196 C1 in vivo
- Recherche de facteurs cellulaires impliqués dans la formation spontanée du prion.

- Délétion du segment HTVTTTT dans la PrP humaine ou d’autres espéces animales.

- Identification d’autres mutations induisant la formation de prion spontané dans la cellule.

1) Propagation des prions AP in vivo.

Les prions n’ont pas d’effet cytopathogene reconnu dans les cultures de cellule méme si nous
avons noté une certaine vacuolisation, parfois méme marquée, lorsque le prion spontané émerge
dans certains clones cellulaires. Pour déterminer la pathogénicité d’un prion il faut donc utiliser
des modéles animaux. Le probléme est que le prion spontané, ASP™ ne se propage pas sur la
PrP sauvage, au moins dans les cellules RK13 et que nous ne disposons pas pour le moment de
souris transgéniques pour la PrP ovine A190-196. Dans la mesure ou les souris transgéniques
de la lignée Tg338 qui expriment la PrP ovine sauvage peuvent étre jusqu’a 1000 fois plus
sensibles aux prions que le systéme cellulaire utilisé nous avons quand méme inoculé ASPo1,
Au premier passage aucune souris n’est tombée malade (n=12 inoculées) mais 30%
d’entre elles présentaient de la PrP™ dans la rate, mais pas dans le cerveau au bout de 600 jours
a 650 jours apres I’inoculation. Lors de franchissement de barriere d’espéces, nous avons
observé au laboratoire que la rate était plus permissive que le cerveau aux prions d’autres
especes (Beringue ef al., 2012). Ce phénomene s’est peut-&tre reproduit ici. Apres traitement a
la PNGase la PrP™ accumulée dans la rate s’est avérée avoir la taille du fragment C1 de la PrP
sauvage. Un second passage a été effectué par inoculation intracérébrale des extraits de rates
positives et de cerveaux correspondant. Dans ce second passage a partir de la rate, les souris
n’ont manifesté aucun signe clinique (temps de survie entre 414 et 790 jours) et ont été
négatives pour la PrP™s, que ce soit dans la rate ou le cerveau. Pour les cerveaux inoculés, les

transmissions se sont également révélées négatives (temps de survie entre 379 et 881 jours).
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Des cas de transmission positifs au 1" passage et négatif ensuite ont été reportés dans la
littérature (Mansonet et al 1999 ; Telling et al., 2017) et sont associés a une infection non-

productive. Peut-étre ce qui a été observé ici.

Une seconde lignée transgénique surexprimant environ 20 fois la PrP murine (Tg20) a
également été inoculée avec AP (n= 10) dans la mesure ou certaines souches s’adaptent en
franchissant une barriére d’espéce. Le rationnel d’utiliser ces souris était également que les
prions spontanés de TgVole 1109 passent facilement en Tg20. Au premier passage une faible
quantité de PrP™* a été détectée dans le cerveau de 5 souris sur les 10 inoculées. Au second
passage, les souris ont été inoculées avec un pool de trois cerveaux positifs. Ces souris sont
mortes (5/5) avec des signes cliniques évocateur de maladie a prions (cyphose, queue raide,
amaigrissement prononcé) avec un temps d’incubation moyen de 514 +/- 5 jours. Toutes les
souris analysés (incluant une morte a 432j) souris présentaient de la PrP™ avec une bande basse
de 10K rappelant le profil atypique de la souche Nor 98. Au 3™ passage, le temps d’incubation
est de 487+/-14] avec signes cliniques. En revanche, pas d’accumulation de PrPres (a

confirmer).

Une troisieéme lignée transgénique surexprimant environ 5 fois la PrP de hamster (tg7)
a finalement été inoculée avec ASP*™ (n= 10), car ces souris sont particuliérement susceptibles
aux prions synthétiques et accumulent en réponse a ces prions des formes de PrP™ avec un
profil électrophorétique rappelant celui de ASP" (données non publiées). Sur les 10 souris
inoculées, aucune n’a développé de signes cliniques Trois semblent avoir accumulé des formes
basses de PrP™ (a retester). Un second passage est prévu.
Au vu de ces résultats il semble que nous ne soyons pas parvenus a propager et a adapter la
souche ASPM in vivo sur une PrP sauvage, méme si la présence de ce prion pourrait avoir
favorisé des changements de conformation de la PrP chez certains animaux. Ces résultats de
méme que ceux obtenus en culture de cellule suggerent une incompatibilité entre le prion
spontané et la PrP sauvage, vraisemblablement a cause de la délétion qui fait que le prion
spontané ne peut plus servir de modele structural adéquat a une PrP qui a 7 acides aminés

consécutifs en trop par rapport a lui.

En conclusion : la perspective de construire des souris transgéniques pour la PrP ovine A190-
196 et/ou son segment C1 uniquement restent donc incontournable et extrémement attrayante

pour déterminer si ces formes mutantes de prions sont pathogénes in vivo et avec des

78



caractéristiques neuropathologiques semblables ou au contraire différentes de celles observées

pour des souches de prions plus classiques.

2) Recherche de facteurs cellulaires partenaires ou inhibiteurs de la conversion spontanée.

Les processus et facteurs cellulaires impliqués dans I’émergence des prions restent inconnus.
Nous pourrions en identifier certains avec notre systéme en comparant le transcriptome de
clones permettant ou au contraire ne permettant pas la formation spontanée du prion ASP™, Pour
ce faire étant donné la variabilité chromosomique importante de ce type de lignée de cellule
¢pithéliale il faudrait pouvoir comparer au moins 5 al10 clones permissifs avec le méme nombre
de clones non permissifs pour la formation spontanée de ASP°™, Nous disposons déja de toute
une série de clones produisant ASP°™ mais encore trop peu de clones non permissifs. Il faudra
donc en isoler d’autres, voir idéalement repartir d’un clone RK 13 unique pour isoler des sous
clones positifs ou négatifs. Le séquengage des ARNs ou 1’utilisation de puces a ADN pourrait
permettre d’identifier des protéines candidates dont I’implication devra ensuite étre vérifiée par
délétion ou surexpression. Cette approche pourrait ouvrir de nouvelles voies de recherche
inexplorées sur les prions de mammifeéres, notamment dans la mesure ou toute une série de

processus ou facteurs anti-prion ont été mis en évidence chez la levure (Wickner et al., 2020).

3) Tester la généralité de I’effet de la délétion HTVTTTT dans la PrP de différentes

especes.

La construction de plasmides nécessaires a I’expression de PrP mutante de différentes especes
de mammiféres avec la délétion concernée est en cours. Nous pourrions exprimer ces PrP
mutantes dans les cellules RK13 ou dans d’autres types cellulaires, les cellules CADS délétées
de leur PrP endogeéne qui ont été¢ produites récemment et pourraient étre particuliérement

intéressantes (Walia et al., 2019).

4) Identifier d’autres mutations permettant la formation spontanée de prions en cellule.

Le but serait de trouver une mutation plus compatible avec une conversion de la PrP sauvage
par infection dans un deuxi¢éme temps. Nous avons fait des microdélétions dans la région 190-
196 sans obtenir de prion spontané, mais nous souhaitons tester un certain nombre de
mutations ponctuelles comme par exemple HI90R qui mimerait la mutation humaine H187R

(GSS) et étendre ce type d’exploration a I’ensemble de la séquence de la PrP
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Partie 2 :

Infectivité des fibres amyloides de PrP ovine recombinante A190-196

en culture de cellule.

1. Introduction de la partie 2

Le concept de prion s'applique aux €¢léments protéiques qui peuvent adopter au moins deux états
conformationnels tres différents, dont I'un peut induire la conversion de 'autre en lui faisant
adopter sa propre structure (Prusiner., 2013 ; Ayers et al., 2020). 11 s'avére que pour toutes les
molécules prions la forme qui permet la conversion présente une structure comprenant de
nombreux feuillets beta inter- et/ou intramoléculaires permettant la formation d'oligoméres ou
de polyméres comme des fibres amyloides. Plusieurs protéines prions ont été identifiées chez
la levure (Aigle et al., 1975 ; Wickner et al., 2018 ; Coustou et al., 1997), un prion existe
¢galement chez le champignon filamenteux (Wickner., 1994 ; Maddelein et al., 2002 ;
Daskalov et al., 2021) et un autre a été identifié chez un gastéropode marin (Heinrich et
Lindquist., 2011 ; Si et al., 2010). Mais l'archétype, celui qui a fait connaitre et accepter le
concept de prion, est le prion ou plutdt les prions de mammiferes liés a la protéine PrP
(Prusiner., 1982). Ils ont ét¢ découverts parce qu'ils sont responsables de neuropathologies
fatales transmissibles (Hsiao et al., 1992 ; Mead et al., 2019). Les prions induisent tres
efficacement la conversion de la PrP cellulaire en un nouvel élément prion par simple contact.
La multiplication exponentielle de ces structures anormales dans les tissus nerveux provoque
le dysfonctionnement et la mort des neurones. L’amplification selon un mode prion de peptides
ou protéines mal repliées est aussi responsable d’autres neuropathologies comme la maladie

d’ Alzheimer ou celle de Parkinson.

La structure a haute résolution des prions est restée méconnue pendant longtemps du fait de
leur insolubilité et de leur hétérogénéité. On peut les retrouver sous forme d’oligomeres, de
dépdts apparemment amorphes dans les tissus du systéme nerveux central ou dans les cellules
en culture mais aussi sous forme de plaques amyloides dans le cerveau. Des travaux trés récents,

encore soumis a publication suggerent que la structure des prions est en passe d’étre résolue
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méme si de nombreuses questions persistent (Silveira et al., 2005 ; Groveman et al., 2014 ;
Spagnolli et al., 2019 ; Baskakov et al., 2019). Les prions de méme que les fibres amyloides de
PrP recombinante formées in vitro concernent tous deux la conversion d’une PrP avec trois
alpha hélice en un assemblage de PrP riche en feuillet beta (Baron et al., 2011). Plusieurs
travaux ont montré¢ que les fibres amyloides synthétiques pouvaient avoir une certaine
infectivité dans des modéeles de souris transgéniques surexprimant la PrP (Colby et al., 2009 ;
Muller et al., 2014 ; Kraus et al., 2017), méme si leur activité spécifique prion (unité infectieuse
par milligramme de protéine) restait bien inférieure a celle de prions produits in vivo. Par contre
I’étude structural des fibres recombinante de PrP permettrait de contourner certaines des
difficultés rencontrées dans la résolution de la structure des prions, notamment si 1’étude
concerne des formes mutantes de la PrP. Cependant une certaine hétérogénéité structurale au

sein de ces fibres amyloides a géné la résolution de leur structure (Moda et al., 2014).

Nous avons montré dans la partie 1 qu’une délétion de sept résidus produisait la conversion
spontanée d’une PrP ovine en prion dans un modele cellulaire. Cela semblait indiquer que le
processus de conversion propre a cette protéine était facilité au moins en raison d’une certaine
perte de stabilité¢ de la PrP mutante que nous avions également mis en évidence. Nous avons
introduit la mutation dans une PrP recombinante produite chez E. coli pour déterminer son effet
sur la conversion de la protéine in vitro et déterminer la capacité infectieuse des fibres
amyloides dans le méme systéme cellulaire que précédemment, notamment pour savoir si elles
pourraient comme le prion cellulaire spontané induire ou non la conversion du fragment C-
terminal mimant la forme C1 de la PrP mutée. L’intérét de déterminer la structure d’un prion
synthétique étant plus attrayante que celle d’une fibre de PrP sans activité biologique

démontrée.
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2. Résultats de la partie 2

Manuscrit en préparation

Amyloid fibrils of a mutant PrP and its C1-like C-terminal fragment behave like
synthetic prions in a cell model.
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Abstract

Prions are beta-sheet rich assemblies of misfolded PrP protein that cause fatal transmissible
neurodegenerative diseases in mammals. We recently reported that an ovine PrP with a deletion
shortening the H2 alpha helix C-terminus was spontaneously converted to prion in the Rov cell
model. We deleted the same 190-HTVTTTT-196 residues from a recombinant PrP (rPrP)
produced in E. coli and found that the deletion significantly reduced the nucleation phase for
amyloid fibrils (AF) formation in vitro. The deletion also conferred fibrils the ability to induce
prion conversion of the homologous PrP expressed in cell culture, while AF of wild-type PrP
(WT PrP) did not induce transconformation. The protease-resistant core of AF-induced mutant
prions consisted of 16-kDa and 14-kDa C-terminal polypeptides. AF of A190-196 PrP induced
also conformational change of the 14-kDa C-terminal C1-like portion of mutant PrP expressed
in RK13 cells in absence of the full-length protein. The 14 kDa polypeptide turned into a
protease-resistant C1-like mutant prion self-replicating in cells and de novo infectious. We
generated AF with the C-terminal portions of A190-196 rPrP mimicking 16-kDa and 14-kDa
fragments. These fibrils exhibited synthetic prion activity on cells expressing either the full-
length mutant PrP or only its C1-like segment. According to recent structural advances, a beta-
sheet is missing in cores of both A190-196 rPrP AF and cellular mutant prions, as well as a N-
proximal portion of the rigid structure for C1-like AF and prions. This highlights the extent of
sequence and structural changes in PrP that are consistent with prion and prion-like polymer

formation, providing insight into the ability of PrP to form so many different prion strains.
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Introduction

The prion concept applies to proteins or protein elements that are able to adopt at least
two very different conformational states, one of which can induce the conversion of the other
to its own structure (1,2). In practice it turns out that the converting form of all prions is based
on a structural organization with numerous inter- and/or intra- molecular beta-sheets allowing
the formation of oligomers or polymer assemblies. Several prion proteins have been identified
in yeast (3-5), one in filamentous fungus (6-8) and another has even been identified in a marine
gastropod (9,10). But the archetype, the one that made the concept of prions known and
accepted, is the mammalian prion linked to the PrP protein (11). Mammalian prions were
discovered because they are responsible for transmissible fatal neuropathologies that have the
singularity of being both genetic, familial and infectious diseases (12,13). This is because they
result from the conformational change of the host protein PrP highly expressed in the central
nervous system.

The physiological cellular PrP (PrPC) is a cell surface-anchored glycoprotein with an
unstructured N-terminal portion and a globular C-terminal domain consisting of three alpha
helices that are stabilized by a short antiparallel beta-sheet and a disulfide bridge connecting
the last two helices (14,15). Prions result from misfolding of PrP, which loses its alpha helical
content and becomes rich in beta-sheets (16), leading to the formation of molecular assemblies
that are insoluble, protease resistant and infectious. The latter are referred to as scrapie PrP
(PrP5%) (17). In humans, PrP misfolding can be either sporadic, with no known cause other than
aging, or familial and linked to specific dominant mutations in the coding sequence of the PRPN
gene (13). Whether they are or not linked to mutations, prions are thought to emerge through a
nucleation and polymerization process that recruits cellular PrP and patterns its structure to
conform to that of the expanding polymer. The multiplication of PrP5¢ aggregates in the brain
induces a dysfunction and the death of neurons (18,19). The remarkable efficiency of
conversion and their protease resistance explain why prions can be transmitted by ingestion of
contaminated products, contact with contaminated materials in medical procedures or by
experimental inoculations to animals. Moreover there are a substantial number of prion strains
that may have different biochemical and neuropathological characteristics when propagated in
the same congenic line or transgenic mouse line (20-23). It soon became apparent that these
different strains reflected more or less important differences in the tertiary and/or quaternary
structure of prions. Together with the differences in the primary structure of the PrP of different

species and the possible natural or experimental cross-over between some of them, there is in
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fact not only one, but very likely a variety of prion structures in mammals (24). Furthermore,
the prion-like amplification of misfolded peptides or proteins is also responsible for other
neuropathologies such as Alzheimer's or Parkinson's disease. It is therefore important to explore
the cellular and molecular mechanisms involved in the emergence of prions and their
multiplication. The structure of prions is on the way to being unraveled. Even if questions
remain about the size and organization of assemblies linked to infectivity (25-28), the very
recent high-resolution structures of recombinant human PrP amyloid fibrils (29) and of a
mammalian prion (Kraus, preprint bioRxiv doi: "https://doi.org/10.1101/2021.02.14.431014")
demonstrated a parallel in-register intermolecular beta-sheet architecture for both.

We have been working for some time on the C-terminal region of the second alpha helix
(H2). We found out that this protein region, which is located between the two optional
glycosylation sites and the two cysteines forming the disulfide bridge, could be modified either
by the insertion of eight additional residues or conversely by the deletion of five residues,
without preventing efficient prion replication in cell culture (30,31). This was not expected as
this region is located inside the structured core of prions. Recently, we have shown that the
removal of seven highly conserved residues in this same region (A190-196 deletion) apparently
reduced the stability of the protein and induced the spontaneous emergence of a new prion with
a highly atypical protease resistance profile containing significant amounts of Cl-type PK-
resistant polypeptides (32). The C1 C-terminal fragment of PrP is present on the cell surface
together with the full-length protein and results from the cleavage of the N-terminal part of the
protein by cellular metalloproteases (33-35). The C1 polypeptide is shorter than the usual prion
protease resistant domains. Since it has never been reported to be converted by any prion, it
was considered incapable of being transformed into a prion-like structure (36-38). However we
produced cells expressing the mutant C1 without the full-length protein, and showed that
infection of these cells with the new spontaneous prion resulted in conversion of the C1
polypeptide into a protease-resistant and transmissible prion entity (32).
Amyloid fibrils (AFs) of recombinant PrP produced in vitro may have some infectivity when
inoculated into transgenic mice overexpressing PrP (39,40) or into hamsters (41). However they
were not reported to productively infect non transgenic mice with regular physiological levels
of PrP, with the exception of amyloid fibrils mimicking the human Y 145Stop mutation (42,43).
While fibrils might have detectable infectivity when large amounts are injected into mouse
brains, the observed attack rates and usually long incubation periods suggest that these fibrils
had extremely low titers of specific activity, i.e. infectious units per milligram of misfolded

protein, relative to most natural prion strains. However amyloid fibrils may be more amenable

85



to structural analysis than extractive prions, especially when working with internally deleted
mutant prions in the absence of the corresponding transgenic mice. In addition, to our
knowledge, only one report showed that some AF preparations may have more or less efficient
conversion capacity in cultured cells (44).

We thus have now introduced the seven-residue deletion producing the spontaneous
prion into an ovine rPrP and found that corresponding in vitro made AFs behaved like synthetic
prions, as they induced conversion to prion of the homologous full-length PrP and its CI
fragment in the Rov cell model. We discuss these results in light of recent structural advances
(29) (Kraus et al. preprint bioRxiv doi: https://doi.org/10.1101/2021.02.14.431014) strongly
suggesting that A190-196 deletion removed a region forming an intermolecular beta-sheet in
WT amyloids, and thus that we have generated original prion molecules lacking this element in

both mutant amyloid fibrils and induced prions.

Results

1- A190-196 deletion in PrP facilitates amyloid fibrils formation.

Incubation and shaking of recombinant ovine PrP (25-234) in presence of the chaotropic
agent guanidine (final concentration 2 M) induce PrP polymerization into AFs. It is thought
that this in vitro conformational change process might somehow mimick PrP¢ conversion into
prions, as rPrP amyloid fibrils were shown to be infectious in laboratory rodents and in cell
culture (44,45). Previously, we reported that A190-196 deletion truncated H2 helix C-terminus
and reduced PrP stability, leading to the spontaneous formation of a prion when expressed in
cell culture (32). Using a fluorescent thermal shift assay, we also found a significant decrease
in the melting temperature of recombinant A190-196 PrP compared to WT PrP, pointing to
reduced stability (32). We confirmed here by differential scanning calorimetry that the melting
temperature of A190-196 deletion mutants was decreased by 4-5°C, both for the full-length PrP
and the C1 fragment (residues 113-234) (Table 1). Despite removal of residues in a region that
forms the beta sheet core of the misfolded protein (46,47), A190-196 rPrP effectively formed
amyloid structures during incubation and shaking in the presence of guanidine, as shown by
ThT binding and by visualization by electron microscopy or Atomic Force Microscopy (AFM)
(Fig. 1). Kinetically, ThT positive A190-196 PrP polymers appeared systematically sooner than
WT PrP (Fig. 1A). Accordingly, the lag phase/nucleation phase of the reaction in multi-well
plates was significantly reduced for A190-196 PrP compared to WT PrP (Fig. 1B and

supplemental Fig. S1). In addition, under standard conditions of amyloid production in tubes,
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A190-196 PrP was still able to polymerize into AFs when orbital agitation was omitted (Fig.
1D), whereas WT PrP was no longer able to do so.

EM and AFM images of A190-196 amyloids were compatible with assembly of
intertwined protofibrils (Fig. 1, C and D), as recently reported for human rPrP by cryo-EM (29).
AFM images also indicated that the positively charged unstructured N-terminal part of the
protein remained outside the central beta-sheet core of the amyloid (supplemental Fig. S2 and
Fig. 1D). Synchrotron radiation circular dichroism (SRCD) spectra were recorded for WT PrP
and A190-196 PrP fibrils to get further insight into their structural properties (Fig. 2A). The
SRCD spectra of WT and A190-196 PrP fibrils show similar features and are comparable to
that of spontaneously generated ovine rPrP (25-233) fibrils (40). The values for the minimum
and maximum at 217 and 194 nm strongly remind of the signature of the -solenoid structure
of AB42 fibrils (Fig. 2A). Hypsochromic shifts of 2 nm for the minimum and 3 nm for the
transition wavelength between negative and positive MRE, observed for A190-196 PrP fibrils
versus WT, point to slight differences between WT and A190-196 structural organization.
Deconvolution of the spectra of WT and A190-196 (Fig. S3) by BestSel (48) is compatible with
the presence of the large disordered N-terminal tail of PrP and the length of the amyloid core
in the 3D structures of in vitro formed rPrP AFs (29).

For a biochemical comparison, WT PrP and A190-196 PrP AFs were digested with PK
in standard or “annealing” conditions (Fig. 2B). In the latter condition, adding triton X100 and
increasing steadily the temperature up to 80°C modified the PK-resistant pattern of mouse PrP
AFs (49). It increased the proportion of a fragment migrating at the same size (16-kDa) as the
highly PK resistant C2 core of prions (50). In both conditions, WT PrP and A190-196 PrP AF
showed related PK-resistant patterns (Fig. 2B). Yet, in addition to the slight mobility shift due
to the A190-196 deletion, mutant PrP AF pattern was enriched in 10-kDa band and depleted in
6-kDa band.

Taken together, these results indicate that the C-terminal end of the H2 helix was not
necessary for structuring PrP into amyloid fibrils. On the contrary, deletion of this region
facilitated AF formation by shortening the nucleation phase/lag phase of the reaction. The
higher propension of A190-196 PrP to form AFs would be consistent with the spontaneous
prion conversion of A190-196 PrP¢ in RK13 cells (32) on (Tablel). Slight but significant
modulations in CD spectra and PK-resistant patterns were also observed, potentially pointing

to structural differences between WT and mutant fibrils.
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2- Amyloid fibrils from A190-196 rPrP induce conformational change of A190-196 PrP¢
into PrP ™ in RK13 cells.

We previously reported that A190-196 PrP¢ expressed in RK13 cells spontaneously
formed a prion, with an atypical PrP*¢ signature, which we termed ASP*™ prion (32). During the
course of these experiments, we isolated a particular cell clone (clone 12) that did not produce
ASPMt prions even after one year of culture, despite expression of mutant PrP at a level
comparable to that of other A190-196 PrP expressing cells and proper delivery of the protein to
the cell surface (32) (Fig. S3). Clone 12 was susceptible to ASP°" prion infection and was
therefore suitable to test the infectious potential of amyloid fibrils from A190-196 rPrP.

Clone 12 was exposed to AFs from A190-196 rPrP (2.2 uM final concentration) for 3
days, before being washed and passaged as routinely done during our infection protocols with
PrP-expressing RK13 cells (32). As controls, this clone was exposed to WT PrP AF or the
monomeric alpha helical form of recombinant A190-196 PrP. We checked for the appearance
of PK-resistant forms over passage. AF from A190-196 rPrP consistently induced the
conversion of the homologous PrP€ to a protease-resistant state (Fig. 3A). In contrast, A190-
196 PrPC remained sensitive to protease digestion when clone 12 cells were incubated with
either the WT PrP AF or with monomeric A190-196 rPrP (Fig. 3A). PrP™* neosynthesis induced
by A190-196 AF was maintained over cell passaging (Fig. 3B), consistent with a well-
established characteristic of prions propagating in cell culture.

To consolidate the finding that A190-196 rPrP AF transconformed A190-196 PrP¢, we
varied the cell exposure conditions. The time of contact was varied, from 18h to 5 days, without
detrimental effect on the capacity of the AF to transconform PrP¢ into PrP™ (Fig. 3C). The
dose of exposure was also varied. A190-196 rPrP AF still had converting activity at a
concentration equivalent to 0.07 uM of PrP (Fig. 3D). Shortening AF size by sonication
marginally affected the conversion efficiency when used at 1uM or 2uM of PrP equivalent (Fig.
3E). Finally, A190-196 PrP AF could convert A190-196 PrP¢ from another rare and recently
isolated independent clone of A190-196 Rov cells that was resistant, like clone 12, to
spontaneous prion production over eight months of continuous culture (Fig. 3G).

The capacity of A190-196 AF to convert WT ovine PrP¢ was tested in two independent
RK13 cell clones termed Rov9 and P2FJ6 clones, both being known to be highly susceptible to
several ovine prion strains (22,51). A190-196 PrP AF was not able to convert WT PrP¢ (Fig.
3F). The absence of the seven contiguous residues in the fibrils could explain such inability,

just as spontaneous A190-196 prions were unable to convert WT PrP in our previous work (32).
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Altogether, these results showed that the A190-196 AF produced in vitro specifically
induced the conversion of the homologous highly-glycosylated mutant PrP expressed in cells

to an insoluble and aggregated protease-resistant state.

3- Biochemical properties of PrP™* in Rov cells exposed to A190-196 amyloids.

We next tested whether different batches of A190-196 AF would induce production of
PrP"™s polymorphs in clone 12 cells (52). More than ten independent batches of A190-196 PrP
AF were produced; all induced the formation of PrP™* following incubation with Rov cells of
clone 12 (Fig. 4A). The obtained PrP™* electrophoretic profile showed a predominance of
glycosylated species from 18-kDa to 35-kDa and two unglycosylated bands of lower intensity
at 14-kDa and 15.5-kDa, the later one being referred as the 16-kDa band (Fig. 4A). The
proportion of unglycosylated PrP species was rather low, most likely because A190-196 PrP is
highly glycosylated in Rov cells (Fig. S3).

After deglycosylation by PNGase treatment, the whole A190-196 PrP™ signal was
resolved in the two 14-kDa and 16-kDa polypeptides (Fig. 4A). The protease-resistant
polypeptides were C-terminal fragments of PrP as shown by revelation of immunoblots with
the C-terminal anti-PrP monoclonal antibody F99 (Fig. 4B). The two PrP™ polypeptides
induced by AF had the same size as the two major bands from ASP™ prions (32) but the amounts
produced were generally much lower (Fig. 4C). We also noticed a marked difference in the
relative representation of the two bands depending on the batch of amyloid fibril used to infect
cells (Fig. 4B).

The relative concentration of the two 14-kDa and 16-kDa polypeptides varied amongst
the AF preparations used for cell incubation. In most cases, the 14-kDa band that matched the
size of the C1 fragment of A190-196 mutant PrP (32) was predominant. In contrast, for two
independent batches of fibrils, the 16-kDa PrP™s band was more abundant than the 14-kDa band
(Fig. 4A). This 16-kDa-enriched PrP™ profile was reproduced in eight independent
experiments with the same batch (Fig. 4A, lane 3 and Fig. 5A). The 16-kDa > 14-kDa ratio was
not observed for the spontaneous ASP™ prion or for clone 12 cells infected by this mutant prion
(Fig. 40).

Previously, we reported that in ASP™ prions the 16-kDa band resulted from protease
digestion of full-length A190-196 PrP5¢, while the 14-kDa band resulted either or both from
digestion of full-length PrP*¢ or direct conversion of the natural A190-196 C1 fragment (32).
The two PrP™ species resisted to high PK concentration and maintained their relative

proportions after harsh PK treatment (Fig. 4D and 5B).
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Fig. 5C highlights the fact that, in the same experiment, cells inoculated with
independent batches of AF could produce different PrP™ profiles and that the ratio of non-
glycosylated bands was maintained over cell culture passages. This suggested replication of
different prion strains in cell culture with the classic and well documented maintenance of

specific PrP™s profiles.

4- Synthetic beta sheet polymers of PrP induced formation of cellular prions.

The infectious potential of AF-induced A190-196 PrP™* was tested by cell assay using
A190-196 clone 12 Rov cells. Cells from clone 12 were challenged with AF or left uninfected.
As a control, RK13 cells devoid of PrP were challenged with the same batch of AF (Fig. 6A).
The cells were cultivated and split for five passages before being used to inoculate de novo
naive clone 12 cells. Only cell lysate from AF-infected clone 12 Rov was infectious (Fig. 6A).
Absence of infection with uninfected control sample excluded a possible non-specific effect of
the cell lysate. Absence of infection with the lysate from infected RK13 cells indicated that
after five passages of the culture there was no more, or at least not enough remanent material
from the input AF to induce a productive infection in clone 12 cells. In a second experiment we
used another independent cell lysate of Rov cell clone 12 inoculated with AF and confirmed
infectivity of A190-196 PrP*¢ (Fig. 6B).

Altogether these results demonstrated that AF induced the emergence of true
transmissible prion entities. Strikingly, the different PrP™* profiles in the inocula with respect
to 16-kDa versus 14-kDa ratio were conserved upon clone 12 infection . This preservation of
distinct biochemical characteristics of PrPS¢ was reminiscent of the specificity of prion strains,

an appealing hypothesis that should be confirmed by further infection experiments.

5- A190-196 amyloids convert the C113 portion of A190-196 PrP expressed in Rov cells
AF infections of clone 12 produced a 14-kDa PrP™* polypeptide with a size similar to
C1. Previously, we showed that A190-196 ASP°™ prions propagate in RK13 cells expressing
only the C1 fragment of A190-196 PrP¢ (32).We thus examined whether amyloid fibrils could
also specifically convert the C-terminal region (113-234) of the mutant PrP. Of note, this cell
model of mutant C1 expression does not produced spontaneously a C1 prion and was thus fully
suitable to test AF infectivity. AF from full length recombinant A190-196 PrP were infectious
and induced production of a protease-resistant form of A190-196 Cl113 that was maintained

over cell passaging. AF produced with WT PrP were not infectious in this cell line (Fig. 7A).
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We further tested the infectivity of this AF-induced self-propagating A190-196 C1113
insoluble, aggregative and protease-resistant form on Rov cells clonel2. Cells infected by the
misfolded form of the mutant C1 produced PrP™* (Fig. 7B). The PrP™* profile exhibited the 16-
kDa and 14-kDA unglycosylated bands (Fig. 7B) as for Rov cells clonel2 infected by in vitro
made AF or by the cellular prion induced by them (Fig. 6). These results established that
misfolded conformers of C1 PrP induced by incubation of cells with AF were true self-
replicating and transmissible prion entities.

Of note, clone 12 cells expressed the full length mutant PrP and thus produced its natural
C1 fragment by cellular processing. The presence of the 16-kDa PrP™ band in clone 12 infected
by Cl-like PrP implies that the full-length mutant protein and not only its C1 fragment was
converted into a protease-resistant state. This conversion of the full-length protein might result
either or both from direct contact by the infecting C1-like PrPS¢ or from previous conversion of

the true endogenous C1 fragment that in turn had induced conversion of the full length protein.

6- The N-terminal (25-102) part of the mutant PrP is not required for AF infectivity.

The amino-proximal segment of PrP is not necessary for prion conversion since the
protease-resistant cores starts around residues 85 or 100 for type 1 or type 2 sheep prion strains,
respectively and in or just downstream residues 101-105 for the 16-kDa ASPot polypeptide (32).
We knew from our previous NMR spectroscopy investigations that the 25-102 deletion
removed a large part of the flexible N-terminal moiety of the PrP without affecting the globular
alpha helical structure of the recombinant ovine PrP, including mutants with H2 C-terminal
truncation (31). Here, AFM observations suggested that at least a large part of the N-terminal
tail of the full length A190-196 PrP remained outside the amyloid core of AF (Fig. S2). The N-
terminal part of PrP may thus be dispensable to amyloid fibrils infectivity. The N-terminal
deletion did not impair formation of ThT positive AF made from the double mutant rPrP (A25-
102, A190-196) as shown by EM observation (Fig. 8A). In our Rov cell assays expressing either
the cellular mutant PrP in clone 12 N-terminally deleted A190-196 AF induced PrPrs
accumulation with specific presence of 16-kDa and 14-kDa fragments (Fig. 8B). AF of the
double mutant PrP also induced conformational change of the A190-196 C1:13 fragment to a
self-propagating protease-resistant state (Fig. 8B). Thus, these data indicate that the N-terminus

of recombinant PrP is not essential for synthetic prion-inducing activity.
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7- AF of recombinant Cl-like portion of PrP induced prion conversion of the cellular
homolog.

As AF of full-length protein induced the formation of a C1113 prion in cell culture (Fig.
7), we finally asked whether AF from the same C-terminal part of the recombinant protein could
convert the homologous PrP segment in cells. AF of 113-234 Cl-like PrP with the A190-196
specific deletion were produced in similar conditions as full length PrP (Fig. 9A). Exposure of
clone 12 cells (Fig. 9B) or Cli13 A190-196 Rov cells to the produced AF led to persistent
accumulation of highly glycosylated Cl-like PrP™ as soon as the second passage and up to
passage 10 at which time the experiment was stopped. A lysate of cells propagating the C1113
PrP*¢ prepared passage 9 to avoid residual AF material was used as inoculum to challenge naive
Clii3 A190-196 Rov cells. These de novo infected cells in turn produced Clii3 PrP% in
subsequent passages of cell cultures, while controls remained negatives (Fig. 9C).

Altogether these results showed that a C1-like segment of ovine PrP with the A190-196
internal deletion was sufficient to generate both a synthetic prion with an amyloid core in vitro

and a transmissible prion entity in living cells.

Discussion

We previously reported that expressing PrP¢ with a A190-196 deletion in helix H2 leads
to spontaneous prion formation in cell culture (32). In the present study, we showed that the
introduction of the same deletion in recombinant PrP allows the formation in vitro of amyloid
fibrils that behave like synthetic prions as they induced the cell conversion into protease-
resistant and transmissible prion entity both the homologous A190-196 PrP and its C-terminal

Cl-like part.

Deletion of residues 190 to 196 in recombinant PrP favored amyloid fibrils formation
in vitro. The nucleation phase prior to the appearance of ThT positive AF was shorter for mutant
PrP than for WT. It is tempting to link this increased capacity of mutant PrP to form beta-sheet
rich nuclei in vitro to its propensity to spontaneously form prions in cell culture. In both cases,
the significant loss of stability of the monomeric protein due to deletion could be an important
element to reduce the level of activation energy required for the conversion process and
facilitating conformational change between the two states of the protein and the nucleation.
This decrease in stability could produce a significant increase of partially denatured forms,

which are considered to be the most susceptible for the initiation of PrP AF in vitro (53).
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Alternatively, the deletion might also increase the stability of the nuclei or polymers of the

mutant PrP compared to that of the WT protein.

To test the infectious potential of AF from recombinant A190-196 PrP, we used a cell
assay based on two sublines of Rov cells that do not produce spontaneously prions, even after
months of culture. We showed that AFA induced the conversion of the cellular mutant PrP
towards its PK-resistant state both in a cell clone expressing the homologous mutant PrP and in
a cell population that expressed only the C1 part of A190-196 PrP. In contrast the incubation of
these same cells with WT AF did not induce the conversion of either the mutant PrP or its C1
fragment, indicating that a contact of cells with any kind of amyloid assemblies is not sufficient
to induce the conversion of the mutant PrP or of its C1 fragment. These data suggest instead
that some sequence or structural compatibility between the infecting fibrils and the cellular PrP
is required for the conversion. Accordingly, A190-196 AFs were unable to induce the
conversion of the WT PrP expressed in cellular clones known to be highly susceptible to prion
infection. This inefficacy was not unexpected as the spontaneous A190-196 mutant prion was
also unable to propagate on WT PrP expressing cells (32). The loss of seven contiguous residues
that are part of the globular domain of PrP® and of the core beta sheet of prions is expected to
lead to significant structural changes. Such a lack of compatibility between wild-type and
mutant PrP is somewhat reminiscent of the transmission barrier observed in interspecies
transmission of prions (24). However, WT AFs were also unable to convert the WT PrP into
prion, indicating that sequence similarity alone is not sufficient to confer AFs the capacity to
convert the homologous PrP in cell culture. According to the conformational selection
hypothesis, WT AF structure may not be in the PrP% folding landscape of WT PrPC.
Alternatively, the specific property of A190-196 AF to convert A190-196 PrP could be related

to the reduced stability of the mutant protein, which could facilitate conformational exchange.

Cells exposed to A190-196 PrP AF produced a mutant PrP5 harboring the typical
biochemical and biological characteristics of a prion: protease resistance, insolubility and
infectivity, since the misfolded form could be transmitted by infection to naive cells. Many
independent experiments were performed with different batches of mutant PrP AF and all
resulted in the infection of the cells, with accumulation of PrP™s, albeit at lower levels than with
classical prions or A" or prions. The electrophoretic pattern of PrP™ that accumulated in the
infected cells was to similar to that of A" prions with the unglycosylated forms migrating at

16-kDa and at 14-kDa, like the C1 PrP™ fragment. Depending on the batch used, a different
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ratio of 16-kDa PrP™ versus 14-kDa was found. These different ratios were faithfully
maintained when naive cells were further infected. Whether these are associated with different
strains of mutant prions deserves further investigation. We may extrapolate that the 16-kDa
band results from truncation of full-length PrP%, while thel4-kDa protease-resistant
polypeptide could result either or both from extended trimming of the full-length PrP° or from
direct conversion of the natural C1 fragment of the mutant PrP. Thus the differing ratios
between the 16-kDa and 14-kDA bands could reflect either a change in the preferred substrate
for the conversion (full length versus Cl), or a different sensitivity of PrP5 to protease
digestion. These two possibilities fit with induction of slightly different strains of mutant prions

by amyloid fibrils.

The N-Terminal moiety is unstructured in PrP¢ and remains sensitive to protease
digestion once conversion into PrP5¢ has occurred. Prion infectious protease-resistant core
called C2 fragment corresponds to the C-terminal part starting around residues 85 to 100 for
ovine prions depending on the strain. C2 was shown to be sufficient for prion propagation in
transgenic mice (36). We showed here that AF produced by a recombinant A190-196 PrP
deleted from its N-terminus up to residue 102 still efficiently induced the conversion of the full-
length and the C1113 fragment of A190-196 PrP. Thus as for natural prions, the unstructured N-

terminal part is not required for the infectivity of the synthetic prion structure contained in AF.

The C1 fragment from PrP results from the cleavage of the N-terminal part of the protein
by metalloproteases and this C-terminal moiety of PrP is anchored at the cell surface as the full
length protein. The natural C1 PrP¢ fragment is considered too short to be converted into PrP
according to experiments in which gradually N-terminally truncated PrP or the C1 fragment
alone were expressed in transgenic mice (36,38). Indeed, in the vast majority of cases the size
of the PK resistant polypeptide is larger than that of the C1. A particularity of the A190-196
Rov cell model was its capacity to make C1-like PrP% entities emerged. The proven existence
of such an amazing protease resistant structure was first described following infection of A190-
196 C1 Rov cells by the ASP°" prion (32). We showed here that the same was true after
infections by AF generated either by the full-length A190-196 recombinant PrP protein, its N-

terminally truncated version or its (113-234) C-terminal portion only.

The high-resolution structure of PrP5¢ from 263K prions has very recently been solved

by cryo-EM (Kraus et al. preprint bioRxiv doi: https://doi.org/10.1101/2021.02.14.431014).
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That of recombinant human PrP amyloid fibrils, whose infectious potential has not been
established, but was probably very weakly or not infectious was published just before (29).
These resolved structures have both parallel in-register beta sheet (PIRIBS) architectures. Even
if they showed important differences, the AFs are constituted by the symmetrical winding of
two protofibrils, whereas the prion fibril corresponds to the stacking of similar beta sheet
molecules into only one protofibril. Regarding the region, which was deleted in our A190-196
mutants, the data are quite similar in both cases: the deleted sequence (HTVTTTT) contains a
beta-strand TVTT (beta9) for 263K PrP5 or TVTTT (beta3) for the AF (29). The region is
isolated in the beta-arch formed by the disulfide bridge in both cases and, being located on the
outside, does not seem to interact with other parts of the molecule. This stretch of residues is
thus integral part of the rigid structure and not relegated to a loop. The A190-196 deletion is
thus expected to create a perturbation in the assembly of PrP into fibrils. However the position
of this stretch within the fibril structures is compatible with partial conservation of the fibril
core structure. The position of the stretch of the seven residues seems thus compatible with
generation of a new kind of mutant prion upon deletion and with formation of AF associated
with specific properties. The structure of the full PK-resistant C2 amyloid core of the 263K
hamster PrP5¢ was resolved and showed that the region of 15 residues upstream to the hamster
CI start point contains only two small intermolecular beta sheets and is also located toward the
outside of the structure, a situation a priori compatible with formation of a reduced C1 core
maintaining the main hydrophobic region (equivalent to 115-139 in ovine PrP) that formed a
“Greek key” like motif in 263K prion. On the other hand, the structure of A190-196 C1 core

might significantly differ from that of more usual prions.

In conclusion, ovine WT rPrP amyloid fibrils made in vitro have not shown infectivity
in Rov cell cultures to date, but a specific deletion in the structured part of the protein leads to
the formation of amyloid fibrils which can induce prion conversion of the homologous mutant
protein expressed in cells. This deserves further work to establish the structure of these AF
synthetic prions, since 1) the A190-196 deletion removed residues included in the beta amyloid
core, four of these residues being associated with genetic cases of human prion disease ii) the
induced prions are unconventional iii) an unusually short C-terminal portion of the protein akin

to C1 generates prion-like structures.
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Materials and methods

Plasmid constructs for cell expression

For plamids used to transfect cells the sheep Prnp ORF encoding PrP allotype VRQ (Val136,
Argl54, and GInl71) was cloned into pTRE plasmid of the pTeT-on expression system
(Clontech) (51). Deletion of residues HTVTTTT (positions 190—196) and deletion A25-112 to
generate A190-196 Cli113 PrP segment were performed by site-directed mutagenesis
(QuikChange 1T mutagenesis kit; Stratagene) as previously described (31,32,54)). Each mutant

construct was verified by sequencing.

Plasmid constructs for bacterial expression

The ovine PrP (residues 25-234, allele VRQ) was previously cloned into the bacterial
expression vector pET22(+) (Invitrogen) (55) .The A190-196 deletion was performed by site-
directed mutagenesis to produce the full-length A190-196 mutant protein. To produce the N-
terminally-deleted double mutant PrP (A25-102, A190-196), the A190-196 deletion was done
in the sequence of the 103-235 portion of sheep PrP previously cloned downstream of a His
Tag into the pET28 (Invitrogen) expression plasmid. A third deletion A103-A112 was also done
in the later construct to generate the A190-196 Cl113 polypeptide described previously (32).

The PrP sequence was verified by sequencing for all constructs.

Antibodies

The anti-PrP mAbs used were as follows: 4F2 directed to the octa-repeat domain (residues 62—
94) according to sheep PrP numbering (56,57) Sha31 (residues 148—155) (56) (Bertin Pharma),
and F99/97.6.1 (residues 224-234) (58,59) (VMRD, USA). Sha31was biotinylated and further
detected with horseradish peroxidase—conjugated streptavidin. For other mAbs, secondary

antibodies were peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG (Abliance) used at 1:5000.

Cell culture and isolation of rov cells

Rov cells are RK13 epithelial cells that stably express either WT or mutant ovine PrP in an
inducible manner, using a tetracycline-inducible system (51). They were obtained by
transfection of cells with lipofectamine and selection with puromycin. We used cell populations
produced by a pool of puromycin-resistant cells, unless otherwise indicated. Population of Rov

cells expressing the C1113 polypeptide have been described previously (32).We also used clone
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12 of Rov A190-196 cells that was described previously and was obtained by serial dilution of
transfected cells in the presence of the selecting agent (32). Cells were grown in Opti-MEM
medium (Invitrogen) supplemented with 10% fetal calf serum and antibiotics and split 1:4 after
trypsin dissociation once a week. To express full-length PrP¢ or C-terminal polypeptide C1113,

cells were cultured in the continuous presence of 1pg/ml doxycycline (Sigma).

Amyloid fibril (AF) infection test

Cells were seeded in 24-well plates in presence of 1pg/ml of doxycycline for two or three days
and tested with AF when they reached approximately 80% confluence. Fresh medium
containing AF at 2uM unless otherwise indicated and gentamycin (60pg/ml) was added to the
cells for three days, after which cells were washed with phosphate buffer saline (Gibco),
trypsinized and resuspended in fresh medium in a flask at a 1:10 dilution. The cells were then

passaged weekly.

Infection test of AF-induced PrP5°

To test the infectivity of cell cultures, cells were pelleted, frozen and thawed three times and
sonicated three times for 30 s and the resulting homogenates were used as inocula to infect
naive cell cultures as previously described (30,60). Homogenates were left for 3 days on the
infected cells. They were then washed with PBS, trypsinized, and seeded at a 1:10 dilution in
fresh culture medium. The cells were then split at a 1:4 dilution after 1 week of culture as for

each other successive passage.

ASPont Prion and prion infection

The spontaneous mutant prion ASP" was previousy characterized (32) and was propagated on
A190-196 Rov cells. For infection by ASpont prion, homogenates of A190—-196 Rov cells
harvested at passage 11 after the addition of doxycycline were used to infect A190-196 clone

12 (Fig. 4C) as described (32).

Cell lysis, protease digestion, and PNGase F treatment

Cells were washed twice with cold PBS, and cell lysates were prepared in TL1 buffer (50 mM
Tris-HCI, pH 7.4, 0.5% sodium deoxycholate, 0.5% Triton X-100). Lysates were clarified by
centrifugation for 2 minutes at 800 x g, and the protein concentration determined by microBCA
assay (Pierce). To test for the presence of PrP™, lysates were incubated with 10 ug of PK per
1 mg of protein for 2 h at 37 °C, then centrifuged for 30 min at 22,000 x g. Pellets were obtained
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at the bottom of the tube for all samples, regardless of whether the cells were infected or not
and whether they contained PrP™*. These pellets were dissolved in Laemmli sample buffer and
boiled for 15 min at 110 °C. When required, 500units of PNGase F (New England BioLabs)
and 1% Nonidet P-40 were added to the denatured proteins, which were then incubated under

agitation at 30 °C overnight.

Immunoblotting and detection of PrP¢ and PrP

Criterion XT Bis-Tris 12% gels (Bio-Rad) were used for SDS-PAGE. For PrP¢ analysis, 50 pg
of protein per sample was loaded onto the gel. For PrP™ detection, unless otherwise specified,
samples corresponding to PK-resistant PrP contained in 250 pg of protein from cell lysates
were loaded onto the gel. Protein transfer, detection, and revelation have been described

previously (54,61).

Immunofluorescence, image acquisition, and treatment

Cells were grown on plastic dishes or glass coverslips in plain medium and washed twice with
PBS before being fixed for 10 minutes with 4% paraformaldehyde. Cells were then washed and
incubated with 4F2 monoclonal primary antibody at 1:5000 in blocking reagent buffer
containing 0.5% crystalline (Roche Diagnostic) and 0.1% Tween 20 in PBS. After washing,
cells were incubated with Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse IgG secondary antibodies
(Molecular Probes, Invitrogen) used at a dilution of 1:500, as previously reported (54,62), and
nuclei were stained with 49,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Images were acquired with
an Axio observer Z1 microscope (Zeiss) equipped with a CoolSnap HQ2 camera (Photometrics)
and driven by the Axio-vision imaging system software. For some experiments, confocal
microscopy was performed with a Zeiss LSM 700 microscope (Plateforme MIMA?2, Institut
National de la Recherche Agronomique, Jouy-en-Josas, France) using a Plan-Neofluar 403
(NA1.3) or Plan-Apochromat 633 (NA 1.4) oil immersion objective. Images were analyzed
using ImageJ software version 1.49 (Wayne Rasband, National Institutes of Health,

RRID:SCR_003070).

Expression and purification of recombinant PrP

Recombinant WT and mutant PrP were produced and purified from Escherichia coli BL21
(DE3) as previously described (31,32). Briefly, transformed E. coli were incubated in LB
medium and protein expression was induced by 1 uM of isopropyl thio-p-D-galactoside (IPTG)

induction. After overnight incubation, bacteria were centrifuged, resuspended in Tris-EDTA
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buffer containing Triton, incubated at 37°C and then sonicated on ice and centrifuged again to
recover inclusion bodies. Pellets were resuspended for at least 24H under rotation in a binding
solution containing Gnd-HCL at the concentration of 6M and imidazole 2.5mM. The
suspension was recovered and clarified by centrifugation. Recombinant PrP was isolated by
affinity chromatography on Nickel column and elution by imidazole. Refolding of the protein
was achieved on the column by heterogeneous phase renaturation simultaneously with
purification. Purified PrP was recovered in ammonium acetate buffer buffer (0.5g/1, pH 4.6) by
elution through a G25 desalting column. The final protein concentration was measured by
absorbance at 280 nm using an extinction coefficient of 59485 M-lcm™! for full length protein
(25-234), 18005 M'cm™ for N-terminally deleted PrP (103-234) and for Cli3 (113-234).
Proteins were checked for purity by SDS-PAGE with coomassie blue staining and were then

lyophilized for long-term storage at -80°C.

Formation of amyloid fibrils

Amyloid fibrils were formed according to previously described procedures (63,64). Briefly to
form amyloid fibrils, PrP stock solutions were prepared by resuspending lyophilized PrP in 50
mM MES, pH 6.0 and 2 M GdHCI usually at concentration of 22uM. Typically fibrillation
reactions were performed in 15 ml conical plastic tubes in a total reaction volume of 8ml, the
tube arranged horizontally on the plate surface was incubated with continuous orbital shaking
of 16 mm amplitude at 30 r.p.m. and 30°C. Fibril formation was monitored using a thioflavin
T (ThT) binding assay (64). For this assay, aliquots were withdrawn and diluted into 10 mM
Na-acetate buffer, pH 5.0 to a final concentration of PrP of 0.3 uM and ThT was added to a
final concentration of 10 uM. ThT fluorescence emission spectra were recorded after excitation
at 450 nm as previously described (63). To stop the reaction Fibrils were put on ice and dialyzed
in 10 mM sodium acetate pH 5.0 at 4°C. Then fibrils were collected by ultracentrifugation for
45 min a Beckman Optima TL100 Ultracentrifuge and TLA-100.3 rotor, and resuspended in 10
mM sodium acetate, pH 5.0. All concentrations given for fibrillar PrP refer to the respective

equivalent monomer concentration.

Fibrillation Kinetics (semi-automated assay). The kinetics of PrP amyloid fribril formation
were probed using a microplate reader (SAFAS Xenius XML) coupled to the standard ThT-
based fluorescence assay (ThT final concentration of 10 uM). 96-well black microplates were
used. The reaction was 100 ul per well at the indicate concentration (FiglB) or 22uM PrP

equivalent (Fig.S1). Kinetic experiments were carried out at 33 °C under agitation, in the same
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buffer than previously for tests in tubes. We performed intermittent shaking cycles, consisting
of 1 min of shaking at 600 r.p.m. followed by a 30 second incubation break. In order to assess
reproducibility of kinetics, 5 microplate wells were filled with each sample for simultaneous
measurements in Fig. 1B and 4 wells for each sample in Fig. S1. Fluorescence emission of ThT
were recorded every 30min at 490 nm after excitation at 450 nm. The initial fluorescence,
measured in tubes and in microplates, was subtracted from each data point. ThT fluorescence
curves as a function of time were fitted to a sigmoid function (A/(1+exp(-(t-ti2)/t). Lag times

were determined as ti»-2*1.

Annealing of fibrils and proteinase K digestion assay. For annealing (also called maturation)
of fibrils, 100ul of PrP fibrils at concentration of 10uM in of Tris-HCI buffer, pH 7.4 at 10mM
and Triton X-100 at 1% were placed in a PCR tube and submitted to the temperature program:
(20°C 1 min — 5 cycles (80°C 1 min - 37°C 1 min) — 15°C 30 min). Then fibrils were treated
with proteinase K to PK/PrP ratio of 1:215 at 37°C for half an hour. Digestion was stopped by
adding PMSF. Samples were heated at 95°C for 10 min and analyzed on 12% SDS-PAGE gels
(Criterion XT precast gel, BioRad).

Transmission Electron Microscopy. Samples were deposited onto Formwar/Carbon Coated
grids, negatively stained with freshly filtered 2% uranyl acetate, dried and viewed in a JEOL
1200EX2 electron microscope (JEOL USA, Inc, Peabody, USA).

Atomic Force Microscopy- For all experiments samples were diluted to 1uM inl0 mM
Sodium acetate buffer, pH 5.0). Next, 50 pl of the diluted sample were deposited on a freshly-
cut mica surface (MICA, structure probe INC., US) glued to a microscope slide at room
temperature on the bench until dry. After five minutes the surface was washed and immersed
in the same buffer for analysis. Force images were acquired on a NanoWizard-IV AFM (JPK
Instruments AG, GER) in standard QI-mode using a mini cantilever Bruker Peakforce-HIRS-
F-B silicon Tip; spring constant: 0.09 N/m, resonance frequency: 25 kHz. Images were treated
by one polynomial line fit and a histogram line fit using the data processing software of the

AFM (JPK data processing, Version spm-6.1.59, JPK Instruments AG, GER).
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Differential Scanning Calorimetry (DSC).

Calorimetric unfolding thermograms of WT and A190-196 mutant sheep VRQ PrP were
obtained at pH 4.5 in 20mM Sodium acetate buffer pH 4.6 for which folding/unfolding
processes was reversible (65). Measures were performed on a DSC instrument (MicroCal), and
experiments performed at 45 uM protein concentration in a 800 pl cell. An external pressure of
34 psi was applied on the solution and, the scan rate was 60° C/hour. The thermodynamic

parameters were determined and reported in table 1.

Synchrotron Radiation Circular Dichroism (SRCD)

SRCD experiments were performed on the DISCO beam line (proposal 20201028) of the
SOLEIL synchrotron (Saint Aubin, France). 4 pL of fibril samples at ~2 mg/mL protein
concentration in 10 mM Na acetate pH 5.0 buffer were deposited in a CaF2 cell with a 59 um
path length. Measurements were done with a 1 nm spectral resolution at a temperature of 25°C,
with 3 and 5 scans for protein and buffer samples, respectively. Smoothing, baseline
subtraction, offset correction and intensity calibration with CSA (6.53 mg/mL concentration
and 0.1 mm path length) were carried out with the CDToolX software (66). Intensities were
converted from 0 (mdeg) to mean residue ellipticity (MRE, deg.cm?.dmol!). Protein

concentrations were determined from the absorbance at 280 nm.
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Table 1. Analysis of recombinant PrP by Differential Scanning Calorimetry.

Tm (°C) | ACp (kJ mol'K) AH (kJ/ mol) AS (kJ/ mol) AG° (kJ/ mol)
FL WT PrP 70.3 0.98 308 0.89 42.8
FL A190-196 PrP 65.6 0.66 245 0.72 30.4
Cliis WT PrP 62.0 1.05 312 0.93 34.9
Clii3 A190-196 PrP | 58.0 0.70 238 0.71 26.0

The melting temperature and others thermodynamic parameters of the full length WT ovine
rPrP (FL WT) or only its C-terminal (113-234) Cl-like portion (Cli13 WT) and of mutant
counterparts (FL A190-196) and (Cl113 A190-196) were determined by DSC at pH 4.5 (65).
The Tm was reduced by 4.7°C for the full-length mutant protein and by 4°C for the C1 segment.

The A190-196 deletion leads to significant reduction in stability of the protein in agreement

with fluorescent thermal shift assays previously reported (32).
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Figure 1. Recombinant A190-196 PrP forms amyloid fibrils.

A, Kinetics of AF formation. Recombinant PrP, either WT (in black) or A190-196 PrP (in red),
was incubated under mild (standard) condition in tubes, in the presence of 2M of guanidine. AF
formation was followed by ThT fluorescence (10 uM). The protein concentration was 22 uM.
Each time point was measured in triplicate and mean and standard deviations (sd) calculated.
Each curve was fitted to a sigmoid function with flat initial and final baselines yielding lag
times of 45 and 18 h for WT and A190-196 PrP, respectively. B, Length of AF lag phase
determined equivalent in multi-well plates semi-automated assay. WT rPrP (black) and A190-
196 rPrP (red) were incubated at 22uM in plates with intermittent shaking and fifrils formation
followed by measure of ThT fluorescence. The length of the nucleation phase was determined
by calculation of tangents and histograms are mean + sd of 6 wells. C, Electron microscopy
images of AFs of A190-196 PrP (a and b) and of WT PrP (c and d). Close-ups of the red square
insets, shown in b and d, suggest intertwining of two protofibrils. D, AFM image of AFs made
from A190-196 PrP under standard conditions. E, AFM image of A190-196 PrP AF produced
without shaking. AFs appeared only after two or three weeks, the number of fibrils was reduced

and they tend to be longer than with shaking. The image also suggests intertwined protofibrils.
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Figure 2. Synchrotron radiation circular dichroism (SRCD) spectra and PK digestion
patterns of WT and A190-196 AFs.

A, SRCD spectra at 25°C are shown for WT PrP (black) and A190-196 PrP (purple) AFs. The
SRCD spectrum of beta-amyloid AB42 fibrils ( PCDDB ID CD0003900000, scaled by a 1/5
factor: orange dashed line), representative of cross-f structure, was superimposed for
comparison. B, Immunoblot of WT PrP (lanes 1, 3, 5) and A190-196 PrP (lanes 2, 4, 6) AFs
treated or not with proteinase K. AFs were left untreated (lanes 5 and 6) or treated with PK at
a protein ratio PK:PrP 1/215, either directly (lanes 1 and 2) or after "annealing" (lanes 3 and
4), i.e. after addition of 1% triton followed by a temperature rise in a PCR machine (1 min 20°C
/'5 cycles (80°C 1min, 37°C 1 min) / 30min 15°C). In both conditions, the lower 6-8 kDa band
disappeared (arrow) and the proportion of the 10-kDa band increased (arrowhead) for A190-
196 PrP AFs versus WT.
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Figure 3. Amyloid fibrils from A190-196 rPrP induce conversion of A190-196 PrP€ into
PrP5 in RK13 cells.

Immunoblots of PK-treated samples from RK13 cells expressing A190-196 PrP¢, Rov clone
12 (A to F) and Rov clone 69 (G) or WT PrP¢ (Rov clone 9 and Rov clone P2FJ6) (F). The
equivalent of 250ug of whole cell lysate protein were PK-treated and loaded in each lane (A,
B, F, G) or only half (C, D, E) and PrP™ was detected by ShA31 monoclonal antibody. A,
Samples were from A190-196 Rov cells exposed to WT PrP (WT) AF or A190-196 PrP (A) AF,
to medium only (no), or to monomeric alpha helical A190-196 rPrP (mono) at a concentration
equivalent to 2.2uM of PrP. Detection of PK-resistant PrP5¢ four cell passages after exposure
is schown. B, Samples were from A190-196 Rov cells exposed or not to A190-196 PrP AF and
assayed for PrP™* at different cell culture passages as indicated on the top. C, Cells were
exposed to 2.2uM of A190-196 AF for the time indicated before washing and subculturing. The
Presence of PK-resistant PrP5¢ was tested at passage three. D, Cells were incubated with serial
two-fold dilutions of A190-196 rPrP AF (2.2uM starting concentration) and tested three
passages post-infection. E, Exposure of A190-196 Rov cells to sonicated A190-196 rPrP AF.
Left panels, EM images at two different magnifications of A190-196 AF, before (a and c¢) and
after sonication for 3 x 30 seconds (b and d). Right panel immunoblot of clone 12 left uninfected
(lane 1) or infected with A190-196 AF without previous sonication (lanes 2 and 3) or after

sonication either 3 x 30 seconds (lanes 4 and 5) or 9 x 30 seconds (lanes 6 and 7) at two different
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concentrations, 2uM equivalent PrP (lanes 2, 4, 6) or 1uM only (lanes 3, 5, 7). F, Rov9 clone
expressing the WT ovine PrPC in an inducible manner (51), the P2FJ6 clone constitutively
expressing the WT PrP€ (22) and A190-196 Rov clone 12 were incubated with WT AF (WT),
A190-196 AF (A) or left without AF (no) and assayed for PrP™ four passages after incubation.
G, A190-196 Rov clone 69 was a newly isolated clone of RK13 cells expressing the mutant
PrP¢ that, as clone 12, did not produced the spontaneous prion even after several months of

culture. This clone but was also susceptible to A190-196 rPrP AF.
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Figure 4. Characteristics of the protease-resistant A190-196 PrPS¢

A, Electrophoretic profile of PrP™s obtained from clone 12 cells challenged with independent
batches of A190-196 AF, before (higher panel) and after PNGase treatment (lower panel). All
samples were equivalent to 250ug of PK-treated protein. Samples representative of several
infection experiments for each batch were loaded together onto the same gel to compare PrP™*
profiles. After PNGase treatment, PrP™ was resolved in two polypeptides of 16-kDa and 14-
kDa, as indicated by arrows. B, Immunoblot of recombinant A190-196 PrP (lane 1) and
PNGase treated A190-196 PrP™* induced by AF in clone 12 cells (lanes 2 to 5). The same two
PrP™s samples (either lanes 2 and 4 or lanes 3 and 5) were loaded on a same gel, which was cut
and incubated with either Sha31 or the C-terminal F99/97.6.1 monoclonal antibody. C,
Comparison of electrophoretic profiles of AF-induced PrP™ (lanes 2 to 4) with that of ASPont
prion (lane 1) and ASP*™ prion-infected clone 12 cells (lane 5). PrP™ recovered from a same
amount of PK-digested cellular protein was further treated by PNGase and loaded on the gel.
AF-induced 16-kDa and 14-kDa bands showed the same electrophoretic mobility than the two
main bands of ASP°" prion and clone 12 cells infected by the spontaneous prion. Sha3l
monoclonal antibody D, Proteinase K resistance of AF-induced PrP™ was determined by
incubation of cell lysates with two-fold dilutions of PK. PK concentration in the reaction is

indicated.
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Figure 5. Consistency of specific PrP™* profile induced by AF.

A, Reproducibility of specific PrP™* pattern in three independent experiments with the same
AF batch than that used in lane 3 of Fig. 4A. B, A cell lysate of AF-induced clone 12 was left
untreated (lane 2) or PK-treated at 10pug/mg of protein (lane 3) or 50pg/mg of protein (lane 1)
then treated by PNGase F and the equivalents of 10ug of cellular proteins were loaded on the
gel. The full length protein (FL) and the C1 fragment of PrP (Cl1) are clearly identifiable in
sample not treated by PK (lane 2). The 16-kDa species is resistant to a high concentration of
PK (lane 3). C, In a same experiment, cells were incubated with two different batches of AF
(AF1 and AF2) producing different PrP™s pattern. The specific PrP™ pattern was maintained
through passages of the cell cultures. At passage 5 (right panel), to avoid overexposure

impairing comparison, ten-fold less PK-treated proteins were loaded for AF2 (last lane *) than

for AF1 sample. Batch AF1 is the same than for part A and B of this figure.

108



inocula Challenged cells, inoculum Infected cells,
B 1456 7 8 o 1 & 3 &
37 - -37 -37 -37
-25 - -25 -25 -25
-
-20 - -20 20 -20
-15 - 15 -15 -15
-
Passage 4 Passage 8 Passage 5

Figure 6. AF-induced PrP*¢ is de novo infectious.

A, Right panel: clone 12 cells were left untreated (lane 1) or were incubated with 2uM AF1
(lane 2) as in Fig. 5C. Non-transfected RK13 cells devoid of PrP expression were also incubated
with 2uM AF1 (lane 3). Cells were grown for five passages, after which PrP™ profiles were
established and cell lysates produced for infection. Naive clone 12 cells were de novo infected
(middle and the left panels) by the cell lysates either from control clone 12 (lanes 4 and 7),
AF1-infected clone 12 (lane 5 and 8) or AF1-infected RK13 cells (lanes 6 and 9). Middle panel
shows PK-treated samples at passage four post-infections and the left panel at passage eight. B,
Clone 12 cells were incubated with AF2 as in Fig. 5C and grown until passage 5 (lane 2), then
the cell lysate was used to de novo infect naive clone 12 cells (lane 4) as in A, but with another
batch of AF (AF2) inducing a different PrP™* profile with predominant 14-kDa band. lanes 1
and 3 are uninfected control cells. Note that both in A and B, the PrP™ profile of the infecting
PrP%¢ inoculum produced by AF-infected cells was transmitted and maintained upon de novo

infection.
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Figure 7. AFs of the full length mutant PrP induce conversion into prion of the A190-196
C1113 PrP expressed in cells.

A, In the first experiment (left panel), Rov cells that expressed only the A190-196 C1113 portion
of the mutant PrP® were incubated with 2uM AFs of either WT rPrP (lane 2) or A190-196 rPrP
(lane 3) or left without AF (lane 1). PrP™ content at passage 4 is shown. In the second
experiment (right panels) AC1113 Rov cells were or not incubated with AF of A190-196 PrP and
the PrP™s profiles were established at passage 2 and 4 post-exposure as indicated. B, infection
of A190-196 Rov clone 12 by mutant C1;13 PrP5¢. Left panel, AC1:13 Rov cells were exposed to
AF of the full-length mutant rPrP or not (lanes 2 and 1, respectively). Lysates from both cultures
were used at passage five to de novo infect naive clone 12 cells and the PrP™ content was
assayed at four and five passages of cultures post-infection. A190-196 Rov Clone 12 cells
inoculated with the lysate containing C1113 PrP™ were productively infected (lanes 5 and 6) and

produced in turn accumulation of PrP™* with both 16-kDa and 14-kDa bands.
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Figure 8. AFs of N-terminally truncated mutant PrP (A25-102, A190-196) retain synthetic
prion activity for both mutant PrP and its C-terminal part.

A, Electron microscopy image of AFs produced with the double mutant (A25-102, A190-196)
PrP. B, Rov clone 12 cells that expressed the full-length A190-196 PrP and AC1113 Rov cells
that expressed only the C-terminal portion of the mutant PrP were challenged by AFs from N-
terminally (25-102) deleted A190-196 PrP. Immunoblot of PK-treated samples from control
cells (lane 1) and cells incubated with 2uM AF (lane 2). Left panel shows PrP™ accumulated
in clone 12 cells at passage 5 post-AF infection and the right panel C1 PrP™ accumulated in
cells expressing the mutant Cli13 polypeptide four passages after double mutant PrP AF

exposure.
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Figure 9. AFs of recombinant A190-196 C1113 induce conversion of the cell-expressed
homologous segment into a C1-like prion.

A, AFM image of in vitro made AFs of recombinant C-terminal 113-234 fragment of A190-
196 PrP, i.e. the A190-196 Cl113 polypeptide. B to D, Immunoblots of PK treated samples
revealed by Sha31 monoclonal antibody. B, A190-196 Rov clone 12 cells were left untreated
(lane 1) or exposed to AF of A190-196 C1113 PrP (lane 2). PrP™ with 16-kDa and 14-kDa bands
accumulated in clone 12 cells eight passages after exposure is shown. C, A190-196 C1113 Rov
cells were left untreated (lane 1 and 3) or exposed to AF of A190-196 C1113 PrP (lane 2 and 4).
Cl113 PrP™ was detected at passage 2 and was maintained by subcultering cells. D, right panel,
uninfected A190-196 Cl113 Rov cells (lane 1) and cells infected by AF of the homologous
recombinant polypeptide (lane 2) were cultured for nine passages, at which time cellular lysates
we done to de novo infect naive cells. Only the cell lysate containing C-terminal PrP™ was
infectious and induced transconformation of mutant C1113 polypeptide expressed in Rov cells

(right panel lanes 4 and 5).
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Figure S1. AF formation in multi-well plates followed by ThT fluorescence.

WT PrP (black) and A190-196 PrP (red) (22 uM) were incubated in buffer containing 2 M
guanidinium chloride with intermittent agitation and in the presence of 10 uM ThT to follow
fibril formation. Mean and standard deviation were calculated at different time points from 4
reactions in individual wells of the same plate. Data were fitted with a sigmoid function
(A/(1+exp(-(t-ti2)/1)). Lag times determined as ti»-2*t were 77 h and 29 h for WT PrP and
A190-196 PrP, respectively. The wells show an important variability, but overall the nucleation

phase is markedly reduced for the mutant protein.
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Figure S2. The N-terminal tail of A190-196 PrP is outside the amyloid core.

AFM image from a batch of fibrils made at high PrP concentration (120uM). Left panel: the
image shows regular repetitions each 9 nm all along the core of fibrils. contains two protofibrils.
the height of the structure was only 5 nm while the width of the dense core structure was 29 nm
that even with the inherent slight overestimation is compatible with an arrangement of two
protofibrils as recently described (29). Right panel, the positively charged N-terminal flexible

part of PrP was detected outside and surrounding the cross beta sheet amyloid core.
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PrP variant WT WT A190-196 A190-196
Best factor 1 1.5 1 2
Helix 8% 7% 9% 9%
Antiparallel 22% 16% 27% 14%
Parallel 17% 22% 5% 14%
Turn 11% 10% 15% 15%
Other 42% 45% 44%, 48%
RMSD 0.1136 0.1514 0.1011 0.0797
NRMSD 0.03281 0.02914 0.06847 0.027

Figure S3. SRCD spectrum deconvolution.

Deconvolution was done using the BeStSel server (48), either without or with Best factor

correction. The table shows the percentage of secondary structures, the RMSD and normalized

RMSD between fitted and experimental data. For both WT and A190-196 PrP, parallel beta and

turn structures amount to ~30 %, which is compatible with the length of the core region present

in the 3D structure of in vitro generated rPrP AFs (29). ~45 % of the proteins adopts other

structures, which can be mainly assigned to the disordered N-terminus.
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Figure S4. Expression of the WT and A190-196 PrP in RK13 cells

A, Comparison by immunoblotting of the electrophoretic profiles before and after PNGase F
treatment of WT PrP and A190-196 mutant PrP expressed in cell populations with the A190-
196 PrP expressed in the clone 12 of Rov cells. The position of full length protein and the C1
fragment of PrP are indicated on left and those of molecular mass markers on the right B,
Localization of WT and mutant PrP in RK13 cells. Detection of PrP by immunofluorescence
on paraformaldehyde-fixed cells permeabilized or not with triton. Stably transfected Rov cell
cultures that expressed the WT PrP (a, d, g) or the A190-196 mutant PrP (b, e, h) and the A190-
196 Rov clone 12 that did not produced spontaneously the ASP*™ prion (c, f, i) are shown.
Confocal analysis (g, h, ). Nuclei were colored in blue by DAPIL. Bars 50um (a-f) or 10pum (g-
1). 4F2 anti-PrP monoclonal antibody.
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3. Discussion de la partie 2

Nous avons montré dans la partie 1 que la délétion des acides aminés HTVTTTT
correspondant a une coupure de 1'extrémité C-terminale de 1'hélice H2 de la PrP conduit a la
formation spontanée d'un prion dans les cellules Rov (Munoz et al., 2020). Nous montrons dans
cette deuxiéme partie que l'introduction de la méme délétion dans une PrP recombinante
produite par E. coli permet la production in vitro de fibres amyloides qui se comportent comme
des prions synthétiques en culture de cellule puisqu'elles induisent la conversion en entité prion
résistante aux protéases et transmissible a la fois de la PrP homologue A190-196 et de sa partie

C-terminale mimant le fragment Cl1.

Nous avons d'abord montré que la délétion 190-196 favorisait l'initiation des fibres
amyloides produites in vitro, la phase de nucléation précédant l'apparition des fibres étant plus
courte pour la PrP mutante que pour la WT. Il est tentant d’établir un paralléle entre cette facilité
de la PrP mutante a changer de conformation in vitro et sa propension a former spontanément
des prions dans les cellules. Dans les deux cas, la perte de stabilité due a la délétion pourrait
étre un ¢élément important qui pourrait permettre de réduire le niveau d'énergie d'activation
nécessaire au processus de conversion, facilitant ainsi le changement de conformation entre les

deux états de la protéine et la formation du noyau de polymérisation.

Pour tester le potentiel infectieux des fibres, nous avons utilisé deux lignées de cellules
Rov qui n'ont pas produit spontanément de prion méme apres des mois de culture. Nous avons
montré que les fibres A190-196 induisent la conversion de la PrP mutante cellulaire vers un état
résistant aux protéases a la fois dans un clone cellulaire exprimant la PrP mutante homologue
et dans une population cellulaire qui exprime uniquement la partie C1 de la PrP A190-196. En
revanche, l'incubation de ces mémes cellules avec de les fibres WT n'induit pas la conversion
de la PrP mutante ou de son fragment C1, ce qui indique qu'un contact des cellules avec un
assemblage amyloide n'est pas suffisant pour convertir la PrP mutante ou son fragment C1. Ces
données suggerent plutdt qu'une certaine compatibilité de séquence et/ou de structure entre les

fibres infectantes et la PrP cellulaire est nécessaire a la conversion.

Les cellules traitées avec les fibres de PrP mutante ont produit une PrPS qui présente
les caractéristiques typiques d'un prion : résistance aux protéases, insolubilité et infectivité. La

PrP™s accumulée dans les cellules a des caractéristiques proches ou similaires a celles du prion
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spontané méme si les taux obtenus sont la plupart du temps tres inférieurs. Le profil PrPr*
correspond aussi a deux polypeptides de 16kDa et 14kDa bien qu’une interversion du rapport

quantitatif des bandes ait été notée a une ou deux occasions.

La partiec N-terminale de la PrP est non structurée dans la PrP¢ et reste sensible a la
digestion par les protéases dans les prions. Le noyau infectieux résistant aux protéases du prion
appelé fragment C2 correspond a la partie C-terminale et commence autour des résidus 85 a
100 pour les prions ovins, selon la souche. Le segment C2 de la PrP est suffisant pour la
propagation du prion chez les souris transgéniques (Fischer et al., 1996). Nous avons montré
ici que les fibres amyloides d’une PrP double mutante (A25-102 ; A190-196) c’est a dire délétée
de la partie N-terminale induit encore efficacement la conversion de la PrP mutante enticre et
celle de son fragment C-terminal 113-234. Ainsi, comme pour les prions produit in vivo, la

partie N-terminale non structurée n'est pas nécessaire pour l'infectivité des fibres.

Le fragment C1 de la PrP résulte du clivage de la partie N-terminale de la protéine par
des métalloprotéases et cette partie C-terminale de la PrP est présente avec la protéine compléte
ancrée a la surface cellulaire. Le fragment C1 naturel est considéré comme trop court pour étre
converti en prion car dans la plupart des cas, la taille du polypeptide résistant a la PK est plus
grande que celle du C1 (Fischer et al., 1996 ; Westergard et al., 2011). Une particularité¢ du
modele cellulaire Rov A190-196 est sa capacité a fabriquer une entité prion de type C1 (cf.
partie 1). Nous avons montré ici que I’infection de cellules qui expriment un segment C-
terminal (113-234, A190-196) par les fibres de PrP A190-196 de pleine longueur ou tronquée

en N-terminal produit également un prion de type Cl1.

La structure a haute résolution de la souche de prion 263K déterminée par cryo-EM a
été tres récemment rapportée (Kraus et al., 2021) ainsi que celle de fibres amyloides de PrP
humaine recombinante dont le potentiel infectieux n'a pas été établi (Wang et al., 2020). Ces
structures sont toutes deux des architectures de type PIRIBS (parallel in-register beta sheet)
méme si elles présentent des différences importantes. Les fibres de PrP recombinante sont
constituées par l'enroulement symétrique de deux protofilaments alors que pour le prion 263K
I'empilement des molécules avec feuillets beta similaires ne se fait que sur un seul élément
fibrillaire. En revanche, en ce qui concerne notre région d'intérét, les données sont assez
similaires dans les deux cas : la séquence supprimée (HTVTTTT) contient un feuillet béta

intermoléculaire TVTT pour le prion ou TVTTT pour la fibre amyloide (Wang ef al., 2020), la
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région est isolée dans l'arc béta formé par le pont disulfure dans les deux cas et, étant située a
l'extérieur, ne semble pas interagir avec d'autres parties de la molécule. Ce trongon de résidus
fait donc partie intégrante de la structure rigide et n'en est pas dissocié en étant relégué dans
une boucle. La position des résidus HTVTTTT dans la structure rigide semble indiquer que leur
suppression est tout a fait compatible avec la formation d'un nouveau type de prion mutant ou
la formation de fibre associés a des propriétés spécifiques. La structure de tout le fragment C2
résistant aux protéases a été résolue pour le prion de hamster 263K. Cette structure montre que
la région de 15 résidus en amont de la position ou commence le fragment C1 de hamster ne
contient que deux petits feuillets béta intermoléculaires et est également située vers l'extérieur
de la structure. Cette situation est a priori compatible avec la formation d'un noyau C1 réduit

qui pourrait maintenir intacte 1’organisation centrale (clé grecque) des résidus hydrophobes.

4. Conclusion de la partie 2

Les fibres amyloides de PrP ovine sauvage produites in vitro ne sont pas infectieuses pour les
cellules de Rov, mais une délétion spécifique dans la partie structurée de la protéine conduit a
la formation de fibres particuliéres qui ont la capacité d'induire la conversion en prion de la
protéine mutante homologue exprimée dans les cellules. Cela accroit encore I’intérét d’établir
la structure de ces prions synthétiques car i) la délétion A190-196 a supprimé des résidus inclus
dans le noyau béta-amyloide et quatre d’entre eux sont associés a des cas familiaux de maladie
a prion chez I’homme ii) les prions induits par les fibres tout comme le prion spontané sont non
conventionnels iii) une portion C-terminale inhabituellement courte de la protéine comparable
a son fragment C1 permet la formation de structures de type prion dans la cellule et de prion

synthétique in vitro.
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5. Travaux en cours et Perspective de la partie 2

1) L’étude de la structure des fibres amyloides de PrP mutantes ou de son fragment C-

terminal

Une approche par spectroscopie RMN du solide est développée en détail dans la partie 3 et

d’autres approches comme la Cryo-EM pourraient étre envisagées pour établir leur structure.

2) Etudier Ieffet de la délétion HTVTTTT sur la stabilité des formes enrichie en feuillet

béta.

Bien que nous ayons démontré un effet de la délétion sur la stabilité de la forme native de la
protéine qui explique en partie I’apparition spontané du prion ASP° et la réduction de la phase
de latence correspondant a la formation du noyau de polymérisation des fibres amyloides, un
effet de la délétion permettant une augmentation de la stabilité des assemblages de PrPS¢ ou des
fibres amyloides reste envisageable. En effet afin de faciliter la conversion spontanée de la PrP
native vers sa forme enrichie en feuillet beta il faut d’une part défaire sa structure native et
d’autre part former une nouvelle structure suffisamment stable pour pouvoir piéger la protéine
dans cette nouvelle conformation. Ainsi comparer la stabilité¢ des assemblages formés par la
PrP mutante a ceux de la PrP sauvage pourrait nous apporter un nouvel élément de réponse sur
le mécanisme ayant conduit a la formation spontanée du prion. Pour cela il faudra examiner
I’évolution des structures secondaires des fibres de PrP Wt et mutée par dichroisme circulaire
ou par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier au cours d’une dénaturation thermique

ou chimique (concentration croissante de GuHcl).

3) Vérifier ’infectivité de la partie PK résistante des fibres A190-196

Les fibres amyloides de PrP présentent une certaine résistance a la PK, ainsi en digérant avec
des quantités modérées de PK les fibres préalablement a 1’infection nous pourrions vérifier si
le pouvoir infectieux des fibres est bien porté par la partie résistante a la PK. Eventuellement
en utilisant des concentrations croissantes de PK il serait peut-étre possible de déterminer la
région minimum nécessaire a une infection dans notre systéme. Et bien sir tester cette
infectivité sur les souris transgéniques adéquates quand nous en disposerons (voir perspectives

partie 1).
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Partie 3 :

Etude structurale des fibres amyloides de PrP recombinante A190-196

1. Introduction

Dans cette troisiéme partie nous avons étudié par RMN du solide les fibres de PrP
recombinante A190-196 de pleine longueur et tronquée. La résolution de la structure a haute
résolution de la forme prion de la PrP est un des plus grands défis de ce domaine de recherche.
L’étude structurale de la PrP¢ est particuliérement difficile en raison de différents facteurs :
d’abord les assemblages de PrPS¢ semblent étre trés hétérogénes, de plus la protéine est difficile
a isoler, insoluble dans 1’eau, polymérique et présente des degrés variables de modification
post-traductionnel (Baskakov et al., 2018). L’étude de fibres amyloides de PrP recombinante
permet de contourner certaines de ces difficultés, il est néanmoins important de garder a 1’esprit
que les deux molécules semblent afficher des différences sur le plan structural et infectieux

(Muller et al., 2014 ; Wang et al. 2010).

Les fibres de PrP recombinantes ont été étudiées par RMN notamment car le fait d’exprimer la
protéine en bactérie facilite le marquage aux isotopes lourd C'® et N'° nécessaire a I’utilisation
de cette technique. La RMN, comme beaucoup d’autres techniques d’analyse structurale, exige
des quantités substantielles d'échantillon structurellement homogene, la tendance de la PrP a
adopter un nombre important de conformeéres a donc constituée une sérieuse limitation dans
I’obtention d’une structure a haute résolution des fibres de PrP. La nature agrégative de la PrP
sous forme fibrillaire exige le recours a la RMN du solide afin d’éviter I’importante relaxation

longitudinale due a la faible mobilité moléculaire des fibres (Requena et Wille. 2017).

Une étude par RMN du solide a été réalisée par Muller et collaborateurs sur des fibres de PrP
recombinante ovine. L’assignement sans ambiguité de tous les résidus n’a pas pu étre réalisé

du fait d’une superposition des signaux notamment dans les régions trés peuplées des spectres.
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L’étude est arrivée a la conclusion que la région N-terminal est semi-mobile, que la région 115-
155 semble former une hélice résiduelle, que la région 155 jusqu’a I’extrémité C-terminale
constitue le cceur riche en feuillets B de la fibre et que les fibres adoptent I’organisation prédit
par le modele de structure « parallel-in-register intermolecular B-sheet » (PIRIBS) (Groveman
et al., 2014) (Muller et al., 2014). Les résultats de 1’étude par RMN du solide de Tycko et
collaborateurs sur des fibres de PrP recombinantes de hamster confirment une compatibilité
avec le modele de structure « in-register » et suggerent que pour leurs fibres le cceur riche en
feuillets B se situe dans la région 173-224 (Tycko et al., 2010). Une autre étude par RMN du
solide a été réalisée sur des fibres de PrP (23-144) recombinantes humaines infectieuses. Ces
fibres ont permis 1’obtention de spectres RMN de bonne qualité qui ont permis cette fois une
attribution résidu spécifique du squelette peptidique de la protéine dans sa forme béta amyloide.
Les spectres RMN démontrent sans ambiguité que la région 112-141 comprenant 3 feuillets
béta reliés par des boucles plus ou moins longues représente le cceur béta amyloide de ces fibres
et comme pour les fibres décrites précédemment la PrP adoptent une structure compatible avec
le modele PIRIBS. Cependant la structure a haute résolution de ces fibres de PrP (23-144) n’a
pas pu étre déterminée (Helmus er al. 2008). Récemment une structure a haute résolution
(résolution moyenne de 2,7 A) a été obtenue par cryo-microscopie électronique a partir de fibres
amyloides de PrP recombinante humaine de pleine longueur. Bien que cette étude apporte des
informations structurales précieuses elle ne décrit que la structure de la région 170-220, de plus
ni la résistance a la PK ni infectivité des fibres étudiées n’a été évaluées et finalement il est
possible que cette structure ne représente qu'une conformation parmi d’autres étant donné

I’hétérogénéité structurale des fibres de PrP (Wang et al. 2020).

Dans le cadre de notre étude nous avons utilisé¢ une propriété des fibres recombinantes de PrP
appelée « annealing » qui consiste en une maturation des fibres en présence de Triton qui
affecte leur résistance a la protéinase K. En effet, en absence de tout traitement les fibres
présentent une certaine résistance aux protéases, cependant apres la digestion les fragments
PK'™ obtenus sont majoritairement plus courts (10-12 KDa) que ceux des prions (PrP5°). Une
incubation courte des fibres a 80°C, ou longue a 37°C, en présence de Triton permet un
réarrangement structural des fibres qui produit un enrichissement en feuillet béta visible par
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF). Le traitement au Triton parait induire
un allongement de la taille de leur corps résistant, produisant ainsi en un fragment plus long, de
16kDa, qui correspond a la taille des fragments PK™ de certaines PrP5¢. Ce phénoméne semble

suggérer qu’au moins deux conformations thermodynamiquement stables sont accessibles aux
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fibres de PrP, ces deux conformations sont séparées par une barriére énergétique importante et
semblent se distinguer par la résistance ou la sensibilité a la PK de leur région (97-140)

(Bocharova et al., 2006).

Les résultats issus de notre étude devraient apporter des informations structurales concernant
les fibres de PrP et proposer des approches permettant d’optimiser I'é¢tude par RMN du solide

de ces molécules.

2. Résultats

2.1. Analyse des régions rigides de fibres amyloides de PrPA190-196

recombinante de pleine longueur par RMN du solide

Nous avons observé des fibres amyloides de PrP recombinante A190-196 de pleine longueur,
marquées aux isotope *C et °N, par RMN du solide. Les fibres étaient conservées dans un
tampon 10 mM acétate de sodium pH 5 & une concentration de 1,7 mM. A cette concentration
elles se présentent dans le rotor sous forme de gel. Au total I’échantillon contenait 2,75 mg de

fibre.

Des spectres 2D de corrélation '3C-13C par couplages dipolaires de type Dipolar Assisted
Rotational Resonance (DARR) (Takegoshi ef al., 2001) ont ét¢ acquis afin d’observer la partie
rigide des fibres. En effet, le couplage dipolaire ne s’exprime pas dans les parties flexibles. Il
dépend de la distance entre deux noyaux (r) et varie en 1/r. Pour les prions on s’attend a ce que
cette partie s’étende du résidu 80 ou 100 jusqu’a I’extrémité C-terminale de la protéine, la
région N-terminale étant prédite comme intrinséquement désordonnée. Des spectres ont été
acquis avec différents temps de mélange. Les temps courts (< 50 ms) permettent d’observer des
signaux correspondants a des couplages dipolaires intra-résiduels, alors que les temps de
mélange plus longs (>200 ms) permettent un transfert de magnétisation plus efficace
aboutissant a des signaux correspondant a des couplages dipolaires séquentiels ou inter-
résiduels. Toutes les mesures ont été effectuées en faisant tourner I’échantillon (rotor de 4 mm
de diametre) a I’angle magique, avec une vitesse de 11 kHz. La température était régulée a 293
K. Les spectres ont été acquis a une fréquence de 175.8 MHz pour le carbone 13 (13C) et 699.3
MHz pour le proton (H). Un exemple est donné dans la Figure 13. Les déplacements

chimiques '3C ont été référencés avec de I’adamantane (Harris et al., 2008)
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Figure 13 : Spectre 2D de corrélation 3C-13C par couplage dipolaire de fibres
de PrPrec A190-196. Expérience DARR avec un temps de mélange de 25 ms.
Fréquences de Larmor: *C 175.8 MHz, 'H 699.3 MHz. Vitesse de rotation a
I’angle magique 11 kHz. Température 293 K. Ce spectre montre les régions des
carbones carbonyles (170-180 ppm) et aliphatiques (10-70 ppm) dans la dimension
d’acquisition directe et la région des carbones aliphatiques dans la dimension

d’acquisition indirecte. Le carré indique une région a forte superposition de signal.

L’attribution dans ces spectres 2D présente une certaine difficulté car les signaux avec des
déplacements chimiques proches se superposent. Les signaux apparaissent comme étant
relativement larges. Ainsi chaque pic dans le spectre 2D peut correspondre a la contribution
d’un ou de plusieurs résidus. Dans certains cas, 1’ajout d’une troisiéme dimension permet de
résoudre les superpositions, mais cela n’a pas été tenté ici. En effet, une expérience 2D dure
plusieurs heures et la durée d’acquisition d’une expérience 3D aurait été trop longue. Avec les
données disponibles nous pouvons donc uniquement repérer des systémes de spin qui
correspondent a un type d’acide aminé : en effet pour chaque type d’acide aminé on peut définir
un jeu de déplacements chimiques qui correspond aux différents atomes de carbone de la chaine

latérale. Des systemes de spins ont été trouvés pour presque tous les types d’acides aminés
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potentiellement présents dans la partie rigide. Le résultat de 1’attribution

Tableau 2 et Tableau 3.

est résumé dans les

Résidu Présent Ambiguité signal faible Ambiguité supperposition Absent
Thr Oui Sur un des 2 sytéme CA-CG2 X
Ser Oui X X X
Arg Oui Chaine laterale CA X
Lys Oui X CA X
Val Oui X CA-CG2 X
Ala Oui X X X
Pro Oui X X X
Gly Oui X X X
Trp Probable Oui Oui X
Gin X X Oui Possible
Asn Oui X X X
Asp Oui X Partielle X
Glu Oui X Oui X

lle Oui X X X
Cys Possible X Oui Possible
His Possible Oui Oui X
Phe X X X Oui
Tyr Possible Oui X X
Met Possible CE CA Possible
Leu X X X Oui

Tableau 2 : Systémes de spins trouvés pour les spectres DARR de PrPrec A190-196.

Résidu Présent Ambiguité signal faible Ambiguité supperposition Absent
Thr Oui X CA-CG2 X
Ser Oui X X X
Arg Oui Partielle Partielle X
Lys Oui X Partielle X
Val Oui X CA-CG2 X
Ala Oui X Possible X
Pro Oui Partielle X X
Gly Oui X X X
Trp X X X Oui
GIn X X Oui Possible
Asn Oui X X X
Asp Oui X X X
Glu Oui X Oui X

lle Oui X X X
Cys X X Oui Possible
His Possible Oui Oui X
Phe X X X Oui
Tyr Oui Oui X X
Met Possible CE CA Possible
Leu Oui X Partielle X

Tableau 3 : Systémes de spins trouvés pour le spectre DARR avec un temps de mélange

200 ms de fibres de PrP A190-196.

Une certaine ambiguité d’attribution subsiste cependant pour certains signaux. Cette ambiguité

est soit due a un signal trop faible ou a une superposition de signaux. En effet dans certain cas
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la majorité ou une partie des pics d’un systeme de spin sont indétectables, car les intensités sont
trop faibles. C’est le cas dans les chaines latérales qui gardent de la flexibilité : dans ce cas le
couplage dipolaire est faible. Ce phénoméne a été observé pour les pics correspondant aux
carbones des chaine latérales d’arginine et de tyrosine, pour le méthyle de la méthionine (CE)
et pour les corrélations entre carbones CA-CD de proline. De plus aucun signal correspondant
aux systemes de spin des résidus phénylalanine et tryptophane n’est détectable sur le spectre

DARR avec un temps de mélange de 200 ms.

L’ambiguité liée a une superposition de signaux concerne au moins une partie du systéme de
spin pour la majorité des types d’acides aminés attribués. Ceci est particulierement visible
autour de 55 ppm car de nombreux carbones CA de différents résidus donnent un signal dans
cette région (Figure 13). Les résidus qui ne sont pas concernés par cette ambiguité sont ceux
des acides aminés thréonine, sérine, proline et isoleucine (et asparagine dans une moindre
mesure), car les déplacements chimiques correspondant aux différents carbones de leur chaine
latérale sont trés caractéristiques et donc facile a distinguer (exemple de la sérine dans la Figure

14).

F1 [ppm]

Ser CB-CA
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Ser CB-CA

Ser CA-CB
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Figure 14 : Zoom du spectre DARR de fibres de PrPrec A190-196 (Figure 13)

sur la région de corrélation entre atomes CA et CB des sérines.

Pour les autres résidus la plupart du temps il est possible en identifiant des pics situés dans des
régions peu peuplées du spectre de reconstituer le systéme de spin correspondant au résidu : un

exemple est donné avec I’interaction CE-CB de la lysine.

130



T T T T T T T T T T T T T T T T T
45 40 35 30 F2 [ppm]

Figure 15 : Zoom du spectre DARR de fibres de PrPrec A190-196 (Figure 13)

sur la région de corrélation entre atomes CE et CB de lysines.

Dans d’autre cas un pic du systéme de spin se superpose a un autre pic, mais sans géner
’attribution : dans la Figure 16 on observe que le pic correspondant a la corrélation CB-CG2
de la thréonine est caractéristique et donc facile a identifier. Dans ce cas la superposition du pic
de la corrélation CA-CG2 de la thréonine avec celui de la corrélation CA-CB de la valine ne

géne pas ’attribution systéme de spin thréonine.
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Figure 16 : Zoom du spectre DARR de fibres de PrPrec A190-196 (Figure 13)
sur la région de corrélations CB- CG2 et CA-CG2 des thréonines et CA-CG des

valines.

Au cours de I’attribution j’ai parfois observé différents systemes de spin correspondant a un
méme type de résidu. Cette information suggere que des résidus de méme type se trouvent dans
des environnements différents qui influent sur leur déplacement chimique. On retrouve ce
phénoméne dans la Figure 14 ou il est possible d’observer 3 systémes de spin différents
correspondant a des sérines. J’ai aussi remarqué que les pics correspondant aux valines sont en
plus d’étre intenses particulieérement étendus (Figure 16) ce qui coincide avec le fait que les
valines sont distribuées dans différentes régions de la partie présumée rigide des prions et

qu’elles sont de ce fait potentiellement exposées a différents environnements.

En comparant les spectres obtenus avec un temps de mélange court (25 ms) et avec un temps
de mélange long (200 ms), on observe une superposition de la majorité des pics (Figure 17).
Le spectre a 25 ms présente des pics plus fins et plus intenses probablement grace a une
relaxation nucléaire moins efficace qu’a 200 ms. Ainsi certains pics disparaissent a 200 ms.

Nous observons la disparition d’un pic correspondant a un des systémes de spin de thréonine
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(Figure 17). Pour la serine le signal situé a 60,8 x 57,4 ppm semble conservé, mais pas les

autres (Figure 17).

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Figure 17 : Superposition de spectres 2D de corrélation *C-13C DARR de
fibres PrPrec A190-196 avec deux temps de mélange différents, 25 ms (en vert) et
200 ms (en rouge). Fréquences de Larmor : 3C 175.8 MHz, 'H 699.3 MHz. Vitesse
de rotation a I’angle magique 11 kHz. Température 293 K. Seule la région

aliphatique est montrée.

Le spectre a 200 ms comporte des pics supplémentaires ou plus intenses, correspondant a des
distances plus grandes. Cela peut correspondre aux contacts a plus longue distance au sein d’une
méme chaine latérale (par exemple entre CA et CD ou CG2 dans I’isoleucine, Figure 17) ou a
un contact entre les chaines latérales de deux acides aminés différents quand les combinaisons
de déplacements chimiques ne correspondent pas a un seul acide aminé (carrés jaunes dans la

Figure 17).
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On notera aussi la présence de pics correspondant aux chaines latérales de tryptophanes et

tyrosine dans le spectre a 25ms, mais pas dans celui a 200ms. Ceci est probablement li¢ a un

meilleurs rapport signal sur bruit pour les temps de mélange courts (Figure 18).
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Figure 18 : Spectres 2D DARR de fibres de PrPrec A190-196 avec des temps de

mélange a 25 ms (en vert) et 200 ms (en rouge) montrant les régions aromatiques

et aliphatiques, avec la mise en évidence d’un systéme de spin appartenant

probablement a un tryptophane.
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2.2. Analyse des régions flexibles des fibres amyloides de PrPA190-196 par
RMN du solide

Les données par microscopie a force atomique (AFM) semblent indiquer une partie rigide

centrale et une partie flexible périphérique exposée au solvant (Figure 19).

Figure 19 : Images AFM de PrPrec A190-196 montrant un cceur rigide entouré

des parties flexibles.

Le méme échantillon de fibres amyloides de PrP recombinantes pleine longueur A190-196 a
donc été analysé avec une séquence permettant d’obtenir des corrélations 13C-13C a ’aide
couplages scalaires : I’expérience TOtal through Bond correlation SpectroscopY (TOBSY)
donne un spectre homonucléaire 2D présenté dans la Figure 20. Il permet d’observer les parties
flexibles qui ont des vitesses de relaxation nucléaires plus faibles que les parties rigides. Ainsi
le signal des parties rigides n’apparait pas dans ce spectre. Le spectre TOBSY permettrait donc
d’observer les signaux correspondants a la partie périphérique observée par AFM, mais pourrait
aussi mettre en évidence les signaux d’éventuelles régions flexibles dépassant du corps rigide

des fibres.

En comparaison avec le spectre DARR, le spectre TOBSY arbore des pics plus fins, moins
étendus et mieux résolus, particulierement dans la région autour de 55 ppm (Figure 21) qui
comprend beaucoup de superposition dans le DARR. De facon générale les pics sont plus
intenses notamment dans la région entre 100 et 150 ppm ou se trouvent les signaux
correspondant aux noyaux aromatiques. Nous observons aussi entre les deux spectres un

décalage des déplacements chimiques des signaux CA-CB pour un certain nombre de résidus :
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comme les déplacements chimiques du squelette peptidique sont sensibles aux structures
secondaires, ces déplacements chimiques suggerent que des acides aminés de méme nature ont

des structures secondaires différentes dans les parties flexibles et les parties rigides
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Figure 20 : Spectre 2D de corrélation '3C-13C par couplage scalaire de fibres
de PrPrec A190-196. Expérience TOBSY avec un temps de mélange de 6.17 ms.
Fréquences de Larmor: *C 175.8 MHz, 'H 699.3 MHz. Vitesse de rotation a
I’angle magique 10.2 kHz. Température 293 K. Ce spectre montre la région allant
des carbonyles (170-180 ppm) aux carbones aliphatiques (10-70 ppm) en passant
par les carbones aromatiques (100-160 ppm) dans la dimension d’acquisition
directe et la région des carbones aliphatiques et aromatiques dans la dimension

d’acquisition indirecte.
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Le choix a été fait de d’acquérir un spectre TOBSY en 2D. Une dimension 'H aurait pu étre

ajoutée. En I’absence d’une troisiéme dimension, les signaux avec des déplacements chimiques

proches se superposent. Ainsi chaque pic du spectre peut correspondre a la contribution d’un

ou de plusieurs résidus. Donc cette fois encore, avec le jeu de donnée disponible, nous ne

pouvons qu’attribuer a chaque systéme de spin le type d’acide aminé correspondant et non pas

un résidu particulier dans la séquence protéique. Presque tous les signaux ont pu étre attribués

a des résidus censés étre présents dans la partie flexible. Le résultat de I’attribution est récapitulé

dans le Tableau 4.
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Figure 21: Superposition des spectres 2D de corrélation *C-3C DARR
(Figure 13) et TOBSY (Figure 20) de fibres de PrPrec A190-196.

Résidu Présent Ambiguité signal faible Ambiguité supperposition Absent

Thr Oui X X X

Ser Oui X X X

Arg Oui Partielle X X

Lys Oui Partielle Partielle X

Val Oui CA-CG2 CA-CB X

Ala Oui X X X

Pro Oui CA-CD X X

Gly Oui X X X

Trp Oui Chaine laterale X X

GIn Oui X X X

Asn Oui X X X

Glu Oui X Oui X

His X X X Oui

Tyr Oui Chaine laterale X X

Met X X Oui
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Tableau 4 : Systémes de spins trouvés pour le spectre TOBSY de fibres de PrPrec A190-
196

Une perte d’une partie des signaux du systéme de spin a été observée pour les corrélations CA-
CD pour la proline, CA-CG2 pour la valine, CA-CD pour I’arginine et pour les pics
correspondant aux carbones des chaine latérales des tyrosines, tryptophanes et arginines. Une
partie du systéme de spin correspondant aux lysines est absente du spectre, mais suffisamment
de signaux sont présents pour permettre I’attribution. Les signaux correspondants aux histidines
et aux méthionines semblent absents du spectre : ces deux acides aminés n’ont donc pas été

attribués.

Contrairement au spectre DARR, 1’ambiguité de superposition est tres faible dans le spectre
TOBSY et ne concerne que la corrélation CA-CB de la valine. Cette derniére, bien que possible,

reste potentiellement absente étant donné que le CA de la valine semble donner un signal trés

faible.

Nous avons parfois observé différents systémes de spin correspondant a un méme type de
résidu. Fait intéressant, la résolution des spectre TOBSY nous a permis d’attribuer les
carbonyles de certains résidus mettant parfois en évidence la présence de plusieurs systemes de
spins qui seraient autrement passé inapercus. On observe 2 systémes de spin pour les acides
aminés asparagine et sérine. Pour les lysines il semble y avoir 2 a 3 systémes de spin avec des

déplacements chimiques tres différents (Figure 22).

(393)L§+CAI806].CG[808] N

(295>,L<yscnrsos\ cG1609] |
—-> *— v

A S

A
/)
@sOECATT14]C01802] « orrtojcaisoz)
X - i
W (01)Ly5CE101,C01611]
v 2
Y A
- |28
A agwi;zme:m 2ysCoie0]
ol aé o
\ ) A
\v VI
(a&am 4earr141.c8715] a%cwm BT
i f
ol N N

Hisyicasos caison)

A
i
}41@ 591>;l<y50A|803\ caos]

e

@05)LysCDI626].CBI633]

N
W”m camny /-\\
{ gﬁumm ceiee7)

j

N/
N/

|
|

54 2

138




Figure 22 : Zoom sur le spectre TOBSY de fibres de PrPrec A190-196 (Figure
20). Les fleches rouges et noires pointent vers 2 systémes de spins différents

correspondant a des lysines.

La présence de signaux dus a des alanines et potentiellement a des valines est inattendue
(Figure 23). En effet dans la séquence de la PrP ovine le premier résidu alanine est a la position
116 et le premier résidu valine a la position 115. Ces résidus sont donc présents dans la partie

rion, mais semblent présenter une certaine flexibilité.
9

L€
&
@ e
0 " Ala i
-8
o e
6 Q @ 8
’\ 0 \ T 6
&) G 0 @ 1§
) -8
' [\, , 0 G r
8 8
# v
7|o T slo T 5|o T 4|o T 3|o C 2|o sz[ppn:l]

Figure 23 : Identification d’un systeme de spin d’alanine sur le spectre TOBSY

de fibres A190-196.
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2.3.  Approches visant a réduire 1’hétérogénéité structurale des fibres de

PrPA190-196

L’analyse par RMN du solide des fibres amyloides de PrP recombinante pleine longueur A190-
196 a abouti a des signaux RMN relativement larges en carbone 13. Des essais ont été faits pour
acquérir une dimension azote 15 : mais il a été impossible d’obtenir des spectres de
corrélation!"N-'*C avec une bonne résolution en azote 15. La raison de 1’élargissement des
signaux RMN qui nous parait la plus probable est la présence d’une hétérogénéité structurale
importante au sein de 1’échantillon. Un échantillon homogéne permettrait d’obtenir des signaux
RMN plus fins et d’envisager une attribution des déplacements chimiques de résidus
spécifiques dans la séquence protéique, ce qui est un prérequis pour obtenir des informations
structurales plus précises sur ces fibres. Nous avons donc tenté de réduire cette hétérogénéité

par le biais de trois stratégies.
1. La réduction de la séquence de la PrP recombinante.
2. Une sélection cinétique par seeding des fibres se répliquant le plus rapidement.

3. Une sélection des structures les plus résistantes par maturation (annealing) et traitement

PK.

2.3.1. Homogénéisation des fibres de PrPA190-196 par amorcage « seeding »

Comme décrit précédemment, dans des conditions standards, la formation spontanée de fibres
amyloides de PrP in vitro se fait en deux étapes : une 1°°étape limitante dite de nucléation qui
consiste en la formation spontanée du noyau de départ, suivie d’une 2™ étape d’élongation
plus rapide. Cependant pour les fibres de PrP comme pour beaucoup d’autres fibres amyloides
il est possible d’introduire une amorce (seed) au début de la fibrillation, ce qui permet une
¢longation directe sans passer par 1’étape de nucléation. Cette approche dite d’amorcage ou
« seeding » est a la base de la technique « QulC » (Quaking-Induced Conversion). Elle permet
d’augmenter la vitesse de fibrillation et éventuellement d’aboutir & une ou des nouvelles

structures grace a la contrainte imposée par I’amorce.

L’utilisation de 1’amorcage dans le but de réduire 1’hétérogénéité structurale des fibres de

PrPA190-196 nous confronte a deux problématiques. Premiérement nous devons trouver des
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conditions permettant de privilégier la fibrillation induite par I’amorce par rapport a celle de la
fibrillation spontané. Or la phase de latence pour la formation des fibres de PrPA190-196 est
déja courte dans les conditions standard, trés réduite par rapport a celle de la PrP sauvage.
Deuxiémement la structure sélectionnée doit étre thermodynamiquement stable afin d’éviter

que son évolution au cours du temps recrée une diversité structurale.

Nous avons choisi un moyen de sélection afin de déterminer quelle structure répliquer au travers
des différents passages. Nous avons décidé de sélectionner a chaque passage 1’espece la plus
favorable cinétiquement afin qu’elle capture rapidement le substrat (PrP recombinante)
disponible empéchant ainsi par compétition le développement des autres especes structurales.
Le but étant qu’apres un certain nombre de passage le systéme converge vers une population

de structures moins importante.

Dans une premiere expérience nous avons tenté de rendre les conditions de fibrillation plus
stringentes en réduisant la concentration du substrat (PrP recombinante) a 11 uM ou 5,5uM
(22uM dans la condition standard usuelle) et en supprimant I’agent chaotropique (GdHCI) afin
de limiter la fibrillation spontanée. L’amorcage correspondant a I’addition de 10% de fibres
A190-196 dé¢ja formées dans une expérience précédente. Avec ces conditions peu favorables,
nous avons observé une fibrillation lente et peu efficace en comparaison aux conditions
standards comme on pouvait s’y attendre, mais pas de différence notable dans la cinétique ou

I’efficacité en présence ou non d’amorce. (Figure 24).

Suivie de la Tht au cours du temps pour la premiere approche de seeding
14
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Figure 24 : Suivi par fluorescence de la Thioflavine T de la formation de fibres

de PrPA190-196 en absence de GAHCI, en fonction de la présence d’amorces.
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Notre deuxieéme approche a consisté a conserver les conditions de fibrillation standard tout en
cumulant les passages. Les fibres sont récupérées apres 16 h de fibrillation quand elles sont
encore dans leur phase exponentielle de croissance pour servir d’amorce a une nouvelle
fibrillation. Le processus a été répété 6 fois. La Figure 13 résume la fluorescence ThT obtenue
apres 16 h de fibrillation pour chaque passage. Dans ces conditions nous n’observons pas de

sélection cinétique qui devrait se traduire par une augmentation de la vitesse de fibrillation.

Tht aprés 16h de fibrillation deuxiéme approche seeding

18

16
1
1
1
0

Thtseule sans seed lerpassage 2éme passage 3éme passage 4éme passage S5éme passage 6 éme passage

A O 0 O N b

N

Figure 25 : Intensité de la fluorescence (ThT) des fibres de PrPA190-196 formées

dans des conditions standards au bout de 16 h de réaction.

Pour notre troisi¢éme et derniere approche nous avons décidé¢ de modifier le mode d’agitation.
Tout en conservant la concentration en protéine (22uM) et le tampon utilisé dans les conditions
standard (avec 2M GdHCL), mais nous avons effectué la fibrillation sur une plaque de 96 puits
sous une agitation orbitale continue de 240 rpm sur un lecteur de plaque SAFAS. Ces conditions
se sont avérées particulierement discriminantes. En effet comme le montre la Figure 26, sur les
20 puits ne contenant pas d’amorce aucun n’a initi¢ de fibrillation spontanée méme apres 5
jours d’agitation. Par contre sur les 10 puits contenant une amorce, 6 ont initié¢ une fibrillation
efficace et avec des temps de latences parfois trés réduits. Ces conditions sont donc les plus

adaptées a notre approche de sélection cinétique par amorcage.
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Figure 26 : Suivi par fluorescence de la ThT de la formation de fibres de
PrPA190-196 sous agitation, A) en I’absence d’amorce et B) en présence de

0.2pM d’amorces.
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2.3.2. Homogénéisation des fibres de PrPA190-196 par maturation « annealing »

Tout comme les prions, les fibres amyloides de PrP recombinantes possédent une certaine
résistance aux protéases. Bien que les fibres soient apparemment et globalement moins
résistantes que la plupart des souches de prion leur résistance peut étre augmentée par simple
incubation en présence de détergent grace a un procédé appelée maturation ou « annealing »

(décrit dans I’introduction de la partie 3).

Nous avons utilisé un traitement au triton suivi d’une digestion a la PK afin de sélectionner une
structure ou une population de structures, dans I’optique d’améliorer les signaux RMN. Sur la
Figure 27 nous observons une augmentation significative de la résistance a la PK des fibres
aprés incubation en présence de 1 % de triton X-100 pendant 1 h a 37°C. Avec un ratio PK:PrP
de 1:50 le pourcentage de fibres résistantes a la PK passe de 7 % en absence de traitement a 20
% aprés maturation. Nous observons aussi un effet de la température : ainsi une incubation

d’une heure a 70°C permet d’obtenir 38 % de fibres résistante avec un ratio PK:PrP de 1:50.
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Figure 27 : Test des échantillons maturés au Triton et traités PK révélés avec I’anticorps
C-term F99.

Dans une expérience préliminaire une suspension de fibres de PrP pleine longueur (25-234) a
¢été utilisée (échantillons 1 a 6). Dans le puits 1 Les fibres sont laissées sans traitement et la
quantité de fibre déposée correspond a seulement 10% de celle déposée pour les fibres traitées
PK (2 a 6). Les fibres ont été digérées par la PK sans annealing préalable (échantillon 2), ou
apres annealing avec 1% triton X100 a 37°C (échantillons 3 et 4) ou a 70°C (échantillons 5 et
6). L’¢échantillon qui a été utilisé pour la RMN (7) est déposé en quatre exemplaires et réveélé

par F99 sur le panneau central et Sha31 sur celui de droite.

Ces résultats suggerent que la maturation en présence de triton permet un remaniement
structural d’une partie des fibres qui les rend plus résistantes a la PK. Cette propriété pourrait

donc permettre la sélection d’une population de structures tout en éliminant les parties flexibles.
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2.4. Analyse des régions rigides de fibres amyloides du fragment 113-234 de
PrPA190-196 recombinante par RMN du solide

Parmi les approches sélectionnées dans le but de réduire I’hétérogénéité structurale de nos fibres
nous avons tenté de réduire la séquence de la PrP. En effet, en théorie, en absence de toute
contrainte le nombre de conforméres que peut aborder une protéine dans 1’espace est
directement proportionnel a sa séquence. Cependant en réalité le nombre de structures
thermodynamiquement stables qu’elle peut adopter est tres inférieur au nombre de conformeres
théoriquement possibles. En fonction des caractéristiques physicochimiques de la
macromolécule, une séquence courte peut potentiellement adopter plus de structures stables
qu’une séquence plus longue (David J. Wales., 2003). La possibilité que cette expérience mene
a une diversité structurale encore plus importante existe donc, mais 1’approche expérimentale

reste a ce jour le seul moyen fiable de le vérifier.

Nous avons produit une PrP ovine tronquée correspondant a la taille du C1 (113-234) et
comprenant la délétion A190-196. Cette PrP a permis la formation de fibres que nous avons
¢tudiées sur le plan biologique (Partie 2), mettant ainsi en évidence leur infectiosité en cellules.
Nous avons ensuite étudié ces fibres sur le plan structural par RMN du solide dans I’espoir
qu’elles présentent une hétérogénéité structurale moins importante que les fibres pleine

longueur.

Nous avons effectu¢ une analyse par RMN du solide de 1,8 mg de fibres amyloides de PrP
recombinantes C1 A190-196 marquées aux isotope '3C et > N. Les fibres étaient conservées
dans un tampon 10 mM acétate de sodium pH 5 a une concentration de 2,8 mM. A cette
concentration elles se présentent sous forme de gel. Un rotor de 3.2 mm de diametre a été rempli

avec cet échantillon.

Comme pour les fibres de pleine longueur, des spectres 2D de corrélation *C-'*C par couplage
dipolaire ont été acquis avec un temps de mélange de 25 ms afin d’observer la partie rigide des
fibres. La séquence DARR a été remplacée par la séquence PARIS (Weingarth et al., 2010).
Toutes les mesures ont été effectuées avec rotation a 1’angle magique avec une vitesse de 13

kHz a une température de 293 K. Les spectres RMN ont été acquis a une fréquence de 201.2
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MHz pour le carbone 13 (13C) et 800.3 MHz pour le proton ('H). Un exemple de spectre de

corrélation *C-13C dipolaire est donné dans la Figure 28.

Figure 28 : Superposition des spectres 2D de corrélation 3C-13 C dipolaire de
fibres de PrPrec A190-196 C1 et pleine longueur (FL, Figure 13). Le spectre de
C1 a été acquis avec une séquence PARIS et avec des fréquences de Larmor 201.2

MHz (13C) et 800.3 MHz ('H). Vitesse de rotation a I’angle magique 13 kHz.

Différents systémes de spins ont pu étre attribués a des acides aminés spécifiques (Tableau 5).
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Résidu Présent Ambiguité signal faible Ambiguité supperposition Absent
Thr Oui X CA-CG2 X
Ser X X X Oui
Arg Oui Partielle Partielle (CA)
lys Oui Partielle Partielle (CA)

Val Oui X CA-CG2
Ala X X X Oui
Pro Oui Partielle X X
Gly Oui X X X
GIn Oui X Oui Possible
Asn X X X Oui
Asp Oui X X
Glu Oui X X
lle Oui CA-CD1/CG2-CD1 X
Cys X X Oui
His X X Oui
Phe X X Oui
Tyr Oui Oui X X
Met X X X Oui
Leu X X X Oui

Tableau 5 : Systémes de spins trouvés pour les spectres PARIS de fibres de PrPrec 113-234

(C1) A190-196.

Les signaux des systemes de spin correspondant aux résidus Phe, His, Cys, Met, Ser, Ala et

Asn sont trop faibles pour étre détectés. Nous observons aussi 1’absence d’une partie des pics

des systémes de spin des résidus Arg, Lys, Pro, Ile et Tyr.

Une superposition de signaux semble présente dans la région autour de 54 ppm qui comprend

les signaux des CA des résidus Arg, Lys et Gln et comme pour les spectres précédant une

superposition des signaux correspondant a la corrélation CA-CG2 des résidus Thr et Val reste

possible (Tableau 5).
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Figure 29 : Zooms sur spectres de corrélation 3C-13C dipolaire de fibres de
PrP rec A190-196 pleine longueur (vert) et C1 (rose). A : Corrélation CD-CG
des résidus Arg. B : Corrélation CB-CG2 des résidus Thr. C : Corrélation CA-CB

des résidus Ile

En superposant les deux spectres 2D 3C-13C dipolaires des fibres de pleine longueur et
tronquées (Figure 28) nous constatons que la réduction de la séquence a eu pour conséquence
la disparition d’un certain nombre de signaux. Cependant les pics présents possedent des
déplacements chimiques trés proches de ceux des fibres pleines longueurs, ce qui suggére des
structures relativement proches. Des différences en termes de déplacement chimique sont
observables pour les résidus arginine et isoleucine qui ne sont pourtant pas présents dans la

région délétée (Figure 29 A et C). Finalement le deuxiéme systeéme de spin de la thréonine qui
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présente un CB a 69,2 ppm et un CG2 a 19,2 ppm est remplacé par un systéme de spin thréonine

présentant un CB a 67,6 ppm et un CG2 a 23,0 ppm (Figure 29 B).

En conclusion la réduction de la séquence PrP a sa partie C-terminale C1 a conduit a des
fibres présentant une structure 1égérement différente de celle des fibres pleine longueur mais

qui semblent posséder une hétérogénéité structurale équivalente, voire supérieure.

La présence d’un signal flexible a été détecté grace sur un spectre 1D INEPT (Figure 30). Ce
résultat est en accord avec I’étude AFM de ces fibres (non montré) qui met en évidence la

présence d’une courte partie flexible en périphérie du corps rigide.
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Figure 30 : Spectre 1D 13C « Refocused INEPT » de fibres de PrPrec A190-

196 C1 mettant en évidence la présence de régions flexibles et mobiles.
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2.5. Analyse des régions rigides de fibres amyloides de PrP A190-196 apres

maturation

2.5.1. Spectres de corrélation 3C-13C dipolaires de fibres amyloides de PrP A190-196

apres « annealing » (avant traitement PK)

Nous avons incubé des fibres de PrP recombinantes pleine longueur A190-196 marquées aux
isotope C * et N'° dans le tampon 1% triton x-100, 50 mM Tris, 300 mM Nacl pH 7,4 4 37°C
pendant une heure. Nous avons alors observé la formation de paquets d’aspects filamenteux
visible a I’ceil nu. Nous avons récupéré les fibres par ultracentrifugation, les avons lavées avec
un tampon 10 mM acétate de sodium pH 5 (3 fois) afin d’éliminer un maximum de triton avant
I’analyse RMN. Nous avons vérifi¢ que les fibres restaient positives a la ThT aprés ce

traitement.
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Figure 31 : Superposition des spectres 2D de corrélation 3C-13 C dipolaire de
fibres de PrPrec A190-196 de pleine longueur maturées (brun) et non maturées
(vert, Figure 13). Le spectre des fibres maturées a été acquis avec une séquence
PARIS et avec des fréquences de Larmor 201.2 MHz (13C) et 800.3 MHz ('H).

Vitesse de rotation a 1’angle magique 13 kHz.
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Un échantillon a été préparé avec 1,4 mg de fibres a une concentration de 1,6 mM afin
d’observer ’effet du traitement sur la partie rigide des fibres. Il a été placé dans un rotor de 3.2
mm de diamétre. Un spectre 2D de corrélation '*C-1*C par couplage dipolaire a été acquis avec
un temps de mélange de 25 ms afin d’observer la partie rigide des fibres. La séquence DARR
a ¢été remplacée par la séquence PARIS (Weingarth et al., 2010). Toutes les mesures ont été
effectuées avec rotation a 1’angle magique avec une vitesse de 13 kHz, a une température de
293 K. Les spectres RMN ont été acquis a une fréquence de 201.2 MHz pour le carbone 13
(3*C) et 800.3 MHz pour le proton (‘H). Un exemple de spectre de corrélation '*C-13C dipolaire

est donn¢ dans la Figure 31.

Comme pour les autres échantillons précédents, une certaine ambiguité persiste pour
’attribution des signaux RMN. Le résultat de I’attribution est résumé dans le Tableau 6.
L’ambiguité due a la superposition de signaux n’est pas trés importante : on la retrouve dans la
zone autour de 54 ppm pour les corrélations liées aux CA des résidus Arg, Lys et Trp et pour

la corrélation CA-CQG?2 des résidus Thr et Val.

Comme pour les autres spectres, la totalité¢ ou une partie plus ou moins importante des pics d’un
systéme de spin sont indétectables car trop faibles en intensité. Cette perte de signal concerne
les carbones des chaines latérales des résidu Arg, Lys, Ile, Tyr et Trp, une partie du systéme de

spin Pro et la totalité des systémes de spin Leu, Met, Phe et His (Tableau 6).

Résidu Présent Ambiguité signal faible Ambiguité supperposition Absent
Thr Oui X CA-CG2 X
Ser Oui X X X
Arg Oui Partielle chaine laterale CA-CB X
Lys Oui Chaine laterale Partielle CA X
Val Oui X CA-CG2 X
Ala Oui X X X
Pro Oui Partielle X X
Gly Oui X X X
Trp possible Chaine laterale possible CA-CB possible
GIn Oui X Possible X
Asn Oui X X X
Asp Oui X X X
Glu Oui X X X

lle Oui Carbones CG2 et CD1 X X
Cys Possible Oui X Possible
His X X X Oui
Phe X X X Oui
Tyr Oui Oui X X
Met X X X Oui
Leu X X X Oui

Tableau 6 : Systémes de spins trouvés pour les spectres de corrélation '*C-13C dipolaire de

fibres de PrPrec A190-196 maturées.
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La comparaison des spectres 2D de corrélation *C-13C dipolaire des fibres recombinantes

pleine longueur A190-196 maturées et non maturées montre une superposition de la majorité

des pics (Figure 31).

Cependant certaines différences entre les deux spectres existent. Ainsi nous observons apres

incubation : des pics moins étendus pour les résidus valines et thréonines (Figure 32 A et B),

un gain d’intensité pour la corrélation CA-CB des alanines (Figure 32 C) et une perte

d’intensité pour les signaux correspondant aux CG2 et CD1 des résidus isoleucines (Figure 32

D).
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Figure 32 : Zooms sur le spectre DARR de fibres de PrPrec A190-196 pleine longueur

maturées (brun) et non maturées (vert). A : Corrélation CB-CG2 des résidus Thr. B :

Corrélation CB-CG1/CG2 des résidus Val. C : Corrélation CA-CB des résidus Ala. D :

Corrélation liées aux carbones CG2 CD1 des résidus Ile.
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2.5.2. Spectres de corrélation 3C-13C dipolaires de fibres amyloides de PrP A190-196

apres « annealing » et traitement PK

Nous avons traité¢ a la PK 6 mg de fibres de PrP recombinante pleine longueur A190-196
marquées aux isotope *C et N dans le tampon 1% triton x-100 50mM Tris, 300mM NaCl pH
7,4 a 37°C pendant une heure afin d’éliminer toutes les structures sensibles a la PK. Le rapport
PrP/PK pendant la digestion était de (1/25). D’aprés les tests effectués précédemment nous nous
attendons a une élimination de 80%-90% de la protéine ce qui ameénerait la quantité¢ de PrP
apres traitement a 0,6 mg a 1,2 mg. Cependant les tests précédents avaient lieu avec de petits
volumes d’échantillon (20-30 pl). Pour la préparation finale nous avons effectué I’expérience

avec un volume de 130 ml, ce qui entraine une certaine incertitude dans notre estimation.

Nous avons effectué une analyse par RMN du solide de ces fibres dans un tampon 10 mM
acétate de sodium pH 5 placé dans un rotor de 3.2 mm de diamétre. Un spectre 2D de corrélation
3C-13C par couplage dipolaire a été acquis avec un temps de mélange de 25 ms, avec la
séquence PARIS. Les mesures ont été effectuées avec rotation a 1’angle magique avec une
vitesse de 13 kHz, a une température de 293 K. Les spectres RMN ont été acquis a une
fréquence de 201.2 MHz pour le carbone 13 (*C) et 800.3 MHz pour le proton (‘H). Un

exemple de spectre de corrélation 3C-13C dipolaire est donné dans la Figure 33.
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Figure 33 : Spectre 2D de corrélation *C-"C dipolaire avec un temps de mélange de
25 ms de fibres de PrPrec A190-196 PK™ (maturées et traitées PK). Le spectre a été
acquis avec une séquence PARIS et avec des fréquences de Larmor 201.2 MHz (**C) et

800.3 MHz ('H). Vitesse de rotation a ’angle magique 13 kHz.

Ici aussi, une certaine ambiguité d’attribution persiste. Cependant le rapport signal/bruit étant
nettement plus élevé que pour les autres échantillons et certains pics plus fins, I’ambiguité

d’attribution s’en trouve réduite.

Beaucoup de signaux ont pu étre attribués a des acides aminés en particulier (Tableau 7).
L’ambiguité due a la superposition de signaux concernent la corrélation CA-CG2 des résidus
Thr et Val, la zone autour de 54 ppm notamment pour la corrélation CA-CB des résidus Trp et
Arg et les corrélations liées au CA des Lys. Comme pour les autres échantillons, la totalité ou
une partie plus ou moins importante des pics d’un systéme de spin sont indétectables car trop
faibles. La perte d’une partie du systéme de spin concerne la chaine latérale des résidus Tyr,
Lys et Trp ainsi que les corrélations CZ-CA et CZ-CG1 des Arg. Aucun signal n’est détecté

pour les systémes de spin des résidus Met, Leu, His et Phe.

Nous avons parfois observé différents systémes de spin correspondant a un méme type de
résidu, notamment 3 systémes différents pour les résidus Thr et Ser et 2 systemes pour les
résidus Arg et Asp. Les pics correspondant aux valines sont toujours particuliérement étendus

mais semblent se distinguer en 2 ou 3 systémes différents.
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Résidu Présent Ambiguité signal faible Ambiguité supperposition Absent
Thr Oui X CA-CG2 X
Ser Oui X X X
Arg Oui CZ-CA, CZ-CG1 CA-CB X
Lys Oui Chaine laterale Partielle CA X
Val Oui X CA-CG2 X
Ala Oui X X X
Pro Oui X X X
Gly Oui X X X
Trp Oui Chaine laterale CA-CB X
GIn Oui X Possible X
Asn Oui X X X
Asp Oui X X X
Glu Oui X X X

lle Oui X X X
Cys Oui X X X
His X X X Oui
Phe X X X Oui
Tyr Oui Chaine laterale X X
Met X X X Oui
Leu X X X Oui

Tableau 7 : Systémes de spins trouvés pour les spectres de corrélation *C-13C

dipolaire de fibres de PrPrec A190-196 maturées et traitées PK

La Figure 34 montre la comparaison entre les spectres de corrélation 13C-13C dipolaire entre
fibres de PrPrec A190-196 non traitées et celles qui ont été¢ maturées, puis traitées PK. Celui
des fibres maturées traitées a la PK présente des pics plus fins et plus intenses que celui obtenu
avec des fibres non traitées. Nous observons aussi I’apparition d’un nombre important de
signaux supplémentaires, notamment un signal correspondant a Asn et des signaux dans la
région carbone aromatiques (105-135 ppm, Figure 33). Ceci suggere que la maturation associée

au traitement PK a permis une amélioration du signal.
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Figure 34 : Superposition de spectres 2D de corrélation 13C-13C dipolaire de
fibres de PrPrec A190-196 non traitées (vert) et celles qui ont été maturées et

traitées PK (bleu).
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Figure 35 : Zooms sur le spectre DARR de fibres de PrPrec A190-196 pleine longueur
non maturées (vert) et maturées traitées PK (bleu). A : Corrélation CB-CG2 des résidus
Val. B : Corrélation CA-CB des résidus Val. C : Corrélation CB-CG2 des résidus Thr. D :
Corrélation CB-CG2 des résidus Thr.
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De fagon globalement nous observons une superposition de la grande majorité des pics,
suggérant que la structure observée apres traitement PK préexiste dans les fibres non traitées.
Nous observons cependant une modification de 1’aspect des pics correspondant aux résidus Val
(Figure 35 A et B) et quelques légeres différences pour les résidus Thr, avec une augmentation
considérable du signal du systéme de spin avec des déplacements chimiques CA de 54,9 ppm

et CB de 6,09 ppm (Figure 35 C et D).

La comparaison des spectre DARR des fibres = maturées avant et apres traitement PK montre
des résultats similaires, a savoir une superposition des pics et une amélioration globale du
rapport signal sur bruit, suggérant une possible sélection d’une population de structure (Figure

36).

2020_07_03_Christina 104 1 "/Users/djabril/Desktop/RMN/PrP annealing"

F1 [ppm]

20

70 60 50 40 30 20 F2 [ppm]

Figure 36 : Superposition de spectres 2D de corrélation 3C-13C DARR de
fibres de PrPrec A190-196 maturées avant (rouge) et aprés (bleu) traitement

PK

2.6.  Prédiction des structures secondaires a partir des déplacements chimiques des

carbones CA et CB de tous les résidus identifiés dans les différents spectres attribués.

Il existe une corrélation empirique entre la conformation du squelette peptidique d’une protéine

et les déplacements chimiques des atomes HA, CA, CB et CO de chaque résidu. Il est donc
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possible a partir des déplacements chimiques d’un résidu de déduire la structure secondaire
dans laquelle il se trouve. Pour se faire il faut soustraire au déplacement chimique observé
expérimentalement un déplacement chimique de référence correspondant a une structure

flexible, la structure secondaire est ensuite prédite en fonction de la valeur obtenue.

Pour un CA supérieur a la valeur de référence d’au moins 2,6 et un CB inférieure a la valeur de
référence d’au moins 0,4 on prédit une hélice. Pour un CA inférieur a la valeur de référence
d’au moins 1,4 et un CB supérieure a la valeur de référence d’au moins 2,2 on prédit une Feuillet
beta. Pour toutes les valeurs intermédiaires on considere que le résidu se trouve dans une région
flexible (boucle, coude). Nous avons effectué cette opération sur les déplacements chimique de
tous les carbones CA et CB de tous les résidus des spectres décrit ci-dessus afin de former les

tableau 8 a 13.

Résidu CA ob CA Ref CB ob CB Ref CA ob-Ref | CB ob-Ref
Ala 51,44 53,15 23,25 18,99 -1,71 4,26 Beta
Arg 54,45 56,79 35,03 30,68 -2,34 4,35 Beta
Asp 55,05 54,66 39,7 40,86 0,39 -1,16 Flexible
Asn 52,91 53,54 43,1 38,67 -0,63 4,43 Flexible
Glu 54,41 57,34 33,42 30 -2,93 3,42 Beta
lle 60,1 61,61 41,71 38,61 -1,51 3,1 Beta
Lys 54,78 56,97 35,76 32,77 -2,19 2,99 Beta
Pro 62,75 63,32 31,99 31,84 -0,57 0,15 Flexible
Ser 56,89 58,72 66,38 63,79 -1,83 2,59 Beta
Thr 61,33 62,2 70,82 69,7 -0,87 1,12 Flexible
Tyr 54,77 58,1 41,96 39,3 -3,33 2,66 Beta
Val 60,8 62,45 34,96 32,72 -1,65 2,24 Beta

Tableau 8 : Prédiction des structures secondaires a partir des déplacements
chimiques des carbones CA et CB observés dans le spectre DARR des fibres A190-

196 de pleine longueur avec un temps de mélange de 25 ms
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Résidu CA ob CA Ref CB ob CB Ref CA ob-Ref | CB ob-Ref
Ala 52,12 53,15 19,05 18,99 -1,03 0,06
Ala 52,3 53,15 21,16 18,99 -0,85 2,17
Ala 55,62 53,15 19,05 18,99 2,47 0,06
Arg 54,67 56,79 35,03 30,68 -2,12 4,35
Asp 55,01 54,66 41,75 40,86 0,35 0,89
Asn 52,6 53,54 41,33 38,67 -0,94 2,66
Cys 56,23 58,11 34,38 32,93 -1,88 1,45
Glu 56,67 57,34 29,29 30 -0,67 -0,71
Glu 54,45 57,34 33,73 30 -2,89 3,73
His 58,37 56,49 27,15 30,19 1,88 -3,04

lle 59,75 61,61 41,79 38,61 -1,86 3,18
Leu 54,89 55,65 41,42 42,29 -0,76 -0,87
Lys 54,87 56,97 35,41 32,77 -2,1 2,64
Met X 56,13 35,06 33,01 H#VALEUR! 2,05
Pro 62,79 63,32 32,01 31,84 -0,53 0,17
Ser 57,78 58,72 63,6 63,79 -0,94 -0,19
Ser 54,6 58,72 60,08 63,79 -4,12 -3,71
Thr 61,53 62,2 70,62 69,7 -0,67 0,92
Tyr 56,94 58,1 41,5 39,3 -1,16 2,2
Val 61,08 62,45 34,86 32,72 -1,37 2,14

Flexible
Beta ?
Flexible ?
Beta
Flexible
Beta ?
Beta ?
Flexible
Beta
Beta
Beta
Flexible
Beta
Beta ?
Flexible
Flexible
Flexible
Flexible
Beta
Beta

Tableau 9 : Prédiction des structures secondaires a partir des déplacements chimiques des

carbones CA et CB observés dans le spectre DARR des fibres A190-196 de pleine longueur

avec un temps de mélange de 200 ms

Résidu CA ob CA Ref CB ob CB Ref CA ob-Ref | CB ob-Ref
Ala 52,16 53,15 18,92 18,99 -0,99 -0,07
Arg 55,7 56,79 30,51 30,68 -1,09 -0,17
Asn 52,77 53,54 38,47 38,67 -0,77 -0,2
Gin 55,8 56,58 29,15 29,17 -0,78 -0,02
Lys 56,02 56,97 32,7 32,77 -0,95 -0,07
Pro 62,96 63,32 31,53 31,84 -0,36 -0,31
Ser 58,14 58,72 63,5 63,79 -0,58 -0,29
Thr 61,81 62,2 69,63 69,7 -0,39 -0,07
Trp 57 57,67 29,21 29,98 -0,67 -0,77
Tyr 55 58,1 37,96 39,3 -3,1 -1,34
Val 63 62,45 32,48 32,72 0,55 -0,24

SS
Flexible
Flexible
Flexible
Flexible
Flexible
Flexible
Flexible
Flexible
Flexible

?2?
Flexible

Tableau 10 : Prédiction des structures secondaires a partir des déplacements chimiques

des carbones CA et CB observés dans le spectre TOBSY des fibres A190-196 de pleine

longueur.
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Résidu CA ob CA Ref CB ob CB Ref CA ob-Ref | CB ob-Ref
Arg 54,3 56,79 32,38 30,68 -2,49 1,7
Asp 52,94 54,66 42,96 40,86 -1,72 2,1
Asp 52,1 54,66 41,32 40,86 -2,56 0,46
Glu 57,56 57,34 30,26 30 0,22 0,26
Gin 53,94 56,58 33,02 29,17 -2,64 3,85

lle 59,17 61,61 41,06 38,61 -2,44 2,45
Lys 54,48 56,97 34,61 32,77 -2,49 1,84
Pro 62,83 63,32 32,97 31,84 -0,49 1,13
Thr 61,53 62,2 70,57 69,7 -0,67 0,87
Thr 61,53 62,7 70,57 67,45 -1,17 3,12
Tyr 56,57 58,1 41,7 39,3 -1,53 2,4
Val 60,5 62,45 34,74 32,72 -1,95 2,02

Beta ?
Beta
Flexible
Flexible
Beta
Beta
Beta ?
Flexible
Flexible
Beta
Beta
Beta ?

Tableau 11 : Prédiction des structures secondaires a partir des déplacements chimiques des

carbones CA et CB observés dans le spectre PARIS des fibres C1 A190-196 avec un temps de

mélange de 25 ms.

Résidu CA ob CA Ref CB ob CB Ref CA ob-Ref | CB ob-Ref
Ala 51,08 53,15 23,58 18,99 -2,07 4,59
Arg 53,8 56,79 34,87 30,68 -2,99 4,19
Asp 52,52 54,66 43,16 40,86 -2,14 2,3
Asp 52,38 54,66 41,17 40,86 -2,28 0,31
Asn 51,63 53,54 39 38,67 -1,91 0,33
Glu 57,46 57,34 30,24 30 0,12 0,24
Gin 54,03 56,58 32,57 29,17 -2,55 3,4

lle 59,83 61,61 40,86 38,61 -1,78 2,25
Lys 54,68 56,97 35,3 32,77 -2,29 2,53
Pro 62,63 63,32 32,54 31,84 -0,69 0,7

Ser 57,2 58,72 66,26 63,79 -1,52 2,47
Ser 56,78 58,72 65 63,79 -1,94 1,21
Thr 61,73 62,2 70,84 69,7 -0,47 1,14
Thr 55,05 62,2 68,99 69,7 -7,15 -0,71
Tyr 57,22 58,1 41,53 39,3 -0,88 2,23
Val 59,27 62,45 36,11 32,72 -3,18 3,39
Val 60,76 62,45 35 32,72 -1,69 2,28

Beta
Beta
Beta
flexible ?
flexible
flexible
Beta
Beta
Beta
flexible
Beta
flexible ?
flexible
flexible ?
Beta ?
Beta
Beta

Tableau 12 : Prédiction des structures secondaires a partir des déplacements chimiques des

carbones CA et CB observés dans le spectre PARIS des fibres A190-196 de pleine longueur

maturées avec un temps de mélange de 25 ms.
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Résidu CA ob CA Ref CB ob CB Ref CA ob-Ref | CB ob-Ref
Ala 51,13 53,15 23,47 18,99 -2,02 4,48 Beta
Arg 54,22 56,79 32,59 30,68 -2,57 1,91 Beta ?
Asp 52,53 54,66 42,87 40,86 -2,13 2,01 Beta ?
Asp 52,21 54,66 41,07 40,86 -2,45 0,21 flexible
Asn 51,36 53,54 38,9 38,67 -2,18 0,23 flexible
Cys 57,38 58,11 34,67 32,93 -0,73 1,74 flexible
Glu 57,38 57,34 30,21 30 0,04 0,21 flexible
Gin 53,95 56,58 33,06 29,17 -2,63 3,89 Beta
lle 59,8 61,61 41,22 38,61 -1,81 2,61 Beta
lle 58,26 61,61 41,75 38,61 -3,35 3,14 Beta
Lys 54,41 56,97 35,21 32,77 -2,56 2,44 Beta
Pro 63,3 63,32 32,45 31,84 -0,02 0,61 flexible
Ser 57 58,72 66,18 63,79 -1,72 2,39 Beta
Ser 54,45 58,72 60,51 63,79 -4,27 -3,28 7?7
Thr 61,44 62,2 70,6 69,7 -0,76 0,9 flexible
Thr 55,06 62,2 69,11 69,7 -7,14 -0,59 flexible
Trp 54,25 57,67 35,03 29,98 -3,42 5,05 Beta
Tyr 56,96 58,1 41,47 39,3 -1,14 2,17 Beta ?
Val 60,78 62,45 34,86 32,72 -1,67 2,14 Beta ?
Val 59,37 62,45 36,29 32,72 -3,08 3,57 Beta

Tableau 13 : Prédiction des structures secondaires a partir des déplacements chimiques des
carbones CA et CB observés dans le spectre PARIS des fibres A190-196 de pleine longueur

maturées et traitées PK avec un temps de mélange de 25 ms.

D’apres les résultats obtenus nous observons sur tous les spectres DARR 1’absence d’hélice
alpha et la présence de feuillets béta et de structures plus flexibles correspondant a de courtes
boucles ou a des coudes. Ceci suggere que la partie rigide de toutes les fibres analysées est
composée exclusivement de feuillets béta reliés entre eux par de courtes parties flexibles. La
prédiction des structures secondaires donne des résultats quasi similaires pour tous les
¢chantillons suggérant des structures proches voir identique, une des rare différence concerne
la présence de résidus Thr et Asp dans des feuillets béta pour les fibres C1 A190-196 qui suggere
encore une fois que la structure de ces fibres est 1égerement différente de celle des fibres de
pleine longueur. Le spectre TOBSY qui permet d’observer la partie intrinséquement
désordonnée des fibres présente sans surprise des déplacements chimiques suggérant un

squelette peptidique flexible
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3. Matériel et méthodes

3.1.  Expression et purification de la PrP recombinante

Les PrP Wt et mutante ont été produites et purifiées a partir d'Escherichia coli BL21 (DE3)
selon un protocole décrit dans la référence (Munoz-Montesino et al., 2020). Les bactéries ont
été incubées dans du milieu LB et I’expression de la protéine a été induite par 1’ajout de
d'isopropyl thio-B-D-galactoside (IPTG) a une concentration finale d’1 uM. Aprés une
incubation d’une nuit, les bactéries sont centrifugées puis remises en suspension dans un
tampon Tris-EDTA a 37°C contenant du triton. Elles sont par la suite soniquées sur de la glace
et centrifugées de nouveau afin de récupérer les corps d’inclusions contenant la protéine
d’intérét. Les culots sont remis en suspension sous agitation pendant 24h a 4°C dans une
solution contenant 6M de chlorure de guanidinium (GdHCI) et 2,5 mM d’imidazole. La
suspension récupérée est clarifiée par centrifugation. La PrP recombinante est ensuite isolée par
chromatographie d’affinité sur colonne de nickel, elle est renaturée sur la colonne avec un
tampon 20mM Tris, 100mM NaCL pH 7,4 puis éluée avec un tampon contenant de I’imidazole
(2,5 mM). Ensuite un dessalage est réalisé sur une colonne G25, la PrP recombinante est alors
récupérée dans un tampon acétate d’ammonium (0,5g/L, pH 4,6). La concentration finale en
protéine est estimée par la mesure de I’absorbance a 280 nm en utilisant un coefficient
d’extinction de 59485 M™! cm™! pour la protéine de pleine longueur (23-234), 18005 M! ¢m™!
pour la PrP tronquée en N-terminal (103-234) et pour le fragment C1 de la PrP (113-234). Un
gel SDS-PAGE avec une coloration au bleu de coomassie a permis d’estimer la pureté de la

protéine. La protéine est ensuite lyophilisée et conservée a -80°C.

Pour les expériences RMN une protéine marquée aux isotope lourd a été produite en suivant la
méme procédure mais en remplagant le milieu LB par un milieu de culture minimum M9

contenant du 15NH4CI comme source d’azote 15 et du glucose-13C comme source de carbone

13.

3.2.  Formation des fibres amyloides de PrP recombinante

Des fibres amyloides ont été¢ formées selon les procédures décrites précédemment ( Torrent et
al., 2019 ; Breydo et al., 2008). Pour former les fibres, des solutions meres de PrP recombinante

ont été préparées en remettant en suspension dans un tampon 50mM MES, 2M GdHCI pH 6 de
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la PrP lyophilisée de fagcon a obtenir une concentration finale de protéine de 22 uM. Les
réactions de fibrillation ont été réalisées dans des tubes en polypropyléne coniques de 15ml
avec un volume réactionnel total de 8ml. Pendant la fibrillation les tubes sont disposés
horizontalement sur une surface plane, sous agitation orbitale continue avec une amplitude de
16 mm, a une vitesse de 30 rotations/minute et a une température de 30°C. La formation des
fibres est suivie en détectant la fluorescence de la thioflavine T (ThT) (Breydo et al., 2008).
Pour se faire des aliquots ont été prélevés et dilués a une concentration finale de PrP de 0,3 uM
dans un tampon acétate de sodium 10mM pH 5 contenant de la ThT a une concentration finale
de 10 uM. Les spectres d’émissions de la fluorescence ont été enregistrés apres une excitation
a 450 nm. Pour arréter la réaction la solution est placée a 4°C, puis dialysée avec de I’acétate
de sodium 10 mM pH 5. Les fibres sont ensuite récupérées par ultracentrifugation a 60.000 rpm
pendant 45 minutes dans une ultracentrifugeuse Beckman Optima TL100 et un rotor TLA-
100.3. Le culot est remis en suspension dans une solution de 10 mM d'acétate de sodium, pH

5,0.

3.3.  Fibrillation de PrP recombinante en présence d’amorce.

La cinétique de formation de fibres amyloides de PrP en présence d’amorce a été réalisée a
l'aide d'un lecteur de microplaques (SAFAS Xenius XML) couplé au test de fluorescence
standard a base de ThT (concentration finale de ThT de 10 pM). Au milieu réactionnel identique
a celui utilisé pour la fibrillation en tubes nous avons ajouté des fibres amyloides de PrP a une
concentration finale de 0,2 et 0,1 uM afin qu’elles servent d’amorce. Ce milieu réactionnel a
ensuite ét¢ déposé dans des microplaques noires de 96 puits pour un volume de 100ul par puits.
Les expériences de cinétique ont été réalisées a 33 © C sous une agitation continue a 240 tr /
min. Afin d'évaluer la reproductibilité de la cinétique, 10 puits de microplaque ont été remplis
avec chaque échantillon. L’émission de la fluorescence de la ThT a été enregistrée a une
longueur d’onde de 492 nm apres une excitation a 450 nm avec un intervalle de mesure de 30

minutes.

3.4. Maturation des fibres amyloides de PrP recombinante

Pour les expériences de maturation, des fibres de PrP ont été incubées a 37°C ou 70°C a une
concentration finale de 10 uM dans un tampon 50 mM Tris-HCI, NaCl 300mM, pH 7,4 et 1%

Triton X-100 pendant une heure. Ensuite, les fibres ont été traitées a la PK avec un rapport
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PK:PrP de 1:100 ou 1:50 pendant une heure a 37 ° C. Les échantillons ont ensuite été chauffés
a 95 ° C pendant 10 minutes et analysés sur des gels SDS-PAGE a 12% (gel préfabriqué
Criterion XT, BioRad).

Pour la préparation destinée a 1’étude par RMN du solide des fibres marquée C'*> N'° ont été
utilisées. La maturation a eu lieu dans le méme tampon que précédemment mais avec une
concentration finale de fibres de 2 uM et un rapport PK : PrP de 1 : 25, a la fin de la réaction
nous avons ajouté un inhibiteur des protéases Pefabloc® SC (Sigma-Aldrich) a une
concentration finale de 4 mM. Les fibres ont été récupérées par ultracentrifugation a 55.000
rpm pendant 45 minutes dans une ultracentrifugeuse Beckman Optima LE-80K avec un rotor
Type 70 Ti suivie d’une deuxiéme ultracentrifugation a 60.000 rpm de 45 minutes dans une

ultracentrifugeuse Beckman Optima TL100 avec un rotor TLA-100.3.

3.5. RMN du solide

Des expériences de RMN avec rotation a I’angle magique (magic angle spinning, MAS) ont été
faites sur deux spectrométres Bruker, équipés de consoles Avance III, d’unités pneumatiques

MAS 1I et d’unités de régulation de la température :

- spectrometre 700 MHz (Gif-sur-Yvette) équipé d’une sonde CPMAS 4 mm : fréquence
3C 175.8 MHz, fréquence 'H 699.3 MHz, vitesse de rotation 11 kHz, température
293 K,
- spectrometre 800 MHz (ENS, Paris, via I’infrastructure IR-RMN du CNRS) équipé
d’une sonde CPMAS 3.2 mm e-free: fréquence *C 201.2 MHz, fréquence 'H 800.3
MHz, vitesse de rotation 13 kHz ou 10.2 kHz, température 288 K.
Des spectres 1D 3C ont été acquis, soit en acquisition directe (séquence hpdec), soit avec une
séquence de type refocused INEPT (Massiot, et al., 2003), soit par polarisation croisée
(séquence CPramp). Les fenétres spectrales '*C étaient de 250 ou 300 ppm et le milieu de
fenétre de 90 ppm. Pour les acquisitions avec polarisation croisée (CP), le nombre de points en
acquisition directe était de 1024, pour les acquisitions sans CP le nombre de points était de
4096. Les délais de recyclage étaient de 3 s. Les longueurs des impulsions étaient : 3.0 ps pour
'H et 4.6 ps pour *C a 700 MHz et 3.0 us pour 'H et 4.5 us pour 3C a 800 MHz. Les schémas
de découplage 'H était SPINAL64, avec une puissance de 67 kHz a 700 MHz et de 72 kHz a
800 MHz. Les blocs de CP 'H-'3C avaient un profil de rampe linéaire de 80 a 100 % a 700 MHz
et de 50 a 100 % a 800 MHz en 'H, des durées de 600 us a 700 MHz et 320 us a 800 MHz, et
des puissances de 32 et 49 kHz pour 'H et 13C, respectivement, 8 700 MHz et 37 et 43 kHz pour
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'H et 13C, respectivement, a 800 MHz. Le nombre de scans était de 128 ou 256. Les spectres
ont été traités avec une apodisation gaussienne-lorentzienne avec une largeur de 25 Hz. Les
déplacements chimiques '*C ont été référencés avec de I’adamantane a 40.49 et 31.28 ppm pour

les carbones CH et CH» (Harris et al., 2008).

Des spectres 2D de corrélation *C-13C par couplages dipolaires ont été acquis avec une
séquence de type Dipolar Assisted Rotational Resonance (DARR) (Takegoshi et al., 2001) a
700 MHz et une séquence de type Phase-Alternated Recoupling Irradiation Scheme (PARIS)
(Weingarth et al., 2010) a 800 MHz. Ces spectres ont été acquis avec différents temps de
mélange de 25, 50, 100, 200 et/ou 250 ms. Les largeurs spectrales étaient de 300x300 ou
300x220 ppm avec un nombre de points de 1024x256 ou 1024x400. Le nombre de transitoires
pour chaque sous-spectre 1D allait de 64 a 128.

Des spectres 2D de corrélation *C-'*C par couplages scalaires ont été acquis soit avec une
séquence de type TOtal through Bond correlation SpectroscopY (TOBSY, séquence
tobsy 2dcc) (Andronesi et al., 2008) avec des temps de mélange de 6.17 et/ou 15 ms, soit avec
une séquence de type refocused INEPT 2D avec des temps de mélange de 0, 4 et/ou 15 ms.
Pour les spectres TOBSY la vitesse de rotation a I’angle magique a été réduite a 10.2 kHz a 800

MHz.
4. Discussion

Dans le cadre de cette thése nous avons fait une étude structurale par RMN du solide des fibres
de PrP A190-196 de pleine longueur et de la PrP mutante tronquée (113-234, taille du fragment
C1). Ces fibres ont démontré une infectivité sur des cellules exprimant une PrP portant la méme
délétion ce qui rend leur caractérisation structurale d’autant plus pertinente. D’aprés la
littérature et les résultats obtenues par AFM les fibres recombinantes de PrP s’organisent en
deux parties, une région N-terminale intrinsequement désordonnée présente a la périphérie des
fibres et une région C-terminale structurée constituant le cceur de la fibre (Muller et al., 2014 ;
Tycko et al., 2010). Dans le but d’observer a la fois les parties rigides et les parties flexibles
des fibres sur un méme échantillon nous avons acquis des spectres 2D de corrélation '*C-13C
par couplages dipolaires de type DARR (parties rigides) et des spectres homonucléaires 2D des

corrélations *C-13C a I’aide couplages scalaires TOBSY (parties flexibles).

Les spectres TOBSY obtenus arborent des pics fins et bien résolus et les spectres DARR des

pics relativement larges. La raison de 1’¢élargissement des signaux RMN qui nous parait la plus
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probable est la présence d’une hétérogénéité structurale importante au sein de 1’échantillon. Les
déplacements chimiques des signaux des spectres DARR suggerent une restructuration tres
importante de la PrP recombinante qui consiste en sa conversion d’une structure riche en hélice
alpha a une structure ne montrant aucune trace d’hélice et qui semble enrichie en feuillets beta.
Ce résultat est en accord avec des études RMN précédentes et avec des données obtenues par
diffraction des rayons X et par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (Will et al.,
2009 ; Muller et al., 2014). La présence simultanée de signaux tryptophane dans le spectre
DARR et de signaux correspondant a un ou des résidus alanine et valine dans le spectre TOBSY
souléve un questionnement. En effet le dernier tryptophane de la séquence se situe en position
102, ensuite il n’y en a plus dans la séquence. On sait par plusieurs travaux mais aussi par
I’observation AFM (Fig. 19) et par une certaine résistance aux protéases (Fig. 27) que le coeur
amyloide de la fibre se situe dans la partie C-terminale et que la partie N-terminale de la PrP
reste flexible. La présence d’au moins un Trp dans le spectre rigide suggere fortement que, cette
partie rigide s’étend en N-terminal au moins jusqu’a la position 102 (comme le segment de
16kDa visible apres digestion douce de la fibre par la PK ou comme pour la partie résistante
aux protéases de la plupart des prions formés in vivo ou dans les cultures de cellules) et cela au
moins pour une partie des fibres de I’échantillon. Mais comment alors expliquer la présence
des signaux Val et Ala dans le spectre flexible alors que ces résidus n’apparaissent pas avant la
position 115 et 116 dans la séquence et devraient donc étre inclus dans le coeur rigide, de plus
d’autre auteurs proposent que la région (113-120) soit exposée au solvant et n’est pas incluse
dans le cceur rigide de la fibre (Tycko et al., 2010 ; Sun et al., 2007). A cela deux possibilités
la premiére serait qu’il existe aussi dans 1’échantillon des fibres dont la partie riche en feuillet
beta commence plus en aval dans la séquence de la PrP, dans ou apres le palindrome 115-
VAGAAAAGAV-124 cette théorie est en accord avec les résultats de Bocharova et
collaborateur qui suggérent que la PrP existe sous deux conformations différentes séparées par
une barriere énergétique importante et qui semblent se distinguer par la résistance ou la
sensibilité a la PK de leur région (97-140) (Bocharova et al., 2006). La deuxiéme serait qu’a
I’intérieur méme du segment 102-234 il y aurait des zones plus flexibles notamment autour des
position 115 et 116, la région 115-155 a d’ailleurs été décrite par certain auteur comme une

région relativement flexible comprenant une possible hélice résiduelle (Muller ez al., 2014)

Avec les données obtenues du fait de la superposition des signaux avec des déplacements
chimiques proches nous avons uniquement réalisée une attribution type spécifique des signaux,

I’ajout d’une troisiéme dimension aurait permis de résoudre cette superposition mais il a été
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impossible d’obtenir des spectres de corrélation '"N-'*C avec une bonne résolution en azote 15.
Une réduction de 1’hétérogénéité structurale au sein de 1’échantillon permettrait néanmoins
I’obtention de signaux RMN plus fins. La réduction de I’hétérogénéité structurale de nos fibres
de PrP recombinante est devenue I’un des objectifs de cette étude. Nous avons imaginé trois
méthodes pour atteindre ce but, la premicre consiste a sélectionner par amorgage et
enrichissement la conformation la plus favorable d’un point de vue cinétique, la deuxiéme a
réduire la séquence de la PrP recombinante et la troisiéme a sélectionner aprés maturation

(annealing) les structures les plus résistantes au traitement PK.

La premicre approche consiste en une homogénéisation des fibres de PrPA190-196 par
amorcage de la réaction avec I’introduction d’un pourcentage de fibres déja formé. Ce type
d’approche a déja donné des résultats positifs pour la résolution par RMN de la structure de
certaines fibres recombinantes d’AR (Wilti et al., 2016) par sélection a chaque cycle de
production de I’espéce la plus favorable cinétiquement. En théorie 1’utilisation d’une amorce
permet d’imposer certaines contraintes structurales permettant d’aboutir a de nouvelles
structures, de plus en sélectionnant a chaque cycle I’espece la plus favorable cinétiquement
nous mettons les différents conforméres en compétition pour le substrat de PrP recombinante
disponible. Nous avons rencontré une certaine difficulté pour trouver des conditions permettant
une distinction nette entre la fibrillation spontanée et celle induite par 1’amorce, I’étape de
nucléation étant déja facilitée par la mutation A190-196 (figl A et B partie 2). Finalement c’est
en modifiant I’agitation un facteur qui impacte la vitesse de formation des fibres de PrP mutante
comme nous I’avons indiqué précédemment dans la partie 2 (Figl E) ou qui peut méme
modifier la forme des fibres (Makarava et Baskakov., 2008) que nous avons réussi & minimiser
la fibrillation spontanée au profil de celle initiée par I’amorce. Cependant bien qu’une agitation
continue a 240 rpm soit adaptée a notre stratégie elle a abimé le lecteur de plaque SAFAS qui
ne semble pas supporter ces conditions. Afin de réaliser cette expérience il nous aurait fallu
refaire des tests avec une agitation discontinue supportée par 1I’appareil ou refaire I’expérience
sur un autre appareil qui supporterait nos conditions. Nous n’avons pas été en mesure de
préparer dans les temps une quantité suffisante d’échantillon homogénéisé par amorcage et

marquée aux isotopes lourd C'* N'5 adapté a une étude par RMN du solide.

Dans le cadre de la deuxiéme approche nous avons analysé par RMN du solide des fibres de
PrP recombinante A190-196 tronquées de la partie N-terminale (113-234), le caractere
infectieux de ces fibres a été étudiée dans la partie 2 ce qui rend leur étude structurale d’autant

plus intéressante. Il ressort de cette analyse que les spectres obtenus pour la partie rigide se
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superposent bien avec ceux des fibres de pleine longueur ce qui suggere que les deux structures
sont relativement proches, néanmoins nous avons observé certaines différences (Iso, Thr et
Arg) suggérant des différences structurales concernant la région C-terminale de la protéine,
potentiellement a partir du résidu Arg 139. La diminution de la séquence a eu pour conséquence
la perte d’un nombre important de signaux ainsi qu’une diminution du rapport signal/bruit ce
qui peut s’expliquer par une diminution de la rigidité¢ des fibres ou une augmentation de
I’hétérogénéité structurale. Bien qu’en théorie, en absence de toutes contraintes le nombre de
conformeres que peut aborder une protéine dans I’espace est directement proportionnel a sa
séquence, la séquence 113-234 semble a elle seule coder pour un nombre plus important de
structures que son homologue pleine longueur, ce qui pourrait suggérer que la partie délétée
(23-112) pourrait restreindre la diversité structurale des fibres de PrP via les interactions
existant au seins de la protéine et/ou via les propriété biochimique quelle confére. De plus il est
possible qu’une grande partie de la diversité structurale observée soit portée par la partie C-
terminale. En définitive tenter de restreindre 1’hétérogénéité des fibres de PrP en réduisant la

séquence de la PrP pour former des fibres ne semble pas étre une approche prometteuse.

La troisieme approche qui consiste a sélectionner les structures résistances a la PK a permis
I’obtention en RMN du solide de pics plus fins et mieux résolus, une augmentation globale du
rapport signal/bruit ainsi que I’apparition d’un nombre important de signaux notamment des
signaux de carbones aromatiques (105-135 ppm) et des chaines latérales d’arginine qui donne
pourtant un signal dipolaire plus faible du fait de leur flexibilité. Cependant ce gain de signal
n’a pas été suffisant pour permettre I’obtention de spectres de corrélation "N-!3C avec une

bonne résolution en azote 15.

Des structures PK résistantes semblent préexister dans les fibres non traitées ainsi avec un
traitement PK:PrP de 1:50 on retrouve les trois fragments caractéristiques de 16Kd, 12Kd et
10Kd mais avec un pourcentage de fibres PrP™* de seulement 7%. La maturation en présence
de triton semble par un mécanisme encore inconnu a ce jour augmenter la proportion de
structures PK résistantes dans 1’échantillon tout en conservant majoritairement les trois bandes
de 16Kd, 12Kd et 10Kd. Le traitement par 1’anticorps F99/97.6.1 (épitope 220-225) a permis
de mettre en évidences que les 3 fragments majoritaires sont tous C-terminaux (Figure 27).
Une ¢étude réalisée sur des fibres recombinantes de PrP traitées au triton et digérées a la PK
suggere que le fragment de 16Kd débute au niveau du résidu GIn101 (Bocharova et al., 2006)
ce qui concorde avec nos résultat RMN qui nous permettent d’observer la présence de signal

Trp suggérant ainsi que le fragment long inclue au minimum le résidu Trp 102. Un éventuel
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effet de la maturation permettant de structurer la partie décrite comme relativement mobile
autour du palindrome VAGAAAAGAYV est envisageable surtout que la bande de 16Kd est
fortement augmentée lors d’un traitement triton a 70°C. Finalement bien que 1’amélioration du
signal suggére une possible réduction de 1’hétérogénéité structurale et donc une sélection de
structures, les signaux RMN des spectres des fibres traitées et non traitées se superposent bien.
Ceci sous-entend que la diversité structurale est certes suffisante pour géner une étude de la
structure des fibres de PrP par RMN du solide mais qu’au finale les différents conforméres

possedent des structures relativement proches.

5. Conclusion

Une premicére étude par RMN du solide de fibres infectieuses formées a partir de PrP mutées
A190-196 a permis d’observer une restructuration trés importante de la partie C-terminal de la
protéine qui consiste en sa conversion d’une structure riche en hélice alpha a une structure ne
montrant aucune trace d’hélice et qui semble enrichie en feuillets beta. Elle a aussi permis
I’observation d’une importante hétérogénéité structurale au sein des fibres amyloides de PrP
ainsi qu’une possible diversité concernant la taille de leur partie riche en feuillet beta. Une
deuxieme étude de ces fibres par RMN aprés maturation et traitement a la PK a permis de
réduire 1’hétérogénéité structurale de ces fibres en sélectionnant uniquement les structures
résistantes, cette homogénéisation se traduit par une amélioration du rapport signal/bruit en
RMN et I’obtention de signaux plus fins et mieux résolus. Les signaux obtenus se superposent
cependant bien avec ceux des fibres non traitées. L’¢études des fibres A190-196 tronquées a la
taille du fragment C1 (113-234) par RMN du solide indique que leur structure bien que proche
de celle des fibres de pleine longueur présente quelques différences dans la partie C-terminal
riche en feuillet beta. Une baisse du rapport signal/bruit en RMN suggére une perte de rigidité

ou une augmentation de I’hétérogénéité au sein de ces fibres.
6. Perspectives

Les perspectives de ce travail seront premiérement de pouvoir poursuivre 1’étude structurale
des fibres de PrP A190-196. Etant donnée I’effet de ’agitation sur la structure des fibres, il
serait déja intéressant d’étudier par RMN du solide les fibres de PrP obtenues en absence
d’agitation. D’une part afin d’examiner si ces fibres qui posseédent une morphologie différente

des fibres obtenues sous agitation présentent aussi des différences au niveau des structure
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tertiaire et secondaire, d’autre part les conditions de fibrillation étant différentes un possible
impact sur 1’hétérogénéité structurale est possible. Une étude par spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (IRTF) sur les fibres PK™* et sur les fibres tronquées C1 A190-196 serait
intéressante afin de confirmer les différences observées en RMN du solide entre les fibres C1
et pleine longueur et d’observer d’éventuelles différences qui ne seraient pas apparues en RMN
entre les fibres traitées PK™ ou non. Dans la méme idée, une premiere étude par dichroisme

circulaire a déja été entreprise sur ces fibres.

Afin d’obtenir de meilleurs résultats par RMN du solide il serait aussi intéressant de poursuivre
notre approche d’homogénéisation des fibres de PrPA190-196. Tenter une sélection cinétique
par amorcage successif avec une agitation douce qui permet de favoriser une fibrillation initiée
par I’amorce a une fibrillation spontanée nous parait étre une approche prometteuse. Il serait
aussi intéressant d’utiliser le prion spontané (PrP%°) ou des fibres PK™ comme amorce afin
d’étudier un possible impact sur 1’infectivité ou la PK résistance des fibres et éventuellement
une sélection de structure. Finalement, coupler les deux approches d’homogénéisation en
effectuant une sélection par amorgage suivie par une maturation par triton et une digestion par

la PK permettrait une potentielle sélection plus efficace.

Une deuxiéme perspective intéressante consisterait a étudier plus en détail le mécanisme de
maturation au Triton X100 qui a permis d’augmenter la résistance a la PK des fibres de PrP. Ce
phénoméne semble se produire en présence d’homogénat de cerveau ou de lysats de cellules
méme en absence de Triton. Etant donné que les polyanions semblent atténuer la maturation
(Bocharova et al., 2006) nous avons suspecté un possible effet des lipides qui semble d’ailleurs
capable de déstabiliser les fibres de PrP (Klein et al., 1998). Nous avons effectué des premicres
expériences de maturation en présence de POPG un lipide qui interagit avec la PrP
recombinante (Wang et al., 2007) et le GM1 qui semble interagir avec la PrP¢ dans les cellules
de neuroblastome (Mattei et al., 2002) et qui a servi de cofacteur pour la formation in vitro d’un
prion synthétique a partir de PrP recombinante (Kim et al., 2018). Les résultats suggerent que
ces lipides permettent une augmentation de la PK résistance ressemblant a celle observée avec
le triton. Etant donné que la PrPe est naturellement exposée aux lipides et que ces derniers sont
souvent ajoutés aux techniques d’amplification in vitro tel que la PMCA sous forme
d’homogénat de cerveau nous nous questionnons sur un role potentiel des lipides dans

I’acquisition de la PK résistance des prions.
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IV. Discussion générale de la thése

Ce travail de theése décrit un parcours qui commence avec 1’émergence d’un prion qui se forme
spontanément dans des cellules en culture. Il s’est ensuite poursuivi par la préparation de fibres
amyloides a partir d’une PrP recombinante comportant la méme mutation que celle du prion
spontané. Ces fibres amyloides se sont avérées capables d’induire une transconformation de la
PrP homologue exprimée dans la cellule vers sa forme prion. Une analyse structurale par RMN
du solide des fibres a ensuite été entreprise. Nous allons ici reprendre ce parcours en détail et

discuter les ¢léments novateurs apportés par ce travail.

Il faut d’abord rappeler que le concept prion s’applique a un élément protéique qui peut se
retrouver sous deux conformations trés différentes, ’une de ces deux formes, la forme dite
prion, étant capable de convertir I’autre forme par simple contact en lui faisant adopter sa propre
structure. L’archétype en est le prion des mammiféres qui est responsable de maladies
neurodégénératives transmissibles chez ’homme et I’animal. Les prions sont des agents
pathogénes encore incomplétement compris a ce jour. Les mécanismes impliqués dans leur
réplication, leurs structures, I’origine de leur toxicité ainsi que les mécanismes permettant leur
émergence spontanée sont autant de sujets de recherche fascinants suscitant encore beaucoup
d’interrogations. Dans le cadre de cette thése nous nous sommes concentrés sur 1’étude d’une
délétion de sept acides aminés dans une région trés conservée de la PrP. Nous avons effectué
cette délétion dans une PrP 9“° nous avons fait exprimer en cellule mais également dans la PrP
recombinante homologue produite par E. coli pour pouvoir ensuite générer et étudier les fibres

amyloides de cette PrP mutante.

Dans une premicre étape nous avons étudi¢ ’effet de la délétion des résidus 190-HTVTTTT-
196 de la PrP ovine dans un modele cellulaire. Cette étude s’est appuyée sur les résultats de
travaux antérieurs visant a déterminer I’effet sur la réplication des prions d’une délétion de
quatre thréonines (193-TTTT-196) situées a la fin de I’hélice H2 de la PrPC. Ces résultats
indiquaient que la délétion permettait la conversion en prion consécutive a une infection par un
prion exogene et facilitait méme la propagation de certaines souches difficiles a propager en
culture de cellule. Cela montrait que la présence des quatre thréonines n’était pas nécessaire a
la formation d’une structure prion et pouvait méme dans une certaine mesure défavoriser la

conversion de la PrP¢ vers une forme PrP5 (Munoz-Montesino et al., 2017). Cette région étant
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apparemment importante pour le maintien de la forme normale de la protéine, nous avons
étendu la délétion aux trois résidus en amont 190-HTV-192. Ces résidus sont trés conservés
chez les mammiferes et retrouvés associés a des mutations pathogenes dans la PrP humaine
(HI87R, T188K, et V189I) (Colluci et al., 2006 ; Finckh et al., 2000 ; Di Fede et al., 2019 ;
Kotta et al., 2006). Nous avons exprimé la PrP ovine A190-196 dans des cellules RK13 ce qui
a mené a I’apparition spontanée dans ces cellules d’une PrP¢ agrégée, insoluble résistante aux
protéases et qui s’auto-propage et se transmet a d'autres cellules. Ce prion spontané que nous
appelons ASPOt g’est de plus avéré infectieux pour un clone cellulaire particulier capable
d’exprimer la protéine mutée sans former spontanément de prion, mais aussi pour des cellules
qui expriment le fragment C1 muté sans produire de prion spontané ou des PrP avec des
mutations proches ne formant pas non plus spontanément de prion. L’apparition d’un prion
spontané est normalement un événement rare car il nécessite la formation de noyaux de PrP5¢
suffisamment stables pour initier le processus de polymérisation (Mead et al., 2019. La
conversion spontanée de la PrP° vers sa forme PrP5¢ étant défavorable d’un point de vue
thermodynamique elle représente 1’étape limitante du processus (Landsbury et Caughey.,
1995). Cependant on a recensé plus d’une trentaine de mutations dans la s€quence de la PrP
humaine qui provoquent la conversion spontanée de la PrP et sont responsables des formes

familiales d’ESST.

Afin de déterminer des raisons éventuelles a I’émergence du prion ASP°" nous avons étudié
I’impact de la délétion 190-HTVTTTT-196 sur la structure de la PrP. La délétion n’affecte pas
le repliement global de la protéine : une étude précédente réalisée par RMN sur une PrP mutante
(A190-197) montre que la délétion n’a pas d’impact majeur sur sa structure (Munoz-Montesino
et al., 2016). La comparaison par dichroisme circulaire de la PrP Wt avec la PrP A190-196
suggere une conservation des structures secondaires. Cependant en dépit de son faible impact
sur le repliement global, la délétion A190-196 réduit la stabilité de la PrP que ce soit pour la
protéine de pleine longueur ou tronquée 113-234, correspondant a la taille du fragment Cl1.
Cette baisse de stabilité nous donne un élément possible de réponse car elle permettrait de
réduire le niveau d’énergie nécessaire a la conversion en facilitant le dépliement de la PrP¢. La
mutation pourrait aussi agir en augmentant la stabilité des assemblages de PrP% mais nous
n’avons pas exploré cet aspect. De plus la présence de quelques rares clones exprimant la PrP
A190-196 mais ne formant pas de prion spontané indique 1’implication dans le processus de

certains facteurs cellulaires encore méconnus.
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La PrP% correspondant au prion ASP" semble posséder une structure trés atypique car elle
présente un profil électrophorétique non conventionnel et complexe avec une bande
prédominante a 14kDa qui correspond a la taille du fragment C1 de la PrP, ce qui est
exceptionnel pour un prion. Le prion ASPMt g’est d’ailleurs avéré incapable d’infecter des
cellules exprimant la PrP sauvage, peut-étre en raison d’une incompatibilité de la PrP sauvage
a adopter la structure du prion AP 3 cause de la différence de la séquence primaire ou parce
qu’elle n’a pas dans son portefeuille conformationnel d’équivalent possible a la conformation
adoptée par le prion spontané. Par ailleurs I’implication d’éventuels facteurs cellulaires qui
pourraient faciliter la conversion de la PrP mutante par rapport a celle de la PrP sauvage dans

le cadre d’une infection par ASPo" est également envisageable.

Outre la bande 14 kDa de la taille du C1 la PrP™ A190-196 présente aussi une bande de 16 kDa
moins intense et qui est proche et peut-Etre légerement plus courte que la PrP™* des prions de
type 2. De fagon beaucoup plus minoritaire on observe aussi des fragments plus grands de PrP™s
qui pourraient correspondre a ceux produits par les prions de type 1. Ce profil non
conventionnel et complexe a été retrouvé aussi bien dans des populations générales que dans
des clones cellulaires exprimant la PrP mutante et produisant le prion spontané. La PrP™ du
prion ASP°t suggére done une organisation structurale originale et son profil pourrait s’expliquer
par la conversion de deux substrats. Ainsi en plus de convertir la protéine de pleine longueur,
comme c’est le cas pour les prions classiques, le prion ASPotserait qugsi en mesure de convertir

le fragment CI1.

L’existence du fragment C1 de la PrP est la conséquence d’une coupure de la partie N-terminale
de la protéine par des métalloprotéases et cette partie C-terminale de la PrP est ancrée a la
surface cellulaire. Le consensus actuel est que le fragment C1 de la PrPC n’est pas convertible
probablement parce qu’il est plus court que le domaine PrP™ des prions (Fischer et al., 1996 ;
Westergard et al., 2011). 1l pourrait méme avoir le role d’inhibiteur compétitif vis-a-vis de la
conversion de la PrP¢ (Westergard et al., 2011 ; Lewis et al., 2009). Ce dernier point nous parait
cependant trés discutable. Nous avons montré que la partie C1 de la PrP A190-196 exprimée
dans la cellule sans la PrP de pleine longueur était convertie par le prion ASP" en une forme
résistante aux protéases présentant les caractéristiques typiques d un prion. Notamment ce prion
ClI est transmissible de novo aux cellules qui expriment soit la méme protéine C1, soit la PrP
mutante homologue pleine longueur ou des PrP mutantes proches. A notre connaissance, il

s’agit de la premiére observation d’une conversion d’un fragment C1 vers une forme prion.
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Cette conversion a été rendue possible par le fait que la structure imposée par ASPo™ est atypique
et ne nécessite pas de toute la région correspondant aux prions formés par la PrP pleine longueur
ou s’accommode d’un cceur résistant aux protéases plus court que les prions classiques. Par
ailleurs la délétion 190-HTVTTTT-196 a pu modifier certaines propriétés physicochimiques du
fragment C1, notamment sa stabilité. C’est peut-étre la combinaison de ces deux éléments, qui

sont intrinseéquement liés ici, qui a permis la formation d’un prion de type C1.

Les prions A5t et A190-196 C15¢ générés dans ce travail sont donc des entités prions originales
et attrayantes qui méritent d'étre étudiées plus avant avec des modeles de souris transgéniques

dans le cadre de la recherche sur les maladies infecticuses.

Dans un deuxiéme temps, nous avons décidé d’introduire la délétion 190-HTVTTTT-196 dans
une PrP recombinante exprimée dans E. coli. Puisque la délétion semble faciliter la conversion
spontanée de la PrP° en cellule nous voulions évaluer son impact en absence de facteurs
cellulaires sur la conversion spontanée de la PrP recombinante en fibres amyloides in vitro,
ainsi que sur la capacité de ces fibres a convertir une PrP° mutée ou sauvage. Nous souhaitions
aussi savoir si ces fibres A190-196 seraient elles aussi capables d’induire la conversion du

fragment C-terminal correspondant au C1 de la PrP mutée.

Nous avons observé un effet de la délétion 190-HTVTTTT-196 sur la phase de nucléation qui
est I’étape limitante dans la formation de fibres amyloides. En effet la phase de latence
correspond a la formation du noyau de polymeérisation initiant le processus de fibrillation. Elle
est significativement plus courte pour la PrP A190-196 que pour la PrP sauvage. De plus dans
les mémes conditions réactionnelles, mais en absence d’agitation, la PrP A190-196 a formé des
fibres alors que la PrP sauvage n’a montré aucun signe de conversion. La diminution de la
stabilité de la protéine par la délétion a sans doute joué un role positif dans cette conversion
spontané in vitro. Bien qu’un parallele direct entre cette observation et la formation spontanée
du prion dans les cellules exprimant la PrP mutée ne peut étre établi de maniére certaine, les
molécules se trouvant dans des contextes trés différents, les deux observations vont dans le
méme sens d’une possible réduction de I’énergie d'activation nécessaire au processus de
conversion, facilitant ainsi le changement de conformation entre les deux états de la protéine.

Une fois les fibres formées nous avons entrepris d’évaluer leur potentiel infectieux sur deux
lignées cellulaires Rov exprimant la PrP® mutée A190-196 mais ne formant pas spontanément

de prion méme apres plusieurs mois de culture. Les fibres A190-196 induisent la conversion de
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la PrP“ homologue vers un état résistant aux protéases non seulement dans un clone cellulaire
exprimant la protéine mutée de pleine longueur mais également dans une population de cellules
RK13 exprimant uniquement la partie C1 de la PrP A190-196. En revanche, 1’exposition de ces
mémes cellules a des fibres Wt n’induit pas la conversion de la PrP mutante ou de son fragment
C1. De plus les fibres A190-196 ne sont pas capables d’induire la conversion de la PrP¢ sauvage.
Tous ces ¢éléments indiquent la spécificité de cette conversion et qu’un simple contact avec un
assemblage amyloide n'est pas suffisant pour convertir la PrP mutante ou son fragment C1. Une
certaine compatibilité de séquence et/ou de structure doit exister entre la PrPC et les fibres

infectantes pour permettre la conversion.

La PrP5¢ obtenue suite a une infection par les fibres de PrP mutante présente les caractéristiques
typiques d’un prion : résistance aux protéases, insolubilité et infectivité. La PrP™ accumulée
dans les cellules a des caractéristiques proches ou similaires a celles du prion spontané méme
si les taux obtenus sont la plupart du temps trés inférieurs. Le profil PrP™ correspond aussi a
deux polypeptides de 16kDa et 14kDa bien qu’une inversion du rapport quantitatif des bandes
ait été notée a certaines occasions. L’introduction de la délétion 190-HTVTTTT-196 dans la
PrP recombinante a donc bien permis la formation de fibres amyloides générées in vitro

capables de convertir la PrP cellulaire homologue en prion.

La partie N-terminale intrinséquement désordonnée bien que présente dans les fibres amyloides
de la PrP mutante reste sensible aux protéases et comme pour les prions ne semble pas
nécessaire pour l'infectivité. Ainsi des fibres amyloides d’une PrP double mutante (A25-
102 ;A190-196) c’est-a-dire dépourvue de sa partie N-terminale convertissent encore

efficacement la PrP mutante entiére et son fragment C-terminal C1.

Nous avons ensuite testé si le prion synthétique formé in vitro pouvait comme le prion ASPo™
produire la conversion du fragment C-terminal C1 de la PrP mutée. Pour ce faire nous avons
utilisé des cellules exprimant le segment C-terminal (113-234, A190-196) en absence de la PrP
de pleine longueur. L’exposition de ces cellules a des fibres de C1 recombinant homologue,
comme a celle des fibres de PrP mutante de pleine longueur, a permis la conversion du segment
Cl113 vers un état résistant aux protéases et infectieux pour des cellules naives, c’est-a-dire

comme pour une infection par le prion spontané, la formation d’un prion de type C1.
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Dans une troisi¢éme étape, une fois le caractere infectieux de ces fibres établi, nous nous sommes
intéressés a leur caractérisation structurale par RMN du solide, 1’étude d’un prion synthétique
présentant plus d’intérét pour une approche de la structure de molécules de type prion que celle

de fibres non infectieuses.

Nous avons d’abord analysé des fibres de PrP A190-196 de peine longueur. Les spectres
TOBSY obtenus qui correspondent aux parties flexibles, arborent des pics fins et bien résolus
alors les spectres DARR (parties rigides) présentent des pics relativement larges. La raison de
I’¢largissement des signaux RMN est probablement due a une hétérogénéité structurale
importante du cceur rigide des fibres au sein de I’échantillon. Les déplacements chimiques des
signaux des spectres DARR suggérent malgré cela une restructuration trés importante de la PrP
recombinante consistant en une conversion de sa structure riche en hélice alpha en une structure
ne montrant plus aucune trace d’hélice et qui semble enrichie en feuillets beta. Ce résultat est
en accord avec des études RMN précédentes et avec des données obtenues par diffraction des
rayons X et par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (Will et al., 2009 ; Muller et

al., 2014).

Par ailleurs la présence simultanée de signaux tryptophane dans le spectre DARR et de signaux
correspondant a un ou des résidus alanines et valines dans le spectre TOBSY souléve une
question. En effet les derniers tryptophanes de la séquence se situe en position 93 et 102. On
sait par plusieurs travaux mais aussi par 1’observation AFM et par une certaine résistance aux
protéases que le cceur amyloide de la fibre se situe dans la partie C-terminale et que la partie N-
terminale de la PrP reste flexible. La présence d’au moins un Trp dans le spectre rigide suggere
fortement que le cceur rigide des fibres peut remonter au moins jusqu’au dernier résidu Trp en
position 102, ce qui pourrait correspondre au fragment de 16kDa obtenu apres digestion des
fibres par la PK. Par contre des signaux Val et Ala sont visibles dans le spectre flexible alors
que ces résidus n’apparaissent pas avant la position 115 et 116, c’est-a-dire en aval de la
position 102. L’explication qui nous semble la plus probable est I’existence au sein de
I’échantillon d’au moins deux conformations différentes, une conformation longue avec une
partie riche en feuillet beta couvrant le résidu 102 et une conformation courte avec partie riche
en feuillet beta débutant dans ou en aval du palindrome 115-VAGAAAAGAV-124. Cette
hypothése est en accord avec des observations antérieures suggérant que dans un méme
¢chantillon, les fibres de PrP de souris peuvent exister sous deux conformations différentes se

distinguant par leur résistance ou leur sensibilité a la digestion par la PK de la région 97-140 ce
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qui produit a la fois un fragment de 16kDa et d’autres aux alentours de 10-12 kDa, comme c’est

le cas ici aussi (Bocharova et al., 2006).

Avec les données que nous avons obtenues et du fait de la superposition des signaux avec des
déplacements chimiques proches, nous n’avons pu réaliser qu’une attribution « type
spécifique » des signaux. L’ajout d’une troisi¢éme dimension aurait permis de résoudre cette
superposition et de faire un assignement des résidus avec leur position dans la séquence
protéique, mais nous n’avons pas pu obtenir de spectres de corrélation '’N-13C avec une bonne
résolution en azote 15. Une réduction de 1’hétérogénéité structurale au sein de 1’échantillon
devrait permettre d’obtenir des signaux RMN plus fins permettant un meilleur assignement. La
réduction de 1I’hétérogénéité structurale de nos fibres de PrP recombinante est donc devenue
I’un des objectifs de cette étude. Nous avons imaginé trois méthodes pour atteindre ce but. La
premicre consiste a sélectionner par amorcage et enrichissement la conformation la plus
favorable d’un point de vue cinétique, la deuxiéme a réduire la séquence de la PrP recombinante
a sa partie C-terminale correspondant au C1 et la troisiéme a sélectionner aprés maturation

(« annealing ») les structures les plus résistantes au traitement PK.

La premiere approche a consisté a mettre au point une procédure permettant de sélectionner
une structure de fibre se formant plus rapidement que les autres aprés amorcage de la réaction
avec des fibres déja formées. Ce type d’approche a déja donné des résultats pour la résolution
par RMN de fibres recombinantes d’ A (Wiilti et al., 2016). En modifiant I’agitation, un facteur
qui impacte la vitesse de formation, nous avons établi des conditions permettant de minimiser
la fibrillation spontanée de la PrPA190-196 au profit de celle initiée par 1’amorce, permettant
ainsi une sélection efficace des especes structurales « les plus rapides ». Dans le cadre de cette
thése nous n’avons pas été en mesure de préparer dans les temps une quantité¢ suffisante
d’échantillon homogénéisé par amorgage et marqué aux isotopes actifs en RMN pour une étude
par RMN du solide. Nous pensons cependant que cette approche est prometteuse et qu’elle
mériterait d’étre prise en considération dans les futures études structurales des fibres de PrP.

La deuxiéme approche a consisté a analyser les fibres produites uniquement avec la partie C-
terminale correspondant au fragment C1 (113-234) de la PrP A190-196. Ces fibres se
comportent elles aussi comme un prion synthétique en culture de cellule. Il ressort de cette
analyse que les spectres obtenus pour la partie rigide se superposent bien avec ceux des fibres
de pleine longueur, ce qui suggere que les deux structures sont relativement proches. Des

différences sont cependant observables. La réduction de la séquence de la PrP semble avoir
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provoqué une augmentation de I’hétérogénéité structurale des fibres. Il se pourrait que la partie
absente (23-112) restreigne dans une certaine mesure la diversité structurale des fibres, peut-
étre via des interactions au sein de la protéine et/ou a cause de ses propriétés biochimiques. I1
est également possible qu'une grande partie de la diversité structurale observée dans les fibres
de PrP pleine longueur soit en fait portée par la partie C-terminale. En définitive tenter de
restreindre 1’hétérogénéité des fibres de PrP en réduisant la séquence de la PrP ne semble pas

étre une approche prometteuse.

La troisieme approche a consisté a sélectionner les structures résistances a la PK. Une certaine
proportion des fibres de PrP présente une résistance a la PK, permettant d’établir un profil avec
trois bandes majeures 16-kDa, 12-kDa et 10kDa correspondant a environ 7% de la masse des
fibres A190-196. Un traitement au triton a 37°C augmente fortement cette proportion tout en
maintenant le profil, alors qu’un traitement a 70°C augmente trés fortement I’importance
relative de la bande de 16-kDa. Le mécanisme des effets du triton n’est toujours pas connu a ce
jour, mais parait correspondre a une rigidification accrue des structures. Nous avons utilisé le
traitement a 37°C suivi du traitement PK permettant d’obtenir en quantité suffisante les
structures les plus résistantes correspondaient a des partie C-terminale plus ou moins étendues.
Ces cceurs de fibres ont été analysés par RMN du solide. Cela a permis d’obtenir une
augmentation globale du rapport signal/bruit, des pics apparemment plus fins et mieux résolus
que précédemment ainsi que I’apparition d’un nombre important de signaux notamment des
signaux de carbones aromatiques (105-135 ppm) et des chaines latérales d’arginine qui donnent
pourtant un signal dipolaire plus faible du fait de leur flexibilité. Cependant ce gain de signal
n’a pas été suffisant pour permettre I’obtention de spectres de corrélation "N-!3C avec une
bonne résolution en azote 15 permettant une assignation des résidus. La encore semble persister
une certaine hétérogénéité structurale qui ne permet pas une analyse structurale poussée. Au
bout du compte il semble que seule la sélection d’une structure particuliere, peut-étre associée
a un traitement triton et une digestion PK pour isoler le cceur de la fibre, pourrait permettre de

résoudre la structure d’une fibre amyloide de PrP par RMN du solide.
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V. Conclusion générale

La premicre partie de ce travail a permis de générer un nouveau type de prion capable d’émerger
spontanément d’une culture cellulaire et de s’y propager via la conversion de la PrP mutante A
190-196 de pleine longueur ou de son fragment C-terminal C1. Nous avons ainsi démontré que
les 113 ou 115 résidus de l'extrémité C-terminale de la PrP sont suffisants pour constituer une
entité prion auto-réplicative et transmissible. Nos résultats suggérent également que la séquence
conservée HTVTTTT dans l'extrémité C-terminale de 1’hélice alpha 2 de la PrP est importante
pour la stabilité de la protéine prion. Ce travail a également fourni un mode¢le unique de culture
cellulaire permettant I’étude des facteurs cellulaires impliqués dans la formation spontanée des

prions.

La deuxiéme partie du travail a permis d’établir que I’introduction d’une délétion A190-196
dans une PrP recombinante permet la formation de fibres amyloides capables de convertir en
prion la protéine mutante homologue exprimée dans des cellules. La PrP5 obtenue aprés
conversion forme un prion non-conventionnel possede des caractéristiques proches de celles du
prion spontané ASP™, L’exposition des mémes cellules a des fibres amyloides de PrP ovine
sauvage ne permet pas la conversion et les fibres mutantes sont incapables de convertir la PrP¢
Wt soulignant ainsi la spécificité de la conversion. Par ailleurs, de méme que le prion ASPor les
fibres A190-196 de pleine longueur ainsi que celles générées avec seulement la partie C-
terminale de la PrP recombinante équivalente au fragment C1 permettent la conversion en prion
du C1 homologue exprimé dans les cellules.

La troisiéme partie s’est concentrée sur la caractérisation structurale des fibres amyloides de
PrPA190-196. Une premicre étude par RMN du solide de ces fibres infectieuses a permis
d’observer une restructuration trés importante de la partie C-terminale de la protéine qui
consiste en sa conversion d’une structure riche en hélice alpha a une structure ne montrant
aucune trace d’hélice et qui est enrichie en feuillets beta. Cette étude a aussi mis en évidence
une importante hétérogénéité structurale au sein des fibres amyloides de PrP ainsi qu’une
possible diversité concernant la taille de leur partie riche en feuillet béta. Une deuxi¢me étude
de ces fibres par RMN aprés maturation et traitement a la PK a permis de réduire 1’hétérogénéité
structurale de ces fibres en sélectionnant uniquement les structures résistantes, cette
homogénéisation se traduit par une amélioration du rapport signal/bruit en RMN et I’obtention

de signaux plus fins et mieux résolus, avec des signaux qui se superposent bien avec ceux des
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fibres non traitées. La résolution de ces structures s’est heurtée a un probléme d’hétérogénéité
des fibres amyloide qui n’est pas sans rappeler la capacité de cette protéine a produire de

multiples souches de prion.
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VI. Perspectives générales de la thése

Elles sont nombreuses et les trois principales (1-3) requierent des moyens humains et financiers

importants.

1- Construire des souris transgéniques pour la PrPA190-196 et/ou son fragment Cl1.

L’objectif principal est de déterminer la pathogénicité du prion ASP™, Nous avons montré que
ce prion ne se propage pas sur la PrP sauvage dans les cellules, et il en est de méme pour les
souris transgéniques ovines. Cela permettra de déterminer si la PrP mutante produit ou non un
prion spontané in vivo, a quel stade du développement, dans quels tissus, et avec une
pathogénicité semblable ou différente a celle des souches de prions plus classiques. Cela nous
permettrait aussi de tester in vivo ’infectivité des fibres amyloides mutantes et particulierement

des cceurs PK résistants de ces fibres.

2- Poursuivre ’approche d’homogénéisation des fibres amyloides pour ’analyse par RMN du

solide et/ou envisager une approche par Cryo-EM.

Afin d’obtenir de meilleurs résultats par RMN du solide il serait aussi intéressant de poursuivre
notre approche d’homogénéisation des fibres de PrPA190-196. Tenter une sélection cinétique
par amorcage successif avec une agitation douce qui permet de favoriser une fibrillation initiée
par I’amorce a une fibrillation spontanée nous parait étre une approche prometteuse. Il serait
aussi intéressant d’utiliser le prion spontané (PrP%°) ou des fibres PK™ comme amorce afin
d’étudier un possible impact sur 1’infectivité ou la PK résistance des fibres et éventuellement
une sélection de structure. Finalement, coupler les deux approches d’homogénéisation en
effectuant une sélection par amorgage suivie par une maturation par triton et une digestion par
la PK permettrait potentiellement une sélection plus efficace. La Cryo-EM permet aussi dans
une certaine mesure de sélectionner au niveau de 1’analyse les structures similaires dans un
¢chantillon non homogene et pourrait donc étre efficace pour 1’étude des différentes structures

possibles que peuvent adopter les fibres amyloides d’une méme PrP.
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3- Utiliser le modéle cellulaire pour identifier des facteurs partenaires ou inhibiteurs de la

conversion spontanée.

Les processus et facteurs cellulaires impliqués dans I’émergence des prions restent inconnus.
En comparant le transcriptome de clones permissifs ou non pour la formation spontanée du
prion ASPo" nous pourrions en identifier certains. Etant donné la variabilité chromosomique
importante des lignées établies, il faudrait comparer une dizaine de clones permissifs (que nous
avons déja isolés) avec le méme nombre de clones non permissifs. Nous ne disposons pas assez
de ces derniers qui sont rares et il faudra donc en isoler d’autres, voire idéalement repartir d’un
clone RK13 unique pour isoler des sous clones positifs ou négatifs. Le séquencage des ARN
ou ['utilisation de puces a ADN pourrait permettre d’identifier des protéines candidates dont
I’implication devra ensuite étre vérifiée par délétion ou surexpression. Cette approche pourrait
ouvrir de nouvelles voies de recherche inexplorées sur les prions de mammiferes, notamment
dans la mesure ou toute une série de processus ou facteurs anti-prion ont été mis en évidence

dans la levure (Wickner Int. J. Mol. Sci. 2020).

4- Tester Ueffet de la délétion HTVTTTT dans les PrP de différentes espéces.

La construction de plasmides nécessaires a I’expression de PrP mutante de différentes especes
de mammiferes avec la délétion concernée est en cours. Nous pourrions exprimer ces PrP
mutantes dans les cellules RK13 ou dans d’autres types cellulaires comme la lignée neuronale
de souris CADS délétées de leur PrP endogéne qui ont été produites récemment et pourraient

étre particulierement intéressantes (Walia Sci Rep 2019).

5-Identifier d’autres mutations permettant la formation spontanée de prions en cellule.

Le but serait de trouver une mutation plus compatible avec une conversion de la PrP sauvage
par infection. Nous avons fait des microdélétions dans la région 190-196 sans obtenir de prion
spontané, mais nous souhaitons tester un certain nombre de mutations ponctuelles comme par
exemple HI90R qui mimerait la mutation humaine H187R (GSS) et étendre ce type

d’exploration a I’ensemble de la séquence de la PrP.
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6-Mesurer infectivité des cceurs résistants a la PK des fibres A190-196

Les fibres amyloides de PrP présentent une certaine résistance a la PK. Ainsi en digérant avec
des quantités modérées de PK les fibres préalablement a 1’infection nous pourrions vérifier si
le pouvoir infectieux des fibres est bien porté par la partie PK résistante. Eventuellement en
utilisant des concentrations croissantes de PK il serait peut-étre possible de déterminer la région
minimale nécessaire a une infection dans notre systéme, éventuellement avant et apres

« annealing ».

7- Etudier plus en détail la maturation des fibres de PrP recombinantes

Une derniére perspective intéressante consisterait a étudier plus en détail le mécanisme de
maturation au Triton X100 qui a permis d’augmenter la résistance a la PK des fibres de PrP. Ce
phénoméne semble se produire en présence d’homogénat de cerveau ou de lysats de cellules
méme en absence de Triton. Etant donné que les polyanions semblent atténuer la maturation
(Bocharova et al., 2006) nous avons suspecté un possible effet des lipides qui semblent
d’ailleurs capables de déstabiliser les fibres de PrP (Klein et al., 1998). Nous avons effectué¢
des premicres expériences de maturation en présence de POPG un lipide qui interagit avec la
PrP recombinante (Wang et al., 2007) et le GM1 qui semble interagir avec la PrP¢ dans les
cellules de neuroblastome (Mattei et al., 2002) et qui a servi de cofacteur pour la formation in
vitro d’un prion synthétique a partir de PrP recombinante (Kim et al., 2018). Les résultats
suggerent que ces lipides permettent une augmentation de la PK résistance ressemblant a celle
observée avec le triton. Etant donné que la PrPC€ est naturellement exposée aux lipides et que
ces derniers sont souvent présents (homogénats de cerveau ou lysats cellulaires) ou méme
ajoutés aux techniques d’amplification in vitro telles que la PMCA, nous nous questionnons sur

un rdle potentiel des lipides dans 1’acquisition de la résistance a la PK des prions.
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forme prion, la PrP devient insoluble, résistante aux
protéases et forme des agrégats riches en feuillet
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normale en un élément du prion par simple contact,
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Nous montrons qu’une délétion raccourcissant
'hélice H2 de la PrP ovine réduit la stabilité de la
protéine et induit sa conversion spontanée en un
nouveau type de prion dans un modéle de culture
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Abstract : Prions result from conformational change
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transmissible  neurodegenerative diseases in
humans and animals. The modified form of PrP is
insoluble, resistant to proteases and forms beta-
sheet-rich aggregates. Prions convert the normal
cellular PrP into a prion component by simple contact
and thus expend in the brain.

We showed that a deletion shortening the H2 helix of
ovine PrP reduces protein stability and induced its
spontaneous conversion into a new type of prionin a
cell culture model. This new prion produced
transconformation of the mutant PrP and its C1
fragment.

C1 is a shortened form of PrP, N-terminally
truncated by metalloproteases, but present with
full-length PrP at the cell surface. The C1 fragment
is not converted by classical prion strains and was
considered too short to form a prion. Instead, we
showed that the C1 of the mutant PrP can adopt a
self-replicating, protease-resistant and infectious
prion structure. Furthermore, amyloid fibrils
produced in vitro with a recombinant PrP harboring
the deletion behaved as synthetic prions, inducing
the conversion of the homologous cellular PrP and
its C1 fragment into prion.

Solid state NMR analysis of fibrils showed a
conformational change to a beta-sheet enriched
form in the C-terminal region.
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