MEDECINE/SCIENCES 2002 ; 18 : 62-9

La protéine prion :
structure,
dynamique et
conversion in vitro

Jean-Pierre Liautard, Maria-Teresa Alvarez-

>€&n 1982, S.B. Prusiner a émis I’hypothese selon
laquelle I’agent infectieux des encéphalopathies
spongiformes était uniquement constitué d’une
protéine, la protéine prion. Celle-ci, une protéine Martinez, Cécile Féraudet, Joan Torrent
cellulaire normale, peut adopter une conforma-
tion pathologique qui, ensuite, convertit la
forme normale en forme pathologique, la protéi-
ne infectieuse. Cette hypothese pose de nom-
breux problemes relevant de la biologie structu-
rale des protéines. Nos connaissances sur la
structure spatiale et le repliement de la protéine
prion ont progressé de fagon importante et nous

essayons de concilier les résultats expérimentaux
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actuels avec I’hypothese prion. Si la structure de la

protéine recombinante ne révele rien de particu-
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lier, son repliement dans des conditions acides
permet d’atteindre une structure en feuillet R simi-
laire a celle de la protéine trouvée chez les animaux

Place €. Bataillon,
infectés, mais qui, malheureusement, n’est pas PrPsc. Sous I'angle de la 34095 Montpellier, France.

infectieuse. La participation de co-facteurs biologie structurale, liautard@univ-montp?2.fr
comme les chaperons est évoqué, mais n’a pas les deux concepts

permis d’atteindre la structure infectieuse. majeurs de cette hypothése sont : 1) I'existence de deux

L'analyse des résultats expérimentaux ne permet conformations pour une méme séquence de protéine; et

2) la possibilité qu’aurait la protéine pathologique de
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ni d’infirmer ni de confirmer I"hypothese prion,
mais des aspects importants restent encore a
explorer.

Une protéine infectieuse ! Si I’hypothése était hardie en
1982 quand elle a été émise par S.B. Prusiner, elle est
aujourd’hui admise par la grande majorité des scienti-
fiques ; en témoigne I’attribution en 1997 du prix Nobel
a son auteur. Mais de "admission comme hypotheése de
travail a la démonstration expérimentale définitive, il
existe un fossé qui n’a pas encore été entierement comblé.
Examinons I"aspect structural de la proposition de S.B.
Prusiner dans sa version actuelle car, depuis 1982, elle
a fait objet de nombreuses adaptations [1, 2]. Une
protéine cellulaire, la protéine prion (PrPC), existe sous
deux conformations (deux types de repliements).
La premiére est la forme cellulaire naturelle (normale
ou PrP¢), la seconde est infectieuse car elle induit & son
avantage la conversion de la forme normale, et partici-
pe a la pathogénie. Cette forme est souvent nommée
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convertir la forme normale en forme pathologique, le
"baiser de la mort" comme ’a qualifié B. Caughey [3].
Quels sont aujourd’hui les arguments en faveur de ces
hypotheses, ou plutdt dans quelle mesure les résultats
expérimentaux s’accordent-ils avec I’hypothése prion ?
Pour cela, nous examinerons la (ou les) structure(s) de
la protéine prion, son repliement in vitro et in vivo et les
systemes de conversion acellulaires.

Structures spatiales de la protéine prion

La protéine prion humaine, codée par un seul exon, est
formée initialement de 254 acides aminés (Figure 1).
€lle subit ensuite une maturation, c’est-a-dire I'élimi-
nation d'une séquence signal de 22 résidus, localisée a
son extrémité N-terminale et d'une autre séquence de
23 acides aminés a son extrémité C-terminale, permet-
tant alors I’ajout d’une ancre glycosylphosphatidylino-
sitol (GPI). Ainsi, la PrPC est constituée de 209 acides
aminés. Un pont disulfure est formé entre les cystéines
179 et 214. La protéine est glycosylée sur les aspara-
gines 181 et 197 mais la glycosylation n’est pas néces-
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saire a Iinfectiosité (voir glossaire). La protéine nor-
male est donc exposée a I’extérieur de la cellule, rete-
nue dans la membrane par son ancre GPI. Dans la partie
N-terminale de la molécule, on remarque une répétition
imparfaite (5 fois) d’un octapeptide. Cette région
contient des histidines qui chélatent les ions cuivres et
jouent un réle important dans des phénomeénes d’oxy-
doréduction. Ces caractéristiques structurales ne sont
pas 'apanage de la protéine humaine : les protéines
prion des différentes especes de mammiferes sont tres
semblables et présentent une forte conservation de leur
séquence et une organisation générale identique.

Répondre a la question de la structure spatiale de la
protéine prion n’est pas simple car la protéine est sus-
ceptible d’exister sous plusieurs conformations. De
plus, les méthodes d’obtention de la conformation sont
cruciales. Aujourd’hui, la seule forme dont la structure
a été déterminée au niveau atomique est la protéine

recombinante (rPrP) produite dans €. coli et repliée in

vitro. Une représentation schématique de I'arrange-

ment dans I'espace déterminé par RMN (résonance

magnétique nucléaire) [4] est montrée dans la figure 2.

Deux domaines sont immédiatement décelables : 1) un

cceur structuré (aa 120 a 230) présentant 3 hélices O et

un petit feuillet B formé de deux chafnes antiparalléles ;

2) une longue chafne flexible & "extrémité N-terminale

qui ne présente pas de structure définie en solution. On

peut souligner que les mutations qui sont a 'origine des

formes génétiques de la maladie humaine (voir glos-

saire) sont principalement localisées dans les hélices O

(Figure 1). Il n’existe cependant pas de corrélation entre ces mutations
et la stabilité de la structure correspondante [5].

De fait, on ne connait de fagon siire et définitive ni la structure de la
forme normale (PrPC) ni celle de la forme pathologique (PrPsc). Celle de la
PrPC est inconnue car on n’a pas encore réussi a en purifier des quantités
suffisantes pour déterminer sa structure par RMN ou pour parvenir a la
cristalliser. €n revanche,
des informations indirectes
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Figure 1. Structure primaire de la protéine PrP¢ humaine. La pré-protéine comporte 254 résidus d’acides aminés.  études par RMN ou par dif-

Lors de sa maturation, le peptide signal N-terminal de 22 acides aminés est clivé et les 23 résidus C-terminaux ~ fraction des rayons X prati-

sont remplacés par une ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI).Deux domaines composent la protéine miire PrP¢  quement impossibles et

(23-231). D’une part, une région N-terminale (23-120) qui contient 5 répétitions d’un octapeptide riche en pro-  obére une possible déter-

line et en glycine, pouvant se lier a des ions cuivre. €lle ne présente aucune structure secondaire. D’autre part, un  mination de la structure au
ceeur structuré (120-231) présentant 3 hélices O (H1: 144-154; H2: 173-194 et H3 : 200-228) et un petit feuillet  niveau atomique. Quoi qu’il
R anti-paralléle (128-131 et 161-164). Cette région C-terminale comprend aussi 2 sites de N-glycosylationsurles  en soit, elle apparait tres

résidus Asn 181 et Asn 197 et un pont disulfure établi entre les 2 résidus Cys 179 et Cys 214. Ce sont dans les hélices  différente de la forme PrPC.

O de ce second domaine que se retrouvent la plupart des mutations a I'origine des formes génétiques des mala-  Une propriété particuliere

dies a prion humaines : maladie de Creutzfeldt-Jakob (MC)), syndrome de Gerstmann-Straiissler-Scheinker (GSS) et étonnante semble liée a

et insomnie fatale familiale (IFF). €n outre, plusieurs polymorphismes de la protéine sont connus. la structure (fine) de la
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forme pathologique, il s’agit de I'existence de souches (ou
isolats, voir glossaire). Les souches de I’agent infectieux
prions sont corrélées, au moins partiellement, a des pro-
priétés biochimiques (résistance a la protéinase K, mobi-
lité électrophorétique, stabilité) qui bien évidemment
refletent des structures spatiales différentes. La conjec-
ture prion est donc assortie de I’hypotheése selon laquelle
les caractéristiques biologiques et pathologiques des
souches sont cryptées dans la structure spatiale de la
PrPsc. €n conséquence, ces différences subtiles de confor-
mation doivent étre reproduites lors de la conversion de la
forme PrPC en Prpse,

Ainsi, la détermination des structures spatiales des deux
formes naturelles de la protéine prion, c’est-a-dire PrPC et
PrPse; reste encore aujourd'hui un des objectifs majeurs de
recherche.

Analyse du repliement de la protéine prion

in vitro

Une autre possibilité d'obtenir des indications sur I'exis-
tence de deux structures différentes de la protéine prion
est d'étudier in vitro le repliement de la protéine. Par
exemple, peut-on mettre en évidence des intermédiaires
de repliement, voire obtenir les différentes conforma-
tions dans les conditions “normales” ou en modifiant

Protéine % hélice O % hélice R % aléatoire
PrPc 42 3-5 53-55
PrPsc 30 43 27
PrPsc 27-30 25 54 25
tPrP 28,5 3 68

les conditions physico-chimiques et thermodynamiques
lors du repliement ? De nombreux travaux ont été entrepris
pour tenter de résoudre cette question, et tous utilisent
la protéine recombinante rPrP produite dans €. coli.
La dénaturation de la protéine par le chlorure de guanidinium
(CIGdn) est parfaitement réversible, et a permis de cal-
culer ’énergie de stabilisation de la molécule qui est de
22 KJ/mol. Cela représente une valeur faible mais pas
rare. La dénaturation par la chaleur est irréversible car,
dans ces conditions, la protéine dénaturée forme des
agrégats. Ce phénomene n’est pas exceptionnel et il est
donc difficile d’en tirer des conclusions spécifiques.
Lorsque I'on renature la protéine par dilution de I'agent
dénaturant (CIGdn), on observe un repliement extrémement
rapide qui ne laisse apparaitre aucun intermédiaire a
partir duquel une nouvelle structure pourrait étre
atteinte [6]. €n effet, a 4°C, la demi-vie pour le repliement
est de 170 ps, ce qui représente certainement la vitesse
la plus rapide enregistrée a ce jour. On peut donc
conclure que, dans un environnement mimant les condi-
tions physiologiques (pH=7), il n’existe aucun argument
en faveur de la présence d’un intermédiaire de replie-
ment. La protéine prion ne semble donc pas présenter des
caractéristiques qui en feraient une protéine originale
capable de présenter deux structures différentes.

€n revanche, des propriétés singulieres de la protéine

Tableau 1. Pourcentage d’hélice O et de feuillet B dans les dif-
férentes formes de la protéine prion. Ce tableau représente la
compilation des résultats obtenus par différents laboratoires
utilisant des méthodes qui peuvent étre différentes. Sont prin-
cipalement utilisés le dichroisme circulaire pour les formes
solubles et I'infrarouge pour les formes solubles ou non. Pour la
protéine recombinante, les structures ont été aussi calculées a
partir de la structure RMN. La quantité mesurée doit étre
considérée comme approximative principalement en raison des
contaminations. Par exemple, la forme PrPSc est un agrégat
amyloide qui emprisonne de nombreuses molécules extréme-
ment difficiles a éliminer. PrPC correspond a la protéine norma-
le extraite de cerveau alors que rPrP est la protéine recombi-
nante. PrPSc est la protéine pathologique extraite de cerveau
sans utilisation de protéinase K. PrPsc27-30 est la protéine
pathologique extraite de cerveau apres traitement a la protéi-
nase K qui a enlevé la partie N-terminale jusqu'a environ le
résidu 90.
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Figure 2. Représentation schématique de la structure tridimensionnelle de la

protéine prion normale recombinante de hamster. La molécule est formée d’une
chaine polypeptidique repliée de 110 acides aminés (résidus 121 a 231) qui pré-
sente trois hélices O (en bleu) et deux petits feuillets B anti-paralléles (en vert).
Les boucles de connexion sont représentées en orange. Alors que I'extrémité C-ter-
minale de la protéine est structurée, la partie N-terminale (résidus 23 a 121) est

mobile (Iigne blanche pointillée). Aucune structure définie n’est observée en RMN.



ont été mises en évidence dans des conditions tres par-
ticulieres. Il existe en effet, dans la protéine normale,
un pont disulfure entre les hélices 2 et 3 (Figurel).
Généralement, les ponts disulfures ne sont mis en place
qu’apres le repliement des protéines. Or, pour la protéine
prion, les choses semblent inversées, I"absence de pont
disulfure empéchant le repliement correct de la protéi-
ne. Expérimentalement, si le pont disulfure n'est pas
formé lors de la renaturation, la protéine précipite et
forme essentiellement des feuillets R. Toutefois, cette
forme qui exhibe certaines caractéristiques structurales
de la protéine pathologique n’est pas infectieuse, c’est-
a-dire n’induit pas la maladie quand elle est injectée a
un animal (voir glossaire). €n outre, la protéine patho-
logique riche en feuillets B conserve son pont disulfure.
Une autre condition expérimentale provoque I'appari-
tion des feuillets R et I’agrégation de la protéine : la

renaturation dans des conditions acides (& pH inférieur
a4). Dans des conditions acides et partiellement déna-
turantes (IM CIGdn) apparait une structure riche en
feuillets B qui s’agrégent sous forme d’amyloides [7].
La cinétique d’agrégation est fortement dépendante de
la concentration protéique, ce qui représente une pro-
priété commune aux macromolécules qui sont peu
solubles. Il faut noter que la formation d’amyloides
résulte de la constitution d’interactions spécifiques
entre des feuillets B. La dépendance a la concentration

pourrait étre alors le résultat d’'un phénomeéne de nucléation [8]. Une

analyse fine de la dénaturation a pH acide de la forme repliée norma-
lement a pH neutre a permis de révéler I'existence d'un intermédiaire de

repliement qui est constitué de feuillets R et expliquerait la formation

des agrégats amyloides. In vivo, on trouve généralement la forme agré-

gée dans les lysosomes qui sont des structures acides dont le pH peut étre
inférieur a 5. C'est pourquoi il a été envisagé que c’est lors du transport

[355] prpsen PrP'eS purifié

Dilution avec Hy0 désionisée

de la protéine vers ou dans le lysosome, pour étre
dégradée, que se produirait le changement de confor-
mation pathologique.

Il apparait donc que, dans des conditions acides et sous
I’effet d’une dénaturation (plus ou moins partielle), la
protéine prion passe d’une forme contenant essentielle-

Senication ment des hélices O en une forme qui contient principa-
I lement des feuillets R et précipite sous forme amy-
) 100 loides. Cette structure présente en outre la propriété de
=2n ng - \ .. .
. résister a la protéinase K, tout comme la PrPSc; mais son
. Lo, " . L e .
Mélange réactiennell(20l) infectiosité n’a pu étre démontrée. Si le pH acide dans
v 37°C
3jours Figure 3. Conversion de la PrPC en PrPS: in vitro dans un systéme
Traitement PK 20 pg/ml acellulaire. A. Principe du test. La réaction utilise de la PrPse
naturellement résistante a la protéinase K, partiellement puri-
o
v Zg mCin fiée et extraite de cerveaux d’animaux infectés, et de la PrPC
(PrPsen) marquée au 35S radioactif et obtenue & partir du surna-
Fin de la digestion geant d’une culture de cellules transfectées avec une protéine
ne pouvant fixer "ancre GPl. Aprés incubation de plusieurs
v heures, le mélange réactionnel est soumis a une digestion par
la protéinase K puis a une électrophoreése, qui permet de visua-
SDS-PAGE ap P P qurp i
liser la conversion de la 35S PrPsen en 35S PrPres. B. Résultats
- PK +PK d’une analyse de conversion et de I’effet de barriere d’espéce.
| L Le schéma représente un gel d’électrophorése. Les protéines
f’féL % PrPsen de hamster (H) ou de souris (S) sont totalement dégra-
— = Prpsen H H H . . . .
= & r S S : dées par la protéinase K. €n revanche, leur incubation avec de
v v
=, =, Prpres = = H H S S la PrPres provenant de la méme espece induit leur conversion en
une forme résistante a la protéinase K, qui migre avec le mar-
28,5kDo — NN queur de poids moléculaire de 20,9 kDa. On observe que si la
PrPsen est incubée avec la forme résistante d'une espece diffé-
20,9 kDa — — - rente, sa conversion est fortement réduite : ce phénomene est
appelé barriere d'espece. €n I'absence d'incubation avec la
% conversion _ _ 15 45 05 9 protéinase K, les deux formes PrPsen et PrPres migrent de fagon
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semblable (28,5 kDa).
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(2)
Protéine X
Voir m/s
2000, n°10,
p- 1130

les lysosomes est bien la cause premiere qui induit le
changement de conformation de la protéine, pourquoi
ce phénomene est-il si rare ? Ainsi, cette explication,
qui parait logique au premier abord, ne fait donc que
repousser le probléeme, et la question fondamentale de
comprendre comment une méme séquence peut donner
deux structures reste entiere. Il faut supposer, soit que
les deux structures correspondent a des environnements
thermodynamiques différents, soit que le repliement de
cette protéine comprenne une bifurcation et que la
structure PrPsc soit tres difficile a atteindre d'un point
devue cinétique. Les analyses de la stabilité relative des
deux formes de la protéine, a pH acide pour la forme en
feuillet R et a pH neutre pour la forme en hélice O, favo-
risent la seconde hypothése [9].

Repliement in vivo : protéines chaperons

Dans la cellule, le processus de repliement des protéines
n’est certainement pas aussi simple qu’in vitro. La cellule
qui ne peut se permettre un trop grand nombre d’erreurs
a développé des systémes de contréle du repliement des
protéines dont les protéines chaperons qui sont des
molécules dont le role est d'aider au repliement des
autres protéines [10]. La premiére étape est généralement
une reconnaissance de la protéine pour ensuite I’'amener
a la bonne conformation. La participation de molécules
chaperons au phénomene prion avait été postulée a partir
de considérations théoriques [11]. Puis, il a été démontré
que la protéine chaperon Hsp60 reconnaissait spécifi-
quement la protéine prion aussi bien dans un systéme
double hybride de levure [12] que dans un systéme puri-
fié [13]. En outre, I'interaction parat si forte (I’énergie
libre de I'interaction est supérieure a 22 kJ/mole, c’est-
a-dire plus importante que I’énergie libre de stabilisa-
tion de la PrP¢) que la dénaturation de la protéine prion
a été suggérée [13]. Par ailleurs, la conversion in vitro,
dans des systémes non purifiés, voit son rendement aug-
menté de fagon spectaculaire en présence de chaperons
(voir ci-dessous). Enfin, des analyses de la barriére
d’espéce en utilisant des protéines prion chimeres ont
montré que certains acides aminés devaient étre impli-
qués dans une interaction avec une protéine inconnue
nommée protéine X (=) par S.B. Prusiner [14]. Ce fais-
ceau de résultats suggere la participation d’une protéine
chaperon lors du changement de conformation de la protéi-
ne normale en protéine pathologique.

Conversion de la PrP¢ en PrPSc dans des systéemes
acellulaires

Dans la seconde proposition de S.B. Prusiner, la protéi-
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ne prion pathologique (PrPSc) a la capacité de convertir
la protéine prion normale (PrPC) en protéine patholo-
gique. La réalisation de cette conversion in vitro consti-
tue donc une étape essentielle pour la validation de
cette théorie. Conscient de ce fait, S.B. Prusiner a
essayé des 1992 d’obtenir cette conversion mais sans
succes [15]. Cest au groupe de B. Caughey que I'on doit
le premier succes... partiel [16]. La réaction utilise de la
PrPsc partiellement purifiée, extraite de cerveaux d’ani-
maux infectés, et de la PrPC (PrPsen) marquée au 35S
radioactif et obtenue a partir du surnageant d’une cul-
ture de cellules transfectées avec une protéine ne pou-
vant fixer "ancre GPl. Aprés incubation de plusieurs
heures, la mesure de I’acquisition de la résistance a la
protéinase K dans la fraction radioactive est effectuée
(Figure 3). On ne mesure donc pas réellement la conver-
sion de la PrPC en PrPSc mais la conversion d'une forme
sensible & la protéinase K (PrPsen) en une forme résistan-
te (PrPres). Une autre caractéristique de ce systéme est
la nécessité d’utiliser un tres large exces, d’environ 50
fois, de la forme PrPSc | ce qui rend tres difficile la carac-
térisation de I'apparition de la propriété essentielle,
I’infectiosité. Dans les premiers essais, le traitement de
la PrPsc par un agent dénaturant, le ClGdn, est apparu
essentiel. Avec "amélioration du systeme, le recours a
des sels plus physiologiques a permis des rendements
corrects. Toutefois, les meilleurs résultats ont été obtenus
en utilisant les protéines chaperons ; la protéine Hsp60
décuple le rendement de la réaction surtout si I'on évite
la dénaturation par le CIGdn [17]. Un des grands succes
de ce systeme de conversion a été la reproduction, dans
des conditions acellulaires, du phénoméne de souches
et de la barriére d’espece (Figure 38). On sait en effet
que les différentes souches peuvent étre différenciées
par électrophorése apres traitement par la protéinase K
mais aussi par leur plus ou moins grande facilité a repro-
duire la maladie. Le systeme de conversion in vitro
reproduit avec suffisamment de fidélité les caractéris-
tiques biochimiques (en particulier la mobilité électro-
phorétique) de souche apportées par la PrPsc [18]. Ce
phénomene a été utilisé pour déterminer si la PrPres
obtenue était infectieuse, mais le résultat s’est avéré
négatif [19], la protéine transconformée obtenue in
vitro n’est pas infectieuse.

Tout récemment un nouveau systéme de conversion in
vitro a été décrit [20]. Il s’agit d’une amplification
cyclique dont un certain nombre de caractéristiques
méritent d’étre analysées. La figure 4 schématise le
principe du systéme. Il est fondé sur deux idées nou-
velles. La premiére consiste a “ casser ” les agrégats
amyloides (PrPSc) en petits fragments qui seront autant
de noyaux de “ cristallisation ”. La seconde consiste a



ajouter un lysat de cerveau d’animal sain comme source
de protéine normale PrPC. A chaque cycle, la quantité de
protéine résistante & la protéinase K (PrPres) augmente.
On obtient ainsi une amplification exponentielle, proche
dans son principe de "amplification de I’ADN par PCR ;
c’est la raison pour laquelle les auteurs ont donné a
cette méthode le nom de PMCA (protein misfolding
cyclic amplification) que Ion peut traduire littérale-
ment par “amplification cyclique du mal-repliement
protéique”. La conséquence immédiate de ce systeme
est de pouvoir multiplier la quantité de protéines résis-
tantes a la protéinase K et donc d’augmenter considérable-
ment la sensibilité des tests de détection. Contrairement
au systéme de B. Caughey, qui utilisait des protéines par-
tiellement purifiées, celui-ci utilise des homogénats de
cerveau et a permis de révéler que la présence de ce
lysat est nécessaire a la formation de PrPres. Cette obser-
vation suggere "existence d’un co-facteur, impliqué dans
la conversion de la protéine normale (PrPC) en protéine
résistante a la digestion par les protéases (PrPres).
S'agit-il d’une protéine chaperon comme nous 'avons
discuté plus haut ? Toutefois, la question principale
posée par le développement de ce systéme est bien évi-

demment celle de la nature infectieuse de la protéine for-
mée, question dont la réponse est attendue avec impatien-
ce.

Pourquoi est-il (encore) impossible de rendre
infectieuse une protéine prion recombinante ?

Conceptuellement, la démonstration de la conjecture

prion, c’est-a-dire I’existence d’une protéine infectieuse,

parait simple. Il suffirait de prendre une protéine recombi-

nante purifiée et de la rendre infectieuse. Cette expérience

n’a jamais été couronnée de succes. Si I'on accepte 'hypo-

theése prion, plusieurs explications a ces échecs peuvent étre

envisagées. La premiere suppose que la structure spatiale

de la forme infectieuse est tres difficile a atteindre et que

les conditions physico-chimiques spécifiques permettant d'y

parvenir n’ont pas encore été trouvées. De nombreux labora-

toires utilisent cette hypothese de travail mais, pour I'instant, sans
succes. Une seconde possibilité est I'existence d'un “co-facteur ” qui
n’a pas encore été identifié. Des protéines chaperons aux acides
nucléiques spécifiques, les candidats sont nombreux mais, ici encore,
aucun n’a pu résoudre le probleme.

Ainsi, en dépit des nombreux progres réalisés ces derniéres années sur
la biologie de la protéine
prion, la démonstration
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Figure 4. Schéma représentatif du systéme de Claudio Soto (protein-misfolding-cyclic-amplification, PMCA). Un

exces de protéine PrPC est incubé en présence de PrPsc. Les agrégats amyloides sont ensuite fragmentés par soni-

cation, puis incubés a nouveau avec de la PrP¢. A chaque cycle d’incubation et de fragmentation, la quantité de

protéine résistante a la protéinase K augmente en raison de I’incorporation de monomeéres de PrP¢ dans I’amyloi-

de. Cette expérience conduit a une amplification de type exponentiel de la forme amyloide résistante a la protéi-

nase K.
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SUMMARY

The prion protein : structure, dynamics

and in vitro conversion

The prion hypothesis of S.B. Prusiner has challenged not
only the molecular biology but also the main paradigms
of structural biology. Indeed, the prion hypothesis supposes
that : 1) a protein can adopt two different conforma-
tions and 2) that the rogue isoform can convert the nor-
mal isoform to its own structure. We review the present
knowledge on the spatial structure and folding charac-
teristics of the prion protein. Atomic structure of the
recombinant prion protein has been solved by NMR. It is
constituted of a core mainly under O-helix conforma-
tion and a long unstructured N-terminal. This spatial
structure does not reveal specific any features that
would simply explain the existence of the two structures.
The folding studies show a very simple pathway when
operated under neutral pH, however at acidic pH the
protein can adopt a R-sheeted secondary structure that
results in amyloid formation, unfortunately this form is
not infectious. It is known that in vivo, chaperones
assist protein folding. Many experimental results sug-
gest the participation of chaperones to the prion gene-
sis, but we still can neither produce infectious protein
nor understand how these chaperones could participate
to the phenomenon. In vitro conversion of the normal
isoforme to a proteinase K resistant protein has been suc-
cessfully designed, but has not yet produced an infectious
protein. Altogether, the experimental results do not dis-
count the structural aspects of the prion hypothesis but
have failed to confirm it. Some new working hypotheses
are being still examined by researchers. ¢
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GLOSSAIRE

PtP Abréviation générale pour protéine prion.

tPrP Protéine prion recombinante. Généralement
produite dans €. coli, souvent produite dans
la levure, ou dans les cellules d’insectes
ou de mammiferes.

PrPc Protéine prion normale, obtenue a partir
de cellules non infectées ou également a partir
de cerveaux sains. €lle est dégradée par
les protéases.

Prpse Protéine prion associée a la pathologie.

Elle résiste a la digestion par la protéinase K.
Elle est réputée infectieuse. Elle correspond a
un concept.

PrPsen Protéine prion sensible a la dégradation par
les protéases. Peut étre la PrPC ou la rPrP.

Il s’agit évidemment d’une définition
opérationnelle.

PrPres Protéine prion résistante a la protéinase K.
Peut étre infectieuse comme PrPSc ou non
infectieuse. Il s’agit encore d’une définition
opérationnelle.

Souches La notion de souche pour I’agent infectieux
“prion” ressemble fortement a celle définie
pour les virus. Il s’agit d’isolats qui transmettent
a leur descendance des caractéristiques qui,
dans ce cas, sont le temps d’incubation
et la répartition des Iésions dans le cerveau.
Les propriétés des souches se transmettent
méme apres passage d’une espéce a "autre.
Par exemple, la souche de I’€SB (encéphalopa-
thie spongiforme bovine) est la méme que
celle trouvée chez les personnes atteintes de
nvMC) (nouveau variant de la maladie de
Creutzfeldt-Jakob), et présente les méme
caractéristiques une fois transmise a des
souris syngéniques. Dans le cadre de I’hypo-
thése prion (protéine seule), les caractéris-
tiques de souche sont cryptées dans la struc-
ture spatiale de la PrPse (voir texte).

Protéine infectieuse La démonstration de I"hypothese prion
serait la mise en évidence de Iinfectiosité
de la protéine prion purifiée produite dans des
conditions axéniques (par exemple, la protéi-
ne recombinante). Expérimentalement, cela
signifie que son injection a un animal devrait
produire la maladie et celle-ci devrait étre

transmissible a d’autres animaux.



Amyloides Certaines protéines forment des complexes qui
résultent de I"association intermoléculaire de
feuillets B. Ces structures nommées amyloides
présentent une organisation bidimensionnelle

que I’on peut caractériser par des réactions

chimiques spécifiques. La biréfringence du

Rouge Congo, qui s’insere dans la structure

amyloide, est trés caractéristique des amyloides.

Formes génétiques humaines des maladies a prion

Chez ’homme, on distingue trois étiologies

dans les maladies a prion : les formes infec-

tieuses, les formes sporadiques et les formes

génétiques. Plusieurs syndromes sont associés
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