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1/ Un tableau génétique
providentiel pour les
approches structurales

Chez les ovins des mutations du gene
codant pour la protéine cellulaire prion (PrP®)
créent un polymorphisme biochimique confé-
rant des phénotypes contrastés soit de résis-
tance soit de sensibilité a la tremblante, dans
le contexte des souches rencontrées dans la

Résumé

Le polymorphisme génétique de la protéine prion ovine associé a des degrés
divers de résistance ou de sensibilité a la tremblante ouvre une voie féconde
pour comprendre le lien entre les propriétés structurales de la protéine et le
mécanisme du développement de la pathologie. Les travaux menés par les
équipes de I'INRA, en collaboration avec d’autres équipes nationales, ont
apporté des renseignements inattendus sur la stabilité et la convertibilité des
variants naturellement rencontrés dans les troupeaux européens. Les méca-
nismes, au niveau atomique, sous-tendant ces caractéristiques ont pu étre
explicités par la détermination cristallographique de la structure tri-dimen-
sionnelle de la protéine ovine, apportant en méme temps une premiéere infor-
mation expérimentale sur la structure de la protéine pathologique. Des
formes intermédiaires de repliement, sous forme d’oligomeéres solubles, ont
pu étre isolées in vitro, et se sont révélées neurotoxiques, ouvrant de nou-
velles pistes de recherche vers les déterminants respectifs de la mort neuro-
nale et de la réplication du prion.

Lien entre type
génétique et
résistance des
ovins a la
Tremblante :

une approche
structurale et
physico-chimique

plupart des pays européens. Ainsi sont haute-
ment sensibles des moutons portant en posi-
tions 136, 154 et 171 (selon la numérotation
des acides aminés sur la séquence de la pro-
téine PrP ovine) respectivement une valine
(V), une arginine (R) et une glutamine (Q). A
I'inverse, sont réputés résistants des moutons
portant aux mémes positions une alanine (A),
une arginine (R) et une arginine (R) (figure 1).
C’est une preuve de 'importance de la protéi-
ne PrP elle-méme dans le développement de
la pathologie, quelle que soit la nature de
I'agent infectieux.

Un signe caractéristique des maladies a
prions est I'apparition d’'une forme modifiée
de cette protéine, appelée PrP*, qui differe de
la forme normale par des propriétés structu-
rales et physico-chimiques. Le processus de la
conversion PrP>PrP* est un probleme de
repliement de la protéine sous l'effet de per-
turbations dans I'environnement cellulaire et
extra-cellulaire induites par le processus
infectieux. On peut donc penser que le méca-
nisme méme de la résistance ou de la sensibi-
lité des animaux a la tremblante repose en
grande part sur les propriétés structurales
intrinseques des variants de la protéine et leur
propension a perdre leur structure normale.
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Figure 1. Les sites majeurs de polymorphisme de
la protéine PrP ovine

La moitié N-terminale de la protéine (a gauche)
est peu structurée, flexible, et porte un motif répé-
té qui fixe des ions métalliques comme le cuivre.
La moitieé C-terminale (a droite) porte les trois
sites de mutation principaux comptables du poly-
morphisme génétique des races de mouton ; c’est
cette partie qui subit les modifications conforma-
tionnelles lors de la conversion de la forme nor-
male en forme pathologique.
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Parmi les différentes approches utilisées a
I'INRA dans le but d’élucider les mécanismes
biologiques, cellulaires et moléculaires
régissant les phénomenes de sensibilité et de
résistance, I'approche structurale et physico-
chimique visant a comparer la dynamique
conformationnelle des différents variants est
donc particulierement appropriée. Elle s’ins-
crit dans les approches communes a I'étude
de plusieurs maladies liées au mauvais replie-
ment d'une protéine conduisant a la forma-
tion de dépots fibrillaires, ou « amyloidoses »,
comme la maladie d’Alzheimer. C’est donc un
domaine largement exploré par les structura-
listes en quéte de voie thérapeutique, ou
I'existence des variants de sensibilité et résis-
tance a la tremblante est un atout majeur.

2 / Des outils biochimiques
et biophysiques
opportunément réunis

Pour disposer des quantités de protéine
nécessaires aux approches de la Biologie
Structurale nous avons fait le choix de tra-
vailler avec une protéine PrP simplifiée,
facile a produire dans des bactéries recombi-
nantes : elle est réduite a son seul squelette
peptidique (c’est-a-dire ce qui est directement
codé par le gene de structure), sans le motif
glyco-lipidique qui I'ancre a la paroi cellulaire
par son extrémité C-terminale et sans les
deux chaines glucidiques de compositions
variables qui lui donnent son hétérogénéité. Il
est reconnu que ces motifs ont une importan-
ce dans le transport de la protéine a l'inté-
rieur de la cellule mais que le repliement de la
molécule n’est influencé que par le comporte-
ment de la chaine peptidique.

Ce mode d’expression permet non seule-
ment de reproduire tous les variants rencon-
trés naturellement, mais aussi de produire
des mutants artificiels permettant de décom-
poser des étapes de la conversion. Le proto-
cole de purification (Rezaei et al 2000)
garantit I'intégrité de la chaine, alors que la
plupart des structuralistes ont travaillé sur la
seule partie C-terminale, amputée de la moitié
N-terminale par des dégradations en cours de
production.
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Pour mettre en ceuvre les techniques d’ana-
lyse structurale, de gros appareillages sont
nécessaires, le plus souvent implantés dans
des laboratoires de Biophysique peu habitués
aux contraintes de confinement propres a la
protéine prion. LINRA a pu réunir dans un
laboratoire de niveau L2 (Virologie et
Immunologie Moléculaires, Jouy-en-Josas) et
au Laboratoire d’Etudes des Interactions des
Molécules Alimentaires (LEIMA - Nantes) la
plupart des appareils nécessaires ou
convaincre, avec l'appui de Dominique
Dormont, les partenaires d’accepter de mani-
puler la protéine recombinante (Laboratoire
pour I'Utilisation du Rayonnement Electro-
magnétique, CNRS, Orsay et European
Synchrotron Radiation Facility, Grenoble).

3 / Le paradoxe de la
stabilité et de la
convertibilité des
variants ovins

Dés les premieres expériences compara-
tives des formes normales de la protéine
(Rezaei et al 2000), le variant VRQ, lié a la
plus grande sensibilité, apparut plus stable,
plus compact, plus résistant a la protéolyse
que le variant ARR, lié a la résistance. Or S.
Prusiner avait prédit que la sensibilité devait
étre associée au variant le moins stable, le
plus malléable, le plus facilement converti
dans la forme pathologique.

La contradiction fut levée par 1'étude des
intermédiaires de repliement de chacun des
variants : sous l'effet d'un traitement ther-
mique approprié, qui fournit 1'énergie néces-
saire au dépliement de la protéine, VRQ
évolue irréversiblement vers une forme dite
« intermédiaire de repliement », mimant la
protéine pathologique (de structure riche en
feuillets béta, oligomérique, résistante aux
protéases) alors qu'ARR évolue de maniere
réversible vers un état désordonné, sans
feuillets béta. Cet intermédiaire de déplie-
ment est amyloidogéne, c'est-a-dire qu’il
conduit a la formation de fibrilles amyloides
(Rezaei et al 2002).

Létude cinétique de ce processus de
conversion a permis de montrer que la vites-
se de conversion est plus importante pour les
variants associés au phénotype sensible (VRQ
ou ARQ) que pour le variant associé a la résis-
tance (ARR). En transposant ces résultats
dans le contexte cellulaire on peut considérer
que les variants « sensibles » conjuguent a
I’état natif une plus grande résistance a l'ac-
tion des protéases de nettoyage, donc un plus
grand temps de résidence propice a des inter-
actions avec des molécules pathogenes, et si
I'environnement crée des conditions propices
au dépliement, une propension plus grande a
se transformer en intermédiaire amyloidoge-
ne. Il faut souligner néanmoins que le variant
ARR se transforme lui aussi en une forme
amyloidogene, et que si des facteurs de stabi-
lisation particuliers sont réunis, alors ARR
aboutit aussi a l'accumulation de protéine
pathologique, ce qui peut expliquer I'appari-
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tion d’animaux malades bien qu’homozygotes
ARR.

Lapproche structurale nous permet donc
de proposer une base cinétique du degré de
résistance ou de sensibilité a la tremblante
fonction de la forme génétique de la protéine,
selon un mécanisme « vectoriel » dans lequel
la vitesse de conversion et la clearance (le
temps de vie de la protéine ) sont en compé-
tition (figure 2).

4 / Les enseignements
de la cristallographie

La cause des différences de stabilité entre
les formes natives des variants réside dans les
arrangements atomiques des acides aminés
les constituant, favorisant des interactions
stabilisatrices entre résidus, ou au contraire
les empéchant. Une cartographie fine de la
structure atomique des molécules peut étre
obtenue par cristallographie aux rayons X,
sous réserve d’obtenir des cristaux de la pro-
téine. C’est ce que nous avons réussi grace a
la co-cristallisation des différents variants
avec le fragment Fab (la partie active dans la
reconnaissance de I'antigene) d’'un anticorps
monoclonal obtenu au laboratoire (VRQ14).

Nous avons pu ainsi établir la structure tri-
dimensionnelle cristallographique des diffé-
rents variants ovins a un degré tres fin de
résolution (Eghiaian et al 2004). Cette étude a
permis de mettre en évidence deux points
importants :

1) Des différences locales aussi bien dans
I'environnement de la position 136 que de la

position 171 permettent d’expliquer les diffé-
rences de stabilité thermodynamique entre
variants (figure 3). VRQ cumule des liaisons
stabilisatrices aux deux positions, alors
qu'ARR ne dispose pas de ces « verrous » et
que ARQ n’en a qu'un en position 171.

Ces reliefs locaux tres différents peuvent
jouer dans les interactions de la protéine avec
les partenaires normaux ou pathologiques de
la protéine PrP.

2) Lanticorps VRQ 14 reconnait aussi bien
les formes PrP° et PrP* extractives (dun
homogénat de cerveau par exemple) que la
protéine recombinante. La structure 3D du co-
cristal PrP-VRQ 14 (figure 4) a permis de mon-
trer que 'anticorps « coiffe » 'hélice H2 et sa
boucle de jonction avec I'hélice H3 ce qui
démontre que toute cette partie de la molécu-
le est une région invariante durant le proces-
sus de conversion pathologique. Les
modifications pathologiques ne concerne-
raient donc qu'une partie restreinte de la
molécule.

La connaissance de la structure fine des
différents variants nous permet de détermi-
ner rationnellement quels résidus seront
déterminants pour la stabilité de la protéine
et son aptitude a étre convertie en une forme
pathologique. Nous accédons donc a la pos-
sibilité de créer des mutants soit d’hypersen-
sibilité soit de résistance absolue a la
tremblante qui pourront étre exprimés dans
un systeme cellulaire tel que les cellules Rov
pour tester leur aptitude a répliquer un prion
infectieux.

Figure 2. Schéma vectoriel de I'accumulation de la PrP*. Le processus d’accumulation de la forme anor-
male est le résultant vectoriel de la dégradation de la protéine PrP° par les protéases endocellulaires (clea-
rance) d’'une part et du processus de conversion pathologique qui confére a la protéine une résistance a
la protéolyse, d’autre part. La longueur des fleches illustre le rapport des vitesses des deux processus pour
chaque variant. Le gradient de I'accumulation de protéine anormale qui en résulte correspond au classe-
ment des variants dans I'échelle de sensibilité a la tremblante des animaux porteurs des génotypes cor-
respondants.
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Figure 3. Structure atomique de la protéine PrP ovine au voisinage des positions 136 et 171. La substi-
tution A136V (a gauche) permet un verrouillage du rapprochement des deux segments de la chaine pep-
tidique au niveau des résidus N162 et R139 (en bas). La substitution Q171R (a droite) empéche le pont
entre R167 et Q171 de se former, et provoque méme une répulsion entre R167 et R171, fragilisant ainsi

la structure du variant ARR.

R139

Figure 4. Structure 3D cristallographique du
complexe VRQ- Fab VRQ14.
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5 / De petits oligomeres
solubles de la protéine
prion aux propriétés
biochimiques
et biologiques contrastées :
une clef de la mort
neuronale ?

Des études récentes du chemin de déplie-
ment/repliement de la protéine ovine, en utili-
sant le protocole thermique déja mis au point
pour la mise en évidence des intermédiaires
de dépliement, ont permis d’isoler des oligo-
meres solubles de petite taille (figure 5).

Leur caractérisation a fait apparaitre des
traits physico-chimiques, biochimiques et
antigéniques trés tranchés non seulement
entre ces oligomeéres et le monomere natif,
mais aussi entre les deux especes oligomé-
riques.

Dans les maladies amyloides, notamment
neurodégénératives, il est de plus en plus
soupconné que ce ne sont pas les formes
fibrillaires qui provoquent la mort neuronale,
mais de petits oligomeres des protéines en
cause qui seraient toxiques. Dans le champ
des maladies a prions les concepts sont en
train d’évoluer : de plus en plus les événe-
ments liés a la réplication proprement dite du
prion infectieux sont disjoints des facteurs
provoquant la neurodégénérescence.

Les oligomeéres obtenus in vitro a partir de
la protéine ovine recombinante sont des can-
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Figure 5. Chromatographie d’exclusion en taille
des oligoméres produits par traitement thermique
de la protéine ovine ARQ. P3 est la forme mono-
mérique initiale ; P2 et P1 sont des oligomeres
solubles, stables, de petite taille (12mer et 36mer
respectivement), présentant des configurations
différentes de la chaine polypeptidique.
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didats de choix pour tester un éventuel role
cytotoxique précoce qui pourrait expliquer la
mort neuronale en dehors de toute accumula-
tion décelable de protéine pathologique. En
collaboration avec une équipe du CEA
(Corinne Lasmezas, Fontenay-aux-Roses)
nous avons pu tester leur pouvoir cytotoxique
sur des neurones embryonnaires de souri-
ceau entretenus en culture primaire : a la dif-
férence du monomere ils se sont révélés
fortement toxiques, déclenchant un phéno-
mene d’apoptose des neurones. Léquipe de S.
Prusiner a récemment annoncé (Legname et

al 2004) I'obtention in vitro de formes fibril-
laires de la protéine recombinante de souris
présentant un pouvoir infectieux comme les
prions « naturels » : nous avons également
soumis les oligomeéres de la protéine ovine
recombinante a un test de leur pouvoir infec-
tieux sur les souris transgéniques surexpri-
mant la protéine PrP ovine, toujours en cours
d’observation.

Nous développons une collection de
mutants artificiels de la protéine ovine a des
positions qui influencent la formation de ces
oligomeres et qui sont en voie d’expression
dans des systemes cellulaires propres a révé-
ler leur pouvoir apoptotique. Nous sommes
donc en mesure d’identifier par des voies
génétiques les déterminants responsables de
la mort neuronale.

Conclusion

Dans I'éventail des études développées a
I'INRA sur la résistance génétique a la trem-
blante, 'approche par la Biologie structurale
des différents variants (de surcroit exprimés
dans un systéme procaryote) pouvait paraitre
théorique et éloignée du contexte cellulaire
ou des réalités de terrain. Au-dela des don-
nées structurales, biophysiques et thermody-
namiques complexes, nous avons pu faire
émerger des informations qui prennent toute
leur signification biologique : identification
du socle moléculaire de la sensibilité a la
tremblante, prédiction du comportement d’'un
mutant, mécanisme intime de la neuropatho-
genese, information nouvelle sur la structure
de la protéine pathologique. Ce sont autant de
repéres pour des approches thérapeutiques
raisonnées ou des schémas de sélection aux
risques bien circonscrits.
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Abstract

Link between PrP genotype and sheep
scrapie susceptibility: a structural and phy-
sicochemical approach

Ovine prion protein genetic variants are associated
with scrapie susceptibility or resistance: they pave the

way to understanding the link between protein structu-
ral properties and pathogenesis. The studies developed
by INRA teams, in association with other national
groups, have brought unexpected informations on the
stability and conversion of naturally occurring variants
in European sheep breeds. The mechanisms underlying
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these characteristics were unveiled at the atomic level
owing to the crystallographic determination of ovine 3D
structure, providing the first experimental insight into
the structure of the pathological protein. Unfolding
intermediates revealed to be small soluble oligomers,
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which were purified and displayed neurotoxic effects on
primary embryonic neurones. Mutational approaches
are currently being developed to identify structural
determinants of neuronal death on the one hand, and of
prion replication on the other hand.





