MALADIE DE HUNTINGTON

Etude par micro-spectroscopie
infrarouge sur SMIS

La maladie de Huntington (MH) est caractérisée par la formation d’agrégats protéiques
(inclusions) dans certaines régions cérébrales. Des données récentes suggérent

que la structure secondaire des protéines agrégées jouerait un réle majeur dans la
dégénérescence neuronale. La micro-spectroscopie infrarouge par rayonnement
synchrotron constitue un outil de choix pour étudier la structure secondaire des protéines
agrégées et pour déterminer si celle-ci varie en fonction de leur localisation subcellulaire
ou tissulaire, ou selon que le patient est atteint de forme adulte ou juvénile de la maladie.

Inclusions eytoplasmigues
(cortex cas adulte)

Inclusions nucléaires

(cortex cas juvénile)

neurodégénérative qui affecte

environ 6000 personnes en
France. La symptomatologie associe
des troubles moteurs, des troubles du
comportement et une démence. La
mutation responsable consiste en
I'expansion d'une séquence répéti-
tive du codon CAG dans le géne de la
huntingtine. La traduction de cette
séquence conduit alasynthese d'une
chaine polyglutamine (polyQ) exces-
sivement longue dans la protéine.
Chez les individus sains, cette sé-
quence comporte 20 a 35 répétitions.
Une séquence longue de 36 a 60 répé-
titions conduit a la forme adulte de la
maladie et une séquence dépassant
60 répétitions alarare forme juvénile.
La pathologie se caractérise surtout
par une dégénérescence progressive
trés prononcée du striatum, mais
également du cortex. La maladie est
plus sévere et progresse plus rapide-
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ment dans les cas juvéniles. Les in-
clusions se forment dans les neu-
rones du corps strié et du cortex ;
elles sont majoritairement cytoplas-
miques dans les cas adultes et nu-
cléaires dans les cas juvéniles.

Importance de la
structure secondaire

des agrégats protéiques
Les mécanismes d’agrégation entrant
enjeudansla MH sont étudiés depuis
le début des années 90 et la capacité
de peptides polyQ synthétiques a for-
mer des agrégats riches en feuillets §
(dits amyloides) a rapidement été
mise en évidence. La huntingtine
peut former une variété d’agrégats in
vitro : oligomériques (petits agrégats
solubles), annulaires, amorphes
(sans organisation structurelle appa-
rente) et fibrillaires. Des études ré-
centes ont montré que les conditions
expérimentales ont une influence sur
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la structure secondaire adoptée par
les protéines dans les agrégats de
polyQ, et que cette structure jouerait
un role décisif dans la toxicité cellu-
laire. Par exemple, une simple varia-
tion de la température peut modifier
a la fois la structure d'un peptide
polyQ et sa cytotoxicité.

Lastructure secondaire des agrégats
protéiques présents dans le cerveau
des patients atteints de MH reste in-
connue et rien ne prouve que les
agrégats formés in vitro reprodui-
sent la structure des agrégats des
malades. Sil'environnementjoue un
réleimportant dans la conformation
adoptée par les agrégats, la com-
plexité biochimique du cerveau hu-
main pourrait moduler I'agrégation
difféfremment de ce qui a été rap-
porté in vitro. Lexamen d’échan-
tillons de cerveaux de patients offre
l'occasion de déterminer la structure
des inclusions in situ. Pour ce genre

Analyse de la
structure
secondaire des
protéines dans

les inclusions.

(A) Microscopie
de fluorescence

et spectroscopie
infrarouge. Ces
images révélent

la présence des
inclusions dans le
cytoplasme ou
dans les noyaux
des cellules sur des
coupes de cortex
de patients atteints
de la forme adulte
et juvénile de la
MH. Les noyaux
sont colorés en bleu
et les inclusions en
vert. Les spectres
infrarouges des
inclusions (vert) et
des compartiments
témoins
(cytoplasme et
noyau, respecti-
vement en noir et
en bleu) se
différencient par

la présence d'un
épaulement
correspondant

& un enrichissement
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B) Modéle de
I'agrégation
protéique dans

la MH proposé a
partir des résultats
obtenus sur la
ligne SMIS.
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d’étude, l'analyse par microspec-
troscopie infrarouge (IR) par rayon-
nement synchrotron est particulie-
rement adaptée.

Analyse de la structure
secondaire des
inclusions protéiques
par micro-spectroscopie
infrarouge synchrotron
Du fait de la petite taille des inclu-
sions (quelques microns), I'analyse
de leur structure requiert une
technique extrémement sensible,
comme la source IR synchrotron,
puisque la finesse du faisceau et son
intensité rendent possible une ana-
lyse al'échelle cellulaire. Le spectre
IR d’'un échantillon permet de défi-
nir la constitution chimique de
I'’échantillon ainsi que la conforma-
tion de ses liaisons atomiques ;
il donne ainsi accés a des informa-
tions sur la structure secondaire des
protéines. Cette technique n’est pas
destructrice et il est possible de
coupler'analyse IR ala microscopie
de fluorescence qui permet de repé-
rer les inclusions marquées par
des anticorps couplés a un mar-
queur fluorescent.

Guylaine Hoffner et William André,
qui travaillent dans l'équipe de
Philippe Djian, ont étudié des cer-
veaux de patients atteints de MH en
collaboration aveclaligne de lumiere
SMIS. Des coupes de cerveau ont été
déposées sur des lames et les inclu-
sionslocalisées grace aun marquage
fluorescent de la huntingtine a l'aide
d’'un anticorps spécifique. Les coupes
ont ensuite été analysées avec un mi-
croscope IR ThermoNicolet Continupm
XL en mode transmission. Pour les

analyses dans I'IR moyen (4000-800
cm), le faisceau synchrotron est foca-
lisé sur I'échantillon avec une résolu-
tion spatiale de 6 pm. Dans ces condi-
tions, le rayonnement IR synchrotron
est 100 fois plus brillant que celui émis
par une source conventionnelle.

Les chercheurs ont acquis des
spectres IR des différents types d'in-
clusions et de leurs compartiments
témoins (cytoplasmes ou noyaux). Ils
se sont focalisés sur la bande d’ab-
sorption de'amide1(1600-1720 cm™),
unerégion spectrale tres sensible ala
structure secondaire des protéines.
Létude des différences entre les
spectres des inclusions et des té-
moins a ensuite révélé les caractéris-
tiques structurales des inclusions.
Les structures amyloides ont une si-
gnature particuliere en IR (fig. 1A).

Mise en évidence

du polymorphisme
structural des inclusions
et lien avec la
dégénerescence
neuronale

Les inclusions cytoplasmiques du
cortex et du corps strié des patients
adultes sont toutes deux fortement
enrichies en feuillets B (fig. 1A), mais
leurs spectres IR et donc leurs
conformations amyloides présen-
tent des différences. Le fait que la
dégénérescence soit plus prononcée
dansle corps strié que dans le cortex
des cas adultes suggére que la struc-
ture amyloide des inclusions du
corps strié est plus toxique pour les
neurones que celle du cortex. Quant
aux cas juvéniles, leurs inclusions
nucléaires ont une conformation
amyloide comparable a celle des in-

clusions cytoplasmiques du corps
strié des cas adultes alors que leurs
inclusions cytoplasmiques consti-
tuent des agrégats amorphes sans
structure amyloide. Les inclusions
nucléaires seraient donc toxiques
chezle patientjuvénile, alors que les
inclusions cytoplasmiques seraient
inoffensives.

Ce travail confirme lexistence
d’agrégats amyloides et décrit un ta-
bleau complexe de I'agrégation a son
stade terminal dans la MH (fig. 1B). 11
suggere aussi un lien entre la nature
des structures amyloides des agré-
gats etleur toxicité neuronale. Il reste
maintenant a vérifier expérimentale-
ment la toxicité des conformations
amyloides décrites dans cette étude
etaessayer de comprendre les méca-
nismes de cette toxicité. La flexibilité
des agrégats protéiques pourrait, par
exemple, dépendre de leur confor-
mation amyloide, permettant ou non
I'exposition dela polyQ aleur surface.
Cette derniére pourrait ainsi intera-
giravec des composants cellulaires et
conduire a la mort de la cellule.
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