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Résumé

La maladie de Creutzfeldt-Jakob, la maladie de la vache folle et la tremblante du
mouton sont trois pathologies causées par les prions. Les prions sont des protéines qui
peuvent adopter une conformation alternative transmissible aux autres molécules identiques
et qui se propagent d’une cellule a ’autre. On trouve aussi des prions chez la levure
Saccharomyces cerevisiae chez qui ils agissent comme facteurs épigénétiques. Les prions
de levure forment des fibres amyloides qui sont transmises par division cellulaire. L’étude
du prion [PSI'] chez S. cerevisiae a révélé que sa propagation est médiée par la chaperone
moléculaire Hsp104, une désagrégase capable de réduire la taille des fibres amyloides, ce
qui facilite leur transmission. En revanche, une surexpression de Hsp104 permet d’éliminer
le prion [PSI']. Notre laboratoire a découvert chez la levure Schizosaccharomyces pombe
un élément épigénétique nommé [cif], qui présente les caractéristiques phénotypiques des -
prions de levure. Le but de mon projet était d’identifier et de caractériser I’homologue de
Hsp104 retrouvé chez S. pombe. Nous avons identifié Sp_Hsp104 et démontré qu’elle
permet la. réactivation de protéines agrégées a la chaleur chez S. pombe et chez S.
cerevisiae. Remarquablement, 1’élément [cif], se propage indépendamment de Sp_Hsp104
chez S. pombe. L’expression hétérologue de Sp_Hspl04 chez S. cerevisiae montre aussi
que cette protéine est incapable de propager le prion [PSI'] et que sa surexpression ne
permet pas d’éliminer ce prion de levure. Afin d’identifier des résidus clé pour la
propagation du prion [PSI'], nous avons construit des chimeéres dans lesquelles les
domaines C-terminaux (CTD) des protéines Hsp104 de S. cerevisiae et de S. pombe, tres
différents ’un de I’autre, ont été échangés. La surexpression de ces chimeéres montre que le
CTD de la désagrégase Hspl04 de S. cerevisiae favorise I’élimination du prion [PSI'].
Notre étude de Sp_Hspl04 a donc permis d’approfondir notre compréhension des

déterminants moléculaires nécessaires a la propagation des prions de levure.

Mots-clés: Hspl04, prion, chaperone moléculaire, Saccharomyces cerevisiae,

Schizosaccharomyces pombe
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Abstract

Creutzfeldt-Jakob disease, mad cow disease and sheep scrapie are prion-mediated
pathologies. Prions are proteins able to adopt ‘an alternative conformation that is
transmissible to other identical molecules, and thereby prions can be propagated from cell
to cell. Prions are also found in the yeast Saccharomyces cerevisiae, where they act as
epigenetic elements. Yeast prions form amyloid fibers that are transmitted by cell division.
The study of the [PSI] prion in S. cerevisiae revealed that its propagation is mediated by
the Hsp104 molecular chaperone, a disaggregase able to reduce the size of prion amyloid
fibers, thus facilitating their transmission. Conversely, Hsp104 overexpression results in
the elimination of the [PSI'] prion. Our laboratory discovered an epigenetic element
named [cif] in the yeast Schizosaccharomyces pombe that exhibit the phenotypic
caracteristics of yeast prions. The aim of my project was to identify and to characterize the
Hsp104 homologue of S. pombe. We identified, Sp_Hsp104, and demonstrated that it is a
functional disaggregase allowing the reactivation of heat-aggregated proteins in S. pombe
and 'in S. cerevisiae. Remarkably, the [cif] element in S. pombe is propagated
independently of Sp_Hspl04. Heterologous expression of Sp_Hspl04 in S. cerevisiae
showed that this protein is not able to propagate [PSI"] and its overexpression cannot
eliminate this yeast prion. To identify Hsp104 residues important for the propagation of
[PST"], we constructed chimeras in which the C-terminal domains (CTD) of Hspl04
proteins from S. cerevisiae and S. pombe were swapped. The overexpression of these
chimeras showed that the CTD of the Hsp104 disaggregase from S. cerevisiae favors the
elimination of the [PSI"] prion. Our study of Sp_Hsp104 has deepened our comprehension

of the molecular determinant required for yeast prion propagation.

Keywords : Hsp104, prion, molecular chaperone, Saccharomyces cerevisiae,

Schizosaccharomyces pombe
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1; Introduction

1.1 Problématique

L’accumulation de protéines mal repli€es est la cause de nombreuses maladies
mortelles comme les maladies d’Alzheimer et de Creutzfeldt-Jakob. Le vieillissement de la
population mondiale semble responsable de I’augmentation des cas de nombreuses
maladies neurodégénératives comme I’Alzheimer. De plus, on a récemment observé
I’émergence d’une variante de la maladie de Creutzfeldt-Jakob transmise a I’homme par du
bétail atteint de la maladie de la vache folle. Cette maladie, propagée par une protéine
nommée prion, fit des ravages dans les années 1990 au Royaume-Uni. L’Organisation
Mondiale de la Santé Animale (www.oie.int) rapporte qu’environ 185 000 bétes furent
atteintes par les maladies a prions. La crise de la vache folle au Royaume Uni fit aussi 160

victimes humaines (www.cjd.ed.ac.uk), pour la plupart atteints par consommation ,de

viande contaminée. Certains croient que ce nombre est sous-estimé puisque le temps
d’incubation des infections a prions peut dépasser les 50 ans (Wadsworth and Collinge
2007) et donc, que d’autres victimes sont a prévoir dans I’avenir. Aussi, si le nombre de
cas de. vaches folles a chuté au Royaume Uni, on remarque qu’ailleurs dans le monde les
cas sont en hausse (Aguzzi et al. 2007). Le Canada a été touché par une dizaine de cas de
vache folle depuis 2003, ne faisant heureusement aucune victime humaine, mais perturbant
gravement 1’économie agricole du pays. On a également découvert une maladie 2 prions
chez les cervidés. Cette maladie, nommée maladie débilitante chronique (« chronic wasting
disease » ou CWD), inquiete particulierement les scientifiques, puisque cette forme de la
maladie a prion est trés contagieuse et peu contrdlée (Angers et al. 2006; Mathiason et al.
2006; Sigurdson and Aguzzi 2006). Jusqu’ici, on ne rapporte aucun déces humain liés a
cette forme de maladie, mais des animaux malades ont été rapportés dans des €levages en
Saskatchewan et en Alberta (Agence canadienne d’inspection des aliments), en Corée du
Sud et dans treize états américains. Aux Etats-L[nis, la situation est particulierement
préoccupante puisque’elle frappe également les animaux sauvages (Sigurdson and Aguzzi
2006). Ainsi, dix ans apres que Stanley Prusiner ait recu son prix Nobel de médecine pour

ses travaux sur les prions, il n’existe toujours aucun traitement contre cette maladie



neurodégénérative mortelle. 11 est donc crucial de poursuivre les recherches sur le

repliement des protéines et sur la propagation des prions.

Les prions sont également présents chez les microorganismes, notamment chez la
levure Saccharomyces cerevisiae (Wickner 1994). Comme les prions de mammiferes, les
prions de levures tendent a s’aggréger sous forme de fibres amyloides. Ces prions de
levures ont ainsi pu servir de modeles pour étudier la réplication et la propagation des
protéines prioniques. Ces études ont entre autres mis en lumiere I’'importance de la
protéine Hsp104 dans le maintien et la propagatioﬁ des prions de levure d’une génération a
la suivante. En effet, Hsp104 est en mesure de lier et de solubiliser les fibres amyloides
formées par les prions de levures, ce qui permet leur transmision d’une cellule a 1’autre.
Notre laboratoire. a récemment fait la découverte d’un nouvel élément aux caractéristiques
prioniques, [cif], chez la levure Schizosaccharomyces pombe (Collin et al. 2004). Pour
caractériser la propagation de ce nouveau prion, je me suis intéress€ a ’homologue de
Hsp104 chez cette levure. Le but de mon projet est de caractériser cette protéine et
d’évaluer le role qu’elle joue dans la propagation du prion [cif] chez S. pombe et sur le
prion [PSI'] chez S. cerevisiae. Dans 1’introduction, je présente d’abord les notions de base
du repliement des protéines et du contrdle de qualité des protéines de la cellule puis je
m’attarde sur la chaperone Hspl04, avant de présenter les protéines prions et les fibres
amyloides qui leur sont associées. Je termine par un résumé des découvertes de notre

laboratoire sur 1’élément [cif].

1.2 Le repliement des protéines

Les protéines sont les molécules les plus abondantes chez un €tre humain apres
I’eau (Dobson 2004). Ce sont de minuscules machines cellulaires, ayant chacune une
fonction précise encodée dans le matériel génétique de la cellule. Leurs fonctions sont
diverses, allant de I’activité enzymatique jusqu’au maintien de la structure cellulaire, en

passant par le contrdle de I’expression génique et la défense de 1’organisme. Il est donc



essentiel de s’assurer qu’elles fonctionnent adéquatement. Or, pour étre fonctionnelles, les
protéines doivent étre correctement repliées. Les prochaines sections décrivent les regles
régissant le repliement protéique et la nature des stress perturbant la conformation des

protéines. Le lecteur intéressé peut se référer aux revues et références suivantes : Voet and

Voet 1998, Dobson 2004, Chiti 2006 et Ellis and Minton 2006.

1.2.1 Composition et structure des protéines

Une protéine est une chaine d’acides aminés liés les uns aux autres de maniere
covalente. Ces acides aminés sont communs 2 tous les étres vivants. Pour accomplir sa
tache, chaque protéine doit étre repliée de maniére a adopter une structure tridimensionnelle
fonctionnelle dite conformation native. L’analyse de la structure des protéines nous a
appris que le repliement des protéines dépend de deux facteurs principaux : la séquence des
acides aminés et les conditions physico-chimique dans lesquelles s’effectue le repliement
(Anfinsen 1973). Ainsi, lorsqu’elles sont mises dans des conditions favorables, les
protéines sont en mesure d’adopter leur conformation native spontanément. Les propriétés
physico-chimiques des résidus d’acides aminés, qui peuvent étre hydrophobes, polaires
non-chargés ou polaires chargés (acides ou basiques), dirigent le repliement des protéines et

stabilisent leur structure.

La structure d’une protéine est complexe et peut étre divisée en quatre niveaux. La
séquence primaire de la protéine est formée par la séquence en acides aminés de cette
chaine peptidique. Celle-ci est composée d’une chaine d’acides aminés liés les uns aux
autres par des liens covalents. La structure secondaire est principalement constituée de
deux types d’éléments structuraux : les hélices o et les feuillets B. La formation de
structures secondaires est influencée par les chaines latérales des acides aminés et donc par
la structure primaire de la protéine. La formation des hélices o et des feuillets B sont
possibles grace aux ponts hydrogénes s’établissant entre les groupements carbonyles et

amines formant le cceur de tout acide aminé. La structure tertiaire est déterminée par un



ensemble de forces dictées par les caractéristiques physicochimiques des chaines latérales
des acides aminés. L’une des forces majeures du repliement protéique est I’hydrophobicité.
Comme les protéines se retrouvent en milieu aqueux, les résidus hydrophobes tendent a €tre
" enfouis au centre de la structure protéique, les résidus polaires se retrouvant alors en
surface, exposés au milieu environnant. La protéine a ainsi une meilleure solubilité. La
structure tertiaire est ensuite complexifiée par une panoplie d’autres types de liens entre les
résidus. On retrouve des liens hydrophobes entre résidus apolaires, des bonts salins entre
résidus acides et basiques et des liens hydrogene entre résidus polaires. Deux résidus
cystéine peuvent également se lier de manieére covalente par la formation de ponts
disulfures. Les protéines peuvent finalement s’assembler entre elles, formant ainsi leur

structure quaternaire.

L’ensemble de ces liens permet aux protéines d’atteindre leur conformation native.
Cette conformation constitue habituellement la structure la plus stable et la moins coiiteuse
en énergie. De plus, comme le repliement protéique de chaque région de la protéine
seffectue de manidre indépendante, les protéines de toutes tailles sont en mesure de se
replier correctement en quelques secondes, voire en quelques microsecondes in vitro (Yang
and Gruebele 2003). Le repliement protéique est ainsi trés efficace in vitro, pour autant que

les protéines soient mises dans des conditions favorables.

1.2.2 Le mauvais repliement des protéines in vivo

In vivo, les protéines sont synthétisées dans des conditions difficiles qui ne
favorisent pas le repliement protéique. Le repliement protéique commence des que la
protéine est traduite voire méme pendant sa traduction (Hardesty and Kramer 2001). Dans
ces circonstances, il est inévitable que des résidus hydrophobes soient exposés au milieu
environnant. Or, les résidus hydrophobes ont une forte propension a s’associer entre eux,
ce qui peut mener a des associations prot€iques inadéquates (Fig 1.1). Si 'agrégation

protéique est importante, les protéines mal repliées précipitent sous une forme insoluble,



encombrant alors I’intérieur de la cellule. De plus, les protéines sont synthétisées en
polysomes, chaque ARNm étant traduit simultanément par plusieurs ribosomes (Kiseleva
1989), ce qui a pour effet de produire plusieurs polypeptides identiques dans un espace tres
rapproché. La proximité de plusieurs protéines identiques, favorise I’agrégation des
protéines qui tendent a s’associer de maniere stable. Une fois relachées dans le cytoplasme,
les protéines sont encore sujettes a des conditions d’encombrement importantes puisque
que le cytoplasme contient une concentration de macromolécules (protéines et autres)
d’environ 300-400 mg/mL. Cet encombrement important favorise les interactions
intermoléculaires anarchiques ce qui n’aide pas les protéines a adopter leur conformation

native (Fig 1.2).

Aussi, méme si les protéines réussissent a adopter leur conformation. native,
I’équilibre des forces stabilisant cette conformation reste fragile et sensible aux variations
des conditions du milieu comme le pH, la température et les autres molécules présentes
dans le milieu. Les variations de pH, elles, modifient 1’état d’ionisation des résidus polaires
et par conséquent, la répartition des charges de la protéine, ce qui perturbe les liens
hydrogene et ponts salins de la protéine et déstabilise la structure des protéines. De méme,
une hausse importante de la température augmente 1’entropie du milieu et déstabilise les
faibles liaisons assurant la cohésion de la structure native des protéines, ce qui tend a
lin€ariser les protéines. Les molécules hautement réactives comme les espéces réactives
oxygénées (ROS), produites par la respiration cellulaire, endommagent également les

protéines par leur pouvoir oxydant (Cecarini et al. 2007).



Figure 1.1: Représentation schématique des différents états de repliement possibles
d’une protéine. Adapté de Dobson (2003). La population relative de chaque conformére
dépend des conditions auxquelles sont soumises les protéines. Pour plus de simplicité, le
schéma suivant présente les especes protéiques d’une protéine globulaire. Apres la
synthese protéique, la protéine est d’abord retrouvée sous sa forme linéaire. Le repliement
s’effectue ensuite graduellement pour donner les conformations intermédiaires et la
conformation native de la protéine. Les conformations linéaires et intermédiaires peuvent
également former des agrégats protéiques désordonnés. Les agrégats peuvent a leur tour se
replier sous forme d’oligomeres amyloides, plus stables, pour finalement former des fibres
amyloides, une espece protéique tres stable formée de protéines mal repliées étroitement

liées les unes aux autres. Voir la section 1.5 pour plus de détails sur les fibres amyloides.
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Figure 1.2 : Compétition entre repliement et agrégation protéique. Exemple tiré de
Elis and Minton (2006). La protéine modele, ici la lactate déhydrogénase (LDH), est
linéarisée a pH 2,5 puis diluée dans une solution a pH 7.0 a différentes concentrations. Le
repliement est mesuré par ['activité enzymatique de la protéine. On constate que la
réactivation de la protéine est défavorisée lorsqu'on augmente la concentration protéique.
Inversement, I’ agrégation protéique est favorisée par |’augmentation de la concentration de

protéine dans le milieu.
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1.3 Le controle de qualité des protéines

Les étres vivants possédent une panoplie de protéines dont la fonction est de
s’assurer que les protéines adoptent leur conformation native, de limiter au maximum
I’agrégation protéique et d’éliminer les protéines mal repliées. Le mécanisme assurant la
balance entre le repliement correct des protéines et la dégradation des protéines aberrantes
est désignée sous le terme de controle de qualité des protéines (Gregersen 2006). Le
repliement des protéines est assuré par les chaperones moléculaires, tandis que la
dégradation protéique est assurée par des protéases. Ce controle de qualité est trés conservé
a travers les especes, bien qu’il soit plus complexe. et raffiné chez les eucaryotes. La
prochaine section présente les principales familles de chaperones. Je m’attarde ensuite sur
le cas particulier du contrdle de qualité de la voie de sécrétion chez les eucaryotes ainsi que
sur leur systetme de dégradation des protéines. Je fais finalement un bref survol du role
qu’occupe la machinerie de contrdle de qualité dans plusieurs pathologies regroupées sous

le terme de protéinopathies.

1.3.1 Les chaperones moléculaires

Il existe une grande variété de chaperones moléculaires qui ont des fonctions tres
diverses et souvent spécialisées. On retrouve les chaperones chez tous les organismes et
dans la plupart des compartiments cellulaires. Par souci de simplicité, cette section se
consacre uniquement aux chaperones cytosoliques des eucaryotes. Toutes les chaperonnes
fonctionnent selon un mécanisme similaire : reconnaitre et lier les protéines mal repliées.
Pour ce faire, la plupart des chaperones reconnaissent les résidus hydropobes exposés a la
surface des protéines. Comme ces résidus sont normalement enfouis au cceur de la
structure des protéines natives (voir 1.2.1), ce mode de reconnaissance des substrats leur
permet de lier spécifiquement les protéines mal repliées. Les chaperones moléculaires
empéchent ainsi ’aggrégation protéique. En minimisant les intéractions avec les autres

protéines du milieu, elles favorisent le bon repliement des protéines. La plupart des



chaperones sont également des ATPases qui utilisent I’énergie de I’ATP pour moduler leur

capacité 2 lier leurs substrats.

De nombreuses chaperones sont exprimées de maniére ubiquitaire et constitutive.
Ces dernieres assistent surtout le repliement co-traductionnel, assurant le repliement correct
et efficace des protéines traduites in vivo (voir la section 1.2.2). Si la cellule est soumise a
un stress qui favorise la dénaturation et 1’agrégation des protéines, un choc thermique par
exemple, I’expression de plusieurs chaperones est fortement augmentée, ce qui permet aux
cellules de mieux faire face aux stress, d’ot leur appellation de « heat-shock protein » ou
Hsp (Lindquist and Craig 1988). Une étude récente effectuée chez la levure S. cerevisiae a
d’ailleurs permis de distinguer les chaperones impliquées dans la réponse au stress des

chaperones associées aux protéines nouvellement synthétisées (Albanese et al. 2006).

Les chaperones sont classées en plusieurs familles de protéines sur la base de leur
poids moléculaire en kilodaltons. Le groupe le plus important est formé par les Hsp70, des
chaperones ATPases, qui agissent de concert avec les Hsp40. Ce systeme est présenté en
section 1.3.1.1. Ces chaperones sont également assistées par les Hsp90, d’autres
chaperones ATPase spécialisées dans |’activation des protéines signalétiques comme les
kinases (section 1.3.1.2). La section 1.3.1.3 se consacre aux petites Hsp (sHsp), de petites
chaperones activées dans les conditions de stress qui limitent 1’agrégation avant de
transmettre les protéines mal repliées au systeme des Hsp40-70. Il y a aussi Hsp104, une
chaperone ATPase bien particuliere qui fera I’objet de toute la section 1.4. Hspl04
fonctionne en étroite collaboration avec le systéme des Hsp40-70, mais aussi avec les sHsp.
La derniere grande famille de chaperones cytosoliques eucaryotes est les Hsp60, également
nommées chaperonines. Bien que trés étudiées chez les procaryotes, les chaperonines
eucaryotes sont peu caractérisées. Elles forment un complexe nommé TRiC (« TCP-1 ring
complex ») composé de sept sous-unités différentes formant une structure cylindrique. Les
substrats du complexe TRiC comprennent les protéines fibrillaires tel que 1’actine et la

tubuline (Gomez-Puertas et al. 2004; Spiess et al. 2006). Le complexe TRiC forme
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également des fibres avec les protéines ayant des extensions poly-glutamine (voir section

1.5), réduisant ainsi leur toxicité (Tam et al. 2006).

De nombreux autres cofateurs sont associés aux chaperones. Certains sont décrits
dans les sections 1.3.1.1 et 1.3.1.2, mais plusieurs ont ét€ omis par souci de concision et de
clarté. Mentionnons également les foldases, des enzymes qui assistent le repliement des
protéines en réorganisant leurs liens covalents. Parmi les foldases les plus importantes on
retrouve les disulfides isomérases, qui assurent la formation correcte des ponts disulfures

(Dobson 2004).

1.3.1.1 Le systeme des Hsp70-40

Les chaperones moléculaires des familles des Hsp70 et des Hsp40 forment le cceur
du contrdle de qualité de la cellule. II existe une-grande variété de Hsp70, de Hsp40 et de
facteurs d’échange de nucléotides, ce qui permet a ces chaperones d’assister le repliement
de toutes les protéines de la cellule (Hennessy et al. 2005; Mayer and Bukau 2005). Les
Hsp40 sont souvent les premieéres chaperones a interagir avec les protéines mal repliées.
Par contre, ces chaperones ne sont pas en mesure d’assurer activement le repliement des
protéines. Pour se faire, les Hsp40 s’associent aux Hsp70, des chaperones constituées de
deux domaines principaux : un domaine ATPase et un domaine de liaison aux protéines
(Fig 1.3). Les Hsp40 s’associent de maniere transitoire aux Hsp70 et leur transferent les
protéines mal repliées. L’association des Hsp70 avec les Hsp40 et leur substrat stimulent
grandement ’activité ATPase des Hsp70. Les Hsp70 activées par I’ATP sont en mesure de
lier leur substrat. Les Hsp70 adoptent ensuite une conformation dite « fermée » qui
stabilise leur liaison aux substrats sous ’hydrolyse de I’ATP (Frydman 2001; Walter and
Buchner 2002; Erbse et al. 2004; Mayer and Bukau 2005). Cette liaison entre les Hsp70 et
les protéines mal repli€es aide ces derniéres a adopter leur conformation native. En effet,
ces chaperones déstabilisent les liaisons qui maintiennent les protéines dans une

conformation erronée, ce qui leur permet de recommencer leur repliement et d’ainsi
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Figure 1.3 : Le cycle d’action du systeme des chaperones Hsp70-40. Une protéine mal
repliée est d’abord liée par une Hsp40 (1), puis transférée a une Hsp70. Cette association
stimule I’hydrolyse d’ATP et le changement conformationnel de Hsp70, qui peut alors lier
le substrat avec une grande affinité. La Hsp40 est libérée et le substrat demeure lié a la
Hsp70 (2). Le substrat peut alors continuer son repliement protéique dans des conditions
favorisant 1’acquisition de sa conformation native (3). Le substrat est reldché lorsque la
molécule d’ADP est échangée pour une nouvelle molécule d’ATP. Le substrat peut alors

adopter sa conformation native (4).
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acquérir leur structure fonctionnelle (Erbse et al. 2004; Mayer and Bukau 2005). Les
Hsp70 demeurent dans leur conformation « fermée » jusqu’a ce qu’une nouvelle molécule
d’ATP ne remplace la molécule d’ADP liée au domaine ATPase. Cette opération est
effectuée par un facteur d’échange de nucléotides. Une fois I’échange effectué, les Hsp70
adoptent leur conformation « ouverte », de faible affinité pour les protéines, ce qui leur
permet de relicher le substrat (Fig 1.3). Le cycle peut ainsi se répéter jusqu’a ce que la
protéine mal repliée adopte sa conformation native (Houry 2001). Si elle n’y parvient pas,

cette protéine sera redirigée vers la machinerie de dégradation (voir section 1.3.3).

1.3.1.2 Les Hsp90

Les Hsp90 forment une autre famille de chaperones importante. En collaboraf[ion
avec leur co-chaperone Cdc37, les Hsp90 se lient aux kinases cellulaires, assurant leur
maturation et modulant leur activité (Caplan et al. 2007). Comme les kinases forment la
base de la majorité des systemes signalétiques de la cellule, les Hsp90 modulent
directement ’activité cellulaire, notamment le cycle cellulaire. Le mécanisme d’action des
Hsp90 est encore peu connu, mais les Hsp90 sont elles aussi des ATPases s’associant en
dimeres fonctionnels. 11 semble que les Hsp90 ne lient pas directement leur substrat, qui est
d’abord reconnu par les Hsp70-40. De nombreuses protéines accessoires dont la protéine
Hop (« Hsp organizing protein », Stil chez S. cerevisiae) s’ associe aux Hsp70 et aux Hsp90
pour perméttre le transfert des kinases d’un groupe de chaperones a I'autre. La protéine
Hop reconnait un motif riche en résidus acides nommé répétitions tétratricopeptide (TPR),
commun aux Hsp70 et Hsp90, ce qui lui permet de faire le lien entre la machinerie des

Hsp70-40 et celle des Hsp90 (Scheufler et al. 2000; Wegele et al. 2006).

1.3.1.3 Les sHsp
Dans des conditions de stress intense, il y a trop de protéines mal repliées pour les
machineries des Hsp40-70 et des Hsp90. Aussi, si les protéines mal repliées ne sont pas

rapidement prises en charge, elles forment des agrégats importants qui sont beaucoup plus
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difficiles a gérer et devront étre dégradées plutdt que réactivées, ce qui représente un cotit
énergétique élevé (Walter and Buchner 2002; Sauer et al. 2004). C’est ce défi que relevent

les sHsp (« small heat-shock protein »).

Les sHsp forment des dimeéres stables, mais s’assemblent ensuite en structures
oligomériques plus complexes composées de plusieurs dimeres (Haslbeck et al. 2005; Sun
and MacRae 2005). Cette structure oligomérique est dynamique et se caractérise par un
centre creux ol sont enfouies les queues N-terminales hydrophobes tandis que les
extrémités C-terminales chargées forment la périphérie des oligoméres. Bien que la
structure de plusieurs complexes de sHsp ait maintenant été déterminée avec précision
(Kim et al. 1998; van Montfort et al. 2001; Kennaway et al. 2005; White et al. 2006), les
facteurs déterminant I’oligomérisation des sHsp demeurent encore peu connus (Haslbeck et

al. 2005; Sun and MacRae 2005).

Contrairement aux autres chaperones, les sHsp ne sont pas des ATPase et elles ne
sont pas en mesure d’assister activement le repliement des protéines. Les sHsp se lient aux
protéines mal repliées, avant que ces dernieres ne forment des agrégats (Haslbeck et al.
2005; Sun and MacRae 2005). La fonction chaperone des sHsp est mal comprise, mais il
semble que la portion N-terminale hydrophobe soit importante dans la liaison des sHsp
avec les protéines mal repliées. Les protéines piégées dans les complexes de sHsp
demeurent dans un €tat ou elles sont encore en mesure d’atteindre leur conformation native
(Haslbeck et al. 2005; Sun and MacRae 2005). Bien qu’aucun mécanisme de relache des
substrats n’ait été identifié, il semble que les sHsp puissent transmettre leur substrats a la
machinerie des Hsp70-40 qui est alors en mesure de réactiver les protéines mal repliées
(Haslbeck et al. 2005). Les sHsp servent donc de réservoir de substrats pour les autres

chaperones tout en limitant 1’agrégation protéique.
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1.3.2 Le controle de qualité de la voie de sécrétion

Le repliement des protéines dans le RE est soumis a des conditions différentes de
celles rencontrées dans le cytosol. En effet, les protéines transitant par le RE et I’appareil
" de Golgi sont soit destinées aux membranes de compartiments cellulaires, a la membrane
cellulaire ou a I’espace extracellulaire, ce qui complexifie davantage encore le repliement
protéique. En effet, ces protéines doivent étre incorporées a la bicouche lipidique (dans le
cas des protéines membranaires) et subir de nombreuses modifications post-
traductionnelles telles que la formation de nombreux ponts disulfures, 1’ajout d’ancre
glycosylphosphatidylinositol (GPI) et la glycosylation (Bukau et al. 2006). La variété des
protéines transitant dans le réticulum est considérable : on estime qu’environ un tiers du
protéome traverse la voie de sécrétion (Kleizen and Braakman 2004; van Anken and
Braakman 2005). Dans ces conditions, il n’est pas étonnant de constater que le RE contient

une grande concentration de chaperones (Bukau et al. 2006).

L’une des chaperones les plus importantes, les plus abondantes et les mieux étudiées
du réticulum est une Hsp70 nommée BiP (« immunoglobulin-binding protein »). BiP
assure le repliement des protéines, mais assiste aussi la rétro-translocation, une étape
importante de la dégradation des protéines du RE (Lederkremer and Glickman 2005; Bukau
et al. 2006). On dit de BiP qu’elle est une chaperone « classique » puisqu’elle reconnait les

résidus hydrophobes exposés tout comme ses homologues cytoplasmiques.

La calnexine, une autre chaperone importante du RE, utilise un autre mode de
reconnaissance des protéines mal repliées, qui dépend en bartie de I’état de glycosylation
des protéines en repliement. Comme elle peut lier les sucres, on dit de la calnexine qu’elle
est une lectine. La glycosylation des protéines joue un rdle de signal indiquant si la
protéine luminale est correctement repliée (Fig 1.4). L’oligosaccharide GlczMangGlcNAc,
est d’abord transféré sur un résidu asparagine puis il est modifié par les glucosidases I et II,

des enzymes clivant deux des trois résidus glucoses (Glc) exposés. La glycoprotéine
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possédant la glycosylation Glc;MangGlcNAc; peut alors étre reconnue par la calnexine. En
‘liant la glycoprotéine mal repliée dans le RE, la calnexine favorise le bon repliement de
celle-ci. L’oligosaccharide est clivé une seconde fois par la glucosidase II, ce qui libere la
calnexine de son substrat. Si la .glycoprotéine est mal repliée, elle sera reconnue et
reglucosylé par ’'UGGT (UDP-glucose: glycoprotein glucosultransférase) ce qui permettra
a la glycoprotéine d’étre a nouveau reconnue par la calnexine. C’est ce que I’on nomme le
cycle de la calnexine (Fig 1.4) (Ellgaard and Helenius 2001; Kleizen and Braakman 2004;
Lederkremer and Glickman 2005). Si la glycoprotéine ne parvient pas a adopter sa
conformation native, différentes mannosidases clivent les résidus mannoses (Man) exposés.
Lorsque trois résidus mannoses sont clivés, la glycoprotéine sera reconnue par la protéine
EDEM et retransloquée vers le cytosol pour étre dégradée par le protéasome (voir section

1.3.3.2) (Kostova and Wolf 2003).

Dans ce modele du cycle de la calnexine, c¢’est 'UGGT qui détecte si les protéines
sont correctement repliées. Par contre, il a aussi été montré que la calnexine peut
également agir comme une chaperone classique, capable de reconnaitre, de lier et
d’influencer le repliement des protéines mal repliées indépendemment de son état de
glucosylation (Fig 1.4) (Swanton and Bulleid 2003; Williams 2006). Les travaux de notre
laboratoire sur la calnexine chez la levure Schizosaccharomyces pombe supporte ce modele
(Jannatipour et al. 1998; Beaulieu et al. 1999; Marechal et al. 2004). Nous avons
également pu montrer que la calnexine interagit avec BiP. De plus, cette interaction joue
un réle important dans le controle de qualité du RE de S. pombe (Jannatipour and Rokeach
1995; Marechal et al. 2004). L’interaction entre BiP et la calnexine est également
nécessaire a la survie de cette levure, ce qui montre bien que les différentes chaperones du
contrle de qualité du RE sont étroitement associ€es (Marechal et al. 2004; Hajjar et al.

2007)..
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Figure 1.4 : Mécanismes d’action proposés pour la calnexine. Figure adaptée de
Williams (2006). Les étapes du mécanisme du cycle de la calnexine proposé par Helenius
sont indiquées en rouge. Selon ce modele, la calnexine interagit uniquement avec ces
substrats en reconnaissant leur état de glucosilation. Le modele ol la calnexine interagit
avec ces substrats a la fois comme une lectine et comme une chaperone classique est

indiqué en vert.
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1.3.3 La dégradation des protéines chez les eucaryotes

La capacité des chaperones a replier les protéines mal repliées a ses limites. Les
prot€ines qui ne réussissent pas a adopter leur conformation native malgré ’aide des
chaperones moléculaires constituent un probléme important pour la cellule. Elles doivent
donc étre rapidement prises en charge. La machinerie de contr6le de qualité est ainsi
couplée a la machinerie de dégradation (« ERAD », dégradation associée au RE) de
maniere a éliminer rapidement les protéines problématiques. La dégradation des protéines
permet également de renouveler les protéines de la cellule et est impliquée dans la
régulation de différentes fonctions cellulaires, notamment la réponse aux stress et le cycle

cellulaire (Sauer et al. 2004; Lecker et al. 2006; Nandi et al. 2006).

Chez les eucaryotes, la dégradation des protéines est effectuée principalement par le
protéasome 26S, un complexe protéique d’environ 60 sous-unités. Le centre catalytique du
protéasome (aussi appelé protéasome 20S) est constitué d’un assemblage de quatre
heptameres étagés, le tout composé de 14 types de protéines différentes (a-ot7 et Bi-B7)
assurant la dégradation des protéines. Aux deux extrémités de ces peptidases sont attachés
les complexes régulateurs 19S constitués chacun d”au moins- 17 sous-unités. Le complexe
régulateur a pour fonction principale de défaire la structure des protéines a dégrader et de

les introduire a I’intérieur du protéasome (Lecker et al. 2006; Nandi et al. 2006).

Pour reconnaitre les protéines a dégradér, les eucaryotes ont développé une stratégie
basée sur la reconnaissance d’une modification post-traductionnelle ajoutée aux protéines
devant étre dégradées. Le signal de dégradation est formé par I’ajout de protéines
d’ubiquitines sur certains résidus lysine. Cette ubiquitination est cumulative de telle sorte
que les ubiquitines sont ajoutées les unes aux autres en une chalne de poly-ubiquitine
(Lecker et al. 2006; Nandi et al. 2006). La dégradation est enclenchée lorsque la protéine
porte une extension d’au moins quatre résidus d’ubiquitine liés de maniere covalente

(Lederkremer and Glickman 2005). L’ubiquitination des protéines est effectuée par trois
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types de protéines (Fig 1.5). Les protéines E1 (enzymes activatrices d’ubiquitine)
transferent I’ubiquitine libre aux protéines E2 (protéines transporteuses d’ubiquitine). Les
protéines E2 et E3 (ubiquitine ligases) transferent ensuite 1’ubiquitine a la protéine a
dégrader. Les protéines E3 sont les enzymes-cl.és de la réaction puisqu’ils reconnaissent les
protéines4 substrats et leur transferent I’ubiquitine. Les protéines poly-ubiquitinées sont
ensuite dirigées vers le protéasome, ou les ubiquitines sont libérées avant la dégradation des
protéines. Les ubiquitines libres retournent dans le cytoplasme ou elles peuvent a nouveau

étre attachées a des protéines a dégrader (Lecker et al. 2006; Nandi et al. 2006).

1.3.4 Les protéinopathies et le contréle de qualité

On découvre de plus en plus de maladies causées par un probleme de repliement des
protéines. Certains spécialistes estiment que la moitié des maladies connues pourraient
impliquer des protéines mal repliées (Bradbury 2003). Ces maladies, nommées
protéinopathies, incluent de nombreuses maladies héréditaires comme la fibrose kystique,
I’anémie a hématie falciforme et la phénylcétonurie (Dobson 2004; Gregersen et al. 2006).
Ces maladies sont causées par une mutation qui modifie la séquence d’une protéine de telle
maniere qu’elle ne pourra plus étre correctement repliée. Dans le cas de la fibrose kystique
la protéine en cause est la CFTR, une protéine transmembranaire de 1480 acides aminés,
qui porte une délétion du résidu F508 (Chaudhuri and Paul 2006). La protéine CFTR
mutée est reconnue par la calnexine comme une protéine mal repli€e et n’est pas exprimée

a la surface des cellules, ce qui cause la maladie (Gregersen 2006).

D’autres protéinopathies sont associ€ées a un 4ige avancé, comme la maladie
d’Alzheimer (voir aussi section 1.5.3). Certains ont proposé qu’elles seraient causées par
une diminution de I’expression des chaperones moléculaires chez les cellules plus agées.
D’autres suggerent que les cellules plus vieilles ont accumulé plus de mutations et
produisent donc plus de protéines mal repliées, ce qui causerait un encombrement et un mal

fonctionnement de la machinerie de contréle de qualité (Chaudhuri and Paul 2006).
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Figure 1.5 : Le systéeme de dégradation des protéines. Les protéines mal-repliées sont
reconnues par le systtme de contrdle de qualité des Hsp40-70 (1). Si les chaperones
moléculaires ne parviennent pas a replier corectement les protéines, elles seront
ubiquitinées. L’ubiquitine (représentée par les cercles rouges) est activée par les protéines
E1l, puis attachée sur les protéines E2 (2). Les ubiquitines-ligases E3 transférent ensuite
I’ubiquitine sur la protéine mal repliée (3). Cette ubiquitination se répétera jusqu’a former
une courte chaine de poly-ubiquitine. Les protéines poly-ubiquitinées sont ensuite

reconnues et dégradées par le protéasome 26S (4). Modifiée d’apres Goldberg (2003).
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1.4 ClpB et Hsp104 : les désagrégases moléculaires

Parfois, les cellules subissent des stress si violents qu’une grande quantité de
protéines sont dénaturées a la fois. Les Hsp70, assistés des Hsp40, se lient aux protéines
mal repliées et tentent de leur redonner leur conformation native. Par contre, leur activité
désagrégase est plutot limitée face aux agrégats de grande taille (Diamant et al. 2000; Ben-
Zvi et al. 2004; Zietkiewicz et al. 2004). Dans ces conditions, la machinerie des
chaperones moléculaires de la cellule est rapidement saturée et certaines fonctions vitales
comme la traduction sont affectées, ce qui empéche la cellule de répondre efficacement a la
situation. Pour survivre, la cellule doit rapidement redonner a8 un maximum de protéines

leur conformation native (Weibezahn et al. 2004).

Chez la levure S. cerevisiae, 1a protéine Hsp104 a été identifiée comme le principal
facteur .de la thermotolérance, soit la résistance aux chocs thermiques (Sanchez and
Lindquist 1990). Des études in vitro ont montré que Hsp104 purifié peut renaturer seule
des protéines agrégées, mais aussi que Hspl04 est plus efficace en coopérant avec les
Hsp40-70 (Glover and Lindquist 1998; Shorter and Lindquist 2006). Une analyse
comparative de la séquence de Hspl04 permet de classifier cette chaperone comme une
protéine de la famille des AAA+ (« ATPases associated with various cellular activities »).
Des homologues de Hspl104 ont été caractérisés chez plusieurs organismes et organelles,
mais pas chez les vertébrés. L’homologue bactérien, nommé ClpB, est mieux caractérisé
que Hspl04. Je présente donc d’abord la protéine ClpB du point de vue de sa structure
avant de m’attarder aux détails de son mécanisme d’action. Pour finir, je co\mpare les

connaissances acquises avec ClpB avec les données recueillies avec Hsp104.
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1.4.1 Analyse structurelle de ClpB

S

Les protéines AAA+ ont une forte tendance a oligomériser sous la forme d’un
hexamere ou d’un heptamere présentant un pore en son centre (Hanson and Whiteheart
2005). Les protéines AAA+ sont caractérisées par la présence d’un ou de deux modules
ATPase (modules AAA) ; ClpB posséde deux modules AAA (Fig 1.6). La structure de
ClpB de la bactérie Thermus thermophilus montre que les deux modules AAA forment le
ceeur de cette désagrégase (Fig 1.6) (Lee et al. 2003). Chaque domaine AAA est formé
d’un site de liaison a I’ATP et d’une courte boucle flexible, tous deux trés concervés chez
toutes les protéines AAA+. Au centre de chacune de ces boucles, on trouve un résidu
tyrosine qui est positionné de maniere a fermer le pore de ’hexameére (Schlieker et al.
2004b; Lee et al. 2007). L’analyse de la structure de ClpB révele également la présence
d’un élément de type torsade torsadée, nommé domaine M, qui s’élance hors de la structure
‘générale de I’hexamere au niveau du premier module AAA (Fig 1.6). Le domaine M est
spécifique aux désagrégases et n’est pas retrouvé chez les autres protéines AAA+. Ce
domaine est flexible et son mouvement est essentiel a la fonction désagrégase de ClpB (Lee
et al. 2003). Ce domaine est aussi impliqué dans I’interaction de ClpB avec ses partenaires

Hsp40-70 (Haslberger et al. 2007).
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Figure 1.6 : Structure de la désagrégase ClpB. Schémas et structures adaptés de Lee et
al. (2003), Shorter and Lindquist (2005) et Bosl et al. (2006). (a) Structure cristalline
obtenue pour un monomere de ClpB de Thermus thermophilus. Les deux modules AAA
sont colorés en bleu (le premier) et en orange (le second), le domaine M en rouge et le
domaine N-terminal en vert. La queue C-terminale n’est pas représentée. (b) Schéma
présentant I’organisation des domaines de ClpB, ClpA, ClpX et Hsp104. L’organisation
prédite de Hsp104 est identique a celle de ClpB, a I’exception de sa queue C-terminale.
CIpA, elle, differe surtout de ClpB par le domaine M, tandis que ClpX ne contient qu’un
seul module AAA. (c) Représentation de I’hexamere de ClpB vu de c6té. L’identification
des différents domaines respecte le méme code de couleur qu’en (b). (d) Présentation des
deux résidus tyrosings Y251 (en rouge) et Y653 (en jaune) situées dans les boucles
flexibles au centre de I’hexamere de ClpB. L’hexamere est vu de cbté avec deux
monomeres en moins (e¢) Modele de ’hexamere de ClpB vue de haut, ’extrémité N-
terminale face au lecteur, dans sa représentation de potentiel électrostatique de surface, les
résidus bleus et rouges indiquant les zones chargées positivement et négativement. Les
représentations de ’hexameére de ClpB présentées en (c), (d) et (e) ont été construites a

partir de la structure de ClpB sans son domaine N-terminal.
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ClpB posséde également un domaine globulaire 2 son extrémité N-terminale. Ce
domaine est formé de deux hélices alpha repliées sur elles-mémes, le tout étant articulé par-
un court segment flexible le liant au premier module ATPase (Lee et al. 2003; Li and Sha
2003). Cette organisation forme une structure en coquille dont le centre est hydrophobe et
la périphérie riche en résidus polaires. Cette structure suggere que ce domaine pourrait lier
un polypeptide linéaire (Lee et al. 2003; Li and Sha 2003; Tanaka et al. 2004b; Barnett et
al. 2005). A l'autre extrémité de la molécule, le second module AAA se termine par une
courte extension peu structurée et peu caractérisée qui est trés peu conservée entre les

différentes désagrégases (voir section 1.4.3).

1.4.2 Mécanisme d’action de ClpB

On peut diviser le mécanisme d’action de ClpB en deux grandes étapes: la
reconnaissance des protéines-agrégées et la désagrégation de ces protéines. Des études
récentes montrent que ClpB peut lier et désagréger ses substrats de manicre autonome in
vitro (Doyle et al. 2007a; Doyle et al. 2007b). Par contre, la solubilisation des agrégats
protéiques est beaucoup plus efficace si ClpB s’associe avec d’autres chaperones,
notamment avec la Hsp70 bactérienne DnaK et ses co-chaperones Dnal (Hsp40) et GrpE
(facteurs d’échange de nucléotides) (Mogk et al. 1999; Motohashi et al. 1999; Zolkiewski
1999). ‘De plus, I’interaction entre ClpB et le complexe Dnak-Dnal-GrpE est spécifique
(Glover and Lindquist 1998; Schlee et al. 2004; Haslberger et al. 2007). Une étude menée
avec des librairies de peptides révele que ClpB reconnait les peptides présentant des résidus
aromatiques, mais aussi des résidus chargés positivement (lysine et arginine) (Schlieker et
al. 2004b). 11 est aussi intéressant de constater que la capacité de désagrégation de ClpB est
surtout nécessaire pour solubiliser les agrégats riches en structures secondaires de type béta,
alors que DnaK (assisté des co-chaperones Dnal et de GrpE) est en mesure de désagréger
les autres types d’agrégats, ce qui suggere que ClpB posséde une certaine spécificité pour

ce type de substrat (Lewandowska et al. 2007).
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L’analyse de la structure du domaine N-terminal de ClpB (voir 1.4.1) suggere que
ce domaine jouerait un réle important dans la reconnaissance des substrats. Pourtant, la
production d’une protéine tronquée de son domaine N-terminal n’affecte pas de maniére
marquée son activité désagrégase, ce qui démontre que ce domaine n’est pas essentiel a la
reconnaissance des substrats (Beinker et al. 2002; Mogk et al. 2003; Schlieker et al. 2004b).
Par contre, d’autres études démontrerent que le domaine N-terminal de ClpB, bien que
n’étant pas essentiel a la fonction désagrégase, facilite la liaison aux agrégats protéiques de
tailles importantes (Barnett et al. 2005; Chow et al. 2005). Des résultats semblables ont été
obtenus pour CIpA, une autre chaperone AAA, ce qui ammena ’hypotheése que le domaine
N-terminal de ClpA agit un peu comme une tentacule tres mobile qui facilite le recrutement
et la liaison aux substrats (Ishikawa et al. 2004; Xia et al. 2004). Comme ClpA et ClpB

sont structurellement similaires, on peut envisager un modele semblable pour ClpB.

Le site principal de reconnaissance des substrats de ClpB se trouve sur le premier

module AAA (voir 1.4.1 et Fig 1.6). Chaque module AAA porte une boucle flexible

contenant un résidu tyrosine. La structure de ClpB, montre que ces boucles se trouvent au -

centre de ’hexamere et que le résidu tyrosine du premier module AAA ferme I’entrée du
pore de I’hexamere (Fig 1.6). Le résidu tyrosine de cette boucle (Y251) y joue un rdle
crucial (Schlieker et al. 2004b). Les bouclés flexibles sont également responsables de
I’activité désagrégase de ClpB. L’étude du role de chaque module ATPase montre que la
liaison des substrats est ATP-dépendante du premier module AAA+ tandis que la relache
des substrats est effectuée par le second module (Bosl et al. 2005; Lee et al. 2007). Lé
construction d’une chimere de ClpB capable, comme ClpA, de lier le complexe de
dégradation de ClpP permit de confirmer que ClpB désagrege les protéines en forcant leur
passage au centre de I’hexamere par le mouvement ATP-dépendant des boucles portant les
résidus Y251 et Y653 (Fig 1.6). Comme ['ouverture de ce pore ne fait que 10 A, les
protéines ne peuvent étre transloquées que lorsqu’elles ont perdu toute structure

(Weibezahn et al. 2004). Un mécanisme de translocation semblable a €té démontré pour
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ClpA (Fig 1.5) et plusieurs autres protéines AAA, ce qui démontre une certaine
conservation dans le mode d’action de cette famille de protéines (Hinnerwisch et al. 2005).
D’autres études confirment que les substrats de ClpB sont relachés sous la forme de
protéines monomériques linéarisées (Watanabe et al. 2000; Schlieker et al. 2004a; Doyle et
al. 2007b). ClpB permet ainsi aux protéines aggrégées de reprendre leur repliement du
début, ce qui permet leur réactivation. 11 est fort probable que cette renaturation des
protéines soit assistée par les autres chaperones cytosoliques, mais aucun modele précis n’a
encore €t€ proposé pour cette partie du mécanisme de désagrégation de ClpB. Pour finir,
soulignons que le domaine M est également nécessaire a I’activité de ClpB (Mogk et al.
2003). Bien que le role du domaine M dans le mécanisme de désagrégation soit encore mal
défini, ce domaine flexible semble réguler I’activité ATPase du premier module AAA+ et

assister I’interaction avec ses partenaires DnaK-DnaJ-GrpE (Haslberger et al. 2007).

1.4.3 Similarités et différences entre Hsp104 et ClpB

Tout comme ClpB, Hspl04 coopere activement avec la machinerie des Hsp40-70
. pour déségréger de maniere efficace les protéines mal repliées, tout en étant capable d’agir
seul (Glover and Lindquist 1998; Doyle et al. 2007b). Le mécanisme d’action de Hsp104
est par contre mal compris et peu étudié. La conservation des modules AAA+ et de leurs
boucles flexibles suggere que Hsp104 utilise un mode de désagrégation semblable a celui
décrit pour ClpB (Lum et al. 2004). L’étude de I’activit¢ ATPase révele aussi que c’est le
premier module AAA+ qui est responsable de la liaison des protéines a Hsp104, tandis que
le second module est crucial pour la relache des polypeptides. La linéarisation des
protéines-substrats a également pu étre observée in vitro (Bosl et al. 2005; Doyle et al.
2007b; Schaupp et al. 2007). La régulation et la coordination de I'activité des deux
domaines ATPase sont également cruciales pour I’activité de Hsp104, comme pour ClpB.
Aussi, il semble que le domaine M joue un role important dans cette action coordonnée des

modules AAA+ (Cashikar et al. 2002). Finalement, comme chez ClpB, le domaine N-
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terminal semble jouer un rdle accessoire dans la reconnaissance des substrats et dans

’activité de Hsp104 (Hung and Masison 2006).

La plus grande différence existant entre Hspl04 et ClpB se trouve au niveau de
leurs interactions avec certains types d’agrégats protéiques. En effet, en plus de désagréger
les amas protéiques formés dans des conditions de stress, Hspl04 peut, contrairement a
ClpB, solubiliser des protéines agrégées sous la forme de fibres amyloides (voir section 1.5
et 1.7.4 pour plus de détails) (Shorter and Lindquist 2004). Des études menées in vivo
montrent aussi que la thermotolérance et la solubilisation des fibres amyloides sont deux
activités qui peuvent étre indépendantes (Hattendorf and Lindquist 2002; Jung et al. 2002;
Hung and Masison 2006; Kurahashi and Nakamura 2007). Bien que plusieurs substrats
sont maintenant connus pour Hsp104, aucune étude systématique n’a jusqu’ici été effectuée
pour caractériser la reconnaissance des substrats de cette chaperone. Une €tude menée avec
des homopolymeres d’acides aminés a par contre montré que tout comme ClpB, la liaison
aux peptides riches en résidus basiques comme la poly-L-lysine stimule grandement
I’activité ATPase de Hsp104. Selon cette étude, la queue C-terminale de la protéine' semble
étre un site de liaison aux substrats (Cashikar et al. 2002). Cette partie de la protéine est
tres riche en résidus acides et n’est pas retrouvée chez ClpB (Fig 1.6). On a également
proposé que la partie C-terminale de Hsp104 joue un rdle de recrutement de co-chaperones
associées aux Hsp90. Cette hypothese repose sur la haute concentration en résidus acides
de la queue C-terminale de Hsp104 qui est similaire au motif TPR reconnue par les co-
chaperone associées aux Hsp90 (voir section 1.3.1.2). Deux €tudes ont également montré
une association entre Hsp104 et deux co-chaperones des Hsp90, 1'une d’elle identifiant les
huit dernier résidus de Hspl04 comme domaine d’interaction (Abbas-Terki et al. 2001;

Liou et al. 2007). L’impact de ces interactions sur 1’activité de Hsp104 n’a pas été étudié.
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1.5 Les fibres amyloides

Le terme «amyloide » fut utilisé pour la premiére fois dans le contexte de la
pathologie par Rudolph Virchow en 1854 pour décrire des anomalies du foie d’un patient
souffrant d’amyloidose systémique. Il utilisa ce terme en référence a I’amidon (amylon en
grec) car il croyait que des dépdts de cellulose étaient responsables de la maladie
(Westermark 2005). De nos jours, nous savons que ces dépdts amyloides sont formés de
protéines agrégées en fibres ordonnées. L’identification des dépéts et des fibres amyloides
se fait encore aujourd’hui de maniere empirique, par leur liaison a des colorants tel que le
Rouge Congo et la thioflavin T (Elghetany and Saleem 1988; Khurana et al. 2005), mais les
détails structuraux des fibres amyloides sont maintenant connus. Cette section décrit la
structure et la formation des fibres amyloides, ainsi que leurs impacts dans plusieurs

maladies.

1.5.1 Structure et caractéristiques des fibres amyloides

Les fibres amyloides sont des agrégats protéiques aux caractéristiques bien
particulieres. Une analyse des propriétés physiques des fibres amyloides d’insuline au
niveau atomique nous informe qu’elles posseédent une force comparable a I’acier et une
rigidité semblable a celle de la soie (Smith et al. 2006). Cette grande résistance aux assauts
physiques s’explique par la structure particuliere des fibres amyloides, qui sont
principalement formées par un important réseau de ponts hydrogene (Meersman and
Dobson 2006). Ces fibres sont principalement constituées de brins B étroitement
compactés les uns aux autres dans un conformation dite « cross-B » (Fig 1.7) ou les feuillets
B sont perpendiculaires a I’élongation des fibres (Dobson 2004; Ohnishi and Takano 2004).
Cette conformation « cross-f » est trés stable, probablement méme plus stable que la

conformation native des protéines (Meersman and Dobson 2006).
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Méme si le cceur des fibres amyloides adopte une structure commune, chaque
protéiné stabilise cette conformation par plusieurs facteurs incluant 1’hydrophobicité, la
disposition des résidus chargés et la propension a adopter une structure en feuillet . La
composition en acides aminés des protéines impliquées est donc importante dans la
détermination de la structure précise de chaque fibre amyloide (Fig 1.7). Par exemple, les
protéines présentant des extensions riches en glutamines et en asparagines (désignées sous
le terme de polyQ/N) sont connues pour former spontanément des fibres amyloides. Ce
phénomene est d’ailleurs la cause de plusieurs maladies (voir 1.5.3). La détermination de
la structure des fibres amyloides de polyQ/N a également révélé que ces fibres sont
stabilis€ées par des interactions inédites tres étroites entre les résidus polaires qui
s’imbriquent les uns aux autres (Nelson et al. 2005; Sikorski and Atkins 2005). Aussi, une
étude récente propose que la structure des « zipper » polaires pourrait étre commune a
toutes les fibres amyloides (Sawaya et al. 2007). Finalement, il faut aussi savoir que la
détermination de la structure des fibres ne permet pas de déterminer 1’organisation des

fibres entre elles, qui sont souvent torsadées les unes aux autres (Fig 1.7).

1.5.2 Formation des fibres amyloides

N

L’étude du repliement des protéines in vitro a énormément contribué a notre
compréhension des facteurs favorisant la formation de fibres amyloides. Tel que vu a la
section 1.2.2, lorsque le repliement brotéique est perturbé, on observe |’apparition
d’agrégats de protéines liées entre elles par des interactions protéines-protéines aberrantes
(Fig 1.1). L’étude des agrégats protéiques a montré que ceux-ci possedent une composition
enrichie en feuillets B. Aussi, on a pu observer que les agrégats protéiques désordonnés
tendent a adopter une structure intermédiaire possédant une partie des caractéristiques des
fibres amyloides ; on nomme ces especes. protéiques « oligomeres amyloides ». Ces
oligomeres peuvent ensuite former des fibres amyloides matures (Ohnishi and Takano

2004; Meersman and Dobson 2006).
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En utilisant la capacité des fibres amyloides a lier des colorants comme la
thioflavine T, il a été possible d’étudier la cinétique de formation des fibres amyloides. Ces
études in vitro démontrent que la formation des fibres amyloides suit une cinétique
sigmoidale en trois phases comprenant une phase lente, une augmentation rapide suivie
d’une stabilisation (Fig 1.8). Il est également possible d’éliminer la premiere phase lente

par I’ajout de fibres amyloides déja formées (Harper and Lansbury 1997; Meredith 2005).

La formation des fibres amyloides exige 1’adoption d’une structure complexe trés
ordonnée qui est souvent tres différente de la conformation native des protéines. Ainsi,
bien peu de protéines forment des fibres amyloides dans des conditions normales. Par
contre, des conditions dénaturantes (variations de pH, dénaturant chimique, élévation de la
température) de méme qu’une altération de la séquence primaire (par des mutations ou par
une protéolyse) peuvent favoriser la formation de fibres amyloides (Dobson 2004; Ohnishi
and Takano 2004; Stathopulos et al. 2004). Dans ces conditions, il a été possible d’obtenir
des fibres amyloides a partir de protéines n’étant impliquées dans aucune pathologie
(Jimenez et al. 1999; Fandrich et al. 2001). De méme, certains homopolymeres comme la
polylysine et la polythréonine sont en mesure de former des fibres amyloides (Fandrich and
Dobson 2002). Ces données suggerent que la formation des fibres amyloides est une

caractéristique générique de tous les polypeptides (Chiti et al. 1999; Dobson 2004).
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Figure 1.7 : Représentations structurelles de quelques fibres amyloides. Protofilament
(a) et fibre amyloide mature (b) obtenue avec le domaine SH3 de la phosphatidylinositol-3'-
kinase (Dobson 1999; Jimenez et al. 1999). La fibre amyloide mature est constituée de
quatre protofilaments torsadés. (c) Protofilament de la protéine AP vu le long de I’axe
d’élongation de la fibre amyloide. Les régions 12-24 (en roﬁge) et 30-40 (en bleu) forment
les feuillets B (Tycko 2003). (d) Fibre du domaine prionique de la protéine- HET-s,
responsable du prion [Het-s| chez Podospora anserina (voir section 1.7.2) (Ritter et al.
2005). (e) Fibre du domaine prionique NM de la protéine Sup35, responsable du prion de
levure [PST'] (voir section 1.7.3.2). Les régions 25-38 (en rouge), 39-90 (en bleu) et 91-
106 (en vert) forme le cceur de la fibre (Krishnan and Lindquist 2005).
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Figure 1.8 : Cinétique de formation des fibres amyloides en solution. (a) Schéma
théorique montrant la quantité de protéines solubles (monomeres) et la quantité de fibres
amyloides (fibres) retrouvées en solution au cours du temps a une concentration donnée
suffisante pour favoriser I’agrégation (d'apreés Harper and Lansbury 1997). La quantité de
fibres amyloides retrouvée en solution est mesurée par la fluorescence de colorants comme
la thioflavine T ou le Rouge Congo, qui se lient spécifiquement aux fibres amyloides. Le
noyau est une forme d’agrégat qui change 1’équilibre de la solution et favorise la
polymérisation des prétéines qui s’y trouve en fibres amyloides. On assimile souvent les
oligomeres amyloides au noyau de la réaction. (b) Représentation des especes protéiques
retrouvées en solution dans les trois phases de la formation des fibres amyloides. Le cercle
représente la protéine en conformation native et le triangle représentel la forme amyloide de

cette protéine.
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1.5.3 Les amyloidies et la toxicité des fibres amyloides

Les fibres amyloides sont impliquées dans plus de 40 maladies (Chiti and Dobson
2006). Leur étude a révélé que les fibres amyloides sont principalement constituées d’une
seule protéine agrégée. Parmi les amyloidies, on compte de nombreuses maladies
neurodégénératives, notamment les maladies d’ Alzheimer et de Parkinson qui sont les plus
dévastatrices, mais aussi le diabéte de type II, la Chorée de Huntington et la formation de
cataracte (Kelly 1998; Shastry 2003; Chiti and Dobson 2006). La présence de fibres
amyloides, avec leurs caractéristiques particulieres, affecte le fonctionnement normal de la
cellule. Dans le cas des amyloidoses systémiques, la toxicité est causé€e par I’accumulation
de quantités importantes de fibres amyloides dans les tissus, jusqu’a plusieurs kilos, ce qui
finit par encombrer les organes et entrainer le déceés (Dobson 2004; Chaudhuri and Paul
2006). Dans le cas des amyloidies neurodégénératives commes la maladie d’ Alzheimer par
contre, les especes les plus toxiques sont des oligomeres amyloides solubles composé de
quelques molécules de la protéine AP (Meredith 2005; Lesne et al. 2006). L’étude des
fibres amyloides obtenues in vitro a partir de diverses protéines a permis d’établir que la
toxicité est une propriété inhérente a toute fibre amyloide et que cette toxicité était
principalement causée par les oligomeres (Bucciantini et al. 2002; Bucciantini et al. 2004;

Baglioni et al. 2006).

Plusieurs hypothéses ont été proposées pour expliquer la toxicité des oligomeres
amyloides. Certains estiment que les espéces amyloides agissent comme tout autre
protéines mal repliées et génerent simplement un important stress d’agrégation protéique
(voir section 1.2.2) (Meredith 2005; Chiti and Dobson 2006). D’autres proposent que les
oligomeres amyloides sont cytotoxiques parce qu’ils perturbent les membranes cellulaires.
Différents laboratoires ont en effet observé que plusieurs oligomeres amyloides pathogénes
ou congus de novo étaient amphiphiliques et avaient la capacité de se lier aux membranes
cellulaires et de les perméabiliser (Meredith 2005; Glabe 2006; Glabe and Kayed 2006).

Ce mode de toxicité s’apparenterait a celui de certaines toxines bactériennes (Bieler et al.
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2005; Geny and Popoff 2006; Oh et al. 2007). Une variante de cette hypothese est que la
toxicité de certaines protéines amyloides comme PrP (la protéine responsable de la maladie
de Creutzfeldt-Jakob, voir section 1.6 et tableau I) et AP peut étre expliquée par la présence
d’un motif de « zipper » de glycines encodé dans leur séquence. Ce motif riche en glycines
est également retrouvé chez certaines toxines bactériennes. De plus, la conservation des
résidus glycines de la protéine A} est importante dans la toxicité et la perméabilisation des
membranes par cette protéine (Kim et al. 2005). Par contre, on ne retrouve ce motif que

dans la séquence de quelques protéines amyloides.

Le role des fibres amyloides matures dans la toxicité des especes amyloides in vivo
reste encore sujet a débat. En effet, certains considerent les fibres et plaques amyloides
comme des réservoirs potentiels d’oligomeres toxiques (Haass and Selkoe 2007). Cette
hypothese reste encore a étre démontrée, mais est soutenue par 1’étude de la dynamique des
fibres amyloides (voir 1.5.2) (Carulla et al. 2005). D’autres soutiennent que la cellule est
en mesure de maintenir les fibres amyloides dans un état non-toxique grace a sa machinerie
de contrdle de qualité des protéines. Il a en effet été démontré que plusieurs chaperones
moléculaires pouvaient limiter ou abolir la toxicité des especes amyloides dans plusieurs,
sinon toutes les maladies amyloides. L’étude des chaperones comme outil thérapeutique
pourrait donc mener a des thérapies efficaces pour lutter contre les amyloidies (Chaudhuri

and Paul 2006; Gregersen 2006).
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Tableau I : Description de quelques amyloidies et de leur protéine amyloide associée.

Localisation Organes
Amyloidie Protéine associée polyQ/N
cellulaire touchés
Maladie d’ Alzheimer AR Non extracellulaire SNC
Maladie de L
a-synucléine Non cytoplasmique SNC
Parkinson
Maladie de
PrP Non membranaire SNC
Creutzfeld-Jakob
Diabéte de type 11 amyline (IAPP) Non extracellulaire pancréas
Amylose systémique | protéine amyloide A : ) .
Non extracellulaire | systémique
secondaire (SAA)
Chorée de ) ) nucléaire et
‘ huntingtine Oui ) SNC
Huntington cytoplasmique

SNC signifie systeme nerveux central. IAPP est I’abréviation de «islet amyloid

polypeptide », un autre nom de I’amyline et SAA est pour « serum amyloid A ».

1.5.4 Les fibres amyloides fonctionnelles

De plus en plus d’éfudes démontrent aussi que les protéines amyloides peuvent étre
utilisées a des fins utilitaires par divers organismes. Récemment, il a été démontré qu’une
protéine de mammifére, nommée Pmell7, formait des fibres amyloides dans un but
fonctionnel (Fowler et al. 2006). Cette protéine est impliquée dans la formation de la
pigmentation par la mélanine. La fibrine pourrait aussi former des fibres amyloides lors de
la coagulation sanguine (Kranenburg et al. 2002; Gebbink et al. 2005). Les champignons,
certaines levures et quelques bactéries ont aussi su tirer profit de la composition trés
hydrophobe des protéines amyloides.  Trois grandes familles de protéines, les
hydrophobines, les chaplines et les curlines, sont sécrétées a I’extérieur des cellules ou elles

polymérisent pour former un manteau de fibres amyloides. Ces trois familles de protéines
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utilisent les caractéristiques exceptionnelles des fibres amyloides pour se protéger du milieu
extérieur, mais également pour réduire la surface de tension de 1’eau, ce qui facilite la
dispersion aérienne de ces microorganismes et leur attachement a 1’hote (Gebbink et al.
2005; Chiti and Dobson 2006; Fowler et al. 2007). De méme, certains poissons et insectes,
comme le ver a soie, forment des fibres amyloides pour fabriquer leurs ceufs avec les
protéines de chorion (Iconomidou et al. 2000; Podrabsky et al. 2001). Il semble donc que
les fibres amyloides soient utilisées par les étres vivants dans des buts utilitaires de natures

diverses.

1.6 Les maladies a prions : quand I’agrégation se propage

C’est Stanley Prusiner qui, il y a 25 ans, inventa le terme prion (« protéine
infectieuse ») en proposant que 1'élément infectieux de la tremblante du mouton, était
uniquement composé de protéines. L’identification de cette protéine (qu’il nomma PrP,
« Prion Protein ») lui valut un prix Nobel en 1997 (Prusiner 1982; Sailer et al. 1994,
Prusiner 1998). Une décennie plus tard, nous pouvons maintenant définir les prions comme
une protéine présentant une conformation alternative, dite prionique, capable de propager
sa conformation de maniere autoréplicative aux autres protéines. Cette maladie affecte
également les bovins (maladie de la vache folle), les cervidés (maladie débilitante
chronique) et les humains (variante de la maladie de Creutzfeldt-JTakob). Ces maladies a
prions sont regroupées sous le terme d’encéphalopathies spongiformes transmissibles ou
TSE (Prusiner 1998; Mabbott and MacPherson 2006). Bien que la grande majorité des
transmissions de maladies a prions soient causées par la consommation de viande
contaminée, on a également rapporté des cas de transmission de TSE par des manipulations
médicales, notamment par des transfusion de sang ou d’autres produits contaminés
(Flechsig et al. 2001; Mabbott and MacPherson 2006). Puisque les TSE sont fatales et sans
remedes connus, la propagation des prions constitue un probleme de santé publique sérieux.
De nombreuses études ont été effectuées pour élucider les mécanismes de propagation des

prions, mais encore aujourd’hui, certains aspects de cette propagation demeurent obscurs.
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Je présenterai donc un résumé des connaissances acquises sur la protéine responsable des
TSE, PrP, dans sa forme native et dans sa forme prionique. Je ferai ensuite un bref survol
des dernieres avancées visant a recréer in vitro la propagation des prions. La derniere partie

sera consacrée a I’analyse de la toxicité de la forme prionique de PrP.

1.6.1 La protéine PrP, structure et fonction

Le prion retrouvé chez les mammiferes est propagé par la protéine PrP. On identifie
I’isoforme normale par PrP¢ (pour constitutive) et I'isoforme pathogéne capable de se
propager PrP¢ (pour « scrapie », faisant référence 2 la maladie de tremblante du mouton).
PrP est une petite protéine ancrée a la surface cellulaire par une ancre GPI exprimée par la
plupart des cellules (Prusiner 1998). PrPC est constituée d’une extrémité N-terminale
flexible et d’'un domaine globulaire riche en hélices o (Prusiner 1998; Zahn et al. 2000). La
structure de PrP* est difficile 2 déterminer avec précision, mais on sait qu’elle est plus
riche en feuillets B que PrP€ et qu’elle tend a former des fibres amyloides (Prusiner 1998;
Chien et al. 2004; Harris and True 2006). La structure exacte de PrP* est inconnue, de
méme que sa fonction. De plus, on ignore si PrP* adopte la méme structure lors de sa
transmission et de la formation des fibres amyloides ni quelle structure est toxique pour la

cellule (voir sections suivantes).

La fonction de PrP® reste encore aujourd’hui mal comprise, principalement parce
que les animaux n’exprimant pas cette protéine ne présentent aucun défaut physiologique
évident (Marc et al. 2007). On sait que Prp°© peut lier au moins deux types de molécules :
les métaux et les sucres (les glucosaminoglycans par exemple) (Caughey and Baron 2006;
Marc et al. 2007). Le role physiologique de cette affinité pour les métaux et les sucres reste
encore a déterminer et plus d’une dizaine de fonctions ont €té proposées pour la protéine
PrpPC. L’hypothese principale a ce jour est que la fonction de PrPC serait celle de senseur

multifonctionnel (Caughey and Baron 2006; Marc et al. 2007).
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1.6.2 Les preuves de « ’hypothése prion »

On peut considérer les prions comme des protéines amyloides capables de propager
leur conformation amyloide d’une cellule a 1’autre. Par contre, toutes les fibres amyloides
ne sont pas des prions. Il a par exemple été impossible de transmettre la maladie
d’Alzheimer a des rongeurs ou a des primates (Goudsmit et al. 1980; Godec et al. 1994;
Chien et al. 2004), bien que l’injection de fibres amyloides semblent accélérer la
progression de certaines amyloidies (Soto et al. 2006). La propagation des prions nécessite
donc d’autres caractéristiques ou l’assistance de facteurs particuliers (Chien et al. 2004;
Harris and True 2006). Bien que la trés grande majorité de la communauté scientifique
accepte maintenant que les maladies a prions se propagent par la protéine PrP, il faut
-reconnaitre que la preuve ultime de «1’hypothése prion » soumise par Prusiner n’a pas
encore été faite chez les mammiféres. En effet, cette hypothese suppose que les maladies a
prions peuvent étre générées in vitro avec des protéines recombinantes ayant adoptée de
novo la conformation PrP> (Baskakov 2007). Bien que cette expérience n’ait pas encore

été réussie, deux équipes sont arrivées tres pres de démontrer cette « hypothese prion ».

La premiere équipe a utilisé la capacité des protéines prioniques a servir de
plateforme au changement conformationnel de PrP¢ en PrP>. Cette conversion peut étre
effectuée in vitro avec des protéines PrP purifiées mises en présence d’extraits contenant
des particules prioniques, mais cette conversion est peu efficace (Kocisko et al. 1994). Le
taux de PrP purifiée converti en prion peut étre largement augmenté grace a une technique
nommée PMCA (« protein misfolding cyclic amplification ») basée sur la fragmentation
des fibres par sonication. Le PMCA permet d’amplifier indéfiniment les prions a partir de
protéines purifi€ées jusqu'a un point ou il ne reste virtuellement aucune protéine PP
provenant de I’extrait initial (Soto et al. 2002; Castilla et al. 2005). Par contre, il n’a pas été
possible jusqu’a présent de reproduire ces résultats avec des protéines recombinantes

(rPrP), ce qui poussent certains a croire que d’autres facteurs sont nécessaires a la

conversion de PrP (Baskakov 2007). Aussi, on a récemment réussi a produire la
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conformation PrP% de novo par cette approche en ajoutant des polyanions (des

glucosaminoglycans par exemple) a la préparation (Deleault et al. 2007).

La seconde stratégie utilisée pour tenter de démontrer I’hypotheése prion consiste a
favoriser 1’agrégation in vitro des protéines PrP par des méthodes dénaturantes dans le but
d’obtenir la conformation PrP*® de novo. Plusieurs études suggerent que PrP%° est tronquée
de sa partie N-terminale (Prusiner et al. 1983; Prusiner 1998). En utilisant des protéines
recombinantes tronquées de PrP de souris et en les soumettant a des conditions
partiellement dénaturantes, elles forment des fibres amyloides (Baskakov 2007). Ces fibres
ont été injectées a des souris, qui développerent la maladie avec un temps d’incubation
assez long. Les extraits de PrP% obtenues 2 partir de ce groupe de souris se sont également
montrés contagieux lorsqu’ils ont été injectés a un second groupe de souris, mais ces
dernieres développerent la maladie plus rapidement que les souris du premier groupe
(Legname et al. 2004). Aucune explication satisfaisante n’a encore €té émise pour
expliquer ce phénomene « d’adaptation », mais les chaperones moléculaires ont souvent été
proposées comme facteur espece-dépendant, notamment sous 1’appellation de la « protéine

X » (Telling et al. 1995).

1.6.3 La propagation de PrP*

Les particules prioniques sont capables de se transmettre d’une cellule 2 I’autre, de
telle maniere que I’ingestion de viande contaminée finira par causer la dégénération des
cellules du cerveau. Il est généralement accepté que les prions sont incorporés au niveau
des cellules intestinales, transmises ensuite au systeme lymphatique ou ils s’accumulent
avant de joindre finalement le syst¢tme nerveux central (Nicotera 2001; Mabbott and
MacPherson 2006; Beekes and McBride 2007). On en connait bien peu sur le mécanisme
par lequel les prions se transmettent d’une cellule a I’autre, mais une étude récente propose
que PrP* pourrait se propager en utilisant les exosomes, des petites vésicules sécrétées par

les cellules (Vella et al. 2007). Plusieurs études suggerent que le changement
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conformationnel de PrPC en PrP>° s’effectue 2 la surface cellulaire (Pinheiro 2006; Tatzelt
and Schatzl 2007). L’expression d’une protéine PrP mutante ne portant pas d’ancre GPI a
montré que 1’ancrage de PrP% est essentiel & sa toxicité, mais pas a sa propagation
(Chesebro et al. 2005; Tatzelt and Schatzl 2007). Ainsi, si la conversion de PrP€ en PrP*
s’effectue a la membrane, il semble que son ancrage ne soit pas nécessaire. Le lien unissant
I’ancre GPI a la toxicité n’est pas bien compris. Il est par ailleurs intéressant de constater
que les particules prioniques les plus « infectieuses » (par iﬁjection intracérébrale, chez le
hamster) sont constituées de 14 a 28 protéines PrP%¢ (Silveira et al. 2005). Comme pour la
toxicité des fibres amyloides (voir section 1.5.3), I'infectivité des particules de PrP*° est

donc principalement médiée par les oligomeres et non par les fibres amyloides.

La propagation des prions est également sujette 2 un phénomene de « barriere des
especes » (Baskakov 2007). Par exemple, PrP%° de souris peut convertir PrP® de hamster en
PrP%, mais 1’efficacité de cette conversion est plus faible que celle de la protéine de souris.
PrP> de hamster par contre, est incapable de convertir PrP® de souris (Kocisko et al. 1995;
Chien et al. 2004). Cette barriere des especes s’explique en partie par les différences de
séquences protéiques de PrP entre les espéces (Chien et al. 2004; Tessier and Lindquist
2007). Par contre, les facteurs permettant la propagation des prions d’une espece a I’autre
sont trés mal connus. Aussi, bien-que la plupart des mammiféres puissent €tre atteints de
maladies a prions par la consommation de viande ou de farine animale contaminée, les
seuls cas connus de transmission inter-espeéce de PrP% 2 I'homme résultent de la
consommation de viande bovine d’animaux malades (Prusiner 1998). Beaucoup reste donc

a faire pour que nous puissions bien comprendre, prévenir et traiter les maladies a prions.
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1.7 Les prions de levure

Le concept de prion (protéine capable de propager sa conformation a d’autres
protéines) fut repris par Reed Wickner en 1994, pour décrire un €lément €pigénétique
transmis de maniere non-chromosomique, nommé [URE3], chez la levurq Saccharomyces
cerevisiae. [URE3] est la forme prionique de Ure2p, une protéine sans aucune similitude
avec PrP, le prion de mammiféres (Wickner 1994). Cette découverte montra que d’autres
protéines que PrP peuvent répondre a la définition de « protéines infectieuses » de Prusiner
(voir section 1.6). Trois autres prions, [PSI"] et [PIN'] chez la levure S. cerevisiae et [Het-
s] chez le champignon Podospora anserina, furent ensuite découverts (Tuite 1994; Coustou
et al. 1997; Derkatch et al. 2000; Sondheimer and Lindquist 2000). Pour plus de simplicité,

ces quatres prions seront regroupés sous le terme de prions de levure.

Comme les prions de mammiferes, les prions de levure [URE3], [PST'], [PINT] et
[Het-s] forment des fibres amyloides. Ces protéines adoptent donc au moins deux
conformations, dont 'une, la forme prionique, est autoréplicative et forme des fibres
amyloides tandis que I’autre, la forme native, est soluble. Ce changement conformationnel
de la forme native a la forme prionique sera inévitablement accompagné d’un changement
ou perte de la fonction de la protéine (Uptain and Lindquist 2002; Chien et al. 2004,
Benkemoun and Saupe 2006).

L'étude des prions de levure a permis d’augmenter.considérablement notre
compréhension des prions. Cela nous a appris que seule une partie des protéines
prioniques, nommé domaine prion ou PrD, est responsable de la formation des fibres
amyloides a la base de la propagation des prions de levure. Aussi, il a été montré que ce
domaine prionique est modulaire, c’est-a-dire qu’il peut €tre fusionné a tout autre peptide
ou protéine et permettre une agrégation et une propagation de type prionique (Li and

Lindquist 2000; Sondheimer and Lindquist 2000). On a également constaté que les PrD
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des prions de S. cerevisiae sont riches en résidus asparagine et glutamine (polyQ/N, voir

section 1.5 et Tableau II).

Tableau II : Description et nomenclature des prions connus.

Prion] Phénotype Géne Protéine Organisme | PrD’ avec | PrD’ avec
rion
non-prionique | associé | impliquée modele polyQ/N | répétitions
S c Souris )
PrP> PrP PRNP PrP ) Non Oui
transgénique
Podospora
[Het-s] [Het-s*] het-s HET-s ) Non Non
anserina
[URE3] [ure-o] URE2 Ure2p S. cerevisiae Oui Non
[PSI] [psi] SUP35 | Sup35p | S. cerevisiae Oui Oui
[PINT] [pin] RNQI Rnqlp S. cerevisiae Oui Non

' Le prion et le phénotype prionique sont normalement désignés sous le méme terme.

2. Les souris transgéniques exprimant le gene humain PRNP sont le principal modele
d’étude. D’autres données sont obtenues d’humains ou d’animaux malades.

7. PrD est une abréviation pour domaine prionique. Le PrD est la région minimale de la
protéine requise pour former les fibres amyloides nécessaire a la propagation des prions.
Deux caractéristiques des PrD sont identifiées ici: la présence d’une région riche en
asparagine et/ou glutamine (polyQ/N) et la présence de pseudo-répétitions.

Comme c’est le cas pour les prions de mammifeéres, la preuve ultime de la présence
de prions demeure la transmission par ’injection de fibres amyloides générées de novo
avec des protéines recombinantes. Or, contrairement au prion PrP* responsable des TSE
(section 1.6 et Tab II), cette preuve de I’hypothése prion a ét€ obtenue pour les quatre
prions de levure (Sparrer et al. 2000; Maddelein et al. 2002; King and Diaz-Avalos 2004;
Tanaka et al. 2004a; Brachmann et al. 2005; Patel and Liebman 2007). La structure des
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fibres amyloides des prions [Het-s] et [PST'] a récemment été décrite (Krishnan and
Lindquist 2005; Nelson et al. 2005; Ritter et al. 2005). Dans les sections suivantes, je
présente les quatre prions de levure, puis je m’attarderai sur [cif], un élément non-

chromosomique qui pourrait bien étre le premier prion découvert chez la levure S. pombe.

1.7.1 Présentation des prions de levures

1.7.1.1 [URE3]

Premier prion identifié chez une levure, [URE3] est la forme prionique de la
protéine Ure2p. Cette protéine est la premiere enzyme de la voie de biosynthése de
I’uracile et elle utilise ’ammoniaque ou la glutamine comme substrat. Son rdle consiste a
réprimer des génes permettant I’importation de sources azotées moins efficaces comme
I’uréidosuccinate (USA) (Wickner et al. 1999). Les cellules possédant le prion [URE3]
peuvent quant a elles utiliser 'USA comme source d’azote, ce qui permet de les
différencier facilement sur pétri (Lacroute 1971; Aigle and Lacroute 1975). Ainsi, la
protéine Ure2p ne peut plus accomplir sa fonction lorsqu’elle est sous sa forme amyloide
prionique (Fig 1.9) (Wickner et al. 1999; Uptain and Lindquist 2002; Benkemoun and
Saupe 2006). Le domaine N-terminal est responsable de la formation des fibres amyloides
de cette protéine (Fig 1.9) et est particulierement riche en résidus asparagine (Tuite and

Cox 2003).
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Figure 1.9 : Mode d’action des prions [PSI'] et [URE3]. (a) Structure de la protéine
Sup35p. On distingue trois régions : la région N (vert), contenant le domaine I;rion, le
domaine M (bleu) et le domaine fonctionnel en C-terminal (orange). (b) Chez les cellules
[psi’], Sup35p est un facteur de terminaison de la traduction. Chez les cellules [PSI'],
Sup35p est agrégé ce qui nuit a la terminaison de la traduction. Cette variation de fonction
peut étre mesurée a I’aide d’un allele mutant d’un géne impliqué dans le métabolisme de
I’adénine qui produit une coloration rouge (voir le texte pour plus de détails). (c) La
“ structure de la protéine Ure2p est principalement constituée de deux domaines : un domaine
prion en N-terminal (en vert, incluant une courte région au centre de la protéine) et un
domaine fonctionnel (orange). (d) Chez les cellules [ure-o], Ure2p séquestre Gln3p, un
activateur transcriptionnel. Chez les cellules [URE3], la protéine Ure2p est agrégée et ne
peut plus lier Gln3p efficacement. Comme GIn3p active la transcription de certains geénes
régulant I’apport de sources d’azotes, la présence du prion [URE3] peut étre révélée par la
capacité des cellules a pousser sur certains milieux (voir le texte pour plus de détails). USA

est une abbréviation d’uréidosuccinate, une source d’azote. Adapté de Wickner (1999).
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1.7.1.2 [PST"]

Le prion [PSI'] est propagé par des fibres amyloides formées de protéine Sup35p,
un facteur de terminaison de traduction de type eRF3 (« eucaryotic release factor 3 »). La
protéine Sup35 s’associe avec la protéine Sup45 (eRFl) ce qui lui permet de lier un
ribosome positionné sur un codon de terminaison, favorisant la relache du ribosome
(Liebman and Derkatch 1999; Uptain and Lindquist 2002). Dans sa forme prionique, la
protéine Sup35 est séquestrée, ce qui réduit I’efficacité de la terminaison de la traduction.
Comme pour [URE3], la forme prionique de Sup3Sp entraine une perte de fonction, bien
qu’elle soit partielle. En effet, puisque la protéine Sup35 est essentielle a la survie des
cellules (Inge-Vechtomov et al. 2003), Iétat [PSI"] ne doit pas complétement inhiber la
fonction de Sup35p puisque ces cellules survivent bien. La forme prionique de Sup35p
produit des « read through » occasionnels, générant des protéines possédant des extensions
C-terminales ou encore I’élimination de mutations non-sens (Fig 1.9) (Uptain and Lindquist
2002). Certaines études proposent que 1’état [PSI'] pourrait ainsi avoir un avantage
évolutif (True et al. 2004).

En utilisant des cellules possédant une mutation non-sens dans un gene marqueur
donné, par exemple adel-14 qui produit I’accumulation d’un pigment rouge, il devient
alors trés facile de distinguer les colonies [psi’] des colonies possédant le prion [PSI"] (pour
plus de détails, voir la figure 1.9) (Tuite and Cox 2006). Ce systéme de détection tres
simple a permis de faire des découvertes trés importantes et a fait du prion [PSI'] le prion
de levure le plus étudié. La protéine Sup35p présente trois domaines distincts (Fig 1.9). La
partie C-terminale forme le domaine fonctionnel de Sup35p tandis que le domaine prion
forme I’extrémité N-terminal de la protéine (Tuite and Cox 2003; Chernoff 2007). Entre le
domaine prion (égalefnent nommé domaine N pour Sup35) et le domaine fonctionnel
(domaine C) se trouve le domaine M qui est riche en résidus lysines qui joue un rdle dans la
propagation du prion [PSI'] (voir section 1.7.2). Le domaine prion (PrD) de Sup35p est

riche en résidus asparagines et glutamines (polyQ/N) et peut &tre subdivisé en deux régions.
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La premiére portion est surtout impliquée dans la formation de fibres amyloides tandis que
la seconde partie est importante pour le maintien de 1’état [PSI"]. Cette derniere est
constituée de cinq pseudo-répétitions rappelant les répétitions présentes dans la queue N-
terminale de PrP (voir tableau II). Le fragment de Sup35p minimal requis pour la
propagation du prion [PSI"] contient au moins deux répétitions, ce qui montre bien que ces
répétitions jouent un rdle important dans la propagation de [PSI'] (Tuite and Cox 2003;
Osherovich et al. 2004; Tuite 2004; Chernoff 2007).

D’importantes découvertes sur les « souches » ou « variantes » de prion ont été
réalisées avec le prion [PSI]. Les souches du prion [PSI'] expriment des phénotypes plus
ou moins forts, ce qui peut étre visualisé par I'intensité de la coloration des colonies. Le
phénomeéne de souches de prion a €galement été observée chez le prion de mammifere
PrP®® (Chien et al. 2004; Wadsworth and Collinge 2007). L’étude des « souches » de fibres
amyloides de [PSI"] produites in vitro de novo et de leur effet in vivo a permis de valider le
modele selon lequel les différences phénotypiques observées chez les « souches » de prions
sont le résultat de différences au niveau de la structure tridimensionnelle de leurs fibres
amyloides (Diaz-Avalos et al. 2005; Tanaka et al. 2006). Une étude structurale du domaine
protéique responsable de ’agrégation de Sup35p a récemment pu définir plusieurs
variations structurelles observées dans des micro-cristaux, appuyant la notion que les fibres
de Sup35p peuvent adopter plusieurs structures différentes (Sawaya et al. 2007). De méme,
I’étude des homologues de Sup35p provenant d’autres levures a également fait progresser
nos connaissances sur les notions de « barrieres des especes » des prions (voir section

1.6.3) (Tessier and Lindquist 2007).

1.7.1.3 [PIN']

Le prion [PIN'] a d’abord été identifié comme un déterminant non-Mendélien
permettant 1’apparition du prion [PSI] par la surexpression de Sup35p (Derkatch et al.
1997; Derkatch et al. 2000; Derkatch et al. 2001). Une étude parallele dont le but était
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d’identifier de nouveaux prions par la recherche de domaines polyQ/N permit d’identifier
Rnqlp, une protéine dont le domaine polyQ/N (situé dans la partie C-terminale de la
protéine) est en mesure de remplacer le PrD de Sup35 (Sondheimer and Lindquist 2000).
On réalisa ensuite que la protéine Rnqlp est le facteur déterminant le prion [PIN']
(Derkatch et al. 2001). La fonction de la protéine Rnqlp demeure encore inconnue, mais la
délétion du gene RNQ1 montre que ce géne pourrait avoir un role dans la sporulation des
cellules ,(Orlowskanatuszéwska and Wawrzycka 2006). La présence de [PIN'] ne semble
pas toxique aux cellules et plusieurs souches sauvages de S. cerevisiae portent ce prion

(Nakayashiki et al. 2005).

La découverte du prion [PIN'] a ouvert la voie 4 I’étude des interactions entre les
différents prions de S. cerevisiae. De maniére générale, la présence du prion [PIN']
favorise 1’apparition du prion [PSI'] (Derkatch et al. 1997; Derkatch et al. 2000; Derkatch
et al. 2001; Bradley et al. 2002; Bradley and Liebman 2003). L’étude de [PIN'] montre
également que I’agrégaton des protéines possédant un domaine polyQ/N (comme Sup35p et
Rnqlp) est co-favorisée, bien que chaque protéine forme des fibres amyloides composées
d’un seul type de protéine (Bagriantsev and Liebman 2004; Derkatch et al. 2004; Vitrenko
et al. 2007). Ce phénomene nommé ensemencement croisé ou « cross-seeding » semble
avoir une importance particuliere dans certaines pathologies (voir section 1.5.3)

(Osherovich and Weissman 2001).

1.7.1.4 [Het-s], le prion de Podospora anserina

Découvert il y a plus de cinquante ans, ce n’est qu’il y a une dizaine d’année qu’on
a compris que le phénomene d’histoincompatibilité 1ié au géne her-s était médiée par un
prion (Fig 1.10) (Coustou et al. 1997). Bri¢vement, le phénomene d’histoincompatibilité se
produit lorsque' deux colonies de Podospora anserina se rencontrent. Ce champignon
filamenteux forme des colonies dont les cellules partagent le méme cytoplasme. Pour

éviter que des virus ne se transmettent a I’ensemble de la colonie, Podospora anserina a
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développé un systeme de reconnaissance du soi assurant que seules les cellules

génétiquement compatibles sont en mesure de survivre 2 la fusion des cellules (Wickner et

al. 1999).

L’un de ces génes est le géne het-s, qui posséde deux alleles différents het-s et het-S.
De plus, I’allele Aet-s produit deux phénotypes distincts : le phénotype [Her-s], qui est
prionique, et le phénotype [Het-s*] qui ne I’est pas. Ainsi, si une cellule [Het-s] fusionne
avec une cellule [Her-S], on observe la formation d’un -« barrage » a la rencontre des deux
colonies, résultat de I’apoptose des cellules possédant des alleles différentes ([Het-s] et
[Het-S]). Par contre, la fusion d’une cellule [Het-s*] avec une cellule [Her-S] ne produit
aucun effet (voir la figure 1.10 pour plus de détails) (Coustou et al. 1997; Wickner et al.
1999; Benkemoun and Saupe 2006). Il a également été établi que la protéihe HET-s
(encodée par ’allele het-s, voir le tableau II) peut former des fibres amyloides in vitro (Dos
Reis et al. 2002; Ritter et al. 2005). Ces fibres amyloides ne semblent pas nuire a la survie
des cellules in vivo et la toxicité est plutdt causée par ’association des protéines HET-s et
HET-S lors de la rencontre entre 2 colonies. Pourtant, ces deux protéines ne différent que
par 13 résidus (Balguerie et al. 2003). Comme la protéine HET-S ne forme pas
spontanément des fibres amyloides, il a été suggéré que 1’association de HET-S avec les
especes amyloides de protéines HET-s forment des oligomeres amyloides toxiques qui
seraient a I’origine de la mort cellulaire observée (voir section 1.5.3) (Coustou-Linares et
al. 2001; Balguerie et al. 2004). Le prion [Het-s] peut aussi étre maintenu et propagé chez
des cellules de S. cerevisiae, démontrant que ce dernier partage toute les caractéristiques

des autres prions retrouvés chez cette levure (Taneja et al. 2007).
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Figure 1.10 : Mode d’action du prion [Het-s]. (a) Schéma illustrant le mode d’action de
la mort induite par les alléles het-s et het-S. la protéine produite par het-s peut adopter
deux formes distinctes : une forme soluble (représentée par un cercle) retrouvée chez les
colonies [Het-s*] et une forme prionique (représentée par un triangle) retrouvée chez les
colonies [Het-s]. Seule la forme prionique de la protéine induit la mort cellulaire si elle est
associée avec la protéine produite par I’allele het-S. Adaptée de Coustou (1997). (b)
[lustration d’un essai de barrage effectué pour déterminer le phénotype d’une colonie.
Seule la rencontre d’une colonie [Het-s] avec une colonie [Het-S] produit un barrage,

résultat de I’induction de la mort cellulaire des cellules. Adapté de Wickner (1999).
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1.7.2 [cif], un nouvel élément prionique chez S. pombe

Notre laboratoire s’intéresse a la calnexine, une chaperone du réticulum
endoplasmique essentielle chez la levure S. pombe (voir section 1.3.2). Pour tenter
d’identifier la cause de I’essentialité de la calnexine, différents mutants de délétions furent
construits et étudiés. L’un de ces mutants a produit un phénomene totalement inattendu.
En effet, la transformation de ce mutant produit un changement chez les cellules qui sont
alors capables de survivre en absence de toute forme (sauvage ou mutante) de éalnexine.
Cet état a été nommé Cin, pour calnexine indépendante, par opposition aux cellules qui sont
normalement calnexine dépendante (Cdn), c’est-a-dire qu’elles ne peuvent pas survivre en
absence de calnexine (Collin et al. 2004). L’état Cin est stable, puisque la re-
transformation d’un plasmide encodant la calnexine ne permet pas de renverser le
phénomene, c’est-a-dire que les cellules peuvent a nouveau perdre le plasmide si on ne le
sélectionne pas a 1’aide de marqueur de sélection. La caractérisation des cellules Cin a
révélé que cet état est encodé par un élément qui possede des caractéristiques génétiques
similaires aux prions de levure : 1’état Cin est dominant dans les cellules diploides, méme
en présence de la calnexine génomique, et il est transmis de maniére non-Mendelienne aux
spores. De plus, la transformation d’extraits cellulaires de cellules Cin dépourvu d’acides
nucléiques permet de transmettre le phénomene a une cellule Cdn, ce qui suggere que le

phénomene Cin est médié par un ou plusieurs élément(s) protéique(s) (Collin et al. 2004).

Le facteur protéique hypothétique aux caractéristiques prioniques responsable de
I’état Cin a été nommé [cif] (« calnexin independence factor ») (Collin et al. 2004).
Comme la forme prionique des protéines est habituellement accompagnée d’une perte de
fonction de la protéine impliquée (Ciflp, une protéine hypothétique dans ce modele), le
modele proposé suppose également la présence d’un ou de plusieurs genes regroupés sous
le terme scx1, pour suppresseur de la calnexine, qui est en mesure de remplacer la fonction
essentielle de la calnexine (voir la figure 1.12 pour plus de détails). La caractérisation des

cellules Cin a montré que les cellules ne présentent pas de stress évident au niveau du RE.
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Comme la calnexine est une chaperone luminale essentielle chez les cellules Cdn, ce
résultat supporte un modele dans lequel les cellules Cin possédent un contrdle de qualité du
RE renforcé (scxI) (Turcotte et al. 2007). Puisqu’aucun prion n’a jusqu’ici été identifié
chez la levure S. pombe et que le systeme de contrdle de qualité du RE de cette levure ést
similaire a celui des mammiféeres, la caractérisation des protéines impliquées dans la

régulation de I’état Cin est donc d’un intérét certain.
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Figure 1.11: Modele d’étude permettant d’expliquer la survie des cellules Cin en
absence de la calnexine. Le mode¢le comprend deux éléments principaux : cif (« calnexin
independence factor ») et scx/ (« suppressor of calnexin »). cif produit une protéine Ciflp
qui est un répresseur de scx/. Dans cet état, la survie de la cellule est assurée par la
calnexine. Les cellules sont donc calnexine-dépendante (Cdn). Dans certaines conditions,
Ciflp peut adopter une conformation prionique nommeée [cif], ce qui modifie la fonction de
la protéine qui ne peut alors plus réprimer le géne scx/. Ce dernier est alors exprimé et
peut jouer un rble recoupant le rdle essentiel de la calnexine (indiqué par « ? » puisque
inconnu). Les cellules sont alors capables de survivre en absence de calnexine et sont donc
calnexine indépendantes (Cin). Notre hypothése est que le mutant Ahcd_Cnx1p adopte une
conformation favorisant 1’induction du phénomene Cin par une voie qui reste a €tre

identifiée.
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1.8 Le bien-fondé du projet de recherche

1.8.1 Le bien-fondé des études sur les prions de levures

La levure est un microorganisme simple, facile et peu coliteux a utiliser. Tel que vu
plus haut, les prions de levure possédent des caractéristiques similaires aux protéines
responsables de plusieurs maladies neurodégénératives, notamment les maladies & prions et
les amyloidies a polyQ/N. Par des criblages & grande échelle effectués chez S. cerevisiae
avec; une petite banque de molécules organiques, il a été possible d’identifier des composés
efficaces contre la propagation des prions de mammifeéres et des dommages causés par les
protéines polyQ/N. Certains de ces composéé sont également efficaces pour contrer la
propagation des prions [PSI'] et [URE3]. 1l semble donc que les mécanismes
fondamentaux régissant le maintien et la propagation des fibres amyloides aient des
éléments communs qui peuvent étre exploités dans un but pharmacologique et médical

(Bach et al. 2003; Outeiro and Giorgini 2006; Tribouillard et al. 2006).

L’autre grande utilit¢ de 1’étude des prions de levure est plus fondamentale et
concerne notre compréhension des mécanismes de régulation utilisés par les cellules pour
moduler I’activité de certaines protéines. Par exemple chez I’aplysie, un escargot marin, la
protéine CPEB régule la traduction des 'ARNm et joue un rdle important dans la
consolidation de la mémoire a long terme. Or, CPEB posséde un domaine polyQ/N qui a
toutes les caractéristiques attendues d’un domaine prion et peut agir comme tel lorsque
exprimé chez S. cerevisiae (Si et al. 2003a; Si et al. 2003b). Qui plus est, activité de
CPEB est augmentée lorsqu’elle est dans une forme agrégée, ce qui suggere que le
changement conformationnel de CPEB vers un conformere prionique pourrait jouer un role
dans la mémoire (Si et al. 2003b). Des résultats préliminaires suggerent que les
homologues murins de CPEB possédent des caractéristiques similaires (Ter-Avanesyan et
al. 2005). Un autre exemple a été découvert chez des cellules humaines. La protéine TIA-

1 est un répresseur traductionnel qui lie les ARNm et joue un role dans la formation des
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granules de stress, des inclusions cytoplasmiques dans lesquelles les complexes d’initiation
de la traduction bloqués par des stress environnementaux sont recrutés (Gilks et al. 2004).
La protéine TIA-1 posséde également un domaine polyQ/N de type prionique qui est
nécessaire a la formation des granules de stress. Aussi, ce domaine peut étre
fonctionnellement remplacé par le domaine prion de Sup35p (Gilks et al. 2004). De plus,
une autre protéine des granules de stress, Pum-2, nécessite un domaine polyQ/N pour &étre
fonctionnelle (Vessey et al. 2006). La modulation de Iactivité protéique par la formation
d’agrégats de type prionique semble donc jouer différents réles régulateufs chez plusieurs (

espéces eucaryotes.

1.8.2 Le réle de Hsp104 dans la propagation des prions de S. cerevisiae

La recherche d’agents chimiques influengant la propagation du prion [PSI'] permit
de découvrir qu’une faible concentration de chlorure de guanidinium (GuHCI) élimine ce
prion en quelques générations. Le GuHCI agit en fait comme un inhibiteur de I’activité
ATPase de Hsp104 (Eaglestone et al. 2000; Ferreira et al. 2001; Jung et al. 2002; Ness et al.

2002; Grimminger et al. 2004). L’utilisation du GuHCI a permis de mieux définir le r6le
| de Hspl104 dans la fragmentation des fibres de prions de levure et a mis en lumiere
I’importance des oligomeres solubles dans la propagation des prions de levures (Ness et al.
. 2002; Cox et al. 2003; Kryndushkin et al. 2003; Narayanan et al. 2003; Ripaud et al. 2003).
Plusieurs études ont ensuite établies que les prions de levure nécessitent la désagrégase
Hsp104 (voir section 1.4) pour étre maintenu a I’intérieur d’une population de cellules (Fig
1.11) (Chernoff et al. 1995; Moriyama et al. 2000; Sondheimer and Lindquist 2000; Taneja
et al. 2007). En effet, ’analyse biochimique des protéines Sup35 a montré que cette
protéine prionique forme des agrégats insolubles de haut poids moléculaire dans les cellules
[PST'] et que la taille de ces agrégats augmente au fur et 2 mesure que 1’expression de
Hsp104 diminue (Wegrzyn et al. 2001; Kryndushkin et al. 2003). En absence de Hsp104,
la taille des fibres prionique devient si importante que les prions ne peuvent plus se

propager d’une cellule a I’autre lors des divisions cellulaires (Fig 1.11) (Jones and Tuite
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2005; True 2006; Satpute-Krishnan et al. 2007). De méme, on a isolé une variante de
[PSI] qui accumule des agrégats de tailles si importantes, qu’elle n’est en mesure de se
propager que dans une souche exprimant anormalement élevé de Hsp104 (Borchsenius et

al. 2006).

Aussi, la surexpression de Hsp104 permet d’éliminer complétement le prion [PSI]
(Chernoff et al. 1995), mais pas [PIN'], [URE3] ou [Het-s] lorsqu’il est propagé chez S.
cerevisiae (Moriyama et al. 2000; Sondheimer and Lindquist 2000; Taneja et al. 2007).
L’élimination du prion [PSI7] est causée par la désagrégation complete des fibres
amyloides tel que démontré par 1’étude in vitro de protéines purifiées (Fig 1.11). 1l est par
contre impossible de dissoudre compleétement les fibres amyloides du prion [URE3] de
maniére a éliminer leur infectivité (Shorter and Lindquist 2006). La raison de cette
différence est encore inconnue et aucune étude n’a été faite in vitro sur [PIN'] et [Het-s].
L’étude des protéines purifiées a montré que I’interaction entre Hsp104 et ses substrats est
faible et transitoire, mais aussi que 1’activité de Hsp104 pouvait, dans certaines conditions
non-physiologiques, favoriser la formation de fibres amyloides (Shorter and Lindquist
2004; 2006; Doyle et al. 2007b). L’importance de cette activité favorisant la formation de

fibres amyloides n’a par contre pas été démontrée in vivo.

La construction de différents mutants du prion [PSIT] a contribué a notre
compréhension des liens unissant Hsp104 et la propagation de ce prion. Le domaine N de
Sup35p (Fig 1.9) est particulierement important pour la formation des fibres amyloides
responsables du prion [PSI'] (section 1.7). Il n’est donc pas surprenant de constater que
des mutations touchant ce domaine affectent également la propagation de [PSI']. Par
exemple, la protéine Sup35 chimérique construite avec le domaine N de la levure Pichia
methanolica est éliminé par la délétion de HSP104 mais ne peut pas étre éliminer par la
surexpression de ce geéne (Kushnirov et al. 2000). Aussi, le prion artificie] nommé [PHI],
dont les pseudo-répétitions (similaires a celle de PrP, voir 1.7.1.2 et figure 1.9) du domaine

N ont été remplacées par celles de d’autres levures, se propage de maniére Hsp104-
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indépendante, c’est-a-dire que sa propagation n’est pas affectée par une délétion de
HSP104. Cette variante de [PSI'] forme des fibres moins longues qui ne nécessiteraient
pas d’activité désagrégase pour étre propagées d’une cellule-mere a une cellules-fille (Crist
et al. 2003). On peut également générer un prion artificiel en remplagant I’ensemble du
domaine prion de Sup35p (la région polyQ/N et les pseudo-répétitions, section 1.7) par les
répétitions du prion PrP (Tank et al. 2007). La région M de Sup35p (Fig 1.9) semble jouer
un rdle dans la propagation du prion [PSI'] par Hspl04. En effet, si on remplace cette
région flexible riche en lysines (des résidus reconnus par Hspl04, voir section 1.4.4) par
d’autres séquences semblables provenant d’autres protéines, il est possible de créer une
variante artificielle de [PSI"] qui n’est affectée ni par la délétion ni par la surexpression de
HSP104 (Liu et al. 2002). La propagation de [PSI"]| par Hsp104 est donc influencée par la
séquence et la structure de la pfotéine Sup35. Par contre, les autres prions de levures ne
présentent pas les mémes caractéristiques structurelles. [Het-s] par exemple ne présente ni
région polyQ/N, ni pseudo-répétitions, ni domaine riche en lysines et dépend tout de méme
de Hsp104 pour sa propagation chez S. cerevisiae (Taneja et al. 2007). Aussi, PrP* se
propage en absence de tout homologue connu de Hsp104 (Wickner et al. 1999; Tuite 2004).

Tel que décrit dans la section 1.4, Hspl04 agit en. conjonction avec d’autres
chaperones et co-chaperones. Or, la propagation des différents prions de S. cerevisiae est
modulée par ces chaperones de maniére spécifique a chaque prion (Jones and Tuite 2005;
Tru€ 2006). La délétion des génes encodant pour des facteurs d’échange de nucléotides
bloque la propagation de [URE3] et de [PSI'] (Kryndﬁshkin and Wickner 2007). Le prion
[URE3] est aussi tres sensible au niveau d’expression des différentes Hsp70 et Hsp40
(Moriyama et al. 2000; Schwimmer and Masison 2002; Roberts et al. 2004), tandis que le
prion [PIN"] est éliminé par la surexpression et la délétion d’une Hsp40 (Sondheimer et al.
2001; Aron et al. 2007). On peut donc constater que les chaperones et co-chaperones
cytosoliques jouent aussi un rdle important dans la propagation des prions de levures, mais
que d’autres études sont nécessaires pour mieux comprendre les interactions entre ces

facteurs cellulaires et les différents prions de levures.
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Figure 1.12 : Réle de Hsp104 dans la propagation de [PSI']. (a) Chez une cellule
[PST'], les protéines Sup35p produites sont majoritairement retrouvées sous leur
conformation prionique et forment des fibres amylo'fdes. Hsp104 lie ces fibres amyloides et
les désagregent en linéarisant les protéines une a une, ce qui favorise leur retour a une
conformation native. Il se forme ainsi un équillibre entre les différentes formes de la
protéine Sup35p et les fibres de Sup35p sont maintenues a une taille suffisamment petite
pour étre transmises aux cellules filles. (b) En absence de Hspl04, les fibres de Sup35
deviennent rapidement tres longue et ne pourront plus étre transmises aux cellules-filles.
(c) La surexpression de Hsp104 permet de solubiliser les fibres de Sup35p. Le prion [PSI"]

est alors perdu et ne pourra plus étre transmis aux cellules filles.
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1.8.3 Etude de Hsp104 de la levure S. pombe et de son role dans la
propagation des prions de levure

Tel que mentionné a la section 1.4, la plupart des levures possédent une protéine de
la classe des ClpB/Hsp100, mais bien peu ont été caractérisées. Outre la protéine Hsp104
de la levure S. cerevisiae, seul ’homologue chez Candida albicans a fait I’objet d’une
étude de caractérisation (Zenthon et al. 2006). La caractérisation d’une autre protéine
membre de cette famille apporterait de nouvelles données utiles a notre compréhension du
mécanisme de ces désagrégases et de leurs roles dans la propagation des prions de levure.
Une recherche informatique a permis d’identifier un seul géne encodant un homologue de
Hsp104 chez S. pombe, géne qui n’avait jusqu’ici jamais été étudié. En respect avec la
nomenclature de la génétique de S. pombe, j’ai nommé ce géne hspl04*. Par contre, pour
éviter toute confusion avec le géne de S. cerevisiae HSP104, je‘ nommerai ici ce géne

Sp_hspl104* et la protéine qu’il encode Sp_Hsp104.

Le but de mon projet était de caractériser ce nouveau gene et d’évaluer I’impact de
cette protéine sur la propagation de I’état Cin chez S. pombe et des prions [PSI'] et [PIN*]
chez S. cerevisiae. 1’étude de I’impact de Sp_Hspl04 sur la propagation des prions de
levures fournira de nouvelles données mécanistiques sur la transmission des éléments
[PSI"] et [PINT]. Finalement, comme notre modele de 1’état Cin prédit qu’il est médié par
un nouveau prion chez la levure S. pombe et que tous les prions de levure caractérisés (dans
leur forme sauvage) se propagent grice a I’action de Hsp104 chez S. cerevisiae, 1’étude de
la désagrégase correspondante chez S. pombe nous apportera des informations

supplémentaires sur le maintien et le mode de transmission de I’état Cin.
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Summary

When submitted to stressful conditions, heat shock for example, proteins misfold
and aggregate. The molecular chaperone Hsp104 (Sc_Hsp104) is a crucial factor for the
acquisition of thermotolerance in Saccharomyces cerevisiae by mediating the reactivation
of these aggregated proteins. Sc_Hspl104 is also involved in the propagation of yeast
prions in S. cerevisiae. For instance, the well-characterized [PSI'] prion of S. cerevisiae
cannot be propagated in Adhspl04 cells or in cells overexpressing Sc_Hsp104. In this
study, we identified and characterized a Schizosaccharomyces pombe protein
(Sp_Hsp104) showing a high level of amino acid identity with Sc_Hsp104. Our results
showed that Sp_Hsp104 is a heat-inducible functional disaggregase and a major factor
responsible for the acquisition of .thermotolerance in fission yeast. Heterologous
expression of Sp_Hspl04 in S. cerevisiae confirmed that this protein is a functional
orthplogu;a of Sc_Hsp104. Unlike Sc_Hspl04, Sp_Hsp104 did not support the
propagation of the prions [PSI'] and [PIN'] in S. cerevisiae and the overexpression of
Sp_Hsp104 did not cure [PSI']. Remarkably, a chimeric Sp_Hsp104 bearing the C-
terminal part of Sc_Hspl04 was able to cure the [PSI'] prion, suggesting that this

divergent region plays an important role in the propagation of prions in S. cerevisiae.
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Introduction

Yeasts have the aptitude to adapt and survive to a broad spectrum of stress
conditions. Normally, the exposition to a mild stress triggers an adaptative response that
modifies genes expression, thus enhancing the cells capacity to survive to a subsequent
harsher stress (Lindquist 1986). In the case of a heat-shock stress, this adaptative
response is called thermotolerance. Hsp104 is an AAA+ protein (ATPase associated with
various activities) involved in the acquisition of thermotolerance in budding yeast
(Sanchez and Lindquist 1990). As many AAA+ proteins, Saccharomyces cerevisiae
Hsp104 (Sc_Hspl04) proteins oligomerize in barrel-shaped hexamers in its functional
state (Parsell et al. 1994a). Unlike classical molecular chaperones that assist protein
folding and prevent their aggregation, Sc_Hspl04 is a disaggregase able to dissolve
alfeady formed protein aggregates (Parsell et al. 1994b). Sc_Hspl104 possesses two
ATPase domains that are both implicated in the mechanism of protein disaggregation.
The first nucleotide-binding domain (NBD1) regulates the disaggregating activity of
Sc_Hsp104, while NBD2 is implicated in both processing of protein aggregates and
Sc_Hspl04 oligomerization (Lum et al. 2004; Tkach and Glover 2004; Bosl et al. 2005;
Schaupp et al. 2007). Importantly, the activity of the two NBDs are modulated by the
middle (or M) domain of Hsp104 (Cashikar et al. 2002). Based upon the structure of the
bacterial Hsp100 homologue ClpB (Lee et al. 2003), it is believed that the two ATPase
domains form the core of the Sc_Hspl104 barrel, while the N and C-terminal domains
(NTD and CTD) protrude from eac}; side of the core of the hexamer (Bosl et al. 2006).

In vitro experiments showed that Sc_Hspl104 can bind and untangle aggregated

proteins and release them in an unfolded state, which allows the proteins to subsequently
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adopt their native state (Doyle et al. 2007b; Schaupp et al. 2007). These observations are
consistent with data obtained for ClpB from Escherichia coli and from Thermus
thermophilus, the bacterial homologues of Sc_Hsp104, suggesting that the mechanisms
of protein disaggregation are well conserved .across the ClpB/Hsp100 family (Bosl et al.
2006; Zolkiewski 2006). Although in vitro Sc_Hsp104 and ClpB are able.to untangle
protein aggregates by themselves, their collaboration with the Hsp40 and Hsp70
molecular chaperones greatly enhances their disaggregating activity (Glover and
Lindquist 1998; Goloubinoff et al. 1999).

Sc_Hspl104 is also essential for the propagation of several S. cerevisiae prions.
Prions are proteins that can adopt an alternative conformation that allow them to self-
replicate by propagating this alternative conformation to other identical proteins. The
best characterized fungal prions are [PSI'], [URE3] and [PIN'] from S. cerevisiae, and
[Het-s] of the fungus Podospora anserina. In S. cerevisiae, these prions form amyloid
fibers, and cannot be propagated in cells devoid of Hspl04 (Chernoff et al. 1995;
Moriyama et al. 2000; Sondheimer and Lindquist 2000; Taneja et al. 2007).

The most studied yeast prion, [PSI'], results from the amyloidogenic
conformational switch of the Sup35 protein, a factor involved in the fidelity of translation
termination (Chien et al. 2004). The study of [PSI'] propagation show that prion fibers
need to be shortened or cleaved by Sc_Hsp104 in order to be correctly transmitted to the
mitotic progeny during cell division (Jones and Tuite 2005; Byme et al. 2007). Also, in
vivo experiments showed that a reduction of the quantity of Sc_Hsp104 results in an
increase of the length of the [PSI"] fibrils and in a reduction of their capacity to be

transmitted to the mitotic progeny (Kryndushkin et al. 2003; Satpute-Krishnan et al.
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2007). On the other hand, overexpression of Sc_Hspl104 can eliminate or “cure” the
[PSI] prion (Chernoff et al. 1995), and in vitro experiments showed that Sc_Hsp104 is
able to completely disassemble Sup35p amyloid fibers (Shorter and Lindquist 2006).
The Hspl04 orthologue of the yeast Candida albicans (Ca_Hspl04) is also able to
propagate [PSI'] in S. cerevisiae, suggesting that this ability might be conserved in other
yeast species (Zenthon et al. 2006). However, the molecular details of the action of
Sc_Hsp104 on yeast prions remain ill defined.

Whereas protein folding has been extensively studied in the budding yeast, much
less is known about the function of molecular chap-erones of Schizosaccharomyces
pombe. Some studies reported that the fission yeast can acquire thermotolerance (De
Virgilio et al. 1990; Ribeiro et al. 1997), but the existence of an Hspl04 S. pombe
orthologue has not been confirmed. In the present study, §ve characterized the functional
homologue of Hspl104 in S. pombe. This S. pombe Hspl104 orthologue (Sp_Hsp104)
shows a high level of identity with the S. cerevisiae Hspl04 (Sc_Hspl04).
Thermotolerance assays performed with an S. pombe Ahspl04 strain revealed that, like its
S. cerevisiae counterpart, Sp_Hspl04 is required for survival after heat shock.
Heterologous expression in S. cerevisiae Ahspl04 cells showed that Sp_Hspl104 is a
functional disaggregase that can reactivate heat-aggregated luciferase. However, unlike
Sc_Hsp104, Sp_Hsp104 did not propagate the [PSI"] or fhe [PINT] prion when expressed
in S. cerevisiae cells. Likewise, the overexpression of Sp_Hsp104 was unable to impair
[PSI'] propagation. Moreover, the overexpression of a chimeric Hsp104, in which the C-
terminal domain of Sc_Hsp104 was replaced with the corresponding domain of

Sp_Hsp104, gained the ability to cure the [PSI"] prion. Our study showed that while the
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ability to untangle aggregated proteins is conserved between these two Hspl104
orthologues, the ability to assist prion propagation seems to depend, at least in part, upon

the primary structure of the least conserved C-terminal domain.

Results
S. pombe encodes a single Hsp104 orthologue.

In order to identify a putative S. pombe homologue of the S. cerevisiae’s Hsp104
protein, we performed a protein-protein BLAST research

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) of the S. pombe proteome with the S. cerevisiae

Hsp104 amino acid sequence. One S. pombe predicted protein, encoded by the gene
systematically named SPBC16D10:08c (Wood et al. 2002), shared 52 % identity and 83
% similarity of amino acids with the S. cerevisiae Hsp104 protein (Fig 1A). While this S.
pombe protein was not characterized before, genome-wide expression analyses
demonstrated that its gene is expressed and its protein is translated (Chen et al. 2003;
Matsuyama et al. 2006). Thus, we named the gene SPBC16D10.08¢c 4spl04™ following
the S. pombe terminology. However, to avoid any confusion with the S. cerevisae gene
HSP104 (Sc_HSP104) encoding the Hsp104 protein (here called Sc_Hsp104), we have
designated this gene as Sp_hspl04™ and the corresponding protein Sp_Hsp104 in this
article.

Like all members of the ClpB/Hsp100 family, Sp_Hsp104 sequence contains two
putative nucleotide-binding domains (NBD1 and NBD2) that are well. conserved between
the S. pombe and the §. cerevisiae orthologues (63’ % and 60 % amino acid identity

respectively, Fig 1A). All the critical residues required for the ATPase activity of those
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domains are perfectly conserved between these two proteins (Zenthon et al. 2006). The
M domain, which is important for the disaggregase activity, shows 47 % amino acid
identity with that of Sc_Hsp104 (Fig 1 A). This sequence analysis shows that Sp_Hsp104
has the characteristics éf the ClpB/Hsp100 proteins, suggesting that it can be a functional

disaggregase.

Sp_hspl104™ is required for the acquisition of thermotolerance in the fission yeast.

As mentioned previously, Hsp104 is a major factor involved in the acquisition of
thermotolerance in budding yeast (Sanchez and Lindquist 1990). Interestingly, it was
previously shown in a S. pombe genome-wide DNA microarray study that the
transcription of the SPBC16D10.08¢ gene (Sp_hsp1047) is greatly induced (54 fold) by a
mild heat shock of 15 minutes at 39°C (Chen et al. 2003). This demonstrates that the
expression of Sp_hspI04" is enhanced by an environmental stress, like it was shown for
S. cerevisiae’s HS'Pf 04 (Grably et al. 2002; Seppa et al. 2004).

To verify if the level of Sp_Hspl04 protein was also affected in heat shock
condition, we carried out immunoblot analyses with polyclonal antibodies raised against
full-length Sc_Hsp104 protein (Tkach and Glover 2004). These antibodies detected a
protein of about 100 kDa in cell extracts from a S. pombe wild-type strain (SP3220) and
no protein were detected in extracts prepared from a ASp_hspl04 strain (SP12422), thus
confirming the specificity of our immunodetection (Fig 2A). Western blot analysis
revealed that the amount of Sp_Hsp104 protein detected increased several fold after 1
hour at 37°C with respect to cell extracts from unstressed cells (Fig 2A). Thus; like its S.

cerevisiae counterpart, Sp_Hsp104 expression is heat-inducible.
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Next we investigated whether Sp_Hsp104 confers thermotolerance in the fission
yeast. As shown in Figure 2B, ASp_hsp104 cells did not showed any significant growth
defect when cultured at 30°C. As expected, most wild-type ceils and ASp_hspl04 cells
did not survive a severe heat shock of 20 minutes at 50°C. However, when wild-type
cells were pre-treated at 37°C for 1 hour before being submitted to a severe heat shock,
they acquired thermotolerance and survived (Fig 2B). In contrast, the pre-treatment at
37°C could not rescue the death of ASp_hspl04 cells following a severe heat shock at
50°C. Neither wild-type nor ASp_hsp104 cells showed growth defects at 37°C (data not
shown). This experiment shows that Sp_Hsp104 is required for thermotolerance in S.

pombe.

Sp_hspl04™ functionally complements Sc_HSP104 thermotolerance in the budding yeast.

To investigate if Sp_Hsp104 displays the same function in thermotolerance than
Sc_Hspl04, the Sp_hsp104* gene was cloned into a galactose inducible S. cere?isiae
expression vector that was subsequently transformed into Ahspl04 S. cerevisiae cells.
ASc_hsp104 cells bearing an inducible Sc_HSP 104 plasmid or an empty vector were used
as controls. As expected, the polyclonal antibody directed against the full length
Sc_Hspl04 protein detected Sp_Hsp104 (Fig 3A), thus confirming that Sp_Hsp104 is
expressed in budding yeast grown in galactose media. Sc_Hsp104 was detected using a
monoclonal antibody (17B) that recognizes the M domain (Cashikar et al. 2002). This
antibody does not detect Sp_Hsp104 protein even at very high concentration and is thus

very specific to the S. cerevisiae Hsp104 protein (Fig 3B and data not shown).
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To evaluate the capacity of Sp_Hsp104 to confer thermotolerance in §. cerevisiae,
we performed serial dilution experiments. As expected, most ASc_hspl104 S. cerevisiae
cells bearing an empty vector died after a severe heat shock at 50°C.~ In contrast, the cells
having a plasmid overexpressing Sc_HSP104 presented a significantly better survival
(Fig 3C). Likewise, most ASc_hspl04 cells overexpressing Sp_hspl04* survived the
severe heat shock. This result shows that Sp_hsp104* can complement thermotolerance
in ASc_hspl04 S. cerevisiae cells as efficiently as Sc_HSP104.

To assess whether the thermotolerance conferred by Sp_hsp104* expression was
the result of a disaggregating activity, we performe(i luciferase reactivation assays
(Parsell et al. 1994b). As shown in Figure 3D, both Sp_Hspl04 and Sc_Hspl04
reactivated heat-aggregated luciferase in S. cerevisiae cells. These results indicate that
Sp_hspl04 is a functional disaggregase complementing the Sc_HSP104 deletion in the

budding yeast.

Sp_Hspl04 cannot sustain the propagation of the yeast prions.

Another well known function of Sc_Hspl104 is its capacity to propagate fungal
prions in S. cerevisiae (True 2006). Therefore, we investigated whether Sp_Hsp104 is
able to sustain the propagation of yeast prions in S. cerevisiae cells. To this end,
Sp_hspl 04" was cloned in a centromeric plasmid under the native promoter of
Sc_HSP104. This construction was then transformed into a [PSTT][PINT] ASc_hsp104
strain bearing a centromeric Sc_HSP104 plasmid (Zenthon et al. 2006). Since both the
[PST'] and the [PIN'] prions cannot be maintained in the absence of Sc_Hspl104, we

carried out a plasmid shuffling experiment to eliminate the Sc_HSP] 04-encoded plasmid,
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which will allow us to evaluate the capacity of Sp_Hsp104 to maintain yeast prions. The
presence of the [PSI'] prion was monitored using strains with adel-14 or ade2-1
mutation streaked on sélective media, as reported elsewhere (Chernoff et al. 1995). The
shuffling was confirmed by streaking on selective media and by Western blotting (data
not shown). All the cells bearing the Sp_hsp104* plasmid or an empty plasmid exhibit
the [psi’] phenotype (Fig 4A). Of note, the transformation of the Sp_hspl104™ plasmid or
of an empty vector did not affect by themselves the propagation of [PSI] in YIW532
(data not shown). This experiment demonstrates that Sp_hspl04™ is not able to propagate
the [PSI'] prion.

To test if Sp_Hsp104 was able to sustain the propagation of the [PIN"] prion, the
ASc_hspl04 strains were transformed with another centromeric vector expressing the
RNQI1-GFP fusion gene under the CUP1 promoter and induced for 24 hours. The cells
were then observed by fluorescence microscopy. As expected, the cells bearing the
Sc_HSP104-encoded plasmid show Rnqlp-GFP foci, hallmark of the [PIN"] phenotype
(Fig 4B). However, the cells bearing a Sp_hsp104™ plasmid show a diffuse fluorescence,
as a ASc_hspl04 control strain, thus presenting a [pin’] phenotype (Fig 4B). Hence,
Sp_Hsp104 is not able to sustain the propagation of neither the [PIN"] nor the [PSI']

yeast prions.

The overexpression of Sp_Hspl04 does not eliminate the [PSI"] prion.
To assess whether Sp_HsplO4 overexpression is able to cure [PSI'], we
transformed  galactose-inducible  expression plasmids encoding Sp_hspl04",

Sc_HSP104*, or an empty vector into [PSI"] 74-D694 cells. The induction of expression
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of a gene under the control of the GALI promoter is increased 1000 fold in the presence
of galactose and in the absence of glucose in the medium, resulting in a significant
overexpression of the corresponding protein (Ronicke et al. 1997). Because these strains
also possess the genomic version of Sc_HSPI04% and since the anti-Sc_Hspl04
polyclonal antibody cannot discriminate Sp_Hsp104 from Sc_Hspl04, we confirmed
Sp_Hsp104 overexpresion by Northern blotting (data not shown). As expected, the
overexpression of Sc_Hsp104 did cure the [PSI"] prion from most of the cells, as seen by
their red color (Fig 4C). In contrast, the overexpression of Sp_Hspl104 did not cure
'[PSI+ ]. This result shows that, even at high concentration, Sp_Hsp104 is unable to block

[PST"] propagation.

The C-terminal portion of Sc_Hspl04 is crucial for the curing and propagation of yeast
prions.

We have shown that Sp_Hspl04 is a functional disaggregase able to confer
thermotolerance in both S. pombe and S. cerevisiae. Surprisingly however, this protein is
not able to propagate [PSI"] and overexpression of Sp_Hsp104 was not able to cure the
[PST'] prion. Because Sp_Hsp104 is highly similar but not identical to Sc_Hsp104 (Fig
1A), it is reasonable to assume that its inability to propagate [PSI'] may involve other
functions of this chaperone, such as substrate recognition.

The NTD and the CTD are the least conserved domains between Sp_Hsp104 and
Sc_Hsp104 (Fig 1A). In particular, the CTD show a very divergent region at the extreme
C-terminus of all Hsp104 orthologues (Fig 1B). Also, even if the NTD is globally less

conserved between Sp_Hsp104 and Sc_Hsp104 than the CTD, a recent study show that
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the NTD is dispensable for prion propagation (Hung and Masison 2006). Since
Sp_Hspl04 and Sc_Hsp104 show interesting differences in the primary structures of their
CTD, we decided to investigate the role of this domain in [PSI"] propagation.
Accordingly, we created chimeric sequence of Sc_HSP104 and of Sp_hsp104" by
interchanging their CTD. These constructions were named Spl04-CTDSc and Sc104-
CTDSp. The recombinant genes were cloned into a galactose-inducible expression vector
and transformed into [PSI"] 74-D694 and into ASc_hsp104 cells. The correct synthesis
of the plasmid-enched proteins (Sp104-CTDSc and Sc104-CTDSp) was confirmed by
immunoblotting on extracts from S. cerevisiae Ahspl104 cells, and by Northern blotting
on extracts from [PSI"] 74-D694 cells (data not shown). Thermotolerance and luciferase
reactivation assays in ASc_hspl04 cells showed that the chimeric proteins Sp104-CTDSc
and Scl104-CTDSp were functional disaggregase able to untangle heat-aggregated
proteins at a level only slightly lower then the wild type Hspl04 proteins (data not
shown). We thus conclude that the chimeras were functional disaggregases.
When overexpressed in [PSIT] 74-D694 cells, the S5c104-CTDSp chimeric protein
did cure the [PSIT] prion, but was less efficient than Sc_Hsp104 (Fig 5A). Strikingly, the
Sp104-CTDSc chimeric protein gains the ability to cure the [PSI"] prion, although at a
lower level than the wild-type Sc_Hsp104 protein (Fig 5A). To measure the clearance of
the [PSI"] aggregates in the cell, we also performed a Sup35p aggregate analysis. As
expected, the overexpression of Sc_Hspl04 completely solubilizes the Sup35p
aggregates, while Sp_Hsp104 did not affect the level of aggregation of Sup35p in [PSI']
cells. Both chimeric proteins present an intermediate phenotype of Sup35p clearance,

supporting the notion that both Sc104-CTDSp and Sp104-CTDSc proteins can cure the
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[PSI'] prion, although less efficientl)Il than Sc_Hsp104 (Fig 5B). Interestingly, Sp104-
CTDSc is more efficient than Sc104-CTDSp to solubilize the Sup35p aggregates, thus
underscoring the importance of the C-terminal part of Sc_Hspl04 in [PSI'] curing.
These results indicate that the CTD of Sc_Hsp104 play an important role in the capacity
of Hspl04 to cure the [PSI'] prion and that this function can be transferred to
Sp_Hsp104. However, since the Sc104-CTDSp chimera is still able to impair [PSI']
propagation, other parts of the Sc_Hsp104 protein seems also to be important for this

function.

The [cif] epigenetic element does not require Sp_hspl04™ for its propagation in S.
pombe.

Our laboratory identified an epigenetic element exhibiting prion-like properties in
S. pombe, the [cif] element (Collin et al. 2004). The presence of the [cif] element can be
monitored by the ability of S. pombe cells to survive in the absence of the essential
endoplasmic reticulum chaperone calnexin. The calnexin-independent (Cin) state is
detected by using a strain containing a plasmid encoding cnxI”, the calnexin gene of
fission yeast, in a Acnx! background (Collin et al. 2004). Following a plasmid
segregation assay in non-selective media, Cin cells are score as those able to grow in the
absence of the plasmid bearing cnxI™.

To evaluate the role of Sp_Hspl04 in the maintenance of the Cin state, a
ASp_hspl04 Acnxl + penxl™ [cif] strain was constructed. Plasmid segregation assays
showed that the deletion of Sp_hsp104™ had no effect on the propagation of the element

[cif] since the Acnx1 ASp_hsp104 cells remain in the calnexin-independent state (data not
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shown). Moreover, these cells did not show any major growth defect, even after several
generations, showing that the Cin state (and thus the [cif] element) can be maintained in
absence Sp_Hspl04. Hence, the propagation of the [cif] element is independent of

Sp_Hsp104.

Discussion

In this study, we characterized Sp_Hsp104, the fission yeast orthologue of the S.
cerevisiae Hspl04 chaperone. We showed that Sp_hspl04* is heat-inducible and is
required for the acquisition of thermotolerance in S. pombe. Even if Sp_Hspl04 is a
functional disaggregase, it is not able to maintain the propagation of the [PSI"] nor the
[PIN"] prion and its overexpression cannot cure [PSI'] in the budding yeast. However, a
chimera in which the C-terminal ‘domain of Sc_Hspl04 was replaced with the
corresponding domain of Sp_Hspl104 gained the ability to impair the propagation of
[PSI']in S. cerevisiae when overexpressed.

Hsp100 proteins are well known for their role in thermo£olerance. Eukaryotic
Hspl0O proteins have been identified as heat-shock factors in yeasts (Sanchez and
Lindquist 1990; Zenthon et al. 2006), fungi (Lee et al. 2006; Malato et al. 2007), parasites
(Hubel et al. 1995) and plants (Lee et al. 1994; Schirmer et al. 1994; Wells et al. 1998;
Agarwal et al. 2003). However, no Hsp104 orthologue have been identified in mammals.
Interestingly, Hspl100 proteins from the related yeast Candida albicans (Zenthon et al.
2006), but also from soybean (Lee et al. 1994), rice (Agarwal et al. 2003), tobacco (Wells
et al. 1998), Arabidopsis thaliana (Schirmer et al. 1994) and from the fungus Pleurotus

sagjor-caju (Lee et al. 2006) are able to complement thermotolerance defect in
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ASc_hspl04 S. cerevisiae cells. It is thus not surprising that the S. pombe Sp_Hsp104
orthologue is also able to confer thermotolerance in ASc_hspl04 cells. These studies
suggest that Hsp100 proteins can act in concert with heterologous heat-shock factors of
other organisms to increase cell survival in severe heat stress. Accordingly, when
expressed in human cultured cells, Sc_Hspl04 act as a functional disaggregase and
cooperate with endogenous chaperone to disentangle heat-shock aggregated proteins
(Mosser et al. 2004).

The propagation of [cif], an epigenetic element displaying prion-like features in S.
pombe, did not depend upon Sp_hsp104™ expression. This may seem surprising since S.
cerevisiae prion propagation requires Sc_Hsp104. However, some [PSI"] variant can be
propagated in S. cerevisiae without Sc_Hsp104, presumably‘because they form shorter
and more soluble aggregates easily transmitted to the mitotic progeny (Liu et al. 2002;
Crist et al. 2003). Some putative prions described in budding yeast also propagate to the
mitotic progeny in a Hsp104-independent manner (Talloczy et al. 2000; Volkov et al.
2002; Aksenova et al. 2007). In addition, other epigenetic elements show the
phenotypical characteristics of yeast prions but aré perpetuated by an autocatalytic -
protease activity or by self-positively regulated MAP kinase cascade (Roberts and
Wickner 2003; Benkemoun and Saupe 2006; Kicka et al. 2006). Surely, the
identification of the proteins responsible for the [cif] element will provide more insights
about the mode of transmissi(;_)n of this epigenetic factor

Our results show that, even if Sp_Hsp104 is a functional disaggregase, it is neither
able assist yeast prion propagation nor cure [PSI'] when overexpressed. Interestingly,

others report that Sc_Hspl04 mutations can distinctly affect prion propagation and
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thermotolerance (Hattendorf and Lindquist 2002; Jung et al. 2002; Kurahashi and
Nakamura 2007). Notably, all these mutant Sc_Hsp104 proteins show lower ATPase
activities than Sc_Hsp104. [In vitro analysis also show that Sc_Hsp104 disassembly of
Sup35p amyloid fibers requires a higher level of ATP than the untangling of heat-
aggregated protein (Do\yle et al. 2007b). Because we did not evaluate the ATPase
activity of Sp_Hsp104, we cannot exclude the possibility that the S. pombe chaperone
may exhibit a lower ATPase activity than Sc_Hsp104, which could result in its inability
to cure the [PST'] prion. However, Sp_Hsp104 is as efficient as Sc_Hsp104 in the
acquisition of thermotolerance in the budding yeast, suggesting that the ATPase activity
of Sp_Hsp104 must thus be sufficient to efficiently disentangle heat-aggregated protein.
Our analysis of the protein sequence of Sp_Hsp104 prorﬁpted us to investigate the
implication of the carboxy-terminal domain (CTD) in prion propagation. We found that a
mutant Sp_Hsp104 protein bearing the CTD from Sc_Hsp104 gained the ability to cure
the [PSI"] prion. One hypothesis is that the Sc_Hsp104 CTD enables the Sp104-CTDSc
chimeric protein to cure the [PSI'] prion by increasing its ATPase activity. This
hypothesis is supported by the structural characterization of the bacterial orthologue
ClpB, that predict a close interaction between the CTD and the second ATPase domain of
this Hsp100 protein (Lee et al. 2003). On the other hand, ClpB present a divergent CTD |
(Fig 1B) is unable to untangle the aggregated Sup35p fibers responsible for the [PSI']
prion (Shorter and Lindquist 2004). Certainly, the determination of the structure of
Sc_Hsp104 will bring new light on the role of the CTD in the various Sc_Hspl104

activities. Further characterization of the mechanism of amyloid fibers solubilization by
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Sc_Hsp104 will also be needed to clarify the role played by the CTD in the elimination of
the [PSI"] prion by Sc_Hsp104 overexpression.

It was proposed that the acidic C-terminal region of Sc_Hspl04 can act as a
substrate-binding region that recognizes lysine‘ residues (Cashikar et al. 2002).
Moreover, mutations in the middle region of Sup35p, a domain rich in lysine residues,
modify the properties of [PSI"] propagation and its dependence on Sc_Hsp104 (Liu et al.
2002). Poly-L-lysine was also shown to stimulate the activity ATPase of both
Sc_Hsp104 and th¢ bacterial homologue ClpB by binding to their CTD region. The CTD
could thus act as a substrate-binding site or as an effector-binding site (Cashikar et al.
2002; Strub et al. 2003).

Others suggestéd that the Hsp90 co-factors Stilp and Sgt2p can interact with
Sc_Hspl104 (Abbas-Terki et al. 2001; Liou et al. 2007). The authors proposed that these
co-factors recognize the last residues of Sc_Hsp104 (DDLD) as a tetratricopeptide-repeat
(TPR), similar to those found in Hsp70 and Hsp90 which share a consensus motif EEVD
at their C-terminal end. A possibility is that the interaction between Sc_Hspl104 and
[PSI] prion fibers requires the interaction with these co-factors and that Sp_Hsp104 is
unable to cooperate with S. cerevisiae Hsp90 co-chaperones. Since the last residues of
Sp_Hsp104 (EELE) are more closely related to the consensus TPR motif EEVD than the
last residues of Sc_Hspl04 (DDLD), we disfavor this hypothesis. Furthermore, The
Candida albicans Hsp104 shows an even less conserved TPR motif (PGLD) but can
correctly assist [PSI"] propagation in S. cerevisiae. (Zenthon et al. 2006). Moreover, the

implication of the Hsp90 co-chaperone on [PSI"] propagation was shown to be non-
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essential and primarily link with their interactioh with Ssalp, an Hsp70 molecular
chaperone (Jones et al. 2004).

Although our CTD-chimeras characterization showed that the main phenotypic
difference between Sp_Hspl04 and Sc_Hspl04 resides in its' C-terminal domain, we
cannot exclude that others regions of the chaperone could be involved in the Sp_Hsp104
propagation of the [PSI']| prion since the overexpression of Sc104-CTDSp chimeric
protein can also solubilize Sup35p aggrega£es. Another study showed that the
overexpression of Sc_Hsp104 mutants lacking the NTD are unable to cure the [PSI']
prion, but is still able to propagate [PSI'] and to induce thermotolerance (Hung and
Masison 2006). It thus seems that mutations of both NTD and CTD can modulate the
curing of the [PSI"] prion by Sc_Hspl04 overexpression. This also suggests that there
may be a distinction between the Hsp104 function in propagation and curing of [PSI"]. |

In conclusion, we and others have been able to distinguish protein disaggregation
and prion remodeling activities of Sc_Hsp104. Importantly, Sp_Hsp104 is the first wild-
type yeast AAA+ protein known to be able to complement thermotolerance in S.
cerevisiae without possessing prion remodeling activity. Moreover, the construction of
chimeric proteins between Sc_Hspl04 and Sp_Hsp104 allow us to pinpoint for the first
time the CTD' of Sc_Hspl04 ds an important modulator of [PSI'] and [PIN']
propagation. We thus think that Sp_Hsp104 offers an opportunity to discriminate
between the molecular requirements of prion propagation from the characteristics

necessary for the disaggregation of heat-aggregated proteins.
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Experimental procedures
Strains and media.

The S. pombe strain SP3220 (h', his3-DI1, ade6-M216, ura4-DI8, leul-32,
Acnxl::his3 + pREP41-cnxI™) (Elagoz et al. 1999) was the parental strain used for the
study of thermotolerance. The ASp_hspl04 strain (SP12422) was derived from SP3220
(see Table I). To study the impact of Sp_hspl04™ on the propagation of the [cif] element,
we used the strain SP7202 and the strain SP12115 ([cif] ASp_hsp104; see Table I) that
harbors the [cif] epigenetic element and a’pREP41cnx] * plasmid (Collin et al. 2004). The
study of thermotolerance in S. cerevisiae was performed with the ASc_hspl04 strain
SL303a (a kind gift from Susan Lindquist). The SL303a strain was transformed with the
galactose-inducible, Sc_HSP104-encoding plasmid pYSGAL104 (from Susan Lindquist,
Addgene plasmid 1190, SC12469), with an empty version of this plasmid (SC12506) or
with a plasmid expressing Sp_hspl04® (SC12511). These three strains were also
transformed with the plasmid pGPD-luxAB(HIS) (Addgene plasmid 1106) expressing the
Vibrio harveyi luciferase resulting in the strains SC12609 (Sc_HSP104), SC12614
(empty plasmid) et SC12615 (Sp_hsp104%). To study if Sp_Hsp104 can support [PSI]
propagation, we used the strain YJW532 (a kind gift from Mick Tuite) that has the
genotype MATa adel-14 his3-11,15 leu2-3,112 ura3-1 trpl-1 canl-100 hspl04::HIS3
(pRS316-Sc_HSP]04) [PSI"] [PIN"]. This strain was transformed with an empty pRS315
vector or with the pRS315-Sp_hspl04* and the pRS316-Sc_HSPI104 plasmid was
shuffled using 5-FOA (5-fluoro-orotic acid) to make the straiﬁs SC12749 and SC12752.
The [psi] 74-D694 strain and the [PSI'] 74-D694 strain used as controls were from S.

Lindquist. The transformation of pYSGAL104, pYSGAL, pYSGAL-Sp_hspl0O4™,
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pYSGAL-104/CTDSp and pYSGAL-Spl104/CTDSc in [PSI'] allow us to obtain the
strains SC12536, SC12534, SC12540, SC12841and SC12844, respectively.

Unless otherwise indicated, S. pombe strains were grown at 30°C in minimal
medium (EMM, here designated MM) supplemented with the required nutrients (Moreno
et al. 1991). For growth of the various §. cerevisiae yeast strains, standard growth media
were used, and cells were routinely cultured at 30°C as previously described (Shermén et
al. 1981). To ensure plasmid retention, transformed cells were grown on a selective
synthetic medium (SD, also called YNBD) containing all necessary supplement (Sigma).
The [PSI']-mediated suppression of the adel-14 marker was routinely assessed by the
color of colonies formed on YPDY% plates (YEPD but with 2.5 g/liter of yeast extract
rather than 10 g/liter) and confirmed on plates containing SD-adenine defined medium
supplemented with 2.5% (vol/vol) YEPD. The GALI promoter was induced by
incubating cells in SDGal (SD containing 20 g of galactose/liter instead of glucose as the
carbon source) after a preliminary growth to saturation in SDLG (YEPD containing 3 %
of lactate and 3% of glycerol instead of glucose) to eliminate all glucose from the liquid
medium (Peng and Hopper 2000). For plasmid amplification and construction, the
Escherichia coli strain DH5a (Hanahan 1983) was used. E. coli was grown in standard
Luria broth (LB) plates or in 2x yeast extract-tryptone (2YT) liquid media supplementea

with ampicillin (100 pg/mL).
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Identification, cloning and sequencing of Sp_hsp104*.

Using the S. cerevisiae Sc_HSP104/YLLO26W protein sequence, the S. pombe
genome database was searched using the BLASTP (Altschul et al. 1997) alignment
program. A single sequence at locus NP_596503 encoding the hypothetical protein
SPBC16D10.08c showed significant sequence identity (52 %) to the S. cerevisiae
Hsp104 protein sequence. Two oligonucleotide primers (5-CTT TGT TAA ATT GGC
CAT ATG ATG GCT GAT TAT CCT-3' and 5-TAT GGG TAA AAG ATG AGA TCT
TTA TTC CAA TTC TTC ATC-3') were designed and used in a PCR amplification with
the Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (NEB, Ipswich, MA, USA) to obtain a
2.7-kb DNA fragment from the genomic DNA of S. pombe strain SP556. The primers
produced unique Ndel (5°) and BgﬂrlII (3’) restriction sites at either end of the amplified
sequence. The NdeI/BglIi -digested PCR product was ligated to Ndel/BamHI -digested
pREP2 vector (Maundrell 1993) to generate plasmid pREP2-Sp_hsp104*. Using various
oligonucleotide primers (synthesized by BioCorp inc. Montréal, Canada), both strands of
the cloned Sp_hspl04* gene were sequenced (by the IRIC genomic platform, Université

de Montréal, Canada) using the dideoxy chain termination method.

Plasrﬁids constructions and transformations.

Unless told otherwise, all constructions were transformed in E. coli DH50. CaCl,-
competent cells. DNA transformations into S. pombe and S. cerevisiae cells were
performed by the polyethylenglycol (PEG)-lithium acetate procedure as previously

described (Elble 1992).
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The pYSGAL empty vector was created by a BamHI digestion of pYSGAL104.
The absence of Sc_HSP104 was confirmed by sequencing analysis of pYSGAL. The
pYSGAL-Sp_hspl04® was generated by in vivo recombination in S. cerevisiae. The
strategy was to amplify Sp_hspl04® with 50 bases flanking the coding region to
recombine it with pYSGALI104 in order to replace the open reading frame of Sc_HSP104
- with that of Sp_hspl04® without affecting the rest of the plasmid. With pREP2-
Sp_hspl04™ as template, the PCR was achieved with the primers 5-CAA AGA AAA
AAG AAA TCA ACT ACA CGT ACC ATA AAA TAT ACA GAA TAT ATG GCT
GAT TAT CCT TTT ACT GAC-3' and 5-AGA GTT CCA ATT CTT CTT GCA ATG
AGC TTC CTT CTG CCT AGC TAA CTT TAT TCC AAT TCT TCA TCA TTA AC-
3'. The BglII linearized pYSGAL104 vector and the PCR amplification of Sp_hspl104*
were transformed into W303a competent S. cerevisiae cells with the specifications
described in Knop er al. (1999). The recombinant clones were selected by URA3
selection on selective media. The plasmids were extracted using the lyticase extraction
protocol of Ling et al. (1995). Electrocompetent DHS5a. cells were then transformed with
the DNA extraction using a BioRad MicroPulse electroporator and grow on LB
ampicillin media.

The pRS315-Sp_hspl04* was constructed in a similar manner. The cloning
strategy was to replace the GALI-10 promofer of pYSGAL-Sp_hspl04* with the
genomic 5’UTR 640-bp region of S. cerevisiae in an in vivo recombination cloning to
then extract the Norl fragment and to insert it in the centromeric plasmid pRS315. This
region was amplified using genomic S. cerevisiae DNA with the primers 5-ATA CAT

ATC CAT ATC TAA TCT TAC TTA TAT GTT GTG GAA ATG TAA AGA GCG
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CGG CCG CAT CGA TTC AAA GGC GTT ATT CAG C-3" and 5'-CAT ATA TTC
TGT ATA TTT TAT GGT ACG TG-3'. The PCR product was transformed with
linearized pYSGAL-Sp_hspl104* into W303a competent S. cerevisiae cells. The plasmid
from the URA3 clones were extracted and sequenced using the same specifications
described for pYSGAL-Sp_hspl04* to verify the insertion of the 5’-UTR S. cerevisiae
region. This plasmid was digested by Norl and the (3.6-kb) fragment was inserted into
pRS315 linearized by Notl.

The chimeric genes were constructed using the same approach of in vivo
recombinational cloning using PCR amplification of the C-terminal domains (CTDs).
Sp_Hsp104 CTD was amplified using pREP2-Sp_hspl04" as matrix with the following
primers: 5’-AAG ACG ATC GAC TGT TCC AAT TGT ATT GTC ATC ATG ACT
TCC AAT CTA GGT GCT GAA TAC TTG ACA ACA GAC AAT GAG TCT-3’ and
5’-TTA TAT TAC TGA TTC TTG TTC GAA AGT TTT "fAA AAA TCA CAC TAT
ATT AAA TTA TTC CAA TTC TTC ATC ATT AAC ATC GTC-3’. Hspl04 CTD was
amplified using pYSGAL104 as matrix with the following primers: 5’-CAG GTT GTT
GAT GCC AAG AAT GCT GTT ATC ATT ATG ACT TCT AAC TTG GGC GCT
GAA TTT ATC AAT TCT CAA CAA GGA TCA-3’ and 5’-ATA TTA CTG ATT CTT
GTT CGA AAG TTT TTA AAA ATC ACA CTA TAT TAA ACT TTA ATC TAG
GTC ATC ATC AAT TTC CAT ACT.

All PCR amplifications were performed with the Phusion™ High-Fidelity DNA
Polymerase (NEB, Ipswich, MA, USA). All plasmid were tested for protein expression
by immunoblotting with appropriate antibodies. Other nucleic-acid manipulations and

analyses were carried out as previously-described (Sambrook et al. 1989).
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Construction of the ASp_hsp104 strain and Southern blot analysis.

The deletion of Sp_hspl04® was carried out by the method described in
Krawchuk and Wahls (1999). Using the pFA6a-KanMX6 plasmid (Bahler et al. 1998) as
a template, the neomycin resistance gene was amplified with the primers 5’- CAC CGG
TCC GGG TTA ATT AA -3’ and 5°-CCT TAA TTA ACG AGC TCG TTT AAA CTG
G-3’. A PCR reaction was performed to amplify Sp_hspl04* with its flanking regions
. with the primers 5’-CTC GAG CAA CCT CTT CAT CCT CAG-3’ and 5’-CTC GAG
CCA TAT TAG CTG CTA CCG-3’ and cloned in the vector pCR-XL-TOPO. The
coding region of Sp_hspl104” was extracted by an Agel/Pacl digestion to keep only the
0.5 kb flanking regions. The cassette was completed by a ligation between this Agel/Pacl
digested plasmid and the Agel/Pacl extracted neomycin resistance gene. The
Sp_hsp104* knock-out cassette was extracted with an Xhol digestion and transformed
into SP3220 and SP7202 strains. Recombinant clones were selected on plate containing
100 mg/L neomycin. Southern blot analyses were performed to confirm the correct and
unique insertion of the cassette in the S. pombe genome (data not shown). Genomic DNA
extractions and DNA-DNA hybridization were carried out as previously described
(Sambrook et al. 1989; Moreno et al. 1991). For Southern blotting, the probe was
amplified by PCR using genomic S. pombe DNA and the primers used were 5'-CCA TTG
TCT GAA CGG AAA TC-3' and 5-AGT TCA GGT TAG CTA TGT GC-3'. The
genomic DNA was digested by Bgll/Nhel. As a control, the same membrane was

stripped and rehybridised with the entire FL-KanMX6 Agel/Pacl probe (data not shown).
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RNA preparation and Northern blot analysis.

RNA preparation was made using the MaXtract High Density 2 mL tubes
(Qiagen) following the manufacturer’s specifications using 10-15 mL exponential
cultures of S. pombe or S. cerevisiae cells. Cells lysates were prepared by
homogenization using a beat-beater in a modified RNA lysis solution containing 1 M -
mercaptoethanol. RNA samples (10 pug) were analyzed by Northern blot in 1.2%
agarose, 0.22 M formaldehyde gels (pH 7.0) containing 0.1 pg/mL ethidium bromide to
verify that equivalent amounts of RNA were loaded. RNA was transferred by capillarity
onto a Nitran nylon membrane (Schleicher and Schuell). The probes were labeled using
the Prime-it® II Random primer labeling kit (Stratagene) following the manufacturer’s
instructions. The probes used encompassed the entire coding region of either HSP104 or

ACTI for S. cerevisiae or Sp_hspl04* or actl” for S. pombe.

Antibodies and immunoblotting.

For the detection of Hsp104 from S. cerevisiae, we used the monoclonal antibody
17B as described in (Cashikar et al. 2002). For the detection of Sp_Hspl04 we used
antibodies raised against the whole recombinant His-tagged Sc_Hsp104 protein (Tkach
and Glover 2004). These polyclonal antibodies were able to detect Sp_Hsp104 in a
specific manner when used at a dilution of 1:5000. To reduce background, we pre-
blotted these antibodies with a nitrocellulose membrane and we subsequently incubated
the antibodies with acetone powder of the strain ASp_hsp104, as described in (Sambrook

et al. 1989). Immunoblotting was carried out as previously described (Marechal et al.

2004).
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Thermotolerance assay.

Exponentially growing célls were adjusted to an ODsgs oy of 0.5, serially diluted
(107" to 10, spotted on solid media, and grown for 5 days in the case of S. pombe cells
and 3 days for S. cerevisiae cells at 30°C. For heat shock, cells either were or were 'not
pretreated at 37°C for one hour, and then were incubated in a bath at 50°C for 20 minutes
and subsequently cooled on ice for 5 minutes. Cells were mixed by vortexing, serially

diluted and subsequently spotted on the corresponding solid media.

Luciferase reactivation assay.

The luciferase reactivation assay was essentially performed as described in
(Zenthon et al. 2006). The relevant strains were transformed with the plasmid pGPD-
luxAB(HIS) (AddGene number 1106), which expresses a temperature-sensitive Vibrio
harveyi luciferase (Parsell et al. 1994b). The transformed cells were grown in
appropriate galactose selective medium (after grow in lactate-glycerol media) to an
ODsgsnm of approximately 0.5. The luciferase activity was determined before treatment
as a control. The culture was then transferred to a 46°C bath, and after 30 min,
cycloheximide was added to a final concentration of 10 pg/ml. The culture was then
incubated for a further 15 min, aft'er which the cell culture was transferred back to 25°C
to allow the cells to recover. Cell samples were taken immediately to determine the level
of luciferase activity and then collected every 30 min for up to 3 h. The luciferase

activity was determined by using 200 ul of cells plus 5 ul of decylaldehyde (Sigma), and
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the resulting luminescence was immediately quantified using a Lumat LB 9507

luminometer (EG&G Berthold).

Fluorescence microscopy.

ASc_hspl04 strains bearing centromeric pRS315 plasmid encoding Sc_HSP104 or
Sp_hsp104* were transformed. with a pRS316-CUPI-RNQI-GFP plasmid (Addgene
number 1172). ASc_hspl04 and [PSI'] strains were also transformed with the RNQI-
GFP encoding plasmid and were used as negative and positive controls, respectively.
The anl-GFP fusion protein were induced for 24 hours with 50 uM of CuSO, in
exponentially growing cells, as specified elsewhere (Liebman et al. 2006). Live cells

were observed in fluorescence microscopy using a Nikon TE2000U microscope.

Sup35p aggregate analysis.

Protein extracts were prepared by glass bead lysis as described for
immunoblotting (Marechal et al. 2004) but were separated into soluble and high-
molecular-weight fractions using ultracentrifugation (100,000 g for 15 min at 4°C) (Ness
et al. 2002). Protein samples were fractionated by ‘10% sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred to a nitrocellulose
membrane. Western blot analysis was carried out using primary anti-Sup35p rabbit
antibodies (kind gift of S. Lindqﬁist) at a 1:100 dilution. Antibody-antigen interactions
were revealed using standard chemiluminescence techniques (ECL; Perkin-Elmer), with a
horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit antibody (Jackson ImmunoReseach

Laboratory Inc.) at a 1:5 000 dilution.
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Plasmid segregation assay.

Plasmid segregation was essentially conducted as previously described (Collin et
al. 2004). Briefly, S. pombe strains bearing one or two plasmids were grown for 6 days at
30°C in 3 ml liquid MM supplemented with adenine (Ade), uracil (Ura) and leucine
(Leu) to chase the resident pREP41cnx!™ (LEU2 marker) plasmid. Cells were plated
onto MM+Ade+Ura+Leu, MM+Ade+Ura, MM+Ade and MM+Ade+Leu. Phenotypes of
the cells for uracil and/or leucine auxothrophy were then analysed after 2-3 days of

growth at 30°C, and statistical values for plasmid loss were calculated.
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Table I. Yeast strains used in this study
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Species Strain Genotype : Reference or source
S. pombe SP248 h his3-D1 ade6-M216 ura4-D18 leu1—32 (Burke and Gould 1994)
S. pombe SP556 h* ade6-M216 ura4-D18 leul-32 P. Nurse laboratory
S. pombe SP3220  (Wild-type) SP248 Acnxl::his3 + pREP41cnxl* (Elagoz et al. 1999)
S. pombe SP7188  (Cin) SP248 Acnxl::his3 [cif] (derivative of SP3222) (Collin et al. 2004)
S. pombe SP7262 SP7188 + pREP41cnxI™ [cif] (Collin et al. 2004)
S. pombe SP12115 SP7202 ASp_hspl 04::neo® [cif] This study
S. pombe SP12422 (ASp_hsp104)  SP3220 ASp_hsp]04::neoR This study
S. cerevisiae 'W303a (Wild-type) MATaleu2-3,112 trpl-1 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 lys2A canl-100
(Thomas and Rothstein 1989)
S. cerevisiae SL303a (ASc_hsp]O4) W303a Ahspl04::LEU2 |psi ||pin’] (Sanchez and Lindquist 1990)
S. cerevisine SC12469 SL303a + pYSGALI104 [psi ]| pin’] This study
S. cerevisiae SC12506 SL303a + pYSGAL [psi|[pin’] This study
S. cerevisiae SC12511 SL303a + pYSGAL-Sp_hsp104* [psi’|lpin’] This study
S. cerevisiae SC12609 SC12469 + pGPD-luxAB(HIS) [psi |[pin’] This study
S. cerevisiae SC12614 SC12506 + pGPD-luxAB(HIS) [psi’|[pin’] This study



S.
S.

L v L Tn n L Un Un Un

cerevisiae

cerevisiae

. cerevisiae
. cerevisiae
. cerevisiae
. cerevisiae
. cerevisiae
. cerevisiae
. cerevisiae
. cerevisiae

. cerevisiae

SC12615
YIWS532

SC12749
SC12752

[psi'] 74-D694
[PSI'] 74-D694

SC12536
SC12534
SC12540
SC12841
SC12844

SC12511 + pGPD-luxAB(HIS) | psi|[pin’]

This study

MATa adel-14 his3-11,15 leu2-3,112 ura3-1 trpl-1 canl-100

hspl04::HIS3+pRS316-Sc_HSP104 |PSI'|[PIN']

as YIW532 + pRS315

as YIWS32 + pRS315-Sp_hsp104*

MATa adel-14 his3 leu2 trpl-289 ura3 |psi|[PIN']
MATa adel-14 his3 leu2 trp1-289 ura3 [PSI']|PIN*]
[PST] 74-D694+ pYSGAL104 [PSI']|[PIN']

[PSI] 74-D694+ pYSGAL [PSIT][PIN']

[PSI'] 74-D694+ pYSGAL-Sp_hspl04* [PSIT][PIN']
[PSI] 74-D694+ pYSGAL-Sc104-CTDSp [PSI'|[PIN"]
[PSI'] 74-D694+ pYSGAL-Sp104-CTDSc [PSIT||PIN']

(Zenthon et al. 2006)

This study
This study

(Chernoff ef al. 1995)
(Chemoff ef al. 1995)

This study
This study
This study
This study
This study




Figures legends

Figure 1. Sequence alignment of Hsp104 homologues. (A) Schematic representation of
the five main domains of Hspl04 as described by Hung er al. (2006). Hspl104 has two
nucleotide binding domains (NBD1 and NBD2), which are well conserved among AAA+
proteins. These domains are separated by a middle (M) domain that is specific to the
ClpB/Hsp100 subfamilly. The N- and C-terminal domains (NTD and CTD) are the least
conserved domains. The position of the first amino acid of each region is indicated above
the representation for Sc_Hsp104 and Sp_Hsp104. The level of identity and similarity are
indicated below each domain. (B) Analysis of the CTD. The sequence of seven yeast
Hsp104 homologues and two bacterial ClpB were aligned using ClustalW with a gap open
penalty of 2. Identical residues (*), conserved (:) and semi-conserved (.) variations are
indicated. Alpha helixes (gray) and beta strands (black) predicted by the SOPMA method
(Geourjon and Deleage 1995) are indicated.  Structural elements determined by
| crystallography of Thermus thermophilus ClpB are indicated below the sequence (Lee et al.
2003), for comparison: alpha helixes are underlined and beta strands are in italic letter. The
predicted structure corresponds to the defined structure for 83% of the residues in the CTD

of T. thermophilus ClpB.
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Figure 2. Sp_Hsp104 is required for thermotolerance in S. pombe. (A) Sp_hspl104*

is heat inducible. Wild-type and Ahspl104 S. pombe cells were treated or not for 1 hour at
37°C. Cell extracts were fractionated by SDS-PAGE, transferred on a nitrocellulose
membrane and immunoblotted with rabbit polyclonal anti-Sc_Hsp104 (Tkach and Glover
2004). The nitrocellulose membrane was stripped and blotted against tubulin as a loading
control. (B) Thermotolerance assay of wild-fype and Ahspl04 S. pombe cells. Pretreatment
of 1 hour at 37°C was applied or not before a heat shock of 20 minutes at 50°C. Cells wére
then briefly cooled on ice, spotted in serial dilution on minimal media and incubated for 5

days at 30°C.
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Figure 3. Heterologous expression of Sp_Hspl104 complements the Sc_HSPI104

A deletion. (A) The expression of Sc_HsplO4 and Sp_HsplO4 was verified by
immunoblotting. Monoclonal anti-Sc_Hspl104 is specific to the §. cerevisiae protein. The
corresponding cell extracts from S. cerevisiae Ahsp104 cells were separated by SDS-PAGE
and immunoblotted using monoclonal anti-Sc_Hsp104 (Cashikar et al. 2002). Ponceau red
staining of the membrane is shown as a loading control. (B) Immunodetection of
Sp_Hspl04 expression in S. cerevisiae ASc_hspl04 cells was done using a polyclonal
antibody against full-length Sc_Hsp104 protein (Tkach and Glover 2004). This antibody
can also stain Sp_Hspl04. Ponceau red staining of the membrane is shown as a loading
control. (C) Thermotolerance assay. ASc_hspl04 S. cerevisiae cells bearing a galactose
inducible vector encoding either Sc_HSP104 or Sp_hspl 04" were treated or not with a heat
shock of 20 minutes at 50°C. An empty vector was used as a negative control. (D)
Luciferase reactivation assay in vivo. ASc_hspl04 S. cerevisiae cells expressing bacterial
luciferase were submitted to a heat shock of 45 minutes at 46°C. Then luciferase activity
was measured every 30 minutes for 150 minutes and after 3 hours of recovery. Cells
expressing Sc_HSP104 (1), Sp_hspl104™ (A), or having an empty vectér (X) are indicatedA.

Results of three independent measures are indicated with their standard deviations.
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Figure 4. Impact of Sp_Hspl104 on prion propagation in S. cerevisiae. (A)

Sp_Hsp104 cannot sustain [PSI'] propagation. A ASc_hspl04 [PSI'] strain bearing a
centromeric plasmid encoding Sc_HSP104 (lane 1) was used to test if Sp_Hsp104 is able to
maintain [PSI'] propagation. An empty vector (lane 2) or a plasmid encoding Sp_hsp104*
(lane 3) was transformed in this strain and shuffled against the HSP104 plasmid. The
resulting strains were streaked on YPDY. (B) Sp_Hspl04 cannot sustain [PIN']
propagation. The aggregation state of the Rnql-GFP fusion protein was observed by
fluorescence microscopy. The Nomarski contrast is shown above each picture. A wild
type [PIN'] strain ([PSI"] 74-D694 strain, lane 1) was used as positive control and a
ASc_hspl04 [pin’] strain (lane 2) was used as a negative control. The ASc_hspl04 +
pSc_HSP104 strain (lane 3) and ASc_hspl04 + pSp_hspl04" strains (lane 4) are shown.
(C) Sp_Hsp104 cannot eliminate the [PSI] prion. A [PSI] strain was transformed with
galactose inducible overexpression plasmids. As exp_ected, the empty vector has no effect
(lane 1) and the Sc_HSP104 plasmid cures [PSI'] with a high efficiency (lane 2). The
overexpression of Sp_hsp104* (lane 3) has no effect. For panels A and C wild-type [PSI']

and [psi’] 74-D694 strains are presented as controls.
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Figure 5. The C-terminal part of Sc_Hsp104 is critical for the curing of the [PSI']

prion in S. cerevisiaze. (A) Wild-type and chimeric genes were cloned in galactose
inducible expression vectors, transformed into [PSI'] cells and streaked on YPDY. Wild-
type Sc_Hsp104 cures efficiently [PSI'] (lanel) unlike Sp_Hsp104 (lane 2). The Sc104-
CTDSp chimera and the Sp104—CTDSc ;:himeras can cure [PST'] (lane 3 and 4), but less
efficiently than wild-type Sc_Hsp104. [PSI'| and [psi] strains are presented as controls.
(B) Subcellular fractionation assay. The Sup35p is reveal by immunoblotting after an
ultracentrifugation step in total cell extracts (T), in the pellet (P) or in the supernatant (S).
[psi’] 74-D694 cells (lane 1) and [PSI'] 74-D694 (lane 2) were used as controls. As
expected, the overexpression of Sc_Hspl104 (lane 3) solubilizes Sup35p aggregates, while
Sp_Hspl04 (lane 4) overexpression did not affect the aggregation of Sup35p. Scl04-
CTDSp (lane 5) and Sp104-CTDSc (lane 6) show an intermediate capacity to solubilize

Sup35p aggregates.
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3. Discussion

3.1 Retour sur la problématique

Le nombre de gens atteints de maladies causées par I’accumulation de fibres
amyloides, comme la maladie d’ Alzheimer et les maladies & prions, est grandissant. 1l est
donc important de mieux comprendre les mécanismes de formation et de propagation de
ces fibres. Certaines levures et champignons possédent des protéines formant des fibres
amyloides et constituent des outils pratiques et peu coliteux pour mieux comprendre les
mécanismes a la base de la formation des fibres amyloides. Celles-ci forment ce que 1’on
nomme des prions de levures, des éléments épigénétiques se transmettant d’une cellule a

»xl’autre par le biais de protéines formant des fibres amyloides. L’étude des prions chez la
levure S. cerevisiae a montré que la désagrégase Sc;Hsp104 est nécessaire a la propagation
de ces prions. Sc_Hsp104 diminue la taille des fibres amyloides prioniques, ce qui permet

aux prions de levure d’€tre transmis d’une cellule a I’autre.

Le but de mon projet était de caractériser la protéine Sp_Hsp104 et d’évaluer son
implication dans la propagation de I’élément épigénétique [cif]. Notre étude a montré que
Sp_Hspl04 est nécessaire a la réactivation des protéines dénaturées a la chaleur chez §.
pombe, tout comme Sc_Hsp104 chez S. cerevisiae. Par contre, son activité désagrégase ne
suffit pas A propager les prions [PSI'] et [PIN'] chez S. cerevisiae. La caractérisation de
protéines chimériques entre Sc_Hsp104 et Sp_Hsp104 a montré pour la premiere fois que
le domaine C-terminal (CTD) de Sc_Hsp104 favorise I’élimination du prion [PSI]. Quand
a la propagation de [cif], elle n’est pas influencée par I’action de Sp_Hsp104. Notre étude a
donc permis de faire évancer nos connaissances sur I’élément [cif]. Nous avons aussi
montré que Sp_Hspl104 est un outil de choix pour mieux comprendre les déterminants
moléculaires nécessaires a la propagation des prions chez S. cerevisiae. Les prochaines
sections présentent donc certaines avenues ouvertes par nos travaux. La section 3.2 porte

sur I’impact de nos travaux sur la compréhension des mécanismes de thermotolérance chez
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S. pombe. Les sections 3.3 et 3.4 présentent et discutent différentes hypotheses tentant
d’expliquer pourquoi Sp_Hsp104 est incapable d’interagir avec les prions de S. cerevisiae.
La discussion de ce mémoire se termine ensuite par une revue globale de nos travaux dans

le contexte de la problématique de ce mémoire.

3.2 Regard sur la thermotolérance chez S. pombe

La résistance aux chocs thermiques sévéres acquise suite a un choc thermique
modéré a déja été décrit chez . pombe dans le cadre d’études sur la synthése de tréhalose
(De Virgilio et al. 1990; Ribeiro ef al. 1997). Le tréhalose est un polysaccharide produit
par les cellules pour se protéger de diverses conditions de stress. Les résultats présentés
dans notre article sont en accord avec ces études. Ces auteurs ont montré que la synthése
de tréhalose est particulierement importante quand les cellules sont soumises a des
températures de 40 a 42.5°C, parce qu’a cette température la synthése protéique (y compris
la synthése des protéines de choc thermique) est fortement inhibée. Par contre,
I’acquisition de la thermotolérance par des traitements a 35-37°C n’est pas dépendante de la
synthése de tréhalose. En effet, lorsque les cellules sont soumises a des températures de 35
a 37°C, la synthése des protéines inductibles a la chaleur atteint son maximum et le
tréhalose joue alors un réle secondaire dans la thermotolérance (Ribeiro er al. 1997). Des
études similaires effectuées chez §. cerevisiae ont montrés que le tréhalose joue un réle
complémentaire 2 Sc_Hsp104 dans la thermotolérance (Elliott er al. 1996; Iwahashi et al.

1998).

Notre étude a également montré que Sp_HsplO4 est en mesure de conférer la
thermotolérance chez S. cerevisiae aussi bien que Sc_Hspl04. Notamment, Sc_Hspl104
doit interagir avec les chaperones Ydjlp (Hsp40) et Ssalp (Hsp70) pour agir de fagon
optimale (Glover and Lindquist 1998). Nos résultats suggérent donc qué Sp_Hsp104 est en
mesure de coopérer efficacement avec les chaperones de §. cerevisiae. Tel que décrit dans
notre article, d’autres membres de la famille des ClpB/Hspl00 semblent également

fonctionner parfaitement chez S. cerevisiaze. De méme, Sc_Hspl104 est en mesure de
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coopérer avec des chaperones Hsp40 et Hsp70 dans des cellules humaines en culture, ce
‘qui laisse croire que la coopération entre les ClpB/Hspl0O et leur co-chaperone est peu
stringente (Glover and Lindquist 1998; Mosser et al. 2004). Pourtant, on a également
rapporté que Sc_Hspl04 est incapable de coopérer-avec les chaperones bactériennes, ce qui
laisse croire qu'une certaine spécificité est requise dans cette interaction (Glover and
Lindquist 1998). D’autres études sont donc nécessaires pour mieux définir la spécificité
des interactions entre les ClpB/Hsp100 et les autres membfes du controle de qualité de la

cellule.

3.3 Implications possibles du CTD sur Pactivité des Hsp104

L’étude de Sp_Hsp104 m’a permis d’identifier le domaine carboxy-terminal (CTD)
comme un domaine important pour la propagation des prions chez la levure S. cerevisiae.
Bien que ces résultats aient été discutés brievement dans |’article, je présente ici une
discussion plus €laborée des roles possibles que pourrait jouer le CTD sur I’activité des

protéines Hsp104.

Des études comparatives entre différentes prot€ines AAA+ ont défini une région
conservée nommée domaine SSD (« sensor and substrate discrimination domain ») situé
dans la queue C-terminale de ClpB (Smith et al. 1999). Un modele similaire a €té proposé
pour Sc_Hsp104 (Cashikar et al. 2002). Une autre €tude portant sur des mutants de
Sc_Hspl104 a montré que la portion C-terminale de Sc_Hspl04 est importante pour son
~oligomérisation (Tkach and Glover 2004). On pourrait penser que nos chimeres Sc104-
CTDSp et Spl04-CTDSc présenterait donc des problemes d’oligomérisation,
particulierement dans des conditions de choc thermique, puisque ces protéines chimériques
ne portent pas leur domaine natif. Pourtant, notre caractérisation des protéines chimériques
montre bien que ces protéines sont tout a fait fonctionnelles et peuvent médier la

thermotolérance chez S. cerevisiae.
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La structure de ClpB montre que le CTD peut étre subdivisé en deux sections

distinctes. La premiere section est bien structurée et plutdt bien conservée alors que la
seconde section est trés peu conservée et semble plutdt désordonnée. Chez Sc_Hspl104,
cette seconde partie est tres riche en résidus acides. On a donc proposé que cette portion de
Sc_Hspl04 est responsable de son interaction avec les protéines-clientes (Cashikar et al.
2002). Aussi, des expériences in vitro ont montré que ClpB, qui ne possede pas de section
riche en résidus acides a la fin de son CTD, n’est pas en mesure d’interagir avec Sup35p, la
protéine responsable du prion de levure [PSI'] (Shorter and Lindquist 2004). Cette
hypothése est trés intéressante, puisque 1’analyse des CTD de différentes protéines
ClpB/Hsp100 montre une corrélation entre la taille et le pourcentage en résidus acides dans
ce domaine et la capacité de ces protéines a interagir avec Sup35p (Tableau III). Cette
théorie est supportée par la capacité de la chimere Sp104-CTDSc 2 éliminer le prion [PST"]
lorsqu’elle est surexprimée. Par contre, cette hypothése n’explique pas pourquoi cette
chimere n’est pas aussi efficace que Sc_Hsp104 pour éliminer ce prion. Aussi, la chimere
Sc104-CTDSp est également en mesure de nuire a la propagation de [PSI'], alors que
Sp_Hspl04 en est incapable, ce qui montre bien que les résidus acides du CTD ne peuvent
pas étre les seuls responsables de la capacité A éliminer le prion [PST']. II faut aussi noter
que, malgré plusieurs études démontrant une interaction entre les protéines Sup35p et
Hsp104, les détails moléculairés de cette interaction demeurent nébuleux (Inoue et al.

2004; Shorter and Lindquist 2006).
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Tableau III. Comparaison des domaines C-terminaux de quelques protéines de la

famille des ClpB/Hsp100.

Proine | Taedu CTD o | Nombrede [ % debidns | nerain
Sc_Hsp104 178 36 20.2 Oui
Ca_Hsp104 172 - 31 18.0 Oui
Sp_Hspl104 168 28 16.7 Non

Ec_ClpB 136 20 14.7 Non

Abbréviations : Saccharomyces  cerevisiae » (8c), Candida  albicans (Ca),

Schizosaccharomyces pombe (Sp) et Escherichia coli (Ec).

Notre étude nous a donc mené a proposer une autre hypothese, qui permet de
complémentér (sans exclure) la premiere. Une étude récente a montré que Sc_Hspl104
nécéssite une plus grande activité ATPase pour solubiliser des fibres amyloides de Sup35p
que pour désaggréger des protéines aggrégées a la chaleur (Doyle et al. 2007b). Or, le CTD
est structurellement associé au second domaine ATPase des ClpB/Hsp100 (Fig 1.6). Nous
avons donc émis I’hypothese que Sp_Hspl04 présente une activité ATPase moins élevée
que Sc_HsplO4. Cette activité désaggrégase serait suffisante pour permettre la
thermotolérance, mais insuffisante pour propager.efficacement les prions de levure. On
peut penser que ClpB, qui possede une activité ATPase moins élevée que Sc_Hspl04
(Doyle et al. 2007b) et qui est incapable d’interagir avec Sup35p (Shorter and Lindquist
2004), agirait selon le méme modele: Selon cette hypotheése, le CTD de Sc_Hspl04
favoriserait une activité ATPase plus €élevé que le domaine correspondant chez Sp_Hsp104.
Aussi, cette hypothese suppose que le gain de la capacité de la chimere Sp104-CTDSc a
éliminer le prion [PSI"] serait une conséquence de cette augmentation de I’activité ATPase.
On peut aussi penser que la capacité résiduelle de Sc104-CTDSp a éliminer [PSI"] serait le
résultat d’une activité ATPase plus forte que Sp_Hspl04, peut-étre supportée par son
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premier domaine ATPase. Cette hypothése devra étre vérifiée dans le futur par la
mesure de I’activité ATPase de Sp_Hsp104 et des chimeéres construites dans le cadre de

cette étude.

3.4 Hypothése sur I’impact d’une phénylalanine dans la
premiere boucle flexible chez Sp_Hsp104.

Tel que vu dans les sections 1.4.2 et 1.4.3, le mécanisme d’action des protéines
ClpB/Hsp100 repose sur un mouvement ATP-dépendant de boucles portant des résidus
tyrosines qui entrainent les protéines-clientes vers le centre de ’hexamere, les tirant depuis
I’extrémité N-terminale jusqu’a I’extrémité C-terminale de I’hexamere. Il est important de
noter que ce mode d’action n’a jusqu’ici été décrit que pour la désagrégation de protéines
dénaturées a la chaleur. Pourtant, 1’étude des résidus tyrosine 257 et 662 suggere que ce
mode d’action est également utilisé pour désagréger les fibres amyloides des prions de
levures (Lum et al. 2004; Hung and Masison 2006). Or, ’analyse de la séquence de
Sp_Hsp104 révele que le résidu correspondant a la tyrosine 257 de Sc_Hsp104 est en fait
une phénYlalanine (position 254). La tyrosine de la seconde boucle est conservée. Notons
au passage qu’une telle substitution est relativement courante chez les protéines AAA+

(Yamada-Inagawa et al. 2003).

L’impact d’une substitution de la tyrosine 257 n’a jamais fait I’objet d’étude et il
nous est donc impossible de prévoir ces effets sur les différentes activités de Sc_Hsp104.
Par contre, des études de mutagéneése sur la tyrosine 662 de Sc_Hspl104 ont montré que le
remplacement de la tyrosine par une phénylalanine affecte tres peu les capacités de
Sc_Hsp104 a propager [PSI"] et A permettre la thermotolérance (Lum et al. 2004; Hung and
Masison 2006). Cette substitution ne semble pas avoir d’impact sur la capacité de
Sp_Hspl04 a désaggréger les protéines dénaturées a la chaleur. Par contre, nous ne
pouvons exclure la possibilité que la substitution d’une tyrosine pour une phénylalanine a -
cette position affecte 1’interaction entre Sp_Hsp104 et les prions de S. cerevisiae,surtout si

Sc_Hsp104 interagit avec les prions de levure selon le méme modele que ClpB avec ces
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protéines-clientes (Schlieker et al. 2004b). En effet, tel que vu en 1.4.2, le site principal
de reconnaissance des substrats de ClpB est la tyrosine (Y251) située sur la premiere boucle
flexible de cette désagrégase. Si Sc_Hspl04 et Sp_Hsp104 agisse de facon similaire dans
leur interaction avec les prions de levure, il est possible que la substitution d’une tyrosine

pour une phénylalanine affecte la spécificité de cette interaction.

D’autres €tudes seront nécessaires pour mieux comprendre le mécanisme
d’interaction entre Sc_Hsp104 et les prions de levure : par son extrémité C-terminal ou par
la loupe flexible associée au premier domain ATPase. Notre étude a par contre montré que
le CTD joue un réle important dans la capacité a éliminer [PSI']. En effet, la chimere
'Spl104-CTDSc montre que la substitution d’une tyrosine par une phénylalanine sur la
premiere loupe flexible n’empéche pas cette chimere d’empécher la propagation du prion
[PST]. Qui plus est, nous avons montré que la chimere Sp104-CTDSc est plus efficace
dans cette tiche que Sc104-CTDSp. Dans tous les cas, I’étude de Sp_Hsp104 permettra
assurément de mieux comprendre les facteurs qui influencent I’interaction entre Sc_Hsp104

et les prions de levure.

3.5 Conclusions et perspectives

Le but de mon projet était de caractériser I’homologue de Sc_Hsp104 chez la levure
S. pombe et d’évaluer la capacité de cette protéine a propager les prions de levure chez S.
cerevisiae et I’élément épigénétique [cif] chez S. pombe. Nos travaux ont montré que
Sp_Hsp104 est un homologue fonctionnel de Sc_HsplO4 qui possede une activité
‘désagrégase capable d’assister la thermotolérance chez S. cerevisiae et chez S. pombe.
Pourtant, Sp_Hsp104 est incapable d’assister la propagation des prions [PSI"] et [PIN'] et
sa surexpression n’élimine pas le prion [PSI']. Parallélement, I’élément épigénétique [cif]
se transmet de maniere indépendante a Sp_Hspl04. Dans le but d’identifier les
déterminants moléculaires responsables de I’interaction entre Sc_Hsp104 et les prions de
levure, nous avons donc construit les chimeres Sc104-CTDSp et Sp104-CTDSc qui sont

tous deux capables d’éliminer [PSI'] lorsque surexprimés. Ces résultats démontrent donc
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pour la premiere fois que le domaine C-terminal de Sc_Hsp104 joue un réle important
dans I’élimination de [PSI"] et que I'activité désaggrégase de Sc_Hsp104 n’est pas le seul

facteur permettant d’influencer la propagation des prions de levure.

Ces résultats apportent de nouvelles pistes qu’il serait pertinent d’étudier dans le
futur. D’abord, il faudrait vérifier si les chimeres Sc104-CTDSp et Sp104-CTDSc sont en
mesure de soutenir la propagation des prions [PSI"] et [PIN'], comme nous 1’avons testé
avec Sp_Hsp104. Il faudrait également construire d’autres mutants et chimeres de Hsp104
_pour identifier avec précision les résidus nécessaires a I’élimination du prion [PSI7]. Aussi,
tel que vu dans la section précédente, Sp_Hsp104 offre la possibilité d’étudier 1’'impact
d’une substitution de la tyrosine située sur la premiere loupe flexible. Les mutants Y257F
de Sc_Hspl04 et F254Y de Sp_Hsp104 pourraient ainsi constituer la base d’une étude de
mutagénese permettant de mieux définir I'importance de ces résidus dans les activités de
leur chaperone respective. Il serait finalement intéressant d’évaluer la capacité de
Sp_Hsp104 a propager les prions [URE3] et [Het-s] (chez S. cerevisiae) (voir section 1.7).
Si on peut démontrer que Sp_Hsp104 est incapable d’interagir avec les fibres amyloides,
cette protéine pourrait devenir un outil précieux pour comprendre ce qui permet a

Sc_Hspl04 de lier et de solubiliser les fibres amyloides.

D’autre part, I’observation que la propagation de 1’élément [cif] est indépendante de
Sp_Hspl04, alors que Sp_Hspl04 est incapable de propager le prion [PSI'] chez S.
cerevisiae, est intéressante d’un point de vue évolutif. Certains ont proposé que 1’évolution
de S. cerevisiae aurait permis a Sc_Hsp104 et aux prions de levure d’agir de concert pour
en tirer un avantage dans certaines conditions (True et al. 2004). L’un des arguments en
faveur de cette hypothese est la sur-représentation chez la levure S. cerevisiae de protéines
possédant un domaine riche en résidus glutamine et asparagine (polyQ/N), une
caractéristique retrouvée chez les prions de levures [PSI'], [PIN'] et [URE3]. Ces mémes
études bioinformatiques montrent que chez la levure S. pombe trés peu de protéines de type
polyQ/N sont présentes (Harrison and Gerstein 2003; Harrison et al. 2007). Dans ces

conditions, il n’est pas surprenant (d’un point de vu évolutif) de constater que Sp_Hsp104
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n’est pas en mesure de propager le prion [PSI'] chez S. cerevisiae. Ceci n’exclut pas
que I’élément [cif] puisse former des fibres amyloides et se transmettre en absence de
domaine polyQ/N, a I'instar des prions PrP* et [Het-s]. En supposant que 1’élément [cif]
forme des fibres amyloides, et puisque la propagation de [cif] est Sp_Hsp104-indépendante,
il faudrait que les fibres de [cif] soient a la fois courtes et fragiles, de telle facon qu’elles ne
requierent pas I’action d’une désagrégase pour étre transmises d’une cellule a ’autre. Un
tel modele a été proposé pour expliquer la transmission de certains mutants du prion [PSI]
chez §. cerevisiae (Liu et al. 2002; Crist et al. 2003). Nous ne pouvons toutefois pas
exclure I’hypothése que I’élément [cif] ne forme pas de fibres amyloides, mais est plutot
médié par un autre mécanisme épigénétique. Evidemment, I’identification des protéines
impliquées dans le maintien de I’état Cin nous en apprendra beaucoup sur la nature de
I’élément [cif]. Les différents criblages génétiques actuellement en cours au laboratoire
nous permettront d’affiner nos connaissances a ce propos. Ainsi, I’étude de 1’élément [cif]
et des prions de levure approfondira notre compréhension des mécanismes sous-jacents aux
maladies a prions ce qui permettra certainement de développer des thérapies effcaces contre

ces maladies terribles.

Sc_Hsp104 est la seule protéine connue a ce jour comme €tant capable de renverser
la formation des fibres amyloides, ce qui en fait un outil thérapeutique intéressant
(Chaudhuri and Paul 2006). Plusieurs 1’ont compris et ont entreprit d’étudier 1’interaction
entre Sc_Hsp104 et diverses protéines amyloides pathologiques chez I’humain. Ainsi, deux
groupes ont récemment mis au point des systemes portant des protéines hybrides de Sup35p
et de AP (impliquée dans la maladie d’Alzheimer, voir section 1.5.3). Ces études ont
permis de montrer que Sc_Hsp104 est en mesure de lier et d’influencer I’aggrégation des
peptides AP (Bagriantsev and Liebman 2006; von der Haar et al. 2007). Une étude
effectuée in vitro montre aussi une interaction entre Sc_Hsp104 et la protéine a-synucléine
(maladie de Parkinson, section 1.5.3) (Kong et al. 2005). L’impact de Sc_Hsp104 sur les
protéines polyQ a aussi été étudié par plusieurs (Krobitsch and Lindquist 2000; Kimura et

al. 2001). Déja, d’autres travaux ont montré que la surexpression hétérologue de
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Sc_Hsp104 chez une souris-modele de la maladie de Huntington peut solubiliser les
fibres amyloides (de type polyQ) retrouvées in vivo, ce qui permet de prolonger la vie de
ces animaux (Vacher et al. 2005). Aussi, ’expression de Sc_Hsp104 dans des cellules
humaines a montré que cette protéine n’est pas toxique et est capable d’interagir avec les
chaperones et co-chaperones humaines pour augmenter leur capacité de résistance a la
chaleur (Mosser et al. 2004). Une meilleure compréhension des mécanismes régissant
I’interaction entre Sc_Hsp104 et les fibres amyloides permettrait de développer de
nouvelles thérapies pour traiter des maladies amyloides tel que 1’ Alzheimer, la Chorée de

Huntington et la maladie de Parkinson, des maladies mortelles et incurables.
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4. Annexes

4.1 Etude du promoteur de Sp_hspl 04" et de la réponse au stress
chez S. pombe

Les mécanismes de régulation de ’expression de Sp_hspl04" ne sont pas connus.
Notre étude a montré que 1’expression de Sp_hspl04” est significativement augmentée
suite 2 un choc thermique modéré (37°C). Comme I’expression de Sp_hspl04* est
importante dans la réponse au stress de chaleur chez S. pombe, 1’étude du promoteur de ce
géne permettrait d’en apprendre d’avantage sur les mécanismes de réponse au stress chez S.

pombe qui sont, pour la plupart, mal compris.

Chez S. cerevisiae, le promoteur du gene Sc_HSP104 porte deux types d’éléments
régulateurs : les STRE et les HSE. Il contient premierement trois copies de 1’élément
STRE («stress response element ») reconnu par les facteurs de transcription Msn2p et
Msndp (Martinez-Pastor et al. 1996). En condition normale, Msn2p et Msn4p ne lient pas
le promoteur de Sc_HSPI104 parce qu’ils sont séquestrés dans le cytosol via leur
phosphorylation par le complexe PKA (« protein kinase A »). Chez S. cerevisiae, PKA
régule la réponse a plusieurs types de stress, incluant le stress thermique (Thevelein and de
Winde 1999). Le second élément de réponse, un HSE (« heat-shock element »), est
retrouvé en au moins deux copies sur le promoteur de Sc_HSPI104, (Larson et al. 1988).
L’élément HSE est reconnu par le facteur de transcription Hsf1p, qui est directement activé
par la chaleur, mais qui peut aussi étre activé par phosphorylation (Seppa et al. 2004;
Voellmy 2004). Dans des conditions de stress thermique, 1’expression de Sc_HSP104 est
ainsi synergiquement activée par les facteurs de transcription Msn2/4p et Hsf1p (Grably et

al. 2002).

L’analyse du promoteur du géne Sp_hsplO4® montre plusieurs éléments de

transcription du type HSE. En revanche, on ne retrouve aucun motif STRE, ni aucun autre
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motif connu. Quelques études ont déja été€ consacrées au facteur de transcription Hsf1lp
chez S. pombe. Ces études ont montré que la protéine Hsflp est activée par un stress
thermique et est apparentée a ses homologues chez la drosophile, chez les humains et chez
S. cerevisiae (Gallo et al. 1991; Gallo et al. 1993; Sakurai and Takemori 2007).
L’induction de ’expression de Sp_hspl04* serait donc principalement (voire
exclusivement) médiée par le facteur Hsflp. Comme on en connait peu sur le role joué par
le facteur Hsflp dans la réponse au stress chez S. pombe, il serait intéressant de mieux
caractériser |’expression de Sp_hsp104* ainsi que le role joué par Hsflp dans cette réponse
au stress. Des mutants de Hsf1p ont montré que ce facteur de transcription est aussi activé
par une forte concentration de cadmium, un métal lourd (Saltsman et al. 1999). Nos
résultats préliminaires et une étude de 1’expression des génes de S. pombe en condition de
stress montrent une forte induction de Sp_hspl04" suite 2 un choc thermique, ou en
présence de fortes concentrations de cadmium (Chen et al. 2003). Ce groupe a également
montré que le mécanisme d’induction de I’expression de Sp_hsp104™ par le cadmium (mais
pas par choc thermique) est dépendant de Stylp, une kinase trés importante dans la réponse
au stress chez S. pombe (Toone and Jones 1998). Comme le promoteur de Sp_hspl04* ne
présente aucun motif pouvant étre reconnu par un facteur de transcription associé a la
kinase Stylp, on peut penser que celle-ci active Hsflp paf phosphorylation en réponse au
stress de cadmium. Cette hypothése pourrait aisément étre testée au laboratoire, puisque
nous disposons déja d’une souche Astyl et que nous pouvons mesurer par
immunobuvardage 1’induction de Sp_hsp104* par le cadmium. Un inhibiteur spécifique de
la fonction kinase de Stylp a aussi récemment été découvert (Kim et al. 2006). La
construction de mutants de Hsflp et des éléments HSE du promoteur de Sp_hspl04*
pourrait finalement permettrent de mieux caractériser ce promoteur a la fois simple et
puissant. Puisque le promoteur de Sp_hspl04 semble uniquement régulé par le facteur
Hsflp et que I'induction de la transcription par ce facteur est fnal caractérisée chez S.
pombe, le promoteur de Sp_hsp104™ est un outil de choix pour mieux caractériser ce facteur
de réponse au stress ghez cette levure. Il serait aussi possible d’utiliser le promoteur de

Sp_hsp104™ pour construire de nouveaux vecteurs d’expression inductibles, qui font défaut
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chez S. pombe. Des vecteurs semblables utilisant la région promotrice du géne aspl6™
(fortement inductible, mais peu caractérisée) de S. pombe ont d’ailleurs récemment été

construits (Fujita et al. 2006).

4.2 Elaboration de nouveaux systemes plus performants pour

détecter I’état Cin

Chez S. cerevisiae, I’utilisation de certaines mutations génétiques permet de détecter
facilement la présence du prion [PSI'] (Fig 1.9). Par contre, la présence de I’élément [cif]
est plus difficile a détecter. Jusqu’ici, la seule méthode de détection disponible est basée
sur ’essai de ségrégation plasmidique (Collin et al. 2004). Bri¢vement, cette méthode
consiste a utiliser des cellules qui portent une mutation dans un gene impliqué dans la
biosynthése de divers métabolites et des vecteurs portant un géne complémentant cette
mutation. Dans le cas du vecteur pREP41, les cellules utilisées portent une mutation dans
un gene de la biosynthése de la leucine et ne peuvent survivre qu’en présence de leucine
dans leur milieu de croissance. Par contre, le géne LEU2 présent sur le vecteur pREP41
rétablit le métabolisme de biosynthese de la leucine et permet la croissance des cellules sur
milieu sans apport de leucine. Pour détecter 1’élément [cif], nous utilisons des cellules
portant la délétion Acnxl et un plasmide pREP41-cnxI™. Les cellules Acnxl capables de
survivre en absence de pREP41-cnxl™ sont dites Cin (calnexine-indépendantes) et les
autres sont nommées Cdn (calnexine-dépendantes) (Collin et al. 2004). La présence de
I’état Cin est donc révélée grace au marqueur de sélection LEU2 présent sur le vecteur
pREP41 (Maundrell 1993). Comme les cellules Cin meurent durant cette sélection, nous
devons cultiver nos cellule en milieux non-sélectif (avec un apport de leucine) puis repiquer
chaque colonie sur un milieu de culture solide sélectif (sans leucine) et sur un milieu non-
sélectif de maniere a pouvoir mesurer un rapport entre le taux de cellules Cin et le taux de -
cellules Cdn obtenu. Cette méthode est laborieuse et comporte des risques d’erreurs. Au

cours de ma maitrise, j’al travaillé a I’élaboration de deux nouveaux systemes de détection
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de I’état Cin. Je présente donc ici la stratégie utilisée pour chaque systéme et le compte

rendu de mes résultats préliminaires.

La stratégie du premier systeme est semblable au systeéme de détection génétique de

[PSI'] (Fig 1.9). L’idée est de développer une souche accumulant un pigment rouge
uniquement en présence du plasmide encodant la calnexine. Les cellules Cin seront
facilement identifiables par leur coloration blanche. Ce mode de détection par la coloration
des cellules requiert la présence de mutations sur deux genes de la voie de biosynthese des
purines (Moser et al. 1995). La premiere mutation, I’alléle ade6M210, affecte le géne
ade6” et cause I’accumulation d’un produit dans la voie de synthése des purines. Ce
produit forme un pigment rouge qui s’accumule dans les cellules lorsqu’elles poussent en
milieu pauvre ‘en adénine. La seconde mutation (I’alléle adel-D25) inactive le géne adel”,
un geéne situé en amont de ade6* dans la voie de biosynthése des purines. Ainsi, les
cellules portant la mutation ade6M210 accumulent un pigment leur donnant une coloration
rouge, tandis que les cellules portant les mutations adel-D25, ade6M210 restent blanches.
J’ai donc construit, par différents croisements génétiques, une souche portant les alleles
adel-D25 et ade6M210, une délétion du géne cnxI™ et des mutation permettant 1’ utilisation
des vecteurs pREP41 (sélection avec la leucine) et pREP42 (sélection avec I'uracile). Cette
souche se nomme SP12032 et produit des colonies blanches. Puisque cette souche est Cdn,
elle nécessite aussi une copie plasmidique du géne cnxI™ pour survivre et posséde donc le
plasmide pREP41-cnxI*. Le second élément du systeme de détection est un plasmide
encodant a la fois les génes cnxI” et adel®. Ce plasmide fut construit en sous-clonant le
marqueur adel® (contenant la séquence codante avec son promoteur endogéne) dans le
vecteur pREP42-cnxI1®. Le plasmide obtenu, pREP42-cnxI*-adel®, a ensuite été
_transformé chez la souche SP12032. Comme le géne adel™ peut remplacer la mutation
génomique adel-D235, les cellules adoptent une coloration rouge si on les fait croitre sur un
milieu faible en adénine. Pour étre utile, il ne restait donc qu’a terminer 1’échange des
plasmides de maniére a éliminer le plasmide pREP41-cnxI”, toujours contenu dans nos
cellules. Malheureusement, malgré de nombreuses tentatives, je n’ai jamais réussi a isoler

des cellules ayant perdu le plasmide pREP41-cnxI*. La raison de cet échec est inconnue,
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mais il est vraisemblable qu’il soit causé par une mutation génétique spontanée
affectant la sélection de ce plasmide. Ce systeéme aurait plusieurs avantages. Entre autre,
ce systéme serait plus rapide et permettrait d’identifier les cellules Cin et les cellules Cdn
sans effectuer de sélection tuant les cellules. Par contre, ce systéme compofte certains
inconvénients. Par exemple, |’étude de l'impact de la délétion ASp_hspl04 sur le

phénomene Cin nécessiterait de refaire cette délétion dans notre systeme de détection adel-

D25, ade6M210.

J7ai donc élaboré un autre systéme de détection qui est compatible avec les souches
Acnxl couramment utilisées au laboratoire et qui est plus efficace et plus précis. J’ai donc
utilisé la technologie de cytométrie de tlux, communément connu sous le nom de FACS®.
Pour ce faire, il faut construire un vecteur exprimant a la fois la calnexine et une protéine
fluorescente. Quelques test préliminaires m’ont montré qu’'une forte expression de la
protéine fluorescente EGFP venus (Nagai et al. 2002) permet de discerner avec certitude
(100 %) les cellules fluorescentes des cellules n’exprimant aucune fluorescence par
cytométrie de flux. J’ai donc cloné le géne encodant la EGFP dans le vecteur pREP1, sous
le contrdle du promoteur fort nmtl (Basi et al. 1993; Maundrell 1993). J’ai ensuite cloné le
geéne cnxl” sous le contrdle du promoteur adh (Padh)‘présent sur le vecteur pLEV3 (un don
“du Dr Charles Hoffman). Le fragment Padh-cnxl * a ensuite été extrait et sous-cloné dans
le plasmide pREP1-EGFP (hors du site de polyclonage). Le plasmide obtenu (nommé
pVENI1-cnxI™) a été transformé chez des cellules Acnxl. Tel qu’attendu, le changement de
promoteur contrdlant I’expression de cnx/ * n’affecte pas la survie des cellules. Aussi, des
expériences controles ont montré que ce plasmide n’induit pas I’état Cin de maniére
spontanée. Comme ce systeme permet de détecter les cellules Cin par leur capacité a
perdre le plasmide encodant a la fois la calnexine et la EGFP, nous devons étre en mesure
de distinguer les cellules Cin, qui ne sont plus fluorescentes, des cellules mortes. Pour ce
faire, nous effectuons un second marquage a 1’aide d’un colorant vital, 1’iodure de
propidium, qui s’accumule seulement dans les cellules mortes. Nos essais préliminaires

confirment que nous sommes en mesure de distinguer les cellules mortes des cellules



117
vivantes n’exprimant pas de protéine fluorescente par cytométrie de flux. A 1’aide de
ce double marquage, ce systeme devrait nous permettre de mesurer la présence du plasmide
pVENI1-cnxI™ et donc de détecter I’état Cin. Les essais préliminaires effectués avec des
cellules Cdn ont permi d’identifier des clones présentant une fluorescence forte, stable et
bien définie. Nous avons aussi mesuré la fluorescence d’une souche Cin transformée avec
pVEN1-cnxI*. Tel qu’attendu, les cellules Cin + pVEN1-cnxI* demeurent fluorescentes si
elles poussent en milieu sélectif. En milieu non-sélectif par contre, les cellules Cin perdent
progressivement leur fluorescence associée au plasmide pVEN1-cnxI™, confirmant que ces
cellules sont en mesure de survivre sans calnexine plasmidique. Ce résultat prometteur
montre que ce systeme de détection permettrait de suivre in vivo la perte du plasmide
pVENI-cnxlI™ et par conséquent, permettrait de mesurer avec précision 1’état Cin chez les
cellules. Apres 6 jours de croissance en milieu non-sélectif, I’analyse de la fluorescence
des cellules en culture a montré que 98 % des cellules avaient perdu le plasmide pVEN1-
cnxI®. Par contre, un essai de ségrégation plasmidique classique utilisant le marqueur de
sélection LEU2 du plasmide pVENI1-cnxI™ fait a partir des mémes cultures a détecté un
taux de perte du plasmide de 48 %. La raison de cette différence est inconnue. On peut
penser que la méthode de détection de I’état Cin y joue un rdle : I'unité de base des cultures
fluorescentes est la cellule tandis que c’est la colonie (ou encore «!’unité¢ formant une
colonie », CFU) dans la méthode classique de ségrégation plasmidique. Or, pour diverses
raisons, il est possible qu’'une partie des cellules en culture liquide ne forme pas de
colonies. Aussi, comme la méthode par cytométrie a fluorescence est plus précise (puisque
chaque cellule est évaluée), il est possible que toutes les cellules Cin en culture ne forment
pas de colonies pouvant étre détectée par la méthode classique de ségrégation plasmidique.
Cette hypothése est supportée par le fait que les cellules Cin poussent plus lentement que
les cellules Cdn (Collin et al. 2004). Il faudrait donc refaire de nombreuses expériences
pour pouvoir valider la méthode par cytométrie a fluorescence. Par exemple il faudrait
évaluer la capacité des cellules Cdn + pVEN1-cnxI™ a acquérir I’état Cin. Ce systéme de
détection de I’état Cin est tres prometteur et devra étre optimisé pour pouvoir étre utilisé

couramment dans ’avenir.
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