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Introduction

Résumé

Le passage de la forme non pathogene de la protéine prion normalement pré-
sente chez I'individu sain (PrP°¢) vers la forme pathogéne (PrP*) se traduit par
une augmentation de la proportion de feuillet béta dans la protéine, favorisant
son agrégation, la formation de fibrilles et la résistance a la protéinase K. La
structure tridimensionnelle de PrP° déterminée pour quatre especes, est
extrémement conservée. Elle comporte un segment désordonné et tres flexible
a l'extrémité N-terminale et une partie globulaire, constituée de deux brins
béta (S1, S2) et de trois hélices alpha (H1 a H3) associés par des boucles (L1
a L5). Le fragment de la protéine correspondant a I’hélice H1 se structure en
hélice de facon autonome. En revanche, le peptide comportant la région H1-L3-
S2 (PrPH1-L3-S2) montre, comme la protéine, une capacité a adopter diffé-
rentes conformations. Ces résultats contribuent a proposer I’hélice H1 comme
I'un des motifs structuraux de la protéine capables d’initier la transconforma-
tion, c'est-a-dire la transformation de la protéine prion normale en protéine
prion pathogeéne. Le role clé de 1'hélice H1 dans la transconformation a été
étayé par une série d'études physicochimiques, détaillées dans l'article, réali-
sées a l'aide d'une série de peptides de tailles variées (9 a 33 résidus, séquen-
ce ovine) ciblés sur la région [133-165] qui comporte la succession des motifs
structuraux L2-H1-L3-S2. Les principaux résultats de cette étude montrent la
grande stabilité de I’hélice H1, en particulier en présence de la boucle L2 ou
des deux boucles L2 et L3. L’'absence de la boucle L2 et la présence du brin béta
S2 sont en revanche des facteurs de déstabilisation de 1'hélice H1. La boucle
L2 pourrait d'ailleurs jouer un role tout particulier comme le suggeére 1'obser-
vation d'une interaction entre cette boucle et la protéine PrP¢. Une telle inter-
action pourrait étre mise en jeu dans les mécanismes intervenant dans
l'interaction protéine prion saine/protéine prion pathogéene impliquée dans la
propagation de la maladie. Ces résultats, qui devront étre confirmés et déve-
loppés, conduisent a proposer la boucle L2 et le feuillet S2 comme deux
régions assurant la « régulation » de la stabilité de I’hélice H1, qui apparait
comme une région clef dans les processus de conversion pathogene.

Laccumulation dans le cerveau d'une pro-
téine cellulaire (PrP°) qui subirait une conver-
sion vers une conformation pathogene (PrP*)
serait a l'origine des Encéphalopathies
Spongiformes Transmissibles (EST). Selon
I'hypothése « protein-only » de S. Prusiner
(Prusiner 1982), la forme PrP* serait elle-
méme 'agent infectieux, catalysant la trans-
conformation de la protéine normale de I'h6te
en protéine anormale et pathogene. PrP* est
caractérisée par une proportion plus impor-
tante de feuillet B, une tendance accrue a
l'agrégation et une forte résistance aux pro-
téases. Plusieurs mécanismes sont proposés
pour cette transconformation, qui tous sup-
posent le passage par une forme partielle-
ment dépliée (revue : Zahn 1999, Kelly 2000).

Dans ce contexte, la structure tridimension-
nelle de la protéine prion revét une importan-
ce majeure. La forme non pathogene, PrP°
montre chez quatre especes (souris, hamster,
bovin et homme) une organisation commune
en deux domaines, 1'un N-terminal, flexible,
non structuré, renfermant des régions de
séquences répétitives, les « octarepeats », et
l'autre globulaire, C-terminal [125-228]
(numérotation de la protéine humaine) (Zahn
1999, Liu et al 1999, Garcia et al 2000, Zahn et
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al 2000, Wille et al 2002). Ce dernier renferme
trois régions en hélice, H1 : [144-154], H2 :
[173-194], H3 : [200-228] et deux courts brins
en structure étendue associés en un feuillet 3
antiparallele, S1 : [128-131] et S2 : [161-164].
Des boucles, L1, L2, L3, L4 et L5 relient ces
différentes régions. La structure tridimen-
sionnelle de la forme pathogéne n’a jamais
été déterminée.

Le peptide correspondant a I'hélice H1 se
structure en hélice de facon autonome (Liu et
al 1999). En revanche, le peptide comportant
la région H1-L3-S2 (PrP™#%%) montre, comme
la protéine, une capacité a adopter différentes
conformations (Kozin et al 2001, Bertho et al
2001). Ces résultats contribuent a proposer
I'hélice H1 comme I'un des motifs structuraux
de PrP° capables d’initier la transconforma-
tion, c'est-a-dire la transformation de la pro-
téine prion normale en protéine prion
pathogene.

Notre objectif a consisté, par une approche
essentiellement physicochimique, a identifier

Figure 1. Séquences des peptides congus pour
I'étude et qui dérivent de la région [131-167]
(numérotation humaine) et renferment les élé-
ments de structure L2-H1-L3-S2 de la protéine
prion ovine ou de la protéine prion de poulet (les
acides aminés de la séquence sont présentés
selon le code a une lettre). La nomenclature utili-
sée (exemple PrPsh-21 L2-H1 (135-155)) indique
successivement l'origine de la séquence, ovine
(PrP*"= PrP) ou de poulet (PrP*= PrpPr) Je
nombre de résidus du peptide, les hélices ou
feuillets de la protéine correspondant a ces
régions et les positions séquentielles pour la pro-
téine entiere, en numérotation humaine.

PrPsh-21L2-H1(135155)
SRPLIHFGNDWYYEDRYYRENM2Y

L2 H1

PrPsh-27AcL2-H*13(134160) / PrPsh-26AcL2-H*1L3 (135 160)
AcMSRPLIHFGND™YEDRYYRENM2YRYPNQNH,
AcSRPLIHFGNDWYEDRYYRENM2YRYPNQNH,

L2 H1 L3

PrPsh-26 H+L3-S2(142166)
GNDYEDRYYRYENMYRYPNQV2YYRPVC
H1 L3 S2__

PrPsh-32AcL2-H113-52(135167)

AcSRPLIHFGNDWYEDRYYRENMXYRYPNQVYY ROP VNH,

L2 H1 L3 S2__

PrPsh-13L3-S2(155-166)
CYRYPNQVYY®RPV

L3 S2__

PrPck —27Acl2-H1-L3 (134-160)
AcSGMNYHFDSPODEYRWWSENS2ARY P NR VNH,
L2 H1 L3
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les régions de la protéine prion impliquées
dans la conversion pathogene pour en éluci-
der certains des mécanismes moléculaires et
a utiliser les régions clés identifiées pour iso-
ler des partenaires cellulaires de la protéine,
agonistes ou antagonistes.

Résultats

1/ Séquences et nomenclature
peptides d’intérét

Les séquences des peptides faisant I'objet
de I'étude ont été sélectionnées dans la région
[131-167] (numérotation humaine) renfer-
mant la région L2-H1-L3-S2 de la protéine
prion ovine (PrPs= PrP="*») (figure 1) afin de
renfermer les différentes régions structurées
nécessaires. La nomenclature utilisée
« PrP"-21'"*"(135-155) » indique successive-
ment le nombre de résidus du peptide (ici 21),
les régions de la protéine correspondant a la
séquence (ici L2 et H1) et les positions
séquentielles pour la protéine en numérota-
tion humaine (ici région [135-155]). Le pepti-
de PrP*-27"2H13(135.160), dont la séquence
dérive de celle de la protéine prion de poulet
(PrP* = PrP®<) a été synthétisé pour com-
parer sa structure a celle de Prp=-271is
(135-160), dans la mesure ou cette espece ne
développe pas de maladie a prion. Son étude
structurale n’a pas encore débuté.

Une premiere série de peptides dont les
extrémités étaient libres a tout d’abord été
synthétisée. A I'exception de PrP*-21""(135-
155), ils se sont tous révélés impropres aux
études physicochimiques en raison de leur
insolubilité. Une deuxieme série, dont les
résidus N- et C-terminaux ont été respective-
ment acétylés et amidés, a alors été synthéti-
sée. Leur solubilité dans les tampons ou les
mélanges en  proportions  variables
MeOH/H:O ou TFE/H:O s'en est trouvée
considérablement améliorée, autorisant les
études structurales. Seules les séquences des
peptides ayant donné les résultats décrits
figurent ci-dessous, a l'exception de PrP*-
27"1-13(135.160). Les modalités pratiques de la
synthese peptidique sont présentées en enca-
dré 1.

2 / Etudes structurales par Dichroisme
Circulaire (DC), Résonance
Magnétique Nucléaire (RMN) et
modeélisation moléculaire

En milieu tamponné entre pH 7,5 et 2,5,
PrpP"-21"*"(135-155),  PrP"-26"*"'3(135-160),
Prpst-27%1113(134-160) et PrPsh-3212H1-13-52135.
167) sont essentiellement en structure aléatoi-
re, le taux d’hélice pouvant étre estimé au
maximum a 10 %. En présence de 20 a 80 % de
trifluoroéthanol ou de méthanol, deux sol-
vants organiques structurants, le taux d’héli-
cité peut étre estimé a environ 30 % pour
PrPs-21%"(135-155), PrP"26"2"1%(135-160) et
PrP=-27"21113(134.160). Celui de Prp="-32rzHi1ssz
(135-167) apparait inférieur. Pour tous les pep-
tides, I'observation d’'un point isodichroique a
206 nm reflete une transition entre la popula-
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Encadré 1. Synthése peptidique.

La synthese peptidique a été réalisée sur support
solide. La résine utilisée varie selon la nature de la
fonction C-terminale du peptide d’intérét : résine
Wang de type p-hydroxymethylphenoxymethyl pour
les peptides non amidés, résine Rink Amide pour les
peptides a fonction C-terminale amidée. Les acides
aminés utilisés sont protégés respectivement au
niveau de la fonction N-terminale et des chaines laté-
rales par le groupement Fmoc (fluorénylmethoxy-
carbonyl) et par les groupements tBu (t-Butyl),
Trt (Trityl), Pmc (2,2,5,7,8-pentamethyl-chromane-6-
sulfonyl). L'étape de couplage est réalisée par
activation avec le mélange HOBt /HBTU
(N-hydroxybenzotriazole / 2- (1H-benzotriazol-1-yl)-
1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate).
Une réaction supplémentaire d’acétylation est effec-
tuée en fin de synthése pour I'obtention des peptides
présentant une fonction N-terminale acétylée. En fin
de synthese, le peptide est clivé et déprotégé de
maniére concomittante par l'acide trifluoracétique
additionné de scavengers (phénol, éthanedithiol,

thioanisol). Apres filtration, les peptides sont préci-
pités par ajout d’éther diéthylique froid. Les précipi-
tés sont séchés puis purifiés par plusieurs étapes
d'HPLC en phase inverse. Lhomogénéité des pep-
tides a été controlée par HPLC et spectrométrie de
masse (MALDI-TOF Voyager DE-Pro, et Q-STAR-
PULSAR.1, Applied Biosystems-Applera) ; leur pure-
té est estimée a 98 %.

De fortes difficultés ont été rencontrées pour 1'ob-
tention de peptides renfermant un résidu proline ou
arginine C-terminal en raison respectivement de la
rigidité de structure de I'acide aminé cyclique Pro et
de 'encombrement stérique de la chaine latérale de
I’arginine ; ceci nous a conduits dans ces cas a aug-
menter de 1 a 2 résidus la longueur des peptides ini-
tialement congus. Le peptide PrP*-27'*"13(135-160)
correspondant a une région de la protéine prion de
poulet a été obtenu avec de tres mauvais rendements
en raison de la présence de deux résidus tryptopha-
ne sensibles a I'oxydation.

tion d’hélice et une forme en structure aléa-
toire. La méthionine N-terminale de PrP-
27"11130134.160) n’apporte ni stabilisation ni
modification conformationnelle particuliere.

Les conformations de ces quatre peptides
ont été analysées par RMN. Les parametres
conformationnels (constantes de couplage
sJNHCoH, chemical shift deviations (CSD),
coefficients de température des protons
amide (AS/AT) et effets nucléaires
Overhauser (NOEs) ont été collectés, puis
analysés en termes de structures protéiques
caractéristiques (hélices, feuillets, tours J,
structure aléatoire). Pour deux cas, Prp=-21"
(135-155) a pH 2,5 dans 'eau et PrpP=+27">113(134-
160) dans un mélange méthanol deutérié/eau a
50 % (CD3OH/H0 50 : 50), les structures tri-
dimensionnelles ont été calculées a partir des
distances et des angles diedres déduits des

données RMN (NOEs, constantes de coupla-
ge). A titre d'exemple, les résultats sont pré-
sentés figure 2 pour PrP"-21"*"(135-155).

PrP"-21""(135-155) est structuré dans 1'eau,
méme dans des conditions extrémes (51°C,
pH 2,3). 1l s'organise en une série de tours
béta, assimilable a une hélice irréguliere de
type 310, dans la région [11-19] attendue pour
I'hélice H1. La région N-terminale peut adop-
ter plusieurs orientations par rapport a 1'héli-
ce HI. Elle forme une structure plus
irréguliere mais comporte aussi des tours
béta. L'orientation des chaines latérales fait
apparaitre des secteurs de polarité ou de
charges différentes autour de 1'hélice : les
résidus porteurs de charges positives, R14,
R17 sont sur la méme face, les résidus acides
D10, E12 et D13 forment un cluster sur un
autre secteur et les résidus aromatiques Y11,

Figure 2. Structure tridimensionnelle hélicoidale de PrP*'-21-*"'(135-155) a 50°C, pH 2,5 dans l'eau : A)
superposition des 20 meilleures structures sélectionnées sur la région 11-19, B) superposition des 20
meilleures structures sélectionnées sur la région 2-8 ; C) structure tridimensionnelle de PrP"-21""(135-
155) montrant l'orientation des chaines latérales : les résidus chargés positivement apparaissent en gris

clair et les résidus aromatiques en gris fonce.

e
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Y15, Y16 sont également localisés sur une
autre face. Une telle situation est proche de
celle observée sur la structure de la protéine
entiere (code PDB : 1QLX), en particulier
pour les résidus basiques. Le peptide de 27
acides aminés, PrPs-27"H113(134.160) présente
une structure également tres stable, incluant
une hélice dans la région de 1'hélice H1. Il
comporte une proportion variable d’hélice
selon le milieu. En présence de méthanol/eau
8/2, sa structure tridimensionnelle apparait
similaire a celle de ces mémes régions dans
PrP¢, et en particulier en ce qui concerne I'hé-
lice H1, le repliement de la boucle L2 et
l'orientation des chaines latérales. Lensemble
des résultats montre que I'hélice H1 est stabi-
lisée en présence des boucles L2 et L3,
suggérant 1'existence d'interactions intramo-
léculaires spécifiques entre ces régions de la
protéine.

3/ Etude des interactions exercées par
les différentes régions sélectionnées,
entre elles et avec PrP°

Les interactions engagées par les diffé-
rentes régions ciblées par notre étude avec
les autres régions de la protéine prion recom-
binante PrP° ont été examinées par résonan-
ce plasmonique de surface, a l'aide d'un
BIAcore 3000. Cette technique permet en
effet 1'observation en temps réel d'interac-
tions spécifiques de type protéine/ligand, pro-
téine/peptide ou méme peptide/peptide, si
I'on utilise la derniére génération d'instru-
ments comme le BIAcore 3000. Une interac-
tion impliquant L2 a été détectée. Deux séries
d'expériences ont été réalisées en greffant

respectivement les peptides S2 et L2 sur la
matrice du Biacore, le premier par biotinyla-
tion a l'aide du peptide Biot-GSGS-MSR-
PLIHFG (don de H. Rezaei et J. Grosclaude)
et le second par thiol-ligation a l'aide de la
cystéine N-terminale portée par Prps-'3t3
$2(155-166). La capacité d'interaction de S2 ou
L2 avec des peptides correspondant aux dif-
férentes régions isolées du domaine globulai-
re de PrP¢, ou avec la protéine entiere PrP¢et
la protéine tronquée PrP® (sans la région
flexible N-terminale) ont été successivement
examinées a pH 7,3 (figure 3A).

Une augmentation significative de signal,
indicatrice d'une interaction, a été observée
entre L2 et PrP¢. Elle n'est pas retrouvée avec
la protéine tronquée PrP. Des anticorps spé-
cifiques de différentes régions de PrP° ont été
ajoutés pour préciser la spécificité de l'inter-
action observée entre L2 et PrP° (figure 3B).
Les anticorps spécifiques de la région des
octarepeats du domaine N-terminal flexible
ne procurent pas d'augmentation supplémen-
taire du signal, suggérant soit que cette région
est directement impliquée dans l'interaction,
soit que l'interaction L2/PrP° perturbe I'ap-
proche de l'anticorps dans la région des octa-
repeats. Cette étude sera développée par
microcalorimétrie de titration isotherme
(ITC).

4 / Capture des partenaires cellulaires
de PrP°¢ a l'aide des régions
sélectionnées

La stratégie choisie pour la capture de par-
tenaires cellulaires de la protéine prion

Figure 3. Etude par résonance plasmonique de surface (Biacore 3000) des interactions moléculaires
impliquant les régions S2 et L2 : A) interaction des régions H1, L2-H1, L2-H1-L3, L3-52, L2-H1-L3-52,
de PrP° et PrP° avec les régions S2 et L2 (Hepes 10 mM, pH 7,3, NaCl 0-0.15 M) ; l'intensité du signal
de résonance (RU) dont 'augmentation caractérise l'interaction observée est portée en fonction du temps
(min) ; B) ajout de différents anticorps aprés interaction L2/PrP° : les anticorps dirigés contre la région

des octarepeats sont repérés par un cercle.
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consiste a utiliser comme ligands des pep-
tides présentant les régions de PrP° (S2 et L2)
pour lesquelles nous avons émis I’hypothese
qu’elles pouvaient intervenir dans la trans-
conformation. Ces peptides sont greffés de
facon covalente sur des billes magnétiques
portant des chaine alkylamine, puis les billes
greffées sont mises au contact d’extraits cel-
lulaires. Des extraits de cellules ROV9 expri-
mant ou non PrP°® par induction a la
doxicycline ont été préparés. PrP"-13"%(155-
166) a été greffé sur les billes. Différentes
expériences ont été réalisées pour optimiser
i) le greffage des billes et la détection des pep-
tides greffés, ii) la température et la durée de
mise en présence des billes avec les extraits,
iii) les conditions de détection des parte-
naires capturés par électrophorése mono- et
bidimensionnelle. Les premiers résultats
révelent une protéine de 20-25 kDa capturée
dans les extraits exprimant PrP° et absente
des controles.

Conclusions

Dans le cadre de l'identification de régions
importantes pour la conversion pathogeéne de
la protéine prion PrP¢, nous avons focalisé

notre intérét sur 1'hélice H1 de la protéine
prion et le role stabilisant ou déstabilisant des
régions qui lui sont proches dans la protéine.
Les principaux résultats de cette étude mon-
trent la grande stabilité de I'hélice H1, en par-
ticulier en présence de la boucle L2 ou des
deux boucles L2 et L3. Labsence de L2 et la
présence de S2 sont des facteurs de déstabili-
sation de cette hélice. La boucle L2 pourrait
jouer un role tout particulier comme le sug-
gerent les résultats de l'interaction L2/PrP°¢
qui pourrait impliquer la région N-terminale
flexible des octarepeats. Ces résultats, qui
devront étre confirmés et développés,
conduisent a proposer la boucle L2 et le
feuillet S2 comme deux régions assurant la
«régulation » de la stabilité de I'hélice H1, qui
apparait comme une région clef dans les pro-
cessus de transconformation pathogene.
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Abstract

A physicochemical approach to the struc-
ture of the PrPC prion protein:

Conformational plasticity of peptides of
the 121-170 (H1-S2) region of the ovine prion
protein

The conversion of the prion protein from the normal
non-pathogenic cellular form (PrP°), to the pathogenic

misfolded isoform (PrP*) involves an increase of the
amount of beta sheet in the protein structure, which
favours aggregation, formation of fibrils and resistan-
ce to proteinase K. The three-dimensional structure of
PrP, which has been determined for four species, is
extremely conserved. It contains a flexible segment at
the N-terminus and a globular part composed of two
beta-strands (S1, S2) and three alpha-helices (H1 to
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H3) associated by loops (L1 to L5). The protein frag-
ment corresponding to helix H1 is an autonomous
region that can adopt a helical structure by itself. By
contrast, the peptide that contains region H1-L3-S2
(PrPH1-L3-S2) adopts different conformations, as also
shown for the protein. These results allow proposing
helix H1 as one of the structural motifs of the prion
protein able to initiate the transconformation, i.e. the
conversion of the benign prion protein into its patho-
genic isoform. The key role played by helix H1 in the
transconformation was analysed in a physicochemical
study using a series of peptides of different sequences
and lengths (9 to 33 residues, sheep sequence) desi-
gned in the [133-165] region that contains the structu-
ral motifs L2-H1-L3-S2. The main results, which are

described here, show the great stability of helix H1,
particularly in the presence of either loop L2 or loops
L2 and L3. The absence of loop L2 associated to the
presence of beta-strand S2 decreases the stability of
helix H1. It is possible that loop L2 could play a special
role, as suggested by the fact that this loop can inter-
act with PrP°. Such an interaction could contribute to
the mechanisms that are involved in the interaction
benign prion protein / pathogenic prion protein, which
is implicated in the propagation of the disease. These
results, which should be confirmed and developped,
lead to propose loop L2 and strand S2 as two regions
that could assume a "regulation" of the stability of
helix H1, which appears as a key region in the patho-
genic conversion process.





