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Mécanismes fondamentaux de
formation de fibres amyloides
par la protéine o.-synucléine
dans la maladie de Parkinson

Modélisation quantitative

Céline Galvagnion, Alexander K. Buell

Alpha-synucléine et maladie

de Parkinson

Le mauvais repliement des protéines et leur
agrégation sont a 'origine de nombreuses
maladies dont les maladies neurodégé-
nératives, telles la maladie d’Alzheimer et
la maladie de Parkinson, et le diabéte de
type 2 [1]. La maladie de Parkinson touche
6,3 millions de personnes dans le monde,
dont 1,2 millions en Europe et 140000
en Francel. 'une des caractéristiques de
cette maladie est le dép6t d’agrégats
formés par la protéine alpha-synucléine
(o-syn) [2, 15]. a-syn est une petite
protéine (14 kDa) présynaptique dont le
role précis n'est pas encore établi, mais
qui semble jouer un rdle dans la plasticité
synaptique, plus particulierement dans la
fusion des vésicules synaptiques avec la
membrane plasmique des terminaisons
présynaptiques des neurones, et dans la
libération de neurotransmetteurs dans

! Données de I'European Parkinson disease association.
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Pespace intersynaptique [3]. a-syn existe
sous deux formes in vivo, une forme intrin-
seéquement désordonnée, en solution, et
une forme repliée en hélice alpha quand
elle est liée aux membranes. L’équilibre
entre ces deux formes joue un rdle pour la
fonction d’ot-syn [3]. De plus, la protéine
interagit avec un grand nombre de sur-
faces in vitro, par exemple des nanoparti-
cules, surfactants et bicouches lipidiques
(vésicules), et son interaction avec ces
surfaces peut moduler la cinétique de
formation de fibres amyloides par ot-syn
[4, 5]. €nfin, il a été récemment montré
qu'a-syn peut former des fibres incorpo-
rant des lipides [6].

Mécanisme d’agrégation d’alpha-
synucléine : notre approche
expérimentale

Aucune description quantitative du
mécanisme d’agrégation d’ol-syn n’est
disponible a ce jour, contrairement au
travail récemment accompli pour le

12. Tumbarello DA, Waxse BJ, Arden SD, et al. Autophagy
receptors link myosin VI to autophagosomes
to mediate Tom1-dependent autophagosome
maturation and fusion with the lysosome. Nat Cell
Biol 2012 ; 14 :1024-35.

13. Choi AM, Ryter SW, Levine B. Autophagy in human
health and disease. N €ngl / Med 2013 ; 368 : 1845-6.

14. Corneille P. Le Cid. Paris : £ditions J’ai Lu, 2014 : 84 p.
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peptide AP, dont la formation de fibres
amyloides est liée a la maladie d’Alzhei-
mer [7, 8]. Une telle analyse serait
pourtant indispensable a une meilleure
compréhension, non seulement des évé-
nements précoces, mais aussi de la pro-
pagation de la maladie et des effets de
chaperons ou d’autres molécules sur le
mécanisme et la cinétique d’agrégation
de la protéine.

Dans le but de répondre a cette ques-
tion, nous avons utilisé des systemes
minimalistes pour étudier le comporte-
ment de la protéine in vitro en présence
de petites vésicules lipidiques ou de
faibles quantités de fibres. Nous avons
combiné deux approches : une approche
expérimentale, dans laquelle I'influence
des différents réactifs (a-syn, lipides
et fibres) sur la cinétique de formation
de fibres amyloides était systématique-
ment étudiée, et une approche théo-
rique, fondée sur I’analyse cinétique de
nos données expérimentales, ce qui a
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Figure 1. Modulation de la vitesse de formation de fibres amyloides d’alpha-synucléine par
les vésicules lipidiques. A. Variation de I'ellipticité moyenne par acide aminé (mean residue
ellipticity, MRE) en fonction du rapport lipide : protéine (mole : mole, M : M). La concentration
d’ot-syn est de 20 pM et 50 pM pour les courbes bleue et noire, respectivement. B. Variation de
I'intensité de la fluorescence de la molécule thioflavine-T (ThT) en fonction du temps lorsqu’cL-
syn (140 pM) est incubée en I’absence (courbe bleue), ou en présence de vésicules lipidiques
(60 pM lipide). Note : I’intensité de la fluorescence de ThT est proportionnelle a la masse de
fibres présentes en solution. C. €volution de la vitesse maximale de formation des fibres amy-
loides en fonction du rapport lipide : protéine pour une concentration de protéine fixe de 50 uM.
D. Image, mesurée par le microscope a force atomique, de fibres amyloides formées par ot-syn

apres incubation de la protéine (200 uM) en présence de lipides (600 pM). Figures adaptées avec

permission de © Nature publishing group [9].

permis d’élaborer un modele du méca-
nisme d’agrégation de la protéine ainsi
que la détermination des vitesses des
étapes les plus importantes du méca-
nisme.

Mécanisme d’agrégation d’alpha-
synucléine : nos découvertes

Le rapport lipide : protéine module
la cinétique de formation de fibres
amyloides par 0¢-syn

Pour décrire quantitativement le méca-
nisme d’agrégation d’oL-syn en pré-
sence de vésicules, nous avons d’abord

m/s n® 6-7, vol. 31, juin-juillet 2015

caractérisé la liaison entre la protéine
et les vésicules, de fagon a pouvoir
estimer la concentration des deux prin-
cipaux réactifs (o-syn libre en solution
et a-syn liée aux lipides) pour chaque
rapport lipide : protéine [9]. €n parti-
culier, a-syn se lie aux lipides avec une
affinité sub-micromolaire, et 28 molé-
cules de lipide sont impliquées dans
la liaison avec une molécule d’a-syn
(Figure 1A).

Il est intéressant de noter qu’en
I’absence de surfaces hydrophobes
et d’agitation, a-syn ne s’agrege
pas, méme a des concentrations de

I’ordre du millimolaire a température
ambiante, bien que des fibres déja
formées croissent dans ces conditions
[10]. Dans la majorité des études
publiées, Iagrégation d’o-syn est
étudiée sous agitation et il est main-
tenant établi que Pinterface air-eau
[11] ou les parois du récipient de
réaction jouent le role de la surface
ou se passe la nucléation. Dans nos
études, nous travaillons en I’absence
de perturbation mécanique de fagon
a limiter les artéfacts créés par I'agi-
tation, comme la fragmentation et le
recyclage de noyaux formés a 'inter-
face air-eau en solution. €n présence
de vésicules lipidiques, I'agrégation
de la protéine est observée (Figure I
B-D) et la vitesse d’agrégation est lar-
gement dépendante du rapport lipide :
protéine (Figure 1C) [9]. €n effet, la
formation de fibres n’est observée ni
en I'absence de vésicules (lipide : pro-
téine = 0, Figure 1 B-C), ni en présence
d’un excés de vésicules (lipide : pro-
téine > 40, Figure 1C). De plus, lorsque
des fibres d’o.-syn sont incubées en
présence d’un exces de lipides (lipide :
protéine > 40), la faible concentra-
tion de protéine monomérique en
équilibre avec les fibres est absor-
bée a la surface des vésicules, ce qui
déplace I’équilibre vers la forme liée
aux lipides, conduisant a la dissocia-
tion des fibres. Ces observations per-
mettent de rationaliser la modulation
de la cinétique de formation de fibres
d’o-syn par les lipides jusqu’ici obser-
vée dans la littérature. Ainsi, pour des
rapports lipide : protéine en dessous
d’une valeur critique minimale, les
réactifs limitant de la réaction d’agré-
gation sont les vésicules, sans les-
quelles il n’y a pas de nucléation, alors
que pour des rapports lipide : protéine
supérieurs a une valeur critique maxi-
male, toutes les molécules d’a-syn
sont absorbées a la surface des vési-
cules et il ne reste plus de monomere
libre en solution ; ce dernier devient le
réactif limitant, sans lequel il n’y a pas
de croissance des noyaux.
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Les vésicules induisent la formation de
fibres amyloides en stimulant le taux de
nucléation par plus de 3 ordres de grandeur
L'analyse cinétique de la réaction
d’agrégation de protéines révele les
étapes microscopiques déterminantes
pour la réaction ainsi que leur vitesse
respective. €n bref, la réaction de for-
mation de fibres amyloides commence
par I’étape de nucléation, au cours de
laquelle un nombre n, de monomeres
s’assemblent pour former un noyau a
partir duquel une fibre peut s’allonger
par I'addition successive de monomeres
individuels (étape d’élongation ou de
croissance) [16].

Dans le cas d’a-syn, la réaction de for-
mation de fibres amyloides en présence
de vésicules peut dépendre de deux
réactifs : la protéine libre en solution
et la protéine liée aux vésicules. Nous
avons donc mesuré la vitesse de la réac-
tion de formation des fibres amyloides
en faisant varier systématiquement, soit
la concentration de la protéine libre en
solution, soit celle de la protéine liée
aux vésicules. A partir de "ensemble
de nos données biophysiques, nous
avons ensuite considéré le modele le
plus simple pour décrire nos données,
qui consiste en une premiéere étape de
nucléation a la surface des vésicules
(nucléation primaire hétérogéne) suivie
d’une étape d’élongation (Figure 2) [9].
Ce modele décrit tres bien ’ensemble de
nos données et offre pour la premiere
fois une description quantitative de
I’effet de la présence des vésicules sur
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Figure 2. Schéma du mécanisme
d’agrégation d’Ot-syn proposé a
® partir des résultats obtenus par
nos deux études [9, 10]. Figure
adaptée avec permission de ©

Nature publishing group [9].
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la cinétique de formation de fibres d’ot-
syn. Celui-ci consiste en I'accélération
par plus de 3 ordres de grandeur du taux
de nucléation, en comparaison de la
réaction en I'absence de lipides.

Les conditions chimiques et physiques de
la réaction d’agrégation déterminent si
les fibres d’0t-syn peuvent se multiplier
Dans le cas des maladies d’Alzheimer
et de Parkinson, Braak a montré que la
pathologie commence dans une région
précise du cerveau (notamment le bulbe
olfactif pour la maladie de Parkinson),
puis se propage a I'ensemble du cer-
veau lors de Iévolution de la maladie
[12]. De plus, I'observation de corps de
Lewy? dans des précurseurs neuronaux
issus de cellules souches embryonnaires
dix ans aprés leur transplantation chez
des patients atteints de la maladie de
Parkinson renforce I’hypothése de la
propagation d’agrégats d’une cellule
neuronale & une autre [13]. Pour étu-
dier les phénomeénes de propagation et
multiplication de fibres in vitro, nous
avons incubé de tres faibles quantités
de fibres (nanomolaire) en présence
d’un large excés d’ot-syn monomérique
(micromolaire) [10]. A pH neutre et
en I'absence d’agitation, le principal
phénomeéne observé est la croissante
lente de fibres via I’addition de protéine
monomérique une a une. &n revanche, a

2 « Le corps de Lewy, inclusion neuronale cytoplasmique
éosinophile et ubiquitinylée, est un stigmate neuropatholo-
gique de la maladie de Parkinson » [15].

(pH <5,8), un autre phé-
nomene, appelé nucléation
secondaire, qui entraine

la multiplication exponen-

tielle du nombre de fibres
en solution, domine la cinétique de for-
mation de fibres. Il consiste en la mul-
tiplication autocatalytique de fibres
via la formation de nouveaux noyaux a
la surface de fibres. Plus précisément,
nous avons montré que la vitesse de
la réaction de nucléation secondaire
augmente d’au moins 4 ordres de gran-
deur lorsque le pH diminue de 7,4 a 5,5,
une variation qui peut €tre observée
a Iintérieur d’endosomes lors de leur
maturation [14]. Il est important de
noter que, dans ces conditions de pH
acide, la présence d’une seule fibre au
sein d’un endosome est potentiellement
suffisante pour transformer I'intégralité
des molécules de protéine ol-syn mono-
mériques présentes en fibres amyloides.

Conclusions

Nos deux études expérimentales sys-
tématiques [9, 10] nous ont permis de
mettre en évidence les deux étapes fon-
damentales du mécanisme de forma-
tion de fibres amyloides par la protéine
oL-syn, processus lié a la maladie de Par-
kinson. Tout d’abord, nous avons montré
que les vésicules lipidiques induisent
I’étape d’agrégation d’ol-syn en stimu-
lant le taux de nucléation par au moins
3 ordres de grandeur. Le fait que I’en-
gagement de cette étape soit observé
uniquement pour de faibles rapports
lipide : protéine est particulierement
intéressant dans la mesure ou le double-
ment et le triplement du gene d’a-syn,
qui entrafnent une surproduction de la
protéine in vivo, sont des facteurs géné-
tiques liés a I"apparition précoce de la
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maladie de Parkinson chez les patients
porteurs de ces mutations [17]. Ensuite,
nous avons découvert qu'a pH légere-
ment acide, les fibres d’ol-syn ont un
taux de prolifération autocatalytique
trés élevé, ce qui pourrait jouer un role
dans la propagation de la pathologie
dans la maladie de Parkinson.

Bien que ces expériences aient été
conduites dans des conditions tres dif-
férentes de celles qui prévalent dans
une cellule neuronale, nous sommes
convaincus qu’une compréhension fon-
damentale du mécanisme d’agrégation
d’a-syn est un prérequis indispensable
a une meilleure compréhension de la
maladie, ainsi qu’a la mise en place de
tests diagnostiques précoces et de thé-
rapies efficaces. ¢

Fundamental mechanisms of amyloid
fibril formation by alpha-synuclein

in Parkinson’s disease: quantitative
modelling
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Les guanylate binding
proteins : de nouveaux acteurs
de immunité antibactérienne
du cytosol des cellules hotes

Pierre Wallet, Brice Lagrange, Thomas Henry

Limmunité innée cytosolique

Le systéme immunitaire inné permet une
réponse immédiate en réponse a une
infection, pour éliminer les pathogénes
avant qu’ils n’établissent une infection
durable. Uactivation du systéme immu-
nitaire inné nécessite une étape préa-
lable de détection de I'infection via la
reconnaissance de motifs moléculaires
associés aux microbes (MAMP). Cette
tdche de reconnaissance des motifs
moléculaires associés aux microbes est
réalisée par les récepteurs de recon-
naissance de motifs moléculaires (PRR)
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de I’hdte. Les PRR membranaires ont
pour role de surveiller le milieu extra-
cellulaire ainsi que les endosomes, alors
que les PRR cytosoliques détectent les
pathogénes capables de se multiplier
dans le cytoplasme des cellules hotes.
Limmunité dite cytosolique comprend
I’ensemble des voies de détection des
pathogeénes cytosoliques ainsi que les
réponses effectrices antimicrobiennes
permettant de lutter contre les patho-
génes envahissant ce compartiment cel-
lulaire [1]. Les pathogénes qui se mul-
tiplient dans le cytosol des cellules de
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mammifeéres incluent de nombreux virus,
des parasites (Trypanosoma cruzi) et
un certain nombre de bactéries patho-
genes dont Shigella flexneri, Listeria
monocytogenes ou francisella tularen-
sis. Nous nous intéresserons, dans cette
Nouvelle, @ une voie particuliere de I'im-
munité cytosolique : I'inflammasome [2,
11]. Linflammasome est un complexe
multiprotéique qui se forme suite a la
détection, par des PRR cytosoliques, de
signaux de danger ou d’infection, et
qui déclenche 'activation de la cas-
pase-1. La caspase-1 est une caspase
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