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i
Sommaire

Les encéphalopathies spongiformes transmissibles (ESTs) sont des maladies
neurodégénératives fatales qui affectent la population humaine ainsi qu’une variété
d’animaux. Dans les années 1980s, Stanley B. Prusiner a‘découvert que les ESTs sont
causées par une protéine endogéne nommée prion qui a la capacité d’adopter deux
conformations différentes stables dont une pathogénique.

Les ESTs humaines peuvent étre de nature spontanée, familiale et infectieuse. Un
exemple récent d’une EST infectieuse est la nouvelle forme de la maladie Creutzfeldt-
Jakob transmise des bovins a la population humaine par la consommation de viandes
contaminées. Cette maladie fait les manchettes depuis le début des années 1990s en
Europe et 50 cas ont maintenant été diagnostiqués. Malheureusement, la cause du
changement conformationel qui est a la source des ESTs n’est pas connue. La protéine
prion, dans sa forme native, consiste de trois hélices alpha et d’un petit feuillet béta anti-
paralléle. Ces éléments de structure secondaire se retrouvent tous dans le domaine
globulaire carboxy-terminal de la protéine. Le domaine N-terminal de la protéine est non-
structuré et contient cingq copies d’une répétition d’un octapeptide. Apres la conversion, le
montant d’hélice alpha chute et le montant de feuillet béta augmente dramatiquement.

Des mutations dans le géne du prion ont été reliées aux ESTs familiales. Toutefois,
aucune des mutations dans le domaine carboxy-terminal de la protéine ne déstabilise de
maniére significative la structure tridimensionnelle du prion. Etrangement, lorsque le
nombre d’octapeptides est augmenté dans le domaine N-terminal non-structur€, le
changement conformationel se fait plus vite. Se tournant vers l’ARN, P.R. Wills a
rapporté la présence d’un pseudonoeud dans la région de I’ARNm codant pour les

répétitions en 1992. En se basant sur les résultats de ce chercheur, ce pseudonoeud a €té



iti
retrouvé dans toutes les séquences d’ARNm de prions contenues dans GenBank ainsi que
dans les séquences des prions de levures Rnql et Sup35p a I'aide de RNAMOT. Les
seules espéces ol ce pseudonoeud n’a pas pu étre retrouvé sont la tortue et les oiseaux, qui
ont une protéine prion extrémement différente des autres espeéces. Ce pseudonoeud,
lorsque présent en grande quantité tel que dans les ESTs familiales, pourrait interférer avec
la traduction de la protéine et intervenir dans le repliement. Ce role potentiel est bien
illustré par la structure du pseudonoeud, modélisé a 1’aide de MC-SYM. Le pseudonoeud
contient le motif CUGGG ainsi qu’un G-U, qui sont impliqués dans les interactions
protéiques et pourrait facilement étre une cible d’oligonucléotides thérapeutiques.

Une autre maniére de prévenir les ESTs serait d’empécher les interactions
protéiques importantes dans le changement conformationel. Un endroit important pour
I’inhibition d’interactions protéiques serait dans la région hydrophobe conservée qui
comprend les résidus 106-126 (PrP106-126). A P’aide de simulations dynamiques, il a été
possible d’étudier les interactions inter-moléculaires importantes pour 1’agrégation de ce
peptide a pH 5 et 7 en forme dimérique. Les simulations dynamiques rapportées ici sont
les premiéres faites sur la forme dimérique de PrP106-126. L’His-111, le seul acide aminé
qui devient protoné a pH 5, semble jouer un réle important. A pH 5, des diméres de
PrP106-126 se rigidifient et prennent la forme de tiges. Ces tiges pourraient facilement
former des canaux transmembranaires. De tels canaux perméables au calcium ont déja été

rapportés et pourraient étre responsables de 1’apoptose des diverses cellules nerveuses.
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Chapitre 1:
Les maladies a prion, les effets d’une protéine polymorphe
1.1  Introduction

Au cours des années 1990s, un vent de panique soufflait sur I'Europe : la crise de
la vache folle faisait son apparition. Aussi connue sous le nom d’encéphalopathie
spongiforme bovine (ESB), cette maladie neurodégénérative est responsable de la mort
de plus de 175 000 bovins au cours de la derniere décennie (1). Cette maladie peu
connue venait de faire les manchettes. Plus alarmant encore est le fait que I'ESB a
maintenant fait le saut des bovins a la population humaine, projetant cette
encéphalopathie au rang des maladies infectieuses. En effet, plusieurs données pointent
vers un lien entre I’ESB et une nouvelle forme de la maladie Creutzfeldt-Jakob (nfMCJ)
(2-6), une encéphalopathie spongiforme humaine. Jusqu’a  maintenant,
approximativement 50 cas de la nfMCJ ont été signalés chez des adolescents et des
jeunes adultes (2-5).

L’ESB et la nfMCJ sont causées par une protéine endogéne nommée prion ayant
la capacité d’adopter deux conformations différentes stables, dont une étant pathogénique
et responsable des maladies a prion. L’hypothése que les maladies a prion sont dues a un
changement conformationel de la protéine prion a été proposée pour la premiere fois en
1967 par 1.S. Griffith (7). Ce n’est qu’en 1982 que Stanley B. Prusiner identifiait la
protéine prion comme la cause des maladies a prion, aussi connues sous le nom
d’encéphalopathies spongiformes transmissibles (ESTs) (8, 9) . Prusiner a ensuite gagné

le prix Nobel en médecine en 1997 pour ses efforts.



Les ESTs sont des maladies fatales neurodégénératives qui affectent les
populations humaines et animales. Malheureusement, la nature de ces maladies demeure
obscure. La structure de la forme pathogénique du prion n’est pas encore connue et un
prion infectieux n’a pu étre généré en laboratoire jusqu’a présent (10, 11).

Ici, un survol des données accumulées dans la littérature sur les prions et les ESTs
est présenté. Les différentes ESTs documentées jusqu’a présent sont décrites et les
mécanismes proposés pour expliquer la conversion de la protéine prion en sa forme
pathogénique sont discutés. Parmi ces mécanismes, le role de ’ARNm dans le
changement conformationel du prion sera introduit. Cet aspect a été largement ignoré par
la communauté scientifique dans le passé et fait ’objet du deuxiéme chapitre de ce
mémoire qui compte un article soumis au journal Nucleic Acids Research. Le rdle des
différentes sections de la structure du prion dans le changement conformationel sera
également étudié. Par exemple, I’importance du fragment neurotoxique comprenant les
résidus 106-126 du prion est discuté. Le comportement de ce fragment dans divers
environnements a été étudié par simulations dynamiques et celles-ci sont décrites dans le
troisiéme chapitre de ce mémoire. En plus général, les prions dans les levures et la
protéine doppel (Dpl), qui ont été récemment découverts, sont discutés. De plus, les
maladies & prion sont comparées a la maladie d’Alzheimer qui serait aussi causée par le
changement conformationel d’une protéine. Finalement, un regard est tourné sur les

thérapeutiques possibles pour ces maladies neurodégénératives.



1.2  Encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST's)

1.2.1 Encéphalopathies spongiformes transmissibles animales

Chez les animaux, I’EST la plus célébre est certainement I’ESB qui serait due a la
consommation, par les bovins, de farines de viande et d’os provenant de moutons ayant la
tremblante (12). La tremblante du mouton a été la premiere EST animale reconnue et a
été transmise expérimentalement en 1936 (13). Depuis, plusieurs ESTs animales ont €té
identifiées, dont la maladie de dépérissement chronique chez les chevreuils et les

orignaux, qui se transmettent horizontalement et verticalement (14). Les autres ESTs

animales connues jusqu’a maintenant sont résumées dans le Tableau I.

Tableau I: Encéphalopathies spongiformes transmissibles animales. Adapté de (15).

| Tremblante

transmissible du
vison

Moutons, mouflons, chévres Infection avec prions
Encéphalopathie Bovins Consommation de farines de
spongiforme viande et d’os contaminées
bovine (ESB)
Encéphalopathie Vison Infection avec des prions de

moutons ou de bovins

spongiforme féline
(ESF)

Maladie de Chevreuils, orignaux, wapiti, Inconnue

dépérissement et cerf-mulet des Rocheuses

chronique (MDC)

Encéphalopathie Chats Consommation de beeuf

contaminé

Encéphalopathie Greater kudu, nyala, elan du Consommation de farines de
d’ongulés Cap, et oryx d’Arabie viande et d’os contaminées
exotiques

1.2.2 Encéphalopathies spongiformes humaines

Les ESTs humaines ont été décrites pour la premiere fois au début des années
1920s par Creutzfeldt et Jakob (16) En 1936, les chercheurs Gerstmann, Striussler et

Scheinker décrivent les symptomes et la neuropathologie d’une ataxie familiale




neurodégénérative rare associée avec la présence de plaques amyloides dans le cervelet
(16). Quelques années plus tard, en 1957, Gajdusek et Zigas décrivent le Kuru, une
maladie neurodégénérative infectieuse qui affecte majoritairement les femmes et les
enfants des Fores, une tribu du district Okapa en Papouasie Nouvelle-Guinée (17). La
source du Kuru a été retracée plus tard au cannibalisme pratiqué lors de rites funéraires.

Toutes ces neuropathologies sont regroupées dans la classe des ESTs humaines,
qui est sous-divisée en trois catégories : les ESTs infectieuses, les ESTs familiales et les
ESTs sporadiques. Les ESTs infectieuses et sporadiques sont connues sous le nom plus
général de maladie Creutzfeldt-Jakob (MCJ) et sont responsables d’environ 85% de tous
les cas observés (14). Les ESTs infectieuses comprennent le Kuru, la MCJ iatrogene et la
nouvelle forme de la MCJ. La MCJ iatrogéne a été retracée a des contaminations
neurochirurgicales, des greffes de cornée ou de dure-mére, et a I’utilisation thérapeutique
de dérivés hypophysaires d’origine humaine (e.g., hormone de croissance et
gonadotropes). La nouvelle forme de MCJ est liée a I’'ESB et se démarque des autres
ESTs par le jeune dge auquel les symptomes apparaissent (14). Les ESTs sporadiques
sont souvent associées a4 des mutations somatiques dans le géne du prion ou a une
conversion conformationelle spontanée de la protéine prion. Les ESTs familiales
comprennent la maladie Creutzfeldt-Jakob familiale (fMCIJ), le syndrome Gerstmann-
Striussler-Scheinker (GSS), et 'insomnie fatale familiale (IFF). Ces ESTs sont toutes
associées a des mutations dans le géne du prion, qui seront discutées plus tard.

1.2.2.1 Symptomes
Quelle que soit 1’étiologie de I'EST, les victimes de ces maladies

neurodégénératives démontrent toutes une accumulation de la forme pathogénique du



prion dans le systéme nerveux central ainsi que dans les tissus lymphoréticulaires (14).
Malheureusement, une grande variété de symptomes est associée aux maladies a prion, ce
qui les rend difficiles a diagnostiquer. Les symptomes incluent des troubles nerveux
d’ordre cognitif et locomoteur et de 1’ataxie locomotrice, soit la perte progressive de la
coordination des mouvements volontaires(18). Ils sont tous des réflexions de lésions
neurologiques telles que des changements spongiformes, des pertes neuronales et de la
gliose, particuliérement dans 1’hippocampe et le cervelet (18). On observe également de
la vacuolisation de la matiére grise et des neurones et 1’activation des astrocytes et des
cellules microgliales (14).

1.3  Un second regard sur le prion, cette protéine polymorphe

Plusieurs études ont maintenant établi un lien fort entre la forme pathogénique de
la protéine prion (PrP%) et les ESTs. PrP%¢ est détecté seulement dans les cellules ot il y
a infection (19-21) et des plaques amyloides formées de PrP%¢ sont retrouvées dans
certains cas d’ESTs (22, 23). Aussi, lorsque le géne du prion est surexprimé, la vitesse de
formation de PrP> augmente, diminuant donc le temps d’incubation (24). De plus, le
linkage génétique entre les diverses mutations retrouvées dans la protéine et les ESTs
familiales appuie I’hypothése que ces maladies sont dues a un changement
conformationel chez la protéine prion.

Malheureusement, le mécanisme par lequel le prion en sa forme pathogénique
cause les ESTs est encore obscur. Il serait tentant de simplement expliquer les
symptomes observés par la présence de plaques amyloides qui résultent de 1’agrégation
de PrP*. Toutefois, dans plusieurs cas, aucune plaque amyloide ou des plaques

amyloides en trés faible concentration sont retrouvées méme en stade final de la maladie



(25). Plusieurs données semblent maintenant indiquer que les astrocytes pourraient jouer
un role dans la pathogénie puisque ces cellules peuvent supporter 1’amplification des
prions en exprimant le géne, une condition pour le développement de la maladie (26).
Les cellules microgliales ont également été impliquées dans les effets pathogéniques du
prion (27). Ces cellules joueraient aussi un réle dans les maladies comme I’ Alzheimer et
la sclérose en plaque (14). De plus, certaines données indiquent que les cellules B
différenciées pourraient jouer un rdle important dans la propagation des ESTs en
transportant les prions des tissus lymphatiques aux tissus nerveux (28). La protéine prion
a également été retrouvée aux jonctions neuromusculaires (29).

1.3.1 Expression et propriétés physicochimiques du prion

Le géne du prion se retrouve sur le chromosome 20 (pl2-pter) (30, 31) et
comprend deux exons chez 1’humain et trois chez les bovins (32, 33). Toutefois,
seulement le deuxiéme exon chez I’humain et le troisiéme exon chez le bovin encodent le
prion, qui est une protéine de 253 acides aminés. A la suite de la traduction, les premiers
22 acides aminés sont clivés de I’extrémité amino-terminale et 23 acides aminés sont
clivés de I’extrémité carboxy-terminale (34). De plus, les résidus Asp-181 et Asp-197
sont glycosylés et une ancre glycosylphosphatidyl inositol (GPI) est ajoutée a la Ser-231
a 'extrémité carboxy-terminale (34, 35). Cette ancre GPI est soupconnée d’étre
important pour le changement conformationel de la protéine (36).

Malheureusement, malgré de nombreuses tentatives, aucune différence autre que
conformationelle n’a été identifiée entre la forme native du prion (PrP°) et sa forme
pathogénique (PrP%%) (37). Des données de spectroscopie infrarouge indiquent que le

changement conformationel du prion entraine une diminution dans le montant d’hélice



alpha dans la forme native et une augmentation du montant de feuillet béta dans la forme
pathogénique du prion (38), tel que décrit dans le Tableau II.

Tableau Il : Changements de conformation observés chez le prion par spectroscopie

infrarouge (38).
p 42% 30%
Feuillet béta (%) 3% 43%

Le changement conformationel observé chez le prion est également accompagné
de changements dans ses propriétés physicochimiques. PrP¢ est monomérique, soluble
dans les détergents et sensible a la digestion par diverses protéases telles que la protéase
K tandis que PrP% est insoluble, majoritairement multimérique et insensible a la
digestion par les protéases (38).

1.3.2 Structure tridimensionnelle de PrP*

En 1996, 1’équipe de Wiitrich a publié la structure tridimensionnelle du prion de
la souris a partir de résonances magnétiques nucléaires (39). Peu apres, en 1997, I’équipe
de Dyson a décrit la structure tridimensionnelle du prion du hamster syrien (40). Les
mémes résultats ont été obtenus en 1999 par I’équipe de James (41). Ce ne fut qu’en
janvier dernier que 1’équipe de Wiitrich a décrit la structure tridimensionnelle du prion
humain (42), telle qu’illustrée dans la Figure 1.

La structure comprend deux domaines: un domaine amino-terminal flexible et
non-résoluble par RMN, et un domaine globulaire carboxy-terminal qui comprend trois
hélices alpha allant des résidus 144 a 154, 173 a 194 et 200 a 228. Ce domaine comprend
également un petit feuillet béta anti-paralléle qui comprend les résidus 128 a 131 et 161 a
164. Seulement le domaine globulaire carboxy-terminal est illustré dans la Figure 1. Un

pont disulfure est aussi présent entre les résidus Cys-179 et Cys-214. La structure du



prion humain est trés similaire a celle du hamster syrien et de la souris (42). Seulement la
boucle comprenant les résidus 167 a 171, les résidus 187 a 194 a I'extrémité de la
deuxiéme hélice et les résidus 219 a 228 a I’extrémité carboxy-terminale de la troisiéme
hélice démontrent plus de désordre que les résidus équivalents dans les prions du hamster

syrien et de la souris (42).

Figure 1 : Structure tridimensionnelle du prion humain illustrant le domaine
globulaire carboxy-terminal. Le feuillet béta anti-parall¢le est coloré en
jaune, tandis que les hélices 1, 2 et 3 sont colorés en fuchsia, bleu et vert,
respectivement. La figure a ét€ produite avec InsightIl (43).

Etrangement, la séquence du prion semble étre la plus conservée dans les régions
non-structurées de la protéine (44). En effet, les régions comprenant les résidus 113 a
137 et 187 a 202, qui sont deux régions flexibles sont les plus conservées. Il est donc
possible que ces régions flexibles soient importantes pour le changement conformationel
du prion. Il est intéressant de noter que la premicre région flexible comprend les résidus
106 a 126 qui sont mieux connus sous le nom de fragment neurotoxique ou PrP106-126.

Cette région est extrémement bien conservée et est retrouvée chez le poulet ou moins de



30% d’identité dans la séquence est observé (45, 46). Ce fragment a aussi ét€ identifié
dans le prion retrouvé chez la tortue (47). Beaucoup d’études se sont penchées sur
I’importance de ce peptide dans la conversion du prion. Etrangement, lorsque PrP106-
126 est éliminé du prion, le changement conformationel de la protéine est inhibé (48).
De plus, ce fragment a été impliqué dans la formation de formes transmembranaires
pathogéniques du prion dans le réticulum endoplasmique (49). PrP106-126 posséde
plusieurs des propriétés physicochimiques et pathogéniques de la forme maligne du prion
(PrP%) incluant la capacité d’adopter deux conformations différentes a différents pH et
dans différents environnements, décrits en détail dans le tableau I du Chapitre 3 (p.61).
Ces observations ont amené plusieurs équipes a suggérer que ce peptide pourrait étre
utilisé pour étudier en détails le mécanisme neurotoxique de PrP%° (50-55). Il a méme été
suggéré que PrP106-126 pourrait former des canaux transmembranaires perméables au
calcium (56, 57). Dans le deuxiéme chapitre de ce mémoire, les résultats de simulations
dynamiques sur le fragment PrP106-126 sont présentés. Ces résultats appuient les
données expérimentales obtenues sur ce fragment et ont permis 1’étude des interactions
importantes aux propriétés structurales et physicochimiques de PrP106-126.

1.3.3 Conversion de PrP® en PrP"

Di aux propriétés physicochimiques du prion en forme pathogénique, la structure
tridimensionnelle de PrP*® demeure inconnue. En 1996, I’équipe de Fred Cohen a
proposé un modele théorique de la structure de PrP% (58). Toutefois, ce modéle est basé
sur I’hypothése maintenant fausse que PrP° est un faisceau d’hélices (59). A partir du

modéle de faisceau d’hélices, cette équipe suggére que deux des quatres hélices se
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transforment en feuillet béta lors du changement conformationel, afin de respecter les
données de spectroscopie infrarouge. Leur modele théorique est illustré dans la Figure 2.

Figure 2 : Modele théorique de PrP> proposé par I’équipe de Fred Cohen (58).
Quelques mutations associées aux ESTs familiales sont aussi illustrées.

L’événement déclencheur du changement conformationel du prion demeure
inconnu. Comment une protéine peut-elle adopter deux conformations différentes, ou les
deux formes sont presque aussi stables 1’'une que 1’autre (60)?

1.3.3.1 Effet des membranes sur la production de PrP*

Les membranes bilipidiques semblent jouer un rdle dans le changement
conformationel du prion. Comme mentionné plus haut, lorsque ’ancre GPI est €liminée,
le changement conformationel du prion est compromis (36). Ainsi, lorsque les
interactions avec les membranes sont diminuées, la production de PrP* est affectée. Il a
été démontré que le prion peut interagir avec des membranes et que cette interaction
devient forte sous conditions acidiques (61). Lorsque le prion interagit avec les
membranes, le domaine amino-terminal de la protéine devient structuré et le domaine
globulaire carboxy-terminal est déstabilisé, spécialement sous conditions acidiques (61).

L’interaction du prion avec les membranes pourrait s’effectuer par la face chargée
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positivement qui comprend la premiére hélice du prion (62). Le prion a, en fait, deux
faces chargées, dont une chargée positivement et I’autre négativement, tel qu’illustré dans
la Figure 3. La face chargée négativement pourrait vraisemblablement interagir avec une
autre protéine telle qu’un autre prion.

Figure 3 : Potentiel électrostatique de surface de la protéine prion. La surface

chargée positivement est illustrée en bleu, tandis que la surface chargée
négativement est illustrée en rouge. Image construite avec GRASP (63).

__-4.605 ___0.000 4.

1.3.3.2 Effets de mutations familiales sur la production de Prp*
Plusieurs études se sont penchées sur les diverses mutations observées dans les
ESTs familiales afin de tenter de d’expliquer le changement conformationel. Les
mutations décrites jusqu’a présent sont identifiées dans la Figure 4 et répertoriées par

maladie dans le Tableau III.



Figure 4 :
humains. Adapté de (24).
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Mutations impliquées dans les ESTs familiales et polymorphismes

V180l

R208H
F198S Q217R \1090R

=

\/ P105L M129V
Délétion (1)

N171S |
T183A

E200K E219K

Tableau III : Mutations observées dans le prion par classe de ESTs familiales. Adapté

de (16).
EST familiale Mutation(s)

MCJ D178N:129V, V180I, TI183A, E200K,
R208H, V210I, M232R, insertion de copies
additionnelles de la répétition de
I’octapeptide dans le géne (24 bases, 48
bases, 96 bases, 120 bases, 144 bases, 168
bases, 192 bases, et 216 bases)

GSS P102L, PI105L, A117V, YI145STOP,
F198S, Q217R

IFF D178N:129M

La majorité des mutations impliquées dans les ESTs familiales sont des

substitutions simples et certaines consistent en une insertion d’une répétition d’un

octapeptide. Il y a aussi un polymorphisme a la position 129 ou une méthionine ou une

valine est présente. Ce polymorphisme est important dans la détermination du type de

maladie héritée. En effet, lorsque la mutation D178N est combinée a 129M, I'insomnie

fatale familiale résulte tandis que lorsque D178N est combinée a 129V, la maladie

Creutzfeldt-Jakob est observée.

De plus, certaines données indiquent que ce
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polymorphisme pourrait affecter la susceptibilité des individus a la nouvelle forme de
MCIJ (60). Par contre, le mécanisme par lequel ce polymorphisme agit demeure inconnu.

Tel qu’illustré dans la Figure 4, la majorité des substitutions se retrouvent dans la
troisiéme hélice du domaine globulaire du prion. Malheureusement, les études de I’effet
de ces substitutions sur la structure du prion et le changement conformationel ont été
décevantes. La majorité des études thermodynamiques et structurales ont révél€ que les
substitutions ne semblent pas exercer un changement significatif sur la structure tertiaire
et les propriétés physicochimiques du prion (64, 65). Conséquemment, les substitutions
ne semblent pas étre suffisantes pour déstabiliser la structure du prion et causer le
changement conformationel. Un autre facteur serait donc nécessaire pour que ce
changement s’effectue.

L’autre classe de mutations, les insertions d’octapeptides, se retrouvent dans le
domaine N-terminal flexible non-structuré. Il est intéressant de noter que seulement les
insertions d’octapeptides sont impliqués avec la maladie Creutzfeldt-Jakob familiale (66-
69). La délétion d’un octapeptide n’a pas été impliquée avec la MCJ familiale et est
plutét considérée comme un polymorphisme neutre. Plusieurs auteurs ont suggéré que la
protéine prion pourrait jouer un réle dans I’homéostasie du cuivre dans le corps et que les
octapeptides pourraient se lier aux atomes de cuivre (70-73). Un r6le dans I’homéostasie
du cuivre est la premiere fonction proposée pour le prion. En effet, la fonction de cette
protéine, quoique trés conservée, n’est pas connue. Ainsi, plusieurs ont tenté d’expliquer
le lien entre la présence d’octapeptides supplémentaires et la MCJ familiale en citant des
problémes d’homéostasie du cuivre. Toutefois, ces hypotheéses ont €t€ remises en

question récemment avec la publication de résultats indiquant que le prion ne serait pas
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impliqué dans I’homéostasie du cuivre (74). Le méme montant de cuivre a été mesuré
chez des souris exprimant zéro, une fois et dix fois le montant normal de la protéine
prion. Ainsi, une réévaluation du réle de la protéine prion dans I’homéostasie du cuivre
est nécessaire.
1.3.3.3 Réle de ’ARNm sur la production de Prp5

Le lien entre les insertions d’octapeptide et la MCJ familiale est également
extrémement intéressant du point de vue de ’ARNm. Tres peu de recherches se sont
effectuées sur le role de ’ARNm du prion et la traduction dans le changement
conformationel de la protéine. En 1992, P.R. Wills a proposé que la région de I’ARNm
qui code pour les octapeptides peut se replier et former un pseudonoeud (75). Cette
séquence d’ARNm peut également interagir avec la protéine Tat du VIH et d’autres
protéines telle que la gallectin-3 (76). En particulier, la boucle majeure du pseudonoeud
contient le motif de séquence CUGGG qui est également contenu dans la boucle de
I’ARN TAR. Etrangement, dans les stades finaux du VIH, des symptOomes approchant
ceux des encéphalopathies spongiformes transmissibles sont observés (77). En 1996,
I’équipe de Riesner rapporte que I’ARNm du prion dans la région de I’octapeptide se
replierait plutét en tige-boucle (78). Toutefois, cette équipe a utilis€ un logiciel incapable
de prédire un pseudonoeud, qui est un motif tridimensionnel. Nous avons repris le
pseudonoeud de Wills et 1’avons retrouvé a 1’aide du logiciel RNAMOT (79) dans toutes
les séquences d’ARNm de prions contenues dans GenBank, incluant celles des prions des
levures, qui seront décrites plus tard. Ces résultats sont décrits dans le deuxiéme chapitre
de ce mémoire, dans un article soumis au journal Nucleic Acids Research. Les

pseudonoeuds pourraient possiblement influencer le repliement de la protéine et



15

favoriser, dans le cas d’insertions, la conformation pathogénique du prion chez les
victimes de la MCJ familiale. La production du premier prion en conformation
pathogénique pourrait ensuite convertir d’autres prions et causer les ESTs par un des
mécanismes décrits ci-bas.

1.3.3.4 Mécanismes de conversion de PrP® en PrP*

Présentement, deux mécanismes généraux ont été proposés afin d’expliquer la
conversion du prion en sa conformation pathogénique lorsque PrP%° est déja présent dans
I’organisme (14). Ces deux mécanismes sont les suivants: la conversion a partir
d’hétérodimeres (7, 14, 24) et la conversion a partir de nucléation et de polymérisation
auto-catalytique et non-autocatalytique (7, 14, 80-82), tels qu’illustrés dans la Figure 5.

Dans le modéle de conversion par hétérodimeéres (voir Fig. 5a), Prp% garde une
forme monomérique et peut se lier & PrP® pour former un hétérodimeére. PrP*° catalyse
ensuite la conversion de PrP® en sa forme pathogénique (14). Ici, il est assumé que prp%
a une plus grande stabilité thermodynamique et que la conversion de PrP° a PrP* est rare
si PrP n’est pas présent (14). Ainsi, on peut imaginer que PrP> agit comme un modéle
qui abaisse la barrieére d’activation (AGY) pour le changement conformationel (60). La
présence de mutations responsables pour les ESTs familiales pourrait également faciliter
cette conversion en maximisant des contacts dans 1’hétérodimeére qui sont essentiels au
changement conformationel (60).

Dans les modéles de conversion par nucléation et polymérisation auto-catalytique
et non-catalytique (voir Fig. 5b et 5¢), le nucléus ou agrégat de PrP*° est nécessaire pour

stabiliser la conformation pathogénique du prion et encourager son accumulation (14).
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Figure 5:  Mécanismes proposés pour expliquer le changement conformationel de
PrP° en PrP*. (A) Modéle hétérodimérique; (B) Polymérisation par
nucléation autocatalytique; (C) Polymérisation par nucléation non-
catalytique. Adapté de (14).
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Vu le temps considérable nécessaire pour la formation de ce nucléus, cette €tape limite
donc la vitesse de réaction (81). Lorsque la conversion se fait par polymérisation auto-
catalytique (Fig. 5b), le nucléus ou agrégat de PrP* se lie a PrP° et catalyse le
changement conformationel tandis que lorsque la conversion se fait par polymérisation
non-catalytique, le changement conformationel de PrP® se fait avant sa liaison avec le
nucléus (Fig. 5¢).

Des études thermodynamiques et cinétiques sur la conversion de PrP° en PrP* ont
également révélé que la premiére étape du changement conformationel serait la
production d’un intermédiaire désigné PrP* qui a été identifié par spectroscopie (81, 83-
86). Récemment, un autre nouveau facteur est entré dans 1’équation de la conversion de
PrP¢ en sa forme pathogénique, PrP%. En effet, on croit qu'une chaperonne, nommée
protéine X, puisque I’on ne connait pas encore son identité, serait nécessaire pour
effectuer le changement conformationel (87, 88). La substitution des résidus aux
positions 214 ou 218 empéche la formation de la forme pathogénique du prion (88). De
plus, lorsque les résidus 167 ou 171 sont remplacés par un résidu basique, la formation de
PP est aussi empéchée (88). 11 a donc été proposé que les résidus aux positions 167,
171, 214 et 218 forment un épitope sur la surface de la protéine ou la protéine X se lie
pour participer au changement conformationel (88). Ainsi, un nouveau mécanisme de
conversion peut étre formulé. PrP° se lie a la protéine X afin de former le complexe
PrP*/protéine X (15). Ensuite, PrP° se lie &4 ce complexe et agit comme modéle afin de
transformer PrP* en PrP* (15).

Malheureusement, tous ces mécanismes proposés pour expliquer la conversion de

PrP° en PrP> ne peuvent toujours pas expliquer la formation du premier PrP*. Ceci est
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particuliérement intéressant et important pour mieux comprendre les ESTs familiales.
C’est pourquoi plus d’attention devrait étre portée sur d’autres facteurs, tel que le role de
I’ARNm décrit plus haut. A noter que la production de prion infectieux in vifro n’a pas
encore été un succés (11). En 1999, on rapportait la formation d’une molécule non-
infectieuse ayant des caractéristiques approchant celles de PrP%°. Cette molécule avait été
obtenue par le clivage du pont disulfure & pH 4 (89). Toutefois, ce pont disulfure est
nécessaire pour 1’infection et est présent dans PrP>¢ (14, 24).
1.3.3.5 Les différentes souches de prion

La présence de souches différentes de prion est un autre facteur qui influence
énormément la conversion de PrP° en PrP*. Ces souches demeurent 1’argument principal
des chercheurs qui insistent que les ESTs seraient plutot causées par un virus ou une
bactérie qu’une protéine endogéne comme le prion (90). Les différentes souches de
prions ont des propriétés physicochimiques différentes telles que : résistance variée a
Ieffet des protéases (14, 91-95), insolubilité variée dans des détergents (14, 48, 93),
différences dans la structure secondaire (14, 92), différents pattrons de glycosylations (5,
14, 96-99), exposition de différents résidus et épitopes aux divers solvants et dénaturants
(14, 100), différents résultats de fluorescence ultraviolet multi-spectrale (14, 101), et des
différences dans I'ultrastructure du prion (14, 102-104).

Quoique le nombre de différentes souches du prion est controversé (100, 105),
tous s’entendent pour dire que les différentes souches de prions et leurs différences
physicochimiques sont dues a des différences conformationelles (92, 106, 107). Ainsi,
I’on croit que la souche du prion serait codée dans la structure de la protéine et que ces

différences structurales seraient transmises lorsque PrP% sert de modéle pour la
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conversion de PrP°. La capacité de ces souches a coder ces différences phénotypes dans
la structure de la protéine et a les transmettre & d’autres prions a été bien illustrée avec
des études sur des souris transgéniques. Dans 1’insomnie fatale familiale, PrP*, aprés
déglycosylation, a une masse de 19 kDa tandis qu’il a une masse de 21 kDa dans les
autres ESTs familiales (108). Lorsque ces prions différents sont inoculés dans des souris
transgéniques exprimant un prion chimére humain-souris, des prions ayant les mémes
caractéristiques que le PrP> inoculé sont produits (108). Toutefois, le mécanisme par
lequel les souches sont codées et transmis n’est pas connu. Récemment, il a €té proposé
que les différentes souches pourraient étre le résultat de la liaison de divers atomes de
métal, tel que le cuivre et le zinc, avec le prion (107).
1.3.3.6 La barriére des especes

La présence d’une barriére des espéces est un autre facteur important dans I’étude
de la conversion de PrP° en sa forme pathogénique. Cette barriére des especes a €té
identifiée en étudiant le temps d’incubation observé lorsque des prions sont passés d’une
espeéce a une autre (109). A P’aide d’études sur des souris transgéniques, trois facteurs
contribuant 4 la barriére des espéces ont été identifiés: (i) les différences dans les
séquences d’acides aminés des prions des espéces; (ii) la souche du prion, telle que
décrite plus haut, et (iii) la source de la protéine X (109). Cette barriere des espéces
semble plus affecter le changement conformationel que la liaison entre PrP° et PrP*. En
effet, il a récemment été démontré que PrP>® d’une espéce peut se lier & PrP® d’une autre
espéce sans toutefois induire le changement conformationel (110). Lorsque des souris
exprimant leur prion endogéne ainsi que le prion du hamster syrien sont inoculées avec

PrP> du hamster syrien, seulement des prions en forme pathogénique du hamster sont
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produits (111). Lorsque ces mémes souris sont inoculées avec PrP*° provenant de la
souris, des prions en forme pathogénique de la souris sont produits (111).
1.4  Des prions dans les levures?

La découverte de prions dans les levures s’est faite largement par accident. En
1971, Lacroute a isolé des mutants de levure étant capables de métaboliser le
ureidosuccinate méme en présence d’ammoniaque, qui, en temps normal, inhibe
I’absorption de ureidosuccinate (112, 113). Lorsque examinées de plus pres, il fut noté
que ces levures mutantes possédaient cet avantage non pas a cause de la mutation d’un
géne mais plutot d’un autre facteur (114). Ce facteur est la protéine Ure2p, qui comme le
prion, a la capacité de changer de conformation. La région comprenant les résidus allant
de 1 a 65 est particuliérement importante dans le changement conformationel (115). Tel
qu’illustré dans la Figure 6a, la forme native de la protéine Ure2p peut empécher
I’absorption de ureidosuccinate, tandis que la forme « prion » de la protéine ne peut pas
accomplir ce role (116).

En 1965, le prion [PSI], aussi connu sous le nom de Sup35p, a ét€ découvert par
Cox (117). La protéine Sup35p en forme «prion » est incapable de promouvoir la
terminaison de la traduction, un rdle qui est accompli par la protéine en sa forme native
(voir Fig. 6b). La région comprenant les résidus 1 a 123 est particuliérement importante
pour la production de la forme « prion » de Sup35p (118). Sup35p est de loin le prion de
la levure qui ressemble le plus aux prions humains et animaux. En effet, on retrouve cing
répétitions de 1’oligopeptide PQGGYQQYN, qui est trés similaire aux cinq répétitions de
I’octapeptide du prion humain et animal, PHGGGWGQ (119). Etrangement, lorsque I’on

augmente le nombre de ces répétitions dans les levures ainsi que dans le prion humain et
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Roéle de Ure2p et Sup35p, les prions des levures. (A) Fonction de Ure2p.
En forme native, Ure2p empéche I’entrée de I’ureidosuccinate. En forme
prion, Ure2p est incapable d’empécher I’entrée de I'ureidosuccinate et
catalyse la conversion de d’autres Ure2p en forme prion. (B) Fonction de
Sup35p. En forme native, Sup35p joue un rdle dans la termination de la
traduction. Sup35p est incapable de jouer ce rble en forme prion et
catalyse plutot le changement conformationel de d’autres Sup35p. Adapté
de (112).
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animal, le changement conformationel se produit plus vite ainsi qu’a une plus grande
proportion (119, 120). Le pseudonoeud de I’ARNm des prions humains et animaux
décrit plus haut est également trouvé dans la région de I’ARNm de Sup35p de la levure
(voir Chapitre 2). La conversion de Sup35p dans sa forme prion se déroule aussi sous le
contréle d’une barriére des espéces (121), comme retrouvé chez le prion.

Récemment, un nouveau prion des levures a été identifi€, Rnql (122).
Malheureusement, on ne connait toujours pas le role de cette prot€éine. Rnql a été
identifié avec des techniques de bioinformatique, qui incluaient la recherche de protéines
contenant un pourcentage élevé d’asparagine et de glutamine dans les banques de
données (122). Cette protéine contient un « domaine prion », qui s’étend des résidus 153
a 405 (122) et qui est responsable du changement conformationel. Lorsque remplacé par
le domaine prion de Sup35p, le méme changement conformationel est observé. Les
mémes résultats sont obtenus lorsque le domaine prion de Sup35p est remplacé par le
domaine prion de Rnql (122).

L’identification de prions dans les levures est extrémement intéressante. Il est
étrange de voir qu’un mécanisme pouvant étre fatal chez certains organismes peut étre un
avantage chez d’autres. Les levures, grice aux prions, peuvent acquérir de nouveaux
phénotypes qui peuvent devenir un avantage. Le fait que I’on retrouve un pseudonoeud
dans les levures qui est similaire & celui retrouvé chez les prions des humains et des
animaux suggérent que ces protéines pourraient étre reliées dans 1’évolution.

1.5  La protéine jumelle du prion, Doppel (Dpl)
Comme la découverte des prions dans les levures, la découverte de la protéine

Doppel (Dpl) s’est également faite par surprise. Beaucoup d’attention a €t€ mise sur la
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découverte de la fonction inconnue du prion. Pour ce faire, plusieurs différentes souris
transgéniques qui n’avaient pas le géne du prion ont été construites (123-130). Dans les
premiéres souris construites, 1’élimination du géne du prion ne semblaient pas avoir
d’effets observables (123-125, 128), ce qui était étrange pour une protéine aussi
conservée que le prion. Ainsi, d’autres souris transgéniques ne contenant pas le géne du
prion ou ne pouvant pas 1’exprimer furent construites. Chez certaines de ces souris, on a
remarqué une ataxie et des pertes de cellules de Purkinje (126, 127, 130). On a
également noté des changements dans I’activité circadienne de ces souris (129). En
premier, 1’on croyait que ces symptdmes pourraient étre causés par 1’absence du prion.
Toutefois, en 1999, I’équipe de David Westaway publie la présence d’une nouvelle
protéine, doppel, localisée a 16 kb du gene de la protéine prion (126). Dépendamment de
la technique utilisée pour éliminer le géne du prion ou empécher son expression, il y avait
surexpression ou non du gene de doppel (126, 131).

Le géne de doppel code pour une protéine qui contient 179 résidus (126). Comme
pour le prion, il y a expression de ’ARNm de doppel au cours de I’embryogénese.
Toutefois, il y a peu d’expression de doppel dans le systéme nerveux central (126). La
protéine doppel posséde approximativement 25% d’identité avec toutes les prot€ines
prion connues jusqu’a présent (126). Quoique théorique, 1’équipe de Westaway a
proposé un modéle de la conformation tridimensionnelle de la protéine, tel qu’illustré
dans la Figure 7b. Ils proposent que la protéine comprend trois hélices alpha et deux
ponts disulfures (126). Comme le prion, doppel aurait également un peptide signal qui
serait clivé a I’extrémité amino-terminale. De plus, ils croient avoir identifi€ deux sites

de glycosylation, un au résidu 99 et ’autre au résidu 111. Un site GPI est également
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proposé au résidu 155. En contraste avec le prion (comparer Fig. 7a et 7b), doppel ne

contient pas la région hydrophobe conservée qui comprend les résidus 106 a 126 et ne

contient pas la région des répétitions d’octapeptide. Ces observations ont mené a

I’hypothese que 1’apparition de doppel pourrait avoir été causée par une duplication de

géne avant que le domaine amino-terminal non-structuré du prion fasse son apparition

(126). Une autre hypothese est que cette protéine soit la mystérieuse protéine X qui agit

comme chaperonne dans le changement conformationel du prion (126). Toutefois, ceci

reste 2 démontrer. Le role de doppel dans les ESTs n’est pas clair. Dernicrement,

I’équipe de Jean-Louis Laplanche rapportait qu’ils n’avaient pas pu identifier de

mutations dans le géne de doppel chez des individus affectés par les ESTs (132). Par

contre, ils ont identifi¢ quelques polymorphismes dans le gene. Il restera a voir si ces
polymorphismes peuvent jouer un role tel que celui du polymorphisme M/V129 chez le
prion.

Figure 7 : Comparaison de la structure des protéines prion et doppel. (A) Structure
secondaire de la protéine prion. Les hélices sont colorées de la fagon
suivante : 1’hélice 1 est en rose, 1’hélice 2 en bleu et I’hélice 3 en vert. La
région conservée hydrophobe est colorée en mauve tandis les répétitions
sont colorés en vert et blanc. Le peptide de signal est en gris et la région

contenant des résidus basiques est en pointillé. (B) Structure secondaire
proposée pour doppel. La coloration est telle que décrite pour le prion.

Adapté de (126).
S-S 179-214
(A)
’\"
1 23 58 89 106 126 142156 171] 194[198 224 254
CHO CHO GPI
180 196 232
S-S 95-148

S-S 109-143

(B)

1 24 34 76 86| 105] 125 131 154| 179

CHO CHO GPI
99 11 155



25

1.6  Unlien entre les ESTs et I’Alzheimer?

Les ESTs sont des maladies fascinantes. Que le changement de conformation
d’une protéine qui semble inoffensive dans sa forme native puisse causer de telles
maladies est incroyable. Le méme genre de symptomes dans les cas d ‘Alzheimer ont
mené plusieurs auteurs & comparer cette maladie avec les maladies a prion (133, 134).
Ces deux maladies partagent plusieurs aspects communs. Elles sont des maladies
chroniques, progressives et fatales du systéme nerveux central (133). De plus, les deux
maladies peuvent étre d’origine familiale (133) et elles sont causées par le changement
conformationel d’une protéine. Dans 1’Alzheimer, le changement conformationel de la
protéine amyloide-B semble étre la cause de la maladie. Etrangement, cette protéine peut
également adopter différentes conformations dans différents solvants comme pour le
prion (134). Les similarités entre ces deux maladies pourraient certainement aider dans la
recherche de thérapeutiques. Il est clair que la prévention du changement conformationel
est la clé qui permettra d’empécher ces maladies fatales.

1.7  Thérapeutiques pour les maladies a prion

Les maladies a prion présentent un dilemme pour les thérapeutiques disponibles
présentement. Comment fait-on pour prévenir le changement conformationel d’une
protéine native? Comment faire pour intervenir dans le repliement d’une protéine, qui
est, malheureusement, un aspect de la biologie structurale qui demeure ardu?
Récemment, 1’équipe de Fred Cohen a rapporté un composé étant capable d’inhiber la
conversion du prion en sa forme pathogénique (135). Ces recherches marquent le début
de notre succés pour vaincre ces maladies. Ce composé, nommé Cp-60, imite 1’épitope

reconnu par la protéine X (135), la chaperonne essentielle au changement
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conformationel. De plus amples études sont nécessaires et, avec un peu de chance,
résulteront en une bonne thérapeutique et des connaissances accrues sur le changement
conformationel a la source de ces maladies. Un autre aspect qui devrait étre €étudi€ est la
possibilité d’inhiber 1’expression de la protéine prion. A noter que I’expression du prion
est essentielle a la progression de la maladie. Des antisens pourraient étre construits et
ciblés a I’ARNm dans la région des répétitions ou des structures furent découvertes (voir
Chapitre 2). Avec de plus amples études, ces avenues déboucheront certainement sur des

thérapeutiques efficaces et sécuritaires.
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ABSTRACT

The human prion gene contains five copies of a 24-nucleotide repeat that is highly
conserved among species. The folding free energies of the human prion mRNA, and
in particular of the repeat region, were analyzed and indicate a biased codon
selection and the presence of RNA patterns. Pseudoknots, similar to the one
predicted by Wills in the human prion mRNA, were found in the repeat region of all
available prion mRNAs found in GenBank, but not those of avians and the red

slider turtle. An alignment of prion mRNAs, which share low sequence homology,

: Ce chapitre contient un article soumis au journal Nucleic Acids Research et est inclus dans le
format requis pour une soumission dans ce journal. En collaboration égale avec Guylaine Poisson, j’ai
dévelopé un protocol pour la recherche de pseudonoeuds dans I’ARNm du prion. Cette méthode est basée
sur celle de D.R. Forsdyke, et de W. Seffens et de D. Digby. Avec ce protocole, nous avons retrouvé le
pseudonoeud identifié en premier par P.R. Wills dans I’ARNm du prion humain ainsi que dans tous les
autres ARNm de prion contenu dans GenBank. Patrick Gendron a automatisé le protocole dans un
programme informatique que nous avons nommé RNA Structural Pattern Finder (SPF).
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shows several covariations to maintain the pseudoknot pattern. The presence of
pseudoknots in yeast Sup35p and Rnql suggests the acquisition of a pseudoknot
back to the prokaryotic era. A three-dimensional model of the human prion
pseudoknot highlight protein and RNA interaction domains, which suggest a
possible effect in prion protein translation. The possible role of pseudoknots in
prion diseases is discussed as individuals with extra copies of the repeat develop the

familial form of Creutzfeldt-Jakob disease.

INTRODUCTION

Approximately 15% of all documented human Creutzfeldt-Jakob disease (CJD)
cases are due to inherited mutations in the prion gene (1). A subset of these cases are due
to insertional mutations, where four to nine extra copies of a 24-nucleotide (nt) repeat in
the prion protein gene are implicated with the development of the disease (1-4).
Normally, the human prion gene contains five copies of this repeat, which are highly
conserved among species in prion genes (5), and have even been found in the yeast prion
Sup35p (6). The repeats might have appeared through unequal crossover events (4), and
vary in number among species and individuals. Recently, it was demonstrated that the
cloning in mice of a mouse homologue of the human prion gene containing four extra
repeats caused the occurrence of a prion disease, whose symptoms resembled those of
human familial CJD (7). Moreover, it was later shown that the expression of a prion
protein containing 14 copies of the repeat in mice resulted in apoptosis of cerebellar
granule cells (8). However, the exact function of these repeats has remained elusive. The
oligopeptides resulting from the repeats have been shown to bind copper, and it was
suggested that prion protein diseases could be due to defective copper metabolism (9).
Recently, however, the prion’s role in copper metabolism was challenged by finding that

overexpression of the prion protein did not alter copper levels in mice (10).
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Thermodynamic analyses of the 24-nt repeat region suggest the presence of
several hairpin-loop structures (11-12), but more interestingly, Wills proposed the
presence of a RNA pseudoknot (pk) (Fig. 1a) (13). Pks are known to interfere in
translation speed, and to cause frameshifting (14). However, it is now known that
frameshifting does not occur in prion diseases, but rather that the eight strains of the

scrapie form of the prion protein, PP, are composed of the same polypeptide sequence

(15).

In an attempt to identify functional RNA motifs in prion genes, we performed an
extensive analysis of the folding free energies (FFE) of the prion mRNA. These analyses
are based on the work by Seffens and Digby who reported that messenger RNAs
(mRNA) contain fragments of greater negative folding energies than their shuffled or
codon choice randomized counterparts (16). Forsdyke performed the same type of
studies on DNA, and observed similar results (17). In some cases, the codon choice in
mRNAs and DNA is biased to conserve functional elements, which may participate in

regulatory processes (14, 18, 19).

We developed a computer program, a RNA Structural Pattern Finder, which was
used to confirm the presence of codon choice biased regions in the human prion mRNA,
and, in particular, in the 24-nt repeat region that was suggested by Wills to contain a pk.
More importantly, using the computer program RNAMOT (20), a prion pk descriptor was
developed, which allowed us to find similar pks in the repeat region of all prion mRNA
sequences currently contained in GenBank, but not those of avians and the red slider
turtle. The mRNA sequences are not homologous in the repeat region as was
demonstrated using BLAST (21). An alignment of the mRNA sequences in the repeat
region shows several covariations to maintain the pseudoknot pattern. Finally, a three-
dimensional model of the human prion pk was built using the molecular modeling

package MC-SYM (22). The model suggests the exposure to the solvent of reactive
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chemical groups, and in particular of the common UNR (U-turn) motif in the major loop

of the pk, suggesting interactions with proteins and/or other RNAs.
MATERIALS AND METHODS

Analysis of the folding free energies (FFE) of human PrP mRNA

The total folding free energies (FFE) of a sequence results from base order and
composition (17), and represents the minimum of its free energy profiles (16). The FFE
of a sequence is determined from base pairing and stacking energies of its most stable
predicted secondary structure. For instance, we compute the FFE of a sequence by using
the dynamic programming algorithm and thermodynamic parameters developed by Rivas
et al. (23). To compute the base order dependent FFE of a sequence, we compare its FFE
with the FFEs of sequences obtained from randomly permuting its base order. The
average FFE (AFFE) of the permuted sequences reflects the base composition dependent
FFE. The base order dependent FFE is given by the difference between the AFFE of the
permuted sequences and the FFE of the native sequence, AFFE = AFFE — FFE. Positive
values of AFFE indicate that the choice of codons in a particular region is biased in order

to accommodate functional elements (17).

We developed a Structural Pattern Finder (SPF) computer program for detecting
the regions of a RNA sequence that significantly deviate from the AFFEs of its shuffled
sequences. The RNA sequence is divided into n windows of m nts, which overlap the
preceding window by [ nts. Each window is folded and its FFE measured. Then, all of
the windows are shuffled x times and folded again. The 2415-nt human prion mRNA
(GenBank accession number NM_000311) was selected for the study. Forty-five
windows of 200 nts overlapping the preceding ones by 150 nts were defined and shuffled
500 times. The statistical significance was tested for the biases observed in the calculated

FFEs between the native human prion mRNA and the 500 randomized sequences.
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Pseudoknot motif search

RNAMOT (20) was used to search for pks in eighty-seven mRNA sequences
taken from GenBank. The RNAMOT descriptor was developed and generalized from the
one predicted by Wills (13) in human prion mRNA (see Fig. 1a) and is shown in Fig. 2.
The descriptor was constructed keeping only the features important for function and
structural stability. For instance, the presence of the UNR motif was required in Loop I
This motif is thought to play an important role in protein-RNA and RNA-RNA
interactions (24). To regulate the allowed length of Loop I, zero to seven nucleotides
were permitted 5’ to the UNR motif, while one to five nucleotides were required 3’. No
sequence restraints were applied for Loop II. Only the length was regulated by requiring
the presence of a minimum of four nucleotides, but allowing a maximum of two extra
nucleotides. In Stem I, a G-B base pair was required, as this type of base pair has been
shown to be important in RNA-protein interactions (25). A minimum of 4 base pairs
with the possibility of adding 2 extra base pairs was chosen in order to maximize the

stability of the structure for both Stem I and Stem II.

The accession numbers of the searched sequences are: AF003087, AF009181,
AF015603, AF090852, AF113937, AF113938, AF113939, AF113941, AF113942,
AF113943, AF113944, AF113945, AF117309, AF117310, AF117311, AF117312,
AF117313, AF117314, AF117315, AF117316, AF117317, AF117318, AF117319,
AF117320, AF117321, AF117322, AF117323, AF117324, AF117325, AF117326,
AF117327, AF117328, AF117329, AF157954, AF157955, AF157956, AF157957,
AF157958, AF157959, AF157960, AJ223072, AJ245488, D50093, K02234, L07623,
M13685, M21129, M33958, M61145, M95404, NC_001135, NM_000311, U08291,
U08292, U08293, U08294, U08295, U08296, U08297, U08298, U08299, U08300,
U08301, U08302, U08303, U08304, U08305, U08306, U08307, U08308, U08309,
U08310, U08311, U08312, U08952, U21210, U28334, U75382, U75383, U75384,
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U75385, U75386, U75387, U75388, U75389, X74759, Y09760, YO9761. The rate of
false positives was computed by searching for prion pks in 1000 randomly generated
sequences of 120 nucleotides. The prion pk was found in 90 random sequences, giving a

false positive rate of approximately 0.09.

Modeling of PrP mRNA pseudoknot

The pk secondary structure (see Fig. 1a), predicted by Wills (13), was used to
generate three-dimensional models using the MC-SYM molecular modeling computer
program (22) on a dual Intel 600 MHz PentiumlIIl with 1 Gb of RAM. The models were
built by sections and the resulting graph of relations is shown in Fig. 3. The MC-SYM
molecular modeling computer program is available on the Web at www-
Ibit.iro.umontreal.ca/mcsym/mcsym. Standard A-RNA type helices were assumed for the
two stems, and the wobble hydrogen-bonding pattern was assigned to the G-U base-pair
at the end of the first stem. The nucleotides in the minor loop region were assigned C3’-
endo sugar pucker conformations combined with anti orientations of their glycosyl bond
torsion angle. The nucleotides in the major loop were allowed to adopt any type of
conformations. However, to model the UNR motif, distance constraints were applied
between N3 of uridine and the phosphate of the nucleotide immediately following the
motif. Moreover, the nucleotides 5’ to the UNR motif were required to be stacked upon
each other. Different combinations of nucleotides in the stacked conformation were tried
and evaluated using energy minimization. The potential energy of the models was
minimized using the program CHARMm (26), and the CHARMm forcefield parameters
1997 (27). The minimization was performed using a distance-dependent constant
dielectric (€ = 4r). The obtained structures were then used to calculate the electrostatic
solvation free energy using the program UHBD (28) with a grid of 100* points separated
by 0.8 A. The Poisson-Boltzmann linear equation was applied with a bulk salt

concentration of 400 mM. The sums of the potential energies obtained in CHARMm and
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the electrostatic solvation free energies calculated in UHBD were used to compare the

models.

RESULTS
Folding free energies (FFEs)

The randomized human prion mRNA FFEs are normally distributed, as shown in
Fig. 4a. The fourth window of the native sequence, containing the repeat region, has a
FFE of -92.7 kcal/mol, which is one of the lowest energies obtained. The AFFE of the
shuffled sequences for the fourth window, -83.8 +/- 0.4 kcal/mol, is approximately two
standard deviations away from the native sequence, indicating an evolutionary biased
codon selection. The error margin comes from the 500 shuffled sequences at a
confidence level of 95%. Several other regions were under an evolutionary biased codon

selection (Fig. 4b), but the fourth window has one of the largest AFFEs obtained.

Motif search

Using our RNAMOT descriptor, the pk was located in all 76 mammalian prion
genes contained in GenBank, as well as in the yeast prion genes Sup35p and the recently
discovered Rnql (29). The only species in which no pks were found are the nine
available avians and the red slider turtle (30), which possess genes significantly different
from the others (3, 30). The secondary structures of human, bovine, and yeast pks are
shown in Fig. 1. An alignment of the 78 mRNA sequences in the pk region is shown in
Fig 5, where the pseudoknots are classified into 34 groups based on sequence only. The
pseudoknots can also be grouped into nine different classes, depending on species and the
sequence of the pseudoknots. From these nine classes, the likelihood of finding by
chance the prion pk in these 78 genes, computed from the RNAMOT rate of false
positives (see Materials and Methods), was evaluated to be less than 1/ 10°. The use of

the nine classes to calculate the rate of false positives gives a better estimate as not all the
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sequences are independent events. When the pseudoknot sequences were used in BLAST
(21), the human pseudoknot sequence could not match that of the two yeast pseudoknot
sequence. In fact, it was impossible to locate all of the pseudoknots found using
RNAMOT (20) when BLAST was used and only the sequence of the pseudoknots was

examined.

Three-dimensional modeling of the prion pseudoknot (pk)

Using different scripts, the molecular modeling computer program MC-SYM (22)
generated multiple models of the human pk for each script. After visual inspection and
energy minimization with CHARMM (26, 27) and UHBD (28), the model shown in Fig.
6 was selected (available at www-lbit.iro.umontreal.ca/en/archives) and was generated
using the script shown in Fig. 3. In this model, there is a hydrogen bond between the
uridine of the UNR motif and the phosphate of the nucleotide following the R. The
nucleotides preceding the UNR motif are also stacked. It is clear from Fig. 6 that the
UNR motif, the stacked nucleotides, as well as the G-U base pair are all solvent-

accessible.

DISCUSSION

The FFE analysis suggests that the human prion mRNA sequence was biased
through evolution to conserve structural elements (Fig. 4b). From the results of our
analyses, the region containing the 24-nt repeats possesses one of the highest AFFEs
obtained, thereby supporting the presence of a functional RNA pseudoknot, first
proposed by Wills (13). Using RNAMOT, this pseudoknot could be located in 78
different prion sequences, including those of yeast. The presence of a pk in yeast Rnql
and Sup35p is extremely interesting. First, note the striking similarity between the pks in
yeast Rnql and in human PrP° (compare Fig. la and 1c). Rngl has a prion domain that

does not contain the 24-nt repeat. This suggests that the pk carried out through the repeat
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region, was probably acquired from yeast. The finding of a pk in Rnql also supports our
low likelihood of finding the pks by chance in all mRNAs. The prion domain in Rnql

was determined in the primary mRNA sequence from mutagenesis experiments (29).

An infrequent polymorphism occurs in the 24-nt repeats (see the alignment of the
78 mRNA sequences in Fig. 5), where the G-U wobble base-pair is substituted by a G-C
Watson-Crick base-pair, and in rare occasions by a G-G base-pair. In particular, the G-U
and G-G base-pairs at a terminal position of a stem have been observed in RNA-RNA
and RNA-protein interactions (25). The UNR motif found in the major loop of the prion
pks can adopt the U-turn motif known to be involved in RNA loop-loop interactions (24).
The UNR U-turn motif is stabilized by a hydrogen bond between the U and the phosphate
of the nucleotide following the R (31, Fig. 6). This particular arrangement exposes the
acceptor and donor groups of the NR and following base to the solvent (Fig. 6), such as
in the anticodon loop of tRNAs (31). The CUGGG motif in the human prion pk was also
found in the loop of HIV TAR RNA (12), and Tat, p68 and galectin-3 have been shown

to interact with the human prion mRNA (32).

The YUNR and UNR motifs are also good targets for antisense sequences (12,
24). We were interested in searching and finding in the 3'UTR regions of the prion
protein mRNAs (results not shown) antisense hairpins complementary to their associated
prion pk UNR motifs in human, bovine, and yeast Rnql. Although highly speculative,
the co-acquired antisense could inhibit the formation of pk-protein complexes that would
interfere during translation. Thanaraj and Argos noticed that alpha helices were
preferentially coded by mRNA regions, where the rate of translation is fast, whereas beta
strands and coils were coded by regions where the rate is slow (33). In fact, a correlation
exists between the use of certain codons in the mRNA and the topological features of the
resulting protein (33). This observation is interesting in light of the conformational

change occurring in the prion protein, where the mainly alpha-helical protein, PrP°,
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attains a beta-sheet rich conformation in its infectious form, PrP%. In this case, the pk
may serve as a potential therapeutic target since it has been shown that the symptoms of

prion diseases may be related to the concentration of prion protein expressed (7).

However, although our observations suggest the presence of pks in the mRNAs of
prion protein genes, their actual folding and possible interference in PrP® translation are
yet to be demonstrated experimentally. Nevertheless, it is tempting to suggest that these
pks could be involved in the conformational changes of PrP° into PrP%, which arises at
the endoplasmic reticulum where translation occurs (34). In particular, pk-protein
complexes could form and interfere during translation and lead to the folding of the prion

protein into its pathogenic form.

CONCLUSION

The finding of a RNA pk in 78 prion mRNA sequences, including those of yeast
Sup35p and Rnql, suggests its involvement in familial forms of CJD. The presence of a
RNA pk in primitive species such as yeast, and in particular in yeast Rnql, suggests its
conservation through evolution since the procaryotic era, an interesting phenomenon
regarding CJD, and more generally prion protein diseases. Using bioinformatics, a re-
evaluation of the role of RNAs in familial CJD is warranted, and incisive experiments are
suggested. We are planning in using our computer program SPF, which combined with
RNAMOT, will help us identify other structured RNA in the genes implicated in other

amyloid diseases, such as Alzheimer’s.
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Figure 1:
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Prion pseudoknot secondary structures. The nucleotides are coloured in
the following manner: the G-U wobble base-pair is in red, the major loop
is in grey, the minor loop is in violet, and the stems are in cyan and green.
A, The pseudoknot described by Wills (/) in humans. The CUGGG
motif is in yellow. B, The pseudoknot found in bovine. The CUGGG
motif is in yellow. C, The pseudoknot found in yeast Rnql. The UCA
motif is in yellow.
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Figure2: RNAMOT descriptor based on the pseudoknot found in the human prion
mRNA. The nucleotides are colored in the following manner. The motifs
important for function are colored in orange. The flexible nucleotides are
coloured in green.. N is for any base, R is for purines, while B is for either

C,GorU.
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Figure 3:
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Graph of relations used to build the three-dimensional model of the human
prion mRNA pseudoknot. Nodes represent the nucleotides, which are
numbered according to the human prion mRNA sequence (GenBank
accession number NM_000311). Edges represent the relations between the
nucleotides. The direction of the arrows illustrates the construction
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Figure4:  FFE distribution of the human prion gene. A, Distribution of the FFEs of
the shuffled sequences from the fourth 200-nt window encompassing
nucleotides 150 to 350. The red bold line represents the FFE of the fourth

window in the native sequence. B, AFFEs of the 45 windows. The
AFFEs of windows in the coding sequence, nucleotides 50 to 811, are
shown in the grey area. The AFFE peak of the fourth window is
circled in blue.
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Alignment of the pseudoknot found in all 78 sequences. The nucleotides

are coloured following the rules of Fig. 1.
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Figure 6:  Stereoview of the pseudoknot three-dimensional model of lowest energy.
The ribbon joins the phosphates. The ribbon and nucleotides are coloured
following the rules of Fig. 1.
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Chapitre 3:

Dynamique moléculaire du fragment 106 a 126 de la protéine prion : implications
pour son activité neurotoxique

3.1 Introduction

Parmi les encéphalopathies reliées aux prions, la maladie familiale Gerstmann-
Straiissler-Scheinker (GSS) est caractérisée par la présence de la plus grande
concentration d’amyloide parenchymateux (1, 2). Le GSS est une maladie autosomale
dominante qui se déclare a I’Age adulte et affecte les fonctions posturales et cognitives.
Une des mutations impliquées dans la maladie GSS est la substitution d’une alanine pour
une valine a la position 117 (A117V) dans la protéine prion (3-5). Cette mutation se
retrouve dans la partie flexible N-terminale de la protéine, au centre de la région qui
comprend les acides aminés 106 a 126, mieux connu sous le nom de «fragment
neurotoxique » ou PrP106-126. En effet, la déletion de ce fragment neurotoxique avec la
déletion des résidues 23 4 88 empéchent la formation de la forme pathogénique du prion
(6), indiquant que PrP106-126 jouerait un rdle important dans le changement
conformationnel de la protéine.

3.1.1 Propriétés physicochimiques et pathogéniques de PrP106-126

PrP106-126 posséde plusieurs des propriétés physicochimiques et pathogéniques
de la forme maligne du prion (PrP%%). Ces observations ont amené plusieurs équipes a
suggérer que ce peptide pourrait étre utilisé pour étudier en détails le mécanisme
neurotoxique de PrP*° (1, 2, 7-10). Tel que la forme pathogénique du prion, PrP106-126
est résistant & la dégradation par la protéinase K et la pronase (10). Ce fragment forme
des fibrilles d’un diamétre de 4 2 8 nm qui varient en longueur de 0.1 4 2 um et qui

émettent de la biréfringence verte sous de la lumiére polarisée apres coloration avec du
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Congo rouge (2). En présence de I’expression de protéine prion endogéne (11-15),
PrP106-126 cause l’apoptose des cellules nerveuses, tels que les neurones de
I’hippocampe du rat (7, 10) et les neurones corticaux des embryons de souris 4gés de 16
jours (16), induit I’hypertrophie et la prolifération des astrocytes, et provoque 1’activation
des cellules microgliales in vitro (7-9).

La présence de cellules microgliales semble étre trés importante pour la
neurotoxicité de PrP106-126 (17). Apres leur activation par de gros agrégats de PrP106-
126 riches en feuillets béta, les cellules microgliales reldchent une concentration élevée
de superoxide (9, 17). De plus petits agrégats de PrP106-126, moins riches en feuillets
béta, affectent directement les neurones en réduisant leur résistance au stress d’oxidation
par I’inhibition de I’activité de la dismutase superoxide (17).

PrP106-126 peut aussi augmenter la microviscosité de la membrane d’une grande
variété de cellules, incluant les neurones et les astrocytes, la migration cellulaire des
leucocytes, et la production de superoxide dans les monocytes et les neutrophiles (14,
18). Récemment, il a aussi été démontré que PrP106-126 pouvait interagir avec les
protéines alpha et beta tubuline (16). Ce fragment serait donc peut-&tre responsable de la
déstabilisation du cytosquelette, tel qu’observé dans le GSS (19). Ce peptide a aussi
I’effet d’augmenter la concentration intracellulaire de calcium.

L’augmentation de la concentration intracellulaire de calcium pourrait €tre causée
par la formation de canaux dans les membranes cellulaires. En effet, PrP106-126 peut
former des canaux perméables a plusieurs ions physiologiques dans des membranes
bilipidiques (20, 21). Ces canaux seraient assez gros et nonsélectifs pour induire

Papoptose par la perte du potentiel membranaire, par des changements dans
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I’homéostasie ionique, et plus spécifiquement, par I’influx de calcium (20). La formation
de ces canaux est grandement facilitée lorsque la concentration d’agrégats est €levée. Ce
genre de phénomene a aussi été noté dans 1’ Alzheimer (21-23) et le diabete mellitus de
type II (21, 24). Toutefois, ces observations ont été contestées; 1’équipe de Florio
suggere plutoét que I’effet apoptotique de PrP106-126 serait di 2 une inactivation des
canaux de calcium du type L (25).

Toutefois, lorsque I’ordre des acides aminés de PrP106-126 est permuté, aucun
des effets neurotoxiques rapportés jusqu’a présent n’est observé (10). Les effets
neurotoxiques de PrP106-126 semblent donc étre étroitement liés a la séquence méme de
ce fragment. Le peptide PrP106-126 est divisé en deux parties: une té€te hydrophile qui
comprend les résidues KTNMKH et une queue hydrophobe qui englobe les résidues
MAGAAAAGAVVGGLG, tel qu’illustré dans la Figure 1. Cette organisation pourrait
étre vraisemblablement liée aux conditions requises pour la formation de canaux dans des
membranes bilipidiques.

Figure 1 : Séquence d’acides aminés du fragment PrP106-126. Le rectangle rouge
représente la région hydrophile tandis que le rectangle bleu représente la

région hydrophobe.

NHo - KTNMKHMAGAAAAGAVVGGLG - COOH
B

Les régions hydrophiles et hydrophobes ont chacune leur role dans les propriétés
physicochimiques et neurotoxiques de PrP106-126. La téte hydrophile semble influencer
grandement ces propriétés. Lorsque la téte hydrophile est éliminée, les fibrilles
résultantes, qui sont présentes en moins grande concentration, ont un diametre de trois a
cinq nanomeétres et une longueur de 0,4 um (2). De plus, la charge nette de PrP106-126

dépend de I’ionisation de I’His-111, un acide aminé contenu dans la téte hydrophile. A
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un pH supérieur a 7,0 PrP106-126 a une charge nette positive de 2, tandis qu’a un pH de
moins de 6,0, il posséde une charge nette positive de 3, ce qui est attribuable a
I’ionisation de I’His-111 & un pH de 6,5. A noter, un changement conformationnel
s’effectue chez PrP106-126 lorsque le pH passe de 7 a 5 et que les conditions ioniques
sont variées, tel que décrit dans le Tableau I. De plus, méme si PrP106-126 adopte une
conformation plus riche en feuillet béta a un pH de 5, I’agrégation est plus grande a un
pH de 7 (26). Apparemment, la protonation de I’His-111 augmente la solubilité¢ du
peptide a un pH de 5 et oppose les forces hydrophobes intramoléculaires (26). Plusieurs
études ont donc suggéré que I’'His-111 pourrait jouer un rdle important dans le
changement conformationnel de PrP106-126 (26-28).

Tableau I:  Conformation de PrP106-126 dans différents environnements

Environnement ' " | Conformation déterminée par dichroisme
‘ ‘ circalaire” ™ ‘ :

Eau déionisé Non structuré

Tampon phosphate 200 mM, pH 7,0 Combinaison de régions non structurées et de
feuillet béta

Tampon phosphate 200 mM, pH 5,0 Feuillet béta

2,2, 2-trifluoroéthanol®, pH 7,0 Hélice alpha

2,2,2-trifluoroéthanol®, pH 5,0 Feuillet béta

Tampon phosphate 5 mM, pH 7.4 avec | Feuillet béta

liposomes

N Le 2,2,2-trifluoroéthanol (TFE) est un solvent qui stabilise les hélices alpha.

Afin de tenter d’expliquer le role exact de I’'His-111, des peptides synthétiques, ou
I’His-111 a été substituée par divers autres acides aminés, ont été fabriqués par 1’équipe
de Tagliavini (26). Les résultats de 1’étude sont résumés dans le Tableau II. D’apres les
résultats obtenus par Tagliavini, un acide aminé ionisé doit se trouver a la jonction des
régions hydrophile et hydrophobe afin de retrouver les mémes propriétés que celles de

PrP106-126 du type sauvage. Lorsqu’un acide aminé autre que le L-His-111 se retrouve a
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cette jonction, le changement conformationnel est compromis, et 1’agrégation et le

contenu en feuillet béta sont grandement diminués.

Tableau II: Effet de la substitution de ’His-111 sur 1’agrégation et la conformation de
PrP106-126. Adapté de Salmona et al. (1999) Biochem. J. 324, 207-214 (26).

Peptide - |Mutation |Effet sur Pagrégation et la| Cause probable
; ; lconformation. ... | B ’ |
PrP106-126Hp L-His-111 |e Abolit le changement Encombrement stérique
par p-His conformationnel dii au pH | di a la direction opposée
e Cause une perte de la de I'imidazole
stabilité du feuillet béta
e Diminue I’agrégation
PrP106-126A His-111 e Insolubilité du fragment | Force hydrophobe
par Ala o Concentration élevée de intermoléculaire facilite
feuillet béta I"agrégation
e Forme des agrégats
amorphes
PrP106-126K His-111 e Modifie le changement de | pKa de Lys peut étre
par Lys conformation dii au pH | modifié par les acides
e L’agrégation n’est pas aminés environnants.
affectée Stabilité du feuillet béta
dépend d’un résidu
ionisé a la position 111.
PrP106-126NH, | Amidation Perte de structure Elimination des charges
de Faible concentration a I’extrémité carboxy-
Pextrémité d’agrégats terminale favorise la
carboxy- |e Perte du changement perte de structures
terminale conformationnel organisées. Agrégats
observés dii aux forces
de van der Waals.
PrP106-126V Ala-117 e Aucun changement Masquage de I’effet de
par Val majeur dans I’agrégation | cette substitution dii & la
présence de charge a
I’extrémité carboxy-
terminale.
PrP106-126VNH, | Ala-117 e Plus d’agrégation que le | La valine est un acide
par Val et|  peptide ol la seule aminé plus hydrophobe
amidation modification est que I’alanine.
du carboxy I’amidation de I’extrémité
terminus carboxy-terminale
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Les résultats obtenus avec les peptides PrP106-126NH, et PrP106-126VNH,
démontrent aussi I’importance de la queue hydrophobe du fragment. Le fait qu’un
nombre limité de fibrilles a été observé pour PrP106-126NH, suggere que les forces de
van der Waals, qui résultent du segment hydrophobe du peptide, jouent un rdle important
dans la formation de fibrilles amyloides (26). L’importance du segment hydrophobe
AGAAAAGA de PrP106-126 a aussi été récemment illustré par 1’équipe de Cappai (29).
En substituant de deux & quatre résidus hydrophobes par des sérines, une diminution dans
le contenu en feuillet béta était observée et 1’effet neurotoxique sur les neurones du
cervelet de la souris disparaissait. Ce méme genre d’observations a été fait pour la
protéine AB, impliquée dans la maladie Alzheimer (30-31). En effet, la région
hydrophobe englobant les acides aminés 25 a 35 de la protéine AP serait responsable de
I’agrégation stable du peptide (30, 32). Comme I’ Alzheimer, il serait donc possible que
la région hydrophobe de PrP106-126 influence 1’agrégation des fragments afin de créer
une structure stable et neurotoxique.

3.1.2 Structure tridimensionnelle de PrP106-126

Les résultats obtenus avec les peptides PrP106-126NH,, PrP106-126VNH, et
PrP106-126A ont permis a Tagliavini de faire I’hypothése que PrP106-126 pourrait
s’assembler en feuillets béta anti-paralléles. Ces feuillets béta anti-paralléles seraient
stabilisés par des interactions ioniques entre Lys-106 et Lys-110 et le groupe carboxy
de Gly-126 (26). D’autres ont aussi suggéré que ce fragment pourrait étre organisé en
structure lamellaire (20). L’arrangement des acides aminés en deux sections, une
hydrophile et I’autre hydrophobe, supporte ces hypothéses. En effet, lorsque 1’ordre

des acides aminés est permuté, aucune agrégation n’est observée (10).
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Récemment, la structure monomérique de PrP106-126 a été obtenue par 'H-RMN
dans de ’eau déionisée/TFE 50:50 (v/v) et dans du diméthylsulfoxide (DMSO) (33).
Dans I’eau déionisée a un pH de 3,5, la région qui comprend les acides aminés Met-112 &
Leu-125 se replie en hélice-alpha et des ponts hydrogéne stables se forment entre Ala-
115 et Ala-118. L’hélice se fait plus stable lorsque du TFE est ajouté. Par contre,
lorsque le pH est augmenté a 7, la région qui s’étend de Ala-120 a Gly-124 se déplie pour
adopter une conformation de feuillet béta (33). Cette conformation est également
obtenue pour toute la région hydrophobe lorsque le peptide est dans le DMSO. En effet,
I’hélice n’est pas trés stable surtout au niveau de Val-121 et Val-122. Comme la valine
déstabilise les hélices alpha, I’introduction d’une valine additionnelle a la position 117 tel
que dans le GSS déstabilise donc encore plus I’hélice et expliquerait peut-étre
I’apparition de fibrilles amyloides.

Toutefois, la région qui comprend les résidus Asn-108 a Met-112 conserve une
conformation de boucle dans toutes les conditions expérimentales (33). Cette observation
a donné lieu a I’hypothése que I’His-111 pourrait, dans des conditions trés ioniques,
interférer avec le dipole de I’hélice et induire une déstabilisation. De plus, les auteurs
suggérent que 1’agrégation serait influencée par des interactions entre les chaines latérales
du coeur hydrophobe de PrP106-126 (33).

3.1.3 Peut-on simuler ’agrégation de PrP106-126?

En 1995, I’équipe de Daggett (34) rapporte la premiére dynamique moléculaire
fait sur la région comprenant les résidus 109 a 122 de la forme monomérique de PrP106-
126. Toutefois, cette dynamique avait comme hypothése principale que cette région

constituait la premiére hélice alpha de la protéine prion, qui devait se replier en faisceau
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de quatre hélices (35). Toutefois, il a maintenant été¢ démontré que la protéine prion ne se
replie pas en faisceau de quatre hélices, mais qu’elle contient plutot trois hélices et un
petit feuillet béta antiparalléle. La région comprenant les acides aminés 109 a 122 fait
plutdt partie de I’extrémité N-terminale non structurée, ce qui remet en question les
données obtenues de la dynamique de Daggett.

Jusqu’a présent, aucune dynamique moléculaire n’a été publiée sur PrP106-126
en sa forme dimérique. Ce présent chapitre rapporte les résultats de six dynamiques
moléculaires effectuées sur le fragment PrP106-126 dans sa forme dimérique a différents
pH et avec différentes substitutions d’acides aminés.

3.2  Méthodes

3.2.1 Construction des modeles de PrP106-126

Plusieurs fragments différents de PrP106-126 ont été construits et modélisés a
I’aide de InsightIl (36). Les modeéles tridimensionnels de PrP106-126 ont été construits
en utilisant I’hypothése que ce fragment, lorsqu’il est en forme dimérique, adopte une
conformation de feuillet béta antiparallele. Les abbréviations utilisées ainsi qu’une
description de chaque peptide se retrouvent dans le Tableau III. Pour les substitutions
hydrophiles, la sérine était un bon choix puisque cet acide aminé est non chargé et
relativement petit, minimisant donc la possibilit¢ qu’il y ait interférence avec le
repliement de ce fragment. Un peptide contenant la mutation familiale A117V a
également été construit afin d’étudier 1’effet de cette mutation sur le polymorphisme
conformationnel et I’agrégation. Pour les dynamiques moléculaires qui ont été€ effectuées

apH 5, ’atome NE2 de ’His-111 a été protoné.
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Tableau III: Peptides PrP106-126 utilisés pour les dynamiques moléculaires. Adapté
de Jobling, M.F. et al. (1999) J. Neurochem. 73, 1557-1565 (29).

Peptide avecabbréviation @ |Séquence
PrP106-126 KTNMKHMAGAAAAGAVVGGLG
PrP106-126 A117V KTNMKHMAGAAVAGAVVGGLG

PrP106-126 A115S/A116S/A117S/A118S | KTNMKHMAGSSSSGAVVGGLG

PrP106-126 A117S/A1185/V121S/V122S | KTNMKHMAGAASSGASSGGLG

L’énergie de chaque dimere a été minimisée en utilisant le programme
CHARMM (37) et les parametres de champs de force de CHARMM 27 (38). Le
protocole suivant a été adopté: 5000 pas avec une descente de gradient, 5000 pas avec un
gradient conjugué, 5000 pas avec un gradient conjugué suivant la méthode de Powell, et
5000 pas avec le « Adopted Basis Newton-Raphson » (ABNR) (37, 38). Ce cycle fut
répété trois fois pour chaque dimére. Les minimisations d’énergie furent effectuées avec
une constante diélectrique dépendente de la distance (g; = 4r;) pour simuler I’effet
d’écrantage du solvant.

3.2.2 Dynamique moléculaire des fragments PrP106-126

3.2.21 Généralités sur les dynamiques moléculaires

Les dynamiques moléculaires sont de plus en plus utilisées pour simuler le
mouvement de protéines (39) et de petits peptides (40). Dans ces simulations, les atomes
de la molécule d’intérét se déplacent grice a leur propre énergie cinétique et aux forces
exercées par tous les autres atomes dans le systtme (34). Cette technique utilise un
champs de force qui contient tous les paramétres qui sont nécessaires pour le calcul de
I’énergie potentielle du systéme. Ces parametres incluent les constantes de forces, les
longueurs et les angles d’équilibre pour les oscillateurs, et les charges et les rayons de
chaque atome (41). Trois méthodes principales existent pour faire des simulations : la

dynamique de Newton, la dynamique de Langevin et la dynamique de Monte Carlo (41).
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Toutes ces techniques dépendent de la définition d’une fonction d’énergie potentielle qui
caractérise le systéme a étudier. La dérivée de la fonction d’énergie potentielle permet de
calculer les forces qui agissent sur chaque atome de la macromolécule a étudier (41). La
forme la plus couramment utilisée est la suivante, qui est du méme type que celle utilisée
dans CHARMM (37) :

Eg. 3.1

1 A, C, g4
V potenticte :5 2 Kb(b_bo)z"*’ Z K5(9—90)2+ EKQ((U—O)O)Z—F 2 Km(1+cos(”d)"5))+ 2 ('é__?j+—q]]

lieos el improprs dkies waircinmices\ Ty Ty €y
Les oscillateurs harmoniques sont représentés par les quatre premiers termes de la
fonction. Les constantes de force pour les liaisons et les angles, les angles diédres et les
angles impropres sont Ky, K, K, et Ko respectivement. b, représente la longueur de la
liaison covalente a 1’équilibre et 6,, w, et @, les angles a I’équilibre (41). n est la
symétrie de torsion, et § est ’angle de phase. Le dernier terme représente la contribution
des interactions non liées dues aux forces de van der Waals et de Coulomb a la fonction
de potentiel pour les angles diédres (41). Les coefficients de Lennard-Jones entre deux
atomes i et j sont représentés par A;; et Cj;, tandis que g; et g; sont les charges des atomes i
et j, € est la constante diélectrique du milieu, et r; est la distance entre les atomes i et j
(41).
3.2.2.2 Solvants explicites et implicites

Pour bien simuler le mouvement d’une molécule, il faut aussi tenir compte de ’effet
de solvatation. On peut se servir d’un solvant modélisé de fagon explicite ou de fagon
implicite. Pour modéliser le solvant de fagon explicite, un modele a 3 atomes, connu
sous le nom de TIP3, ou un modéle plus complexe a 5 atomes, connu sous le nom de

ST2, peuvent étre utilisés (37, 41). Toutefois, I'utilisation de solvants explicites

augmente grandement la taille du systéme a étudier, et par conséquent le temps de calcul
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(41). En effet, la majeure partie du temps de calcul est dévoué au solvant, qui n’est pas
en général le centre d’intérét de 1’étude, puisque les molécules d’eau sont en plus grand
nombre que la macromolécule elle-méme. Conséquemment, différents modeles de
solvant implicites ont été développés afin de réduire le temps de calcul et permettre
I’étude de plus gros systémes (42, 43). Une des catégories de modeles de solvant
implicite est le modele continu qui considére le solvant entourant la macromolécule
comme une entité statique pouvant étre décrite par une forte constante di€lectrique (41).
La macromolécule est représentée par une faible constante diélectrique et est aussi
considérée comme étant une cavité dans le systéme (41).

Le modele le plus simple et le plus utilisé est I'utilisation d’une constante
diélectrique dépendante de la distance qui permet une simulation approximative du
solvant tout en conservant un temps de calcul identique a celui du vide (44). La
constante diélectrique a I’effet de faire ’écrantage des interactions électrostatiques entre
les atomes de la molécule (dans Eq. 3.1, € = 4r;) (41). Les charges de la molécule
accessibles au solvant sont aussi réduites, permettant ainsi de simuler I’effet dipolaire de
I’eau, ce qui réduit le repliement des chaines latérales (41).

Toutefois, la diversité des interactions dans un environnement diélectrique non-
homogene demande un modéle plus complexe, et cette diversité peut étre représentée en
utilisant une solution numérique de 1’équation de Poisson-Boltzmann (45-51). Le
probléme de cette méthode est essentiellement dii au temps de calcul trés couteux et
donc, récemment, un modeéle basé sur 1’équation généralisée de Born avec le traitement
de surfaces (GB/SA) (52-54) a été développé. Le modele GB sert d’approximation

rapide au modele de Poisson-Boltzmann et a été utilisé avec succes (55-57).
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Dans le modele GB/SA, le calcul de I’énergie de solvatation est séparé est deux

étapes distinctes (55) et est représentée par la fonction suivante :

Gsol = Gcav + GvDW +Gpol Eq 32
La premiére étape consiste a calculer 1’énergie libre de solvatation non polaire (qui

comprend les forces hydrophobe et de van der Waals) en créant une cavité dans le solvant
qui a la forme du soluté. L’énergie libre de solvatation non polaire est alors évaluée a

I’aide de la fonction suivante (58, 59) :
Eq. 3.3

AGy, = 2 60,A, =G, +G,y
Chaque atome de la macromolécule clontribue au calcul de 1’énergie libre de solvatation
et la contribution de chaque atome est estimée par le produit de sa surface d’accessibilité
au solvant (A;) et de son paramétre atomique de solvatation (o;) (41). La deuxi€éme étape
est le calcul de I’énergie libre de solvatation diie aux charges électrostatiques (55). Afin
de calculer des approximations au terme de polarization électrique de 1’énergie libre de
solvatation (55), les rayons atomiques de Born de I’équation généralisée de Born (GB)
sont déterminés. L’énergie de solvatation est alors calculée en utilisant I’équation de

Born généralisée (53, 55):
3 9:4; Eq.3.4

1
Go,=—166.0(1—-———) ‘
p &SR +age ™ f

3.2.2.3  Application de la dynamique de Langevin au PrP106-126

M=

1
—

La dynamique de Langevin posséde 1’avantage de pouvoir simuler, a I’aide d’un
coefficient de friction et d’une force aléatoire, I’effet hydrodynamique du solvant dans
une dynamique moléculaire, ce qui permet ainsi de réguler la température du systeme
(41). A une température de 300 K, les molécules d’eau en grand volume, connues sous le

nom de « bulk water », se réorganisent entre elles et des liaisons hydrogéne sont formées
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sur une échelle de temps de l’ordre de la picoseconde (41). Les molécules d’eau
possédant les plus grandes mobilités se retrouvent entre la « bulk water » et la premicre
couche (60). Le déplacement des solutés est li€ au mouvement des molécules d’eau. Ce
mouvement est influencé par I’effet de répulsion, de collisions et d’interactions
électrostatiques (41). Ces effets peuvent étre traduits par un effet de friction qui limite la
diffusion du soluté et peut étre représenté comme suit ot D est la constante de diffusion

“4n:
Eq.3.5

()2 = (6D1)s

Pour les molécules qui ont une forme sphérique, la relation d’Einstein peut étre
appliquée ou 7 représente la viscosité du solvant, f représente le coefficient de friction et

a le rayon du soluté (41):

kT

" f =6nna Eq.3.6
f

La force de friction suivante est engendrée lorsque le soluté se déplace a une vitesse v

(41):

F = --fi) Eq 3.7
L’équation de mouvement de Langevin a la forme suivante :

Eq. 3.8
2 dx
m—-= F(x)—fE—+ R(t)
t
oll m et x représentent la masse et la position de 1’atome et ¢ le temps, F la force qui est
dérivée du potentiel V (voir Eq. 2.1) et R(z) une force aléatoire qui n’est pas corrélée a la
position, ni 2 la vitesse des particules du systéme (41). R(?) est une Gaussienne de

moyenne et de variance définies décrite par I’équation suivante (41)

(R(x))=0 et (R(x)R(x))=2mKkT6(x-x) Eq.3.9
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Dans cette fonction, k est la constante de Boltzmann, 7 est la température, ¥ est la
fréquence de collision et §x-x’) est la fonction delta de Dirac (41).

Pour étudier PrP106-126, la dynamique de Langevin a été utilisée dans le cadre
du programme UHBD (50) avec le modele GB/SA (53, 55). Un coefficient de surface de
25,1 J/(mole A%) (61, 62) a été utilisé pour simuler I’effet des forces de solvatation non
polaires. Des simulations d’une nanoseconde ont été réalisées et les coordonnées des
systémes étudiés ont été sauvées toutes les 0,5 ps fournissant 2000 structures pour chaque
trajectoire. La troncature des interactions non liées a été fixée a 20 A, la température &
300 K et le coefficient £2 10 s™ pour tout les atoms du systéme. Les rayons effectifs des
atomes permettant le calcul de I’énergie de Born (voir Eq. 2.4) ont été recalculés toutes
les 10 fs. La dérivée de I’équation de Born a été estimée toutes les 5 fs permettant les
calculs des forces de GB. L’énergie ainsi que les forces diies a la composante non polaire
du solvant (SA) ont été recalculées toutes les 10 fs. La liste des interactions non liées a
été renouvelée toutes les 10 fs. Le pas d’intégration des équations de Langevin a ét€ fixé
alfs.

3.2.24 Analyse des trajectoires
L’effet des mutations dans les diméres PrP106-126 tels que décrits dans le

Tableau III a été mesuré en calculant la variation d’énergie libre (AAG) des peptides. Le

AAG fit calculé comme suit :

AAG = AGdimére - AGbn’nl - A(;brin 2 Eq 3.10

ol le AG des trois termes est la somme de 1’énergie potentielle et de 1’énergie libre de

solvatation.
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De plus, le rayon de giration de chaque dimeére, qui permet de quantifier la taille

moyenne des molécules, a été déterminé avec la fonction suivante :
N %
2 Egq.3.11
Z T
R =

ou N est le nombre d’atome du systéme et r;;, la distance entre les atomes i et j.
Les fluctuations des atomes du squelette (N, C, et C) ont été calculées
comme suit:

Eq. 3.12
fi= 8’;2 (ar?)

ou Ar; représente la déviation de ’atome i de sa position moyenne au cours de la

simulation. Le facteur 8w’ rend les résultats comparables aux facteurs
crystallographiques Debye-Waller (62).

Les corrélations entre les déplacements des atomes ont été calculées en utilisant la
formule suivante:
Eq.3.13

1

2 2\ |

C, = (Ar,-ar ) {(ar? Y ar?)f

ol Cj; représente la corrélation entre les atomes i et j et < - > représente la moyenne par

rapport au temps.
3.3  Résultats et Discussion

Les propri€tés physicochimiques et structurales de PrP106-126 semblent &tre
trés sensibles au pH. Un polymorphisme conformationnel chez PrP106-126 a déja été

rapporté lorsque le pH passe de 7 a 5 (10, 26). Malheureusement, la nature de la

dépendence des propriétés physicochimiques et structurales de PrP106-126 sur le pH est
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obscure. Le seul acide aminé ayant des propriétés différentes a des pH de 5 et de 7 est
I’histidine 2 la position 111. A un pH de 5, I’histidine acquiert une charge positive
additionnelle avec la protonation de I’atome NE1. Il n’est toutefois pas encore connu si
la protonation de ’His-111 est la seule cause de 1’adoption d’une conformation de feuillet
béta a un pH de 5.

Ce polymorphisme conformationnel devient encore plus intéressant lorsque
PrP106-126 adopte une forme dimérique, qui pourrait étre impliqué dans la formation de
canaux transmembranaires perméables au calcium (20, 21). Est-ce la protonation de
I’His-111 ou I’interation entre d’autres acides aminés qui est responsable de la formation
de feuillets béta et de I’agrégation du peptide? La queue hydrophobe de PrP106-126 est
aussi impliquée dans l’agrégation du peptide. Lorsque certains acides aminés
hydrophobes sont remplacés par des acides aminés hydrophiles, le peptide perd sa
neurotoxicité et sa capacité de s’agréger (29). Fait intéressant, la mutation familiale
A117V qui cause le GSS se retrouve dans la queue hydrophobe.

Afin de tenter de mieux comprendre les interactions moléculaires a la source du
polymorphisme conformationnel, des dynamiques moléculaires d’une durée d’une
nanoseconde furent effectuées sur PrP106-126 en forme dimérique. A 1’aide des données
obtenues, nous avons tenté de quantifier ’effet du pH sur les propriétés structurales et
physicochimiques de PrP106-126. Les résultats sont présentés ci-dessous.
Premiérement, une examination de D’effet du pH sur les propriétés structurales et
physicochimiques de PrP106-126 est présentée, incluant une comparaison de ces effets
entre la forme native du dimére et la forme comprenant la mutation familiale A117V.

Deuxiémement, I’importance de la queue hydrophobe de PrP106-126 est étudiée a I’aide
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de deux mutants avec des substitutions hydrophiles, tels que décrits dans le Tableau IIL
Ces dynamiques ont été effectuées a2 pH 7 seulement afin d’étudier I'effet des
substitutions hydrophiles et d’éviter de combiner 1’effet de ces substitutions a I’effet de la
protonation de I’His-111 a pH 5.

3.3.1 Effet du pH sur les interactions inter-monomeres dans la
forme dimérique de PrP106-126

Une diminution du pH semble grandement affecter les interactions inter-
monomeres dans la forme dimérique de PrP106-126. Tel qu’illustré dans la Figure 2,
’énergie libre d’interaction (voir Eq. 3.10) entre les deux brins du dimére est beaucoup
plus grande lorsque le dimére est placé dans un environnement ou le pH est 5.

Figure 2: Variations des énergies libres des différents dimeres PrP106-126. Les
dimeres suivants y sont représentés: PrP106-126 (pH 5) en noir, PrP106-
126 (pH 7) en rouge, PrP106-126 A117V (pH 5) en bleu, PrP106-126

A117V (pH 7) en vert, PrP106-126 A115S/A116S/A117S/A118S (pH 7)
en mauve, et PrP106-126 A117S/A118S/V121S/V122S (pH 7) en orange.
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En effet, une différence d’approximativement 35 kcal/mol est observée pour PrP106-126
et PrP106-126 A117V lorsque le pH passe de 7 a 5. Ainsi, la protonation de I’'His-111
semble contribuer grandement a la stabilité du dimere.

Afin de déterminer si cet accroissement dans 1’énergie libre d’interaction est
accompagné de modifications structurales, les structures des fragments obtenues a toutes
les 100 ps ont été superposées et sont représentées dans la Figure 3. En comparant Fig.
3A avec 3B, et 3C avec 3D, on remarque clairement que la protonation de I’'His-111 est
accompagnée d’une rigidification de la structure du dimére. On note clairement que les
dimeéres PrP106-126 et PrP106-126 A117V perdent leur forme de « V » a pH 5. Cette
rigidification est également apparentée avec la taille du rayon de giration des dimeres, tel
qu’illustré dans la Figure 4. A un pH de 5, le rayon de giration de ces dimére est
approximativement 2 a 3 A plus long qu’a un pH de 7. Ainsi, ces diméres semblent
adopter une conformation qui s’approche de I’allure d’une tige a un pH de 5, ce qui
pourrait faciliter 1’agrégation. Egalement, le pourcentage d’acides aminés ayant des
angles phi-psi appartenant & une conformation de feuillet béta augmente lorsque le pH
passe de 7 & 5 pour le dimére sauvage (voir le Tableau IV). Etrangement, le pourcentage
d’acides aminés ayant des angles phi-psi en conformation de feuillet béta semble
diminuer légérement dans la structure moyenne du dimére PrP106-126 Al17V.
Toutefois, ces données sont peut-étre dues au fait que la structure moyenne seulement fit
sélectionnée pour ce calcul et que ce dimére a de grandes fluctuations atomiques a pH 7

qui seront discutées ci-bas. Néanmoins, en regardant la superposition des structures a
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toutes les 100 ps (comparer Figs. 3C et 3D), il est clair que la structure s’est grandement

rigidifiée et réorganisée a cause de la protonation de I’'His-111.

Figure 3 : Superposition des structures obtenues a toutes les 100 ps des simulations.
(A) PrP106-126 (pH 7); (B) PrP106-126 (pH 5); (C) PrP106-126 A117V (pH
7); (D) PrP106-126 (pH 7); (E) PrP106-126 (pH 5); (F) PrP106-126
A115S/A116S/A117S/A118S (pH 7); (F) PrP106-126
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Figure 4 :
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Rayon de giration en angstrom pour chaque dimére au cours des
simulations. Les diméres suivants y sont représentés : PrP106-126 (pH 7)
en noir, PrP106-126 (pH 5) en bleu, PrP106-126 A117V (pH 7) en rouge,
PrP106-126 A117V (pH 5) en mauve, PrP106-126
A115S/A116S/A117S/A118S (pH 7) en orange, et PrP106-126
A117S/A118S/V121S/V122S (pH 7) en vert.
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Tableau IV :

Temps (ns)

Pourcentage des acides aminés dans la structure moyenne des
dimeres PrP106-126 et PrP106-126 A117V ayant des angles phi-
psi appartenant & la conformation de feuillet béta

Dimere Pourcentage des acides aminés Pourcentage des acides aminés ayant
ayant des angles phi-psi en des angles phi-psi sans conformation
conformation feuillet béta définie (« random coil »)

PH7 pHS pH7 pHS

PrP106-126 39.5 % 553 % 60.5 % 44.7 %

PrP106-126 42.1 % 36.9 % 57.9 % 63.1 %
A117V
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La rigidification des dimeéres est bien illustrée par les données de fluctuations
atomiques, mesurées pour les atomes du squelette N, Cat et C au cours des dynamiques.
Lorsque les Figures 5A et 5B, et 5C et 5D sont comparées, il est évident que beaucoup
moins de fluctuations atomiques sont mesurées a un pH de 5. Ce changement dans les
fluctuations atomiques est particuliérement apparent pour le dimére PrP106-126 A117V. A
un pH de 7, les fluctuations atomiques des atomes du squelette de ce dimére sont beaucoup
plus grandes que pour le dimére sauvage, surtout dans la queue hydrophobe des
monomeéres (comparer les Figs. 5A et 5C). Il est possible que cet accroissement dans les
fluctuations atomiques soit causé par la plus grande hydrophobicité de la valine qui
remplace ’alanine a la position 117. Puisque la majorité des chaines latérales pointent vers
le solvant qui est polaire, un accroissement dans I’hydrophobicité du dimere pourrait
résulter en 1’augmentation des fluctuations atomiques. A un pH de 5, la protonation de
I’His-111 semble contrer cet effet et on obtient un dimére ou les fluctuations atomiques
sont similaires a celle obtenues pour le dimere sauvage (comparer les Figs. 5B et 5D).
Ainsi, la diminution du pH semble entrainer une optimisation des interactions inter-
monomeéres, ce qui a pour effet de rigidifier la structure du dimere.

Certaines de ces interactions sont facilement observables en analysant les données
de corrélation entre les déplacements des atomes (voir Eq. 3.13), tel qu’illustrées dans la
Figure 6. L’étude des Figures 6A et 6C révele la présence de mouvement de corps
rigides. Malheureusement, le mouvement de ces corps rigides agit comme bruit de fond et
obscurcit plusieurs des corrélations positives. Néanmoins, il est tout de méme possible de
décerner des corrélations positives entre le déplacement des atomes de la queue

hydrophobe d’un monomére avec la téte hydrophile de I’autre monomere chez le dimere
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Fluctuations atomiques calculées a I’aide de la structure moyenne de

chaque dimére obtenue au cours de la derniére 0,5 ns. (A) PrP106-126

(pH 7); (B) PrP106-126 (pH 5); (C) PrP106-126 A117V (pH 7); (D)

PrP106-126 A117V (pH 5); (E) PrP106-126 A115S/A116S/A117S/A118S
(pH 7); (F) PrP106-126 A117S/A118S/V121S/V122S (pH 7).
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Figure 6 :
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Données de correlation entre les déplacements d’atomes mesurées au
cours des simulations. (A) PrP106-126 (pH 7); (B) PrP106-126 (pH 5);
(C) PrP106-126 A117V (pH 7); (D) PrP106-126 A117V (pH 5); (E)
PrP106-126 A115S/A116S/A117S/A118S (pH 7); (F) PrP106-126
A117S/A118S/V121S/V122S (pH 7).
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PrP106-126, tel qu’illustré dans la Figure 7. Ces interactions hydrophobes-hydrophiles
sont possibles grice a des interactions entre les chaines latérales et le squelette du dimere.
En particulier, on apercoit des liaisons hydrogeénes entre I’atome NZ de la Lys-110 du
brin A et I’oxygéne du carbonyl de la Val-122 du brin B, et entre I’oxygéne du carbonyl
de la Val-121 du brin A et I'atome NCE1 de la Lys-110 du brin B chez le dimeére
sauvage.

Chez la forme dimérique de PrP106-126 A117V, des liaisons hydrogénes sont
apergues entre 1’oxygéne du carbonyl de 1’Ala-116 du brin A et I'atome NZ de la Lys-
110 du brin B, entre 1’atome HZ2 de la Lys-110 du brin A et ’oxygeéne du carbonyl de
1’Ala-120 du brin B, entre I’oxygéne du carbonyl de la Gly-126 du brin A et I’atome HN2
de la Lys-106 du brin B, et entre 1’atome HZ1 de la Lys-106 du brin A et ’oxygene du
carbonyl de la Gly-126 du brin B. Les interactions qui incluent la Lys-106, la Lys-110 et
la Gly-126 avaient déja été rapportées comme étant importantes pour la stabilisation du
dimére (26). Certaines de ces interactions peuvent étre apercues dans la Figure 8. A
noter que la majorité des autres chaines latérales pointent vers le solvant dans les dimeéres
sauvage et mutant a des pH de 5 et de 7, exposant donc une large surface hydrophobe, qui
pourrait contribuer a 1’agrégation des diméres. L’équipe de Salmona avait prédit que les
chaines latérales devraient pointer vers le solvant afin de maximiser les interactions avec
d’autres diméres et permettre 1’agrégation (33). De plus, chez PrP106-126 A117V, la

chaine latérale de la Val-117 pointent vers le solvant.



Figure 7 :
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Structure moyenne de PrP106-126 a (A) pH 7.0, et (B) pH 5.0. Les
figures furent produites a 1’aide de InsightII (36).
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Figure 8 : Structure moyenne de PrP106-126 A117V a (A) pH 7.0, et (B) pH 5.0.

Les figures furent produites a 1’aide de InsightII (36).
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Des anti-correlations peuvent également étre apercues dans les dimeres PrP106-
126 et PrP106-126 A117V a un pH de 7. En particulier, on remarque que les acides
aminés Gly-114 a Ala-116 d’un brin sont anti-correlés avec la Met-112 de I’autre brin.
Cette anti-correlation est présente dans les diméres PrP106-126 et 106-126 A117V a un
pH de 7. Toutefois, les autres anti-correlations présentes chez PrP106-126 A117V a un
pH de 7 sont masquées par les mouvements de corps rigides et les hautes fluctuations
atomiques présentes dans ce dimeére a ce pH. Ce grand mouvement des monomeéres chez
PrP106-126 A117V est facilement observable dans la Fig. 3C. Trés peu d’anti-
correlations peuvent étre discernées a un pH de 5. Néanmoins, on peut toujours
apercevoir, plus faintement, I’anti-correlation entre les acides aminés Gly-114 a Ala-116
et Met-112.

3.3.2 Effet de substitutions hydrophiles sur les interactions inter-
monomeres dans la forme dimérique de PrP106-126

La queue hydrophobe de PrP106-126 a déja été impliquée dans 1’aggrégation et la
neurotoxicité de cette protéine (29). A I’aide de substitutions hydrophiles, I’équipe de
Cappai a démontré I'importance de ces acides aminés. En effet, lorsque ces acides
aminés hydrophobes sont remplacés par des acides aminés hydrophiles, aucune
aggrégation ou neurotoxicité est observée. Il était donc intéressant d’étudier ces mutants
par dynamique moléculaire. Deux mutants furent choisis: PrP106-126
A115S/A116S/A117S/A118S et PrP106-126 A117S/A118S/V121S/V122S.

Des les premiéres analyses des données de dynamique moléculaire, il était clair
que ces substitutions hydrophiles engendrent de gros changements chez PrP106-126.
Etonnament, 1’énergie libre d’interaction (voir Eq. 2.10) entre les deux brins des diméres

mutants est plus grande que 1’énergie libre d’interaction du dimére sauvage a pH 7 et
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approche celle du dimeére sauvage a pH 5, tel qu’illustré dans la Figure 2. En effet, une
différence d’approximativement 35 kcal/mol est observée entre les deux dimeres mutants
PrP106-126 A115S/A116S/A117S/A118S et PrP106-126 A117S/A118S/V121S/V122S
et le dimére sauvage PrP106-126 a un pH de 7. 1l était attendu que cette énergie soit
moindre que celle du dimere sauvage.

Afin de déterminer la cause de cette accroissement dans I’énergie libre
d’interaction, les structures des fragments obtenues a toutes les 100 ps ont été
superposées et sont représentées dans les Figs. 3E et 3F. En comparant Fig. 3A avec 3E
et 3F, on remarque clairement que les substitutions hydrophiles engendrent une grosse
réorganisation de la structure. On peut méme apercevoir dans le mutant PrP106-126
A115S/A116S/A117S/A118S que I’extrémité ot il y a contact entre la téte hydrophile du
brin A et la queue hydrophobe du brin B tend & vouloir se séparer. Ceci est également le
cas, mais avec un effet de plus petite envergure, pour le mutant PrP106-126
A117S/A118S/V121S/V122S. En général, les brins des deux mutants sont plus espacés
que ceux des dimeres PrP106-126 et PrP106-126 A117V. Toutefois, le rayon de giration
des deux mutants est comparable a celui du dimére sauvage a pH 7, tel qu’illustré dans la
Figure 4. Conséquemment, les changements observés a la suite des substitutions
hydrophiles semblent étre causés par une réorganisation interne, peut-€tre des chaines
latérales.

Les données de fluctuations atomiques, mesurées pour les atomes du squelette N,
Co et C au cours des dynamiques, sont illustrées dans les Figs. SE et SF. Comme prévu,

les  fluctuations  atomiques mesurées pour le  dimére  PrP106-126

A115S/A116S/A117S/A118S sont beaucoup plus grandes que celles mesurées pour le
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dimeére sauvage (comparer Fig. 5A et SE). Ces fluctuations représentent bien la tendance
de ce dimére a se séparer a une extrémité. Les fluctuations atomiques mesurées pour
PrP106-126 A117S/A118S/V121S/V122S ressemblent a celles mesurées pour PrP106-
126 a un pH de 5 (comparer Fig. 5B et 5F). Tbutefois, de plus grandes fluctuations
atomiques sont observées dans la partie centrale du dimeére, plus précisément dans la
région des substitutions hydrophiles. Néanmoins, ces fluctuations sont tout de méme de
moitié de celles observées pour PrP106-126 A115S/A116S/A117S/A118S. 11 est
possible que ces plus petites fluctuations soient dies au fait que les substitutions
hydrophiles dans PrP106-126 A117S/A118S/V121S/V122S ne sont pas une a la suite de
I’autre. En effet, deux acides aminés hydrophobes se retrouvent aux positions 119 et 120,
pouvant donc contribuer 2 la force hydrophobe et faciliter une interaction favorable entre
les deux monomeres.

Certaines des interactions inter-monomeres sont facilement observables en
analysant les données de correlation entre les déplacements des atomes (voir Eq. 2.13),
tel qu’illustrées dans les Figs. 6E et 6F. L’étude des Figures 6E et 6F révele la présence
de mouvement de corps rigides. Malheureusement, le mouvement de ces corps rigides
agit comme bruit de fond et obscurcit plusieurs des correlations positives. Néanmois, il
est tout de méme possible de décerner des correlations positives entre le déplacement des
atomes de la queue hydrophobe d’un monomere avec la téte hydrophile de I’autre
monomere des dimeéres, tel qu’illustré dans les Figs. 9 et 10. Ces interactions
hydrophobes-hydrophiles sont possibles grﬁcé a des interactions entre les chaines
latérales et le squelette du dimére. Plusieurs liaisons hydrogénes sont apergues entre des

chaines latérales et le squelette, telles que décrites dans les Tableaux V et VL
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Figure 9 : Structure moyenne de PrP106-126 A115S/A116S/A117S/A118S a pH 7.0.
La figure fiit produite a 1’aide de InsightII (36).

Reseau de ponts-H

Figure 10 :  Structure moyenne de PrP106-126 A117S/A118S/V121S/V122S a pH 7.0.
La figure flit produite a 1’aide de InsightII (36).
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Dans ces mutants, on retrouve également des liaisons hydrogéne impliquant Lys-106,
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Lys-110 et Gly-126, supportant un role pour ces résidus dans la stabilité des dimeres (26).

Tableau V : Liaisons hydrogeénes retrouvées dans le dimere PrP106-126
A115S/A116S/A117S/A118S apH 7

Oxygene du carbonyl de Ser-117

Atome HG de Ser-117

Oxygéne du carbonyl de Ser-116

Atome HG de Ser-118

Oxygene du carbonyl de Gly-123

Atome HG de Ser-115

Atome HG de Ser-118

Atome OG de Ser-115

Atome OG de Ser-116

Atome HN de Gly-123

Atome HN de Gly-114

Oxygene du carbonyl de Gly-114

Oxygene du carbonyl de Gly-124

Atome HG de Thr-107

Atome HG de Ser-117

Oxygeéne du carbonyl de Ala-113

Oxygene du carbonyl de Gly-123

Atome HG de Ser-115

Atome HN de Lys-110

Oxygene du carbonyl de Gly-123

Oxygene du carbonyl de Gly-119

Atome HZ1 de Lys-110

Tableau VI : Liaisons hydrogénes retrouvées dans le dimere PrP106-126
A117S/A118S/V121S/V122S apH 7

Atome HN1 de Lys-106

Oxygene du carbonyi de Gly-126

Atome HZ2 de Lys-110

Oxygeéne du carbonyl de Gly-124

Atome HCE1 de Lys-110

Oxygene du carbonyl de Ser-122

Atome HG de Ser-121

Oxygeéne du carbonyl de Lys-110

Atome HN de Met-112

Oxygeéne du carbonyl de Ala-120

Oxygéne du carbonyl de Ala-113

Atome HN de Ala-120

Atome HN de Ala-115

Oxygene du carbonyl de Ser-118

Oxygéne du carbonyl de Gly-114

Atome HN de Gly-114

Oxygeéne du carbonyl de Ala-116

Atome HG de Ser-117

Atome HN de Ser-118

Oxygeéne du carbonyl de Met-112

Atome HG de Ser-122

Oxygéne du carbonyl de Asn-108

Atome HN2 de Lys-126

Oxygene du carbonyl de Gly-124

Il est intéressant de noter que plusieurs des chaines latérales pointent vers le
solvant. Toutefois, ces diméres possédent moins d’acides aminés hydrophobes, exposant
donc une surface hydrophobe moins large et une surface hydrophile plus grande.

L’exposition d’une surface hydrophile au solvant polaire pourrait expliquer pourquoi ces
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diméres peuvent plus difficilement former des agrégats. Leur surface hydrophile leur
permet de rester soluble dans un environnement hydrophile plus facilement.

Des anti-corrélations peuvent également étre apercues dans les diméres PrP106-
126 A115S/A116S/A117S/A118S et PrP106-126 A117S/A1185/V121S5/V122S a un pH
de 7. On remarque que les acides aminés Gly-114 a Ala-116 d’un brin sont anti-corrélés
avec la Met-112 de l’autre brin, tel que pour les dimeres PrP106-126 et PrP106-126
A117V.

34  Conclusion

Les changements conformationels et physicochimiques observés chez PrP106-126
lorsque le pH passe de 7 a 5 sont extrémement intéressants. Toutefois, la cause exacte du
polymorphisme conformationel observé chez PrP106-126 demeure obscure. Au cours
des simulations effectuées dans ce travail, la sensibilit¢é de PrP106-126 au pH est
évidente. Chez la forme dimérique de PrP106-126 et PrP106-126 A117V, I’acidification
du pH cause une réorganisation des interactions inter-monomeres et une rigidification du
dimére. De plus, 1’énergie libre d’interaction est approximativement 35 kcal/mol plus
élevée a un pH de 5. 1l est fascinant de voir que la protonation d’un seul acide aminé,
1’His-111, pourrait causer tous les changements rapportés.

Toutefois, la queue hydrophobe du peptide a également ét€ impliquée dans
I’agrégation et la neurotoxicité de PrP106-126 (29). 1l a été suggéré que les interactions
hydrophobes pourraient faciliter la formation de liaisons hydrogénes en tenant les
monomeéres a la distance appropriée (29). Expérimentalement, I’équipe de Cappai avait
démontré que des substitutions hydrophiles dans la queue hydrophobe compromettaient

I’agrégation et la neurotoxicité de PrP106-126 (29). Au cours des simulations d’une
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nanoseconde effectuées sur PrP106-126 A115S/A116S/A1175/A118S et PrP106-126
A117S/A118SV121S/V122S, une importante réorganisation est notée. Au lieu de voir
les monomeres se séparer, les diméres se réorganisent, des liaisons hydrogénes sont
formées et les chaines latérales de plusieurs des acides aminés hydrophiles substitués se
tournent vers le solvant. Cette réorganisation pourrait expliquer la perte de neurotoxicité
observé in vitro ainsi que la perte d’agrégation. Comme il a été suggéré ailleurs (33),
I’agrégation dépendrait de ’interaction entre les chaines latérales hydrophobes de
PrP106-126 qui pointent vers le solvant. Ainsi, lorsqu’il y a diminution de la surface
hydrophobe, I’agrégation se fait plus ardue. Les structures obtenues des simulations
effectuées sur PrP106-126 et PrP106-126 A117V démontrent bien que la majorité des
chaines latérales hydrophobes pointent vers le solvant, ainsi créant une large surface
hydrophobe pouvant servir de lieu de « docking » pour d’autres molécule de PrP106-126
et catalyser I’agrégation. Ces mémes observations ont été faites pour 1’ Alzheimer (30-
32).

Cette organisation de PrP106-126 en deux parties, une té€te hydrophile et une
queue hydrophobe, est intriguante. Cette division laisse présager que ce peptide pourrait
peut-étre former des complexes dans les membranes. Il a été indépendemment démontré
que la formation de cannaux transmembrannaires perméables au calcium pourrait
expliquer la neurotoxicité de PrP106-126 (20, 21). Quoique récemment contesté (69), les
équipes qui ont démontré leur présence ’ont fait indépendemment avec des sources
différentes de PrP106-126. De plus, la formation de ce type de cannaux a également été
impliqué dans des maladies telles que 1’ Alzheimer et le diabéte mellitus de type 2 (21-

24). 1 serait extrémement intéressant de répéter ces simulations sur la protéine Af de



91

I’Alzheimer ainsi que sur I’amyline humaine des ilots impliquée dans le diabéte afin
d’étudier leur comportement.

Chez PrP016-126, I’adoption d’une conformation plus organisée, plus
spécifiquement en feuillet béta, pourrait peut-étre faciliter I’intégration du dimére aux
membranes. Les interactions entre les chaines latérales hydrophobes de différentes
molécules de PrP106-126 ainsi qu’avec les lipides des membranes feraient sirement de
ce complexe un canal assez stable. Une organisation possible de ce canal est illustré dans

la Figure 11.

Figure 11 :  Organisation possible d’un canal transmembrannaire PrP106-126
perméable au calcium. Les résidus colorés en rouge représentent la téte
hydrophile tandis que les résidus colorés en bleu représentent la queue
hydrophobe. La figure a été construite avec InsightIl (36).

De plus amples ¢tudes sur PrP106-126 vont certainement révéler d’intéressantes
facettes des maladies a prion. La possibilité de ne travailler qu’avec un petit fragment de
la protéine prion simplifie grandement la tdche. La présence de la mutation A117V

impliquée dans le GSS fait de ce peptide un objet de recherche des plus intéressants. Une
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meilleure compréhension des interactions responsables de 1’agrégation de ce peptide
aménera slirement des composés capables de prévenir I’agrégation et la neurotoxicité

associée a PrP106-126.
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Chapitre 4:

Conclusion

Les maladies a prion sont des phénomenes spectaculaires du point de vue des
recherches sur le repliement de protéine. La preuve qu’une protéine peut facilement
exister en deux conformations quasi aussi stables 1’'une que 1’autre force une réévaluation
de la vue qu’une séquence d’acides aminés ne peut adopter qu’une seule conformation.
Le probléme du repliement des protéines est difficile et des maladies telles que les ESTs
révelent des facettes intéressantes de ce probléme. La trouvaille intéressante de ce type
de phénomeéne dans les levures augmente encore plus le besoin de mieux comprendre ce
genre d’événement.

Toutefois, vu la complexité du probléme, les ESTs demeurent des maladies
obscures. Un prion infectieux n’a toujours pas été généré en laboratoire. Heureusement,
récemment, 1’équipe de Fred Cohen publiait la découverte de Cp-60, un composé capable
d’inhiber in vitro la conversion du prion en sa forme pathogénique. Ces recherches vont
strement résulter dans la découverte de thérapeutiques efficaces pour combattre ces
maladies fatales. Les ESTs peuvent étre vaincus de deux manieres : D'inhibition des
interactions inter-protéines et I’inhibition de I’expression de la protéine prion. Déja, Cp-
60 a été ciblé pour empécher les interactions entre la protéine X et le prion et inhiber la
conversion. Dans ce mémoire, je présente une étude par simulations dynamiques sur les
interactions importantes dans 1’agrégation de la région hydrophobe du prion qui
comprend les résidus 106-126. Ce fragment est trés conservé et lorsque éliminé inhibe la
conversion du prion en sa forme pathogénique. L’inhibition de 1’agrégation de ce

fragment serait peut-étre une bonne cible thérapeutique. Ce genre d’étude devrait
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certainement étre répété sur la protéine amyloide B de 1’Alzheimer afin de voir si le
méme genre d’interactions est présent dans ces agrégats.

L’autre cible thérapeutique possible consiste en I'inhibition de I’expression du
prion. Dans le deuxiéme chapitre de ce mémoire, la présence d’un pseudonoeud a été
décrit dans la région des répétitions de ’ARNm du prion. Possiblement, des antisens
ciblés vers ce fragment d’ARNm pourraient étre produits. Ceci empécherait peut-étre
I’expression de la protéine et la progression de la maladie. II serait intéressant de répéter
I’étude sur la protéine doppel méme si cette protéine ne contient pas le domaine amino-
terminal afin de voir si I'ARNm de cette protéine contient des motifs ayant des fonctions
biologiques.  Puisqu’on ne sait pas si Dpl joue un réle dans le changement
conformationel du prion, les résultats de ce genre d'études combinés a des données
biologiques pourraient aider a determiner la fonction de Dpl. D’autres protéines a
considérer seraient également la protéine amyloide B de 1’ Alzheimer.

Les prochaines années dans ce domaine de recherche seront certainement
palpitantes. Une meilleure compréhension des ESTs donnera sirement fruit a des
connaissances approfondies sur le repliement de protéines, et sera peut-€tre applicable a

d’autres maladies telles que 1’ Alzheimer.





