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RESUME 

La proteine prion cellulaire (PrPc) est une proteine majoritairement membranaire exprimee 

constitutivement. Ses fonctions demeurent encore nebuleuses: elle serait impliquee dans 

l'homeostasie du cuivre, le systeme immunitaire, la neuroprotection et la differentiation 

cellulaire. Des etudes montrent que PrPc est aussi presente dans le cytoplasme des cellules, 

mais aucun role ne lui est encore attribue. De plus, d'autres etudes suggerent que la presence 

d'agregats cytoplasmiques de PrPc en condition pathologique, par exemple lors 

d'encephalopathies spongiformes transmissibles (ESTs), pourrait etre la cause de la 

neurodegenerescence. Les ESTs sont des maladies neurodegeneratives infectieuses. Chez 

l'humain, la plus repandue est la maladie de Creutzfeldt-Jakob. Chez les animaux, la plus 

importante est la maladie de la vache folle puisqu'elle est la seule transmissible a l'homme et 

qu'elle a eu un impact nefaste pour l'economie. 

Auparavant, nous avons propose que la toxicite des agregats cytoplasmiques de PrPc, aussi 

nommes agresome de PrPc, pourrait etre expliquee par une reponse au stress inadequate. De 

plus, nous avons montre que 1'agresome de PrPc est une particule ribonucleoproteique (RNP) 

d'ARNs poly(A). Nous avons emis l'hypothese que les deux phenomenes d'agregation, soit 

l'agregation de PrPc et des ARNs poly(A), sont interdependants. Cependant, nos resultats 

demontrent que l'agregation de PrPc n'est pas necessaire pour induire l'agregation des ARNs. 

Le domaine responsable de l'agregation des ARN poly(A) est le domaine N-terminal non 

structure de PrPc alors que la region C-terminale est responsable de l'agregation proteique. 

Nous avons done suggere que dans le cytoplasme, PrPc induit la formation d'une particule 

RNP tres complexe ressemblant a un agresome d'ARN. Nos resultats demontrent non 

seulement que cette particule RNP possede les memes caracteristiques cellulaires que les 
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agresomes proteiques mais aussi qu'elle possede une composition tres similaire au corps 

chromatoi'de. 

Le corps chromatoi'de est une particule RNP qu'ont retrouve a differentes etapes de la 

spermatogenese ainsi qu'au niveau des cellules souches et des neoblastes de vers planaires. 

Son role demeure encore incertain, cependant plusieurs etudes suggerent que le corps 

chromatoi'de aurait un role dans la regulation et la maturation des ARNm a cause de son 

contenu en proteines et ARNs. Par exemple, il est constitue de plusieurs types d'ARN dont 

les ARNm, l'ARNr 5S, le petit ARN Ul, les ARNt et les micro-ARN. Au niveau proteique, il 

est compose entre autre de la proteine Dicer impliquee dans la biogenese des micro-ARN, de 

l'enzyme de decoiffage Dcpla, des proteines Sm impliquees dans Pepissage alternatif des 

ARNm, des Dead-box ARN helicases DDX6 et MVH et enfin des nucleoporines composants 

les pores nucleaires. Nous avons propose que cette particule RNP, induite par PrPc dans le 

cytoplasme, pourrait avoir un role physiologique et/ou pathologique dans la regulation et la 

maturation des ARNm. 



IV 

TABLE DES MATIERES 

Liste des abreviations ... vii 

Liste des figures x 

1. Introduction 1 

1.1. Generalites sur laproteine prion (PrPc) 1 

1.1.1. LegtmPRNP 1 

1.1.2. Structure de PrPc 2 

1.1.3. Le trafic intracellulaire de PrPc est complexe 3 

1.1.4. Roles physiologiques de PrPc 5 

1.2. Les maladies a prion et les formes pathologiques de PrPc 9 

1.2.1. Pathologie des maladies a prion 9 

1.2.2. Les trois formes des maladies a prion 9 

1.2.3. La proteine prion scrapie, PrPSc 12 

1.2.4. La proteine prion cytoplasmique, CyPrP 13 

1.3. Laproteine prion et lesacides nucleiques 17 

1.3.1. Interaction entre PrPc, PrPSc et les acides nucleiques 17 

1.4. Les granules d'ARNs 20 

1.4.1. Granules de stress 20 

1.4.2. Processing bodies (P-Bodies). 24 

1.4.3. Corps chromato'ides 28 



V 

1.5. Problematique et hypotheses de recherche 34 

1.5.1. Enonce de la problematique 34 

1.5.2. Hypotheses et buts .35 

2. Resultats 35 

2.1. Avant-propos 35 

2.2. Article : A large ribonucleoproten particle induced by cytoplasmic PrP shares 

striking similarities with the chromatoid body, an RNA granule predicted to function 

in posttranscriptional gene regulation 36 

2.3. Materiel et methodes supplementaires 73 

2.3.1. Cytometric sur lame 73 

2.4. Resultats supplementaires 73 

2.4.1. Modification du metabolisme des ARN poly(A) 73 

2.4.2. L'expression de PrP au niveau de la spermatogone.... 78 

3. Discussion 79 

3.1. Une nouvelle particule RNP induite par PrP et sa similarity avec le corps 

chromato'ide 79 



vi 

3.2. Implication de PrP dans l'agregation des ARNs et roles physiologiques 83 

3.3. Roles pathologiques possibles de la particule PrP-RNP ....88 

3.4. Conclusion et perspectives 91 

4. Remerciements 93 

5. References 94 



Vll 

LISTE DES ABREVIATIONS 

EGFP 

AMPc 

ARN 

ARNi 

ARNm 

ARNt 

Bax 

BSE 

CBs 

CPEBP-1 
Ctmprp 

CWD 

CyPrP 

CyPrP1 

Dcp 

DMEM 

EGFP 

elF 

ERAD 

ESTs 

fCJD 

FFI 

FMRP 

G3BP 

GCN2 

GPI 

G-quartet 

GS 

GSS 

HIV 

HRI 

Hsp 

Adenosine monophosphate cyclique 

Acide ribonucleique 

ARN interference 

ARN messager 

ARN de transfert 

Proteine associee a Bcl-2 

Encephalopathie spongiforme bovine 

Corps chromatoi'de 

Proteine liant les elements de polyadenylation cytoplasmique 1 

Proteine prion transmembranaire avec domaine C-terminal cytoplasmique 

Maladie debilitante chronique des cervides 

Proteine prion cytoplasmique 

Proteine prion cytoplasmique etiquettee avec EGFP 

Proteine de decoiffage (decapping enzyme) 

Milieu de Eagle modifie par Dulbecco 

Proteine fluorescente verte intensified 

Facteur d'initiation de la traduction eucaryote 

Degradation associee au reticulum endoplasmique 

Encephalopathies spongifromes transmissibles 

Creutzfeldt-Jakob familiale 

Insomnie fatale familiale 

Proteine du retard mental du X fragile 

Ribonuclease liant Ras-GAP 

Proteine de controle du glucose non repressible 2 

Glycosylphosphatidylinositol 

Guanine quartet 

Granules de stress 

Syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker 

Virus de l'immunodeficience humaine 

Kinase inhibitrice regulee par 1'heme 

Proteine « heat shock » 



viii 

HuR 

AIF 

Kb 

KO 

ARNr 

mi-ARN 

MTOC 

MVB 

MVH 

NCp7 

NMD 

NRAGE 
NtmPrP 

ORF 

PABP-1 

pb 

P-Bodies 

PERK 

PKR 

poly(A) 

PPlc 

PrP 

PrPc 

prpres 

PrP-RNP 

PrPSc 

prpsen 

RE 

RISC 

RNase 

RNP 

ROS 

SCA3 

sCJD 

Antigene R humain 

Facteur induisant l'apoptose (apoptosis inducing factor) 

Kilobases 

Knockout 

ARN ribosomique 

Micro-ARN 

Centre organisationnel des microtubules 

Multivesicular bodies 

Mouse Vasa homolog 

Proteine de la nucleocapside 7 

Voie de degradation des ARNs non-sens 

Neurotrophin receptor interacting MAGE homolog 

Proteine prion transmembranaire avec domaine N-terminal cytoplasmique 

Cadre de lecture ouvert 

Proteine liant les polyadenyl 1 

paire de base 

Processing bodies 

Proteine kinase du retuculum endoplasmique apparentee a PKR 

Proteine kinase activee par les ARNs double-brins 

polyadenyle 

Proteine phosphatase 1 

proteine prion 

Proteine prion cellulaire 

Proteine prion resistante a la proteinase K 

Ribonucleoproteique induite par PrP 

Proteine prion scrapie 

Proteine prion sensible a la proteinase K 

Reticulum endoplasmique 

RNA-induced silencing complex 

Ribonuclease 

ribonucleoproteique 

Espece d'oxygene reactive 

Ataxie spinocelebrale de type 3 

Creutzfeldt-Jakob sporadique 



IX 

SELEX Systemic Evolution of Ligands by Exponential enrichment 

Sm Small nuclear ribonucleoprotein-associated proteins 

SMA Atrophie musculaire spinale 

SMN Proteine de survie des neurones moteurs 

TIA-1 Antigene intracellulaire des cellules Tl 

TIAR Proteine apparentee a TIA-1 (TIA-1 related protein) 

TP2 Transition protein 2 

TTP Tristetraproline 

U snRNA Petit ARN nucleaire U 

UPS Syteme ubiquitin-proteasome 

vCJD Creutzfe ldt-Jakob variant 



X 

LISTE DES FIGURES 

Introduction 

Figure 1 (p.2) . Structure de la proteine prion cellulaire et mutations 

pathogeniques de PrPc 

Figure 2 (p-21) La reponse au stress cellulaire 

Figure 3 (p-24) Dynamisme entre les granules de stress (GS) et les processing 

bodies (P-Bodies) 

Figure 4 (p.30) Schema de Pimplication du corps chromatoi'de dans la 

cytodifferentiation des neoblastes et des cellules germinates de 

vers planaires 

Article 

Figure 1 (p.60) Localization of mRNA, 5S rRNA, Ul snRNA, tRNA, 18S and 

28S rRNAs in cells expressing different protein constructs 

Figure 2 (p.61) The domain located between residues 30 and 49 is necessary for 

the assembly of PrP-RNP 

Figure 3 (p-62) Aggresomal characteristics of PrP-RNPs 

Figure 4 (p.64) Localization of different RNAs in chromatoid bodies by in situ 

hybridization and confocal microscopy 

Figure 5 (p-66) miRNAs are concentrated in PrP-RNPs 

Figure 6 (p.67) Localization of Dcpla, DDX6, Dicer, and SmB/B'/N in PrP-

RNPs by confocal microscopy 

Figure 7 (p.68) PrP-RNPs are proximal to the nuclear envelope and contain 

FXFG repeats nucleoporins 



xi 

Figure 8 (p.69) Association of PrP-RNPs and vimentin 

Figure 9 (p-70) Cytoplasmic localization of endogenous PrP in germ cells 

containing a chromatoi'd body 

Figures supplementaires 

Figure supplementaire 1 (p.73) Graphique de l'intensite de rouge (ARN poly(A)) en 

fonction de l'intensite de vert (proteine PrP tronquee) 

chez les cellules transferees (encadre vert) et non 

transferees (encadre orange) selon le compartiment 

cellulaire, c'est-a-dire soit la cellule complete, le 

cytoplasme et le noyau. 

Figure supplementaire 2 (p.76) Localisation de PrP au niveau de la spermatogonie 



1 

1. Introduction 

1.1. Generalites sur la proteine prion (PrP ) 

1.1.1. Le gene PRNP 

La proteine PrPc est encodee par le gene PRNP et est hautement conservee chez les 

mammiferes (Gabriel et al. 1992). PRNP est transcrit constitutivement dans tous les tissus. 

PRNP humain est situe sur le bras court du chromosome 20 (Liao et al. 1986, Robakis et al. 

1986a, Sparkes et al. 1986) et est compose de deux exons, l'exon 1 de 134 pb et l'exon 3 de 

2355 pb, et d'un intron de 13 kb. Contrairement au PRNP humain qui ne contient pas l'exon 

2, les PRNP murin, ovin et bovin possedent un exon supplemental situe en amont des 2 

exons de PRNP humains. La sequence promotrice de PRNP n'est pas constitute d'une boite 

TATA, mais plutot d'une boite CCAAT (Mahal et al. 2001) et d'une region riche en GC 

(Prusiner and Scott 1997, Puckett et al. 1991, Shyu et al. 2002). Cette sequence riche en GC 

est un motif de liaison pour le facteur de transcription Spl (McKnight and Tjian 1986). La 

sequence promotrice contient aussi deux elements «heat shock» (HSE) situes a -680 pb et -

1653 pb du site d'initiation de la transcription (Shyu et al. 2002, Shyu et al. 2000). L'exon 3 

de la proteine humaine, qui correspond au deuxieme exon de la proteine de souris, renferme 

l'unique sequence codante de la proteine incluant le 3' non traduit (Basler et al. 1986, Lee et 

al. 1998, Puckett et al. 1991). L'exon 1 correspond au 5' non traduit de l'ARNm de PrPc 

(Basler etal. 1986, Prusiner and Scott 1997). 
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Figure 1. Structure de la proteine prion cellulaire et mutations pathogeniques de PrP' 

Le precurseur de PrP contient un signal peptide de localisation au RE (1-23) et un propeptide 
qui contient un signal d'addition d'une ancre GPI (231-254). PrPc contient 5 repetitions d'un 
octapeptide connus pour lier des ions divalents. PrPc mature (23-230) est diglycosylee sur les 
residus Asn 181 et 197 et un pont disulfure est forme entre les cysteines 179 et 214. La 
region N-terminale de PrPc n'est pas structured cependant, le C-terminale contient deux 
feuillets p et trois helices a. Plusieurs maladies genetiques sont connues, et les differentes 
mutations associees sont indiquees. Adapte d'Archive Neurology, vol.62, American Medical 
Association 2005. 

1.1.2 Structure de PrPc 

PrPc est une proteine de 231 acides amines, situee majoritairement au niveau des rafts 

lipidiques de la membrane plasmique (Caughey 1991, Caughey et al. 1989, Harris 2003, Lee 

et al. 1998, Magalhaes et al. 2002, Negro et al. 2001). PRNP humain encode une proteine 

precurseure de 253 acides amines. Le precurseur de PrPc possede plusieurs domaines 

importants pour le transport, la localisation et la topologie de la proteine (Harris 2003). Les 

22 premier acides amines en N-terminal constituent le signal peptide de translocation au 

reticulum endoplasmique (RE) et est clive" lors des modifications post-traductionnelles (Basler 

et al. 1986, Heske et al. 2004, Robakis et al. 1986a, Robakis et al. 1986b, Stahl et al. 1987). 

Le domaine N-terminal de la proteine humaine contient aussi cinq copies d'un octapeptide 

P(H/Q)GGG(G)WGQ situees entre les residus 51 et 91. Ce motif repete est hautement 

conserve entre les especes, ce qui lui suggere un role important. II est connu pour lier les ions 

divalents, preferablement le cuivre (Burns et al. 2002, Harris 2003, Jackson et al. 2001, 
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Kramer et al. 2001, Rachidi et al. 2003, Rachidi et al. 2005, Stockel et al. 1998). De plus, le 

domaine N-terminal de PrPc est implique dans l'association de la proteine au reseau de 

microtubules (Hachiya et al. 2004a, Hachiya et al. 2004b). Cette region N-terminale de PrPc 

est tres flexible et peu structured (Donne et al. 1997, Lopez Garcia et al. 2000, Zahn et al. 

2000). Tandis que la partie C-terminale de PrPc se compose de trois helices alpha et de deux 

feuillets beta (Donne et al. 1997, Lopez Garcia et al. 2000, Riek et al. 1996, Riek et al. 1997, 

Zahn et al. 2000). Le domaine C-terminal de la proteine contient aussi une region 

hydrophobe tres conservee. Cette region hydrophobe comporte le deuxieme signal peptide de 

la proteine permettant le clivage des residus 231-253 et l'ajout d'une ancre glycophosphatidyl 

inositol (GPI) sur la Ser230 au niveau du RE (Caughey et al. 1989, Drisaldi et al. 2004, Stahl 

et al. 1987). II serait aussi necessaire pour la translocation de la proteine au niveau du RE, 

tout comme le domaine N-terminal (Heske et al. 2004). Lors des modifications post-

traductionnelles, PrPc subit une polyglycosylation sur deux residus Asn, en position 181 et 

197 (Endo et al. 1989, Haraguchi et al. 1989, Rudd et al. 1999, Stimson et al. 1999) et un pont 

disulphure se forme entre les cysteines 179 et 214. Les diverses modifications post-

traductionnelles permettent a la proteine de bien se replier et de se retrouver ancree a la 

membrane plasmique. Cependant, le patron de glycosylation de la proteine peut varier 

considerablement et ainsi produire de nombreux variants dont certains sont sujets a adopter 

une forme pathologique (Ermonval et al. 2003). PrPc mature est une sialoglycoproteine 

membranaire d'environ 27 KDa. 

1.1.3. Le trafic intracellulaire de PrPc est complexe 

PrPc et organelles cellulaires : La proteine PrP se retrouve majoritairement a la membrane 

plasmique, mais reside de facon minoritaire au niveau de certains compartiments 

intracellulaires comme le RE, l'appareil de Golgi et les vesicules endosomales. PrPc etant 
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ancree a la membrane plasmique, peut subir Pendocytose (Harris 2003, Lee et al. 2001, 

Magalhaes et al. 2002, Magzoub et al. 2006, Nunziante et al. 2003) et se trouver alors dans 

l'endosome precoce (Harris 2003, Magzoub et al. 2006, Nunziante et al. 2003). Ensuite, la 

proteine peut etre soit recyclee a la membrane plasmique ou encore etre degradee au niveau 

de l'endosome tardif et du 'multi-vesicular bodies' (MVB) (Harris 2003, Magzoub et al. 

2006, Nunziante et al. 2003). De plus, certaines etudes demontrent que PrPc se retrouve 

aussi dans les exosomes (Fevrier et al. 2004, Fevrier et al. 2005, Robertson et al. 2006, Vella 

et al. 2007, Vilette et al. 2001). Les exosomes sont formes par 1'invagination de la membrane 

du MVB et sont secretes dans le milieu extracellulaire. Les exosomes servent a se debarrasser 

des proteines indesirables et egalement a la communication intercellulaire (Stoorvogel et al. 

2002, Thery et al. 2002). 

Localisation nucleaire et cytoplasmique de PrP : Des etudes recentes ont demontrees que 

PrP possede une region basique, KKRPKP , qui est similaire a une sequence de 

localisation nucleaire (Jaegly et al. 1995, Magzoub et al. 2006, Oglecka et al. 2008). Cette 

sequence est aussi impliquee dans le transport intracellulaire de PrPc et dans son endocytose 

(Lundberg et al. 2002, Magzoub et al. 2006, Nunziante et al. 2003, Oglecka et al. 2008, 

Sunyach et al. 2003). D'autres etudes affirment que PrP se localise non seulement a la 

membrane plasmique mais aussi au niveau du cytoplasme et du noyau de facon minoritaire 

(Gu et al. 2003, Hosokawa et al. 2008, Lundberg et al. 2002, Magzoub et al. 2006, Oglecka et 

al. 2008). Un autre groupe a montre par microscopie electronique, la presence de PrPc 

cytoplasmique dans une sous population de neurones au niveau de l'hippocampe, du 

neocortex et du thalamus de souris (Mironov et al. 2003). II est connu que le signal peptide 

de translocation au RE de PrPc est beaucoup moins efficace que d'autres signaux peptides. 

Cette efficacite moindre pourrait expliquer la presence de PrPc au niveau du cytoplasme 
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(Rane et al. 2004). II a ete aussi decouvert qu'en condition de stress au RE, PrPc s'accumule 

davantage dans le cytoplasme des cellules (Orsi et al. 2006). Certaines etudes suggerent que 

la presence de PrPc dans le cytoplasme serait du a un mauvais repliement de la proteine au 

niveau de la lumiere du RE, ce qui induit la retranslocation de PrP au niveau du cytoplasme 

afin d'etre degradee par le proteasome ou d'autres proteases (Ma and Lindquist 2001, Stewart 

et al. 2001, Wang et al. 2005b). D'autres etudes proposent qu'une portion de PrPc ne 

transloque jamais au niveau du RE et reste dans le cytoplasme (Harris 2003, Stewart et al. 

2001). Recemment, il a ete publie qu'en condition hypoxique, il y a induction d'un nouveau 

variant de PrPc ne contenant pas l'ancre GPI. Ce nouveau variant de PrPc se localise au 

niveau du cytoplasme des cellules (Kikuchi et al. 2008, Norstrom et al. 2007). Une autre 

etude recente montre non seulement la presence de la proteine au niveau de la membrane et 

du cytoplasme des cellules beta pancreatiques, mais aussi la formation d'une structure 

similaire aux agresomes. L'agresome est une structure proteique induite par l'accumulation 

cytoplasmique de proteines denaturees ne pouvant pas etre degradees par le proteasome mais 

plutot par autophagic Cette etude suggere un role de PrP cytosolique dans le diabete de type 

II et l'hyperglycemie (Norstrom et al. 2007). 

1.1.4. Roles physiologiques de PrP 

Aucun role precis n'a ete encore attribue a PrPc, cependant les divers travaux effectues ces 20 

dernieres annees lui ont suggeree des roles generaux dans divers processus cellulaires. Les 

premieres etudes avec les souris transgeniques, dont le gene PRNP est supprime (souris 

knock-out, souris KO), demontrent que PrPc n'est pas une proteine essentielle puisque la 

deletion du gene PrP n'a aucune influence sur le developpement general et la reproduction 

des souris KO (Bueler et al. 1992, Manson et al. 1994, Moore et al. 1999, Prusiner et al. 

1993). Cependant, lors du vieillissement des souris, une demyelinisation du systeme nerveux 
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peripherique est observee mais sans symptome clinique (Nishida et al. 1999). D'autres etudes 

montrent que les souris KO acquierent certains phenotypes decrits ci-dessous. 

Trouble du sommeil, excitabilite neuronale, memoire et apprentissage: Les phenotypes les 

moins contestes sont le trouble du sommeil et une alteration du rythme circadien (Tobler et al. 

1997, Tobler et al. 1996). Certaines mutations dans PRNP sont connues pour produire des 

troubles du sommeil et de l'insomnie (Collinge et al. 1994, Landolt et al. 2006, Lugaresi et al. 

1998). Certaines etudes, un peu controversies, ont montrees que les souris KO subiraient une 

alteration au niveau de l'excitabilite des neurones, de la memoire et de 1'apprentissage 

(Colling et al. 1996, Collinge et al. 1994, Criado et al. 2005, Lipp et al. 1998, Lledo et al. 

1996, Manson et al. 1995, Roesler et al. 1999, Whittington et al. 1995). En plus, une etude 

sur le polymorphisme de PrPc humaine montre aussi que PrPc pourrait etre impliquee au 

niveau de 1'apprentissage et de la memoire (Papassotiropoulos et al. 2005, Sakudo et al. 

2006). 

Stress oxydatifet le cuivre: Plusieurs travaux proposent que PrPc aurait un role dans la 

reponse au stress oxydatif et la neuroprotection (Moore et al. 1999, Rossi et al. 2001, 

Sakaguchi et al. 1996, Sakudo et al. 2006, Silverman et al. 2000, Wong et al. 2001). Les 

souris KO sont plus susceptibles au stress oxydatif puisque le degre d'oxydation de leurs 

proteines et lipides est plus eleve que celui des souris sauvages (Klamt et al. 2001, Wong et 

al. 2001). La propriete de PrPc de lier le cuivre par son domaine repete 

P(H/Q)GGG(G)WGQ pourrait expliquer la destabilisation de Phomeostasie du cuivre et ainsi 

la susceptibilite des souris KO au stress oxydatif. Le cuivre est un oligo-element essentiel en 

trace mais tres toxique a plus forte dose. En fait, une augmentation du cuivre intracellulaire 

induit un stress oxydatif a la cellule via la reaction de Fenton qui genere des radicaux libres. 
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Ainsi, l'oxydation des proteines et des lipides se produit. De plus, certaines etudes montrent 

que PrPc serait impliquee dans la regulation de Pactivite superoxide dismutase de la cellule 

(Brown and Besinger 1998, Klamt et al. 2001, Sakudo et al. 2005a, Sakudo et al. 2005b). 

Done, PrPc aurait un role au niveau de Phomeostasie du cuivre et de la reponse au stress 

oxydatif (Sakudo et al. 2006, White et al. 1999). Egalement certains travaux revelent que 

Pexpression de PrPc est regulee par divers types de stress cellulaires (Sakudo et al. 2006, 

Shyu et al. 2002, Shyu et al. 2000, Shyu et al. 2004, Wang et al. 2005a). 

La neuroprotection: La neuroprotection est un autre role suggere pour PrPc puisqu'elle 

contrebalance la neurotoxicite de son homologue Doppel (Anderson et al. 2004, Nishida et al. 

1999, Sakaguchi et al. 1996, Valenti et al. 2001, Yamaguchi et al. 2004). La proteine Doppel 

est une proteine membranaire similaire au domaine C-terminal de PrPc. II a ete propose que le 

domaine N-terminal de PrPc aurait un role neuroprotecteur et anti-apoptotique (Atarashi et al. 

2003, Moore et al. 1999, Rossi et al. 2001, Sakaguchi et al. 1996, Sakudo et al. 2006, 

Silverman et al. 2000). D'autres etudes demontrent que PrPc est impliquee dans la survie 

cellulaire lors de lesion ischemique ou de traumatisme cerebral (Hoshino et al. 2003, 

McLennan et al. 2004, Sakudo et al. 2006, Sakurai-Yamashita et al. 2005, Spudich et al. 2005, 

Weise et al. 2004, Weise et al. 2006). 

Le systeme immunitaire et les cellules souches hematopo'ietiques et neuronales: PrPc serait 

aussi impliquee dans le systeme immunitaire (Sakudo et al. 2006). Par exemple, certains 

groupes mettent en evidence que PrPc influence le niveau de phagocytose et de cytokines 

produites (de Almeida et al. 2005, Kubosaki et al. 2003). De plus, PrPc serait importante pour 

Pinteraction entre Phote et le pathogene ainsi que pour Pactivation des lymphocytes T et leurs 

interactions avec les cellules dendritiques (Bastian et al. 2007, Leblanc et al. 2006, Lotscher et 
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al. 2007, Sakudo et al. 2006, Thackray and Bujdoso 2002, Thackray and Bujdoso 2006, 

Watarai et al. 2003, Zhang et al. 2006). Certaines etudes montrent que PrPc a un role au 

niveau des cellules souches hematopoi'etiques et neuronales lors de leur determination et 

differentiation (Sakudo et al. 2006, Steele et al. 2006, Weissmann and Flechsig 2003, Zhang 

et al. 2006). 

Voie de signalisation et interaction proteine-proteine : Certains travaux sur les voies de 

signalisation ont permit de decouvrir que Pactivite et/ou le niveau d'expression de certaines 

proteines importantes dans la signalisation comme Akt, Fyn, AMPc, Bax, Erkl/2 et STAT1 

sont modulees par l'expression de PrPc (Clarke et al. 2000, Combs et al. 1999, Gains et al. 

2006, Herms et al. 1997, Oh and Schnitzer 2001, Satoh et al. 2000, Spudich et al. 2005, 

Vassallo et al. 2005, Weise et al. 2006). Ces etudes suggerent que PrPc aurait un role dans la 

survie cellulaire et dans la neuritogenese (Bragason and Palsdottir 2005, Hu et al. 2008, Lopes 

et al. 2005). En plus, des etudes d'interactions ont ete realisees et ont permis de mettre en 

evidence que PrPc interagit de facon directe ou indirecte avec une centaine de proteines (Marc 

et al. 2007, Petrakis and Sklaviadis 2006, Satoh et al. 2008, Strom et al. 2006, Wechselberger 

et al. 2002). Ceci permet de confirmer certaines hypotheses discutees precedemment et 

suggere d'autres roles possibles de PrPc, par exemple son implication au niveau de l'adhesion 

cellulaire (Hu et al. 2008, Wechselberger et al. 2002). De plus, ces etudes ont revele des 

interactions encore incomprises, par exemple, l'interaction de PrPc avec certaines proteines 

liant les ARNs (Aguzzi et al. 2008, Petrakis and Sklaviadis 2006, Satoh et al. 2008, Strom et 

al. 2006, Warner et al. 2002). Done, depuis une vingtaine d'annees, 1'implication de PrPc 

dans des grands processus cellulaires a ete montree, bien qu'aucun role precis ne lui a ete 

encore atttribue. 
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1.2. Les maladies a prion et les formes pathologiques de PrPc 

1.2.1. Pathologies des maladies a prion 

Les maladies a prion ou encore les encephalopathies spongiformes transmissibles (ESTs) sont 

des maladies neurodegeneratives infectieuses. Elles sont actuellement toujours fatales. Les 

ESTs possedent quatre signes pathologiques importants au niveau cellulaire: le depot 

extracellulaire de formes infectieuses de PrPc appelees PrPSc, la vacuolisation du cerveau 

donnant son aspect spongieux, une astrogliose, c'est-a-dire la proliferation anormale des 

astrocytes, et une neurodegenerescence (Budka 1997). Le depot extracellulaire de PrPSc et la 

vacuolisation sont deux caracteristiques pathologiques qui sont specifiques aux ESTs. La 

neurodegenerescence peut affecter differentes regions du systeme nerveux central telles que 

l'hippocampe, le thalamus, le cervelet, et la moelle epiniere (Brownell and Oppenheimer 

1965, Budka 1997, Budka 2000, Richardson and Masters 1995, Wadsworth et al. 2003). 

1.2.2. Les trois formes des maladies a prion 

Les ESTs les plus repandues chez les animaux sont la tremblante du mouton (scrapie), la 

maladie debilitante chronique des cervides (CWD) et Pencephalopathie spongiforme bovine 

(BSE). Ces maladies ont eu un impact economique nefaste et la BSE est la seule EST 

animale qui est connue pour etre transmissible a l'homme. Chez l'humain, les ESTs incluent 

la maladie de Creutzfeldt-Jakob (CJD), l'insomnie fatale familiale (FFI), le syndrome de 

Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), le kuru, la maladie variante de Creutzfeldt-Jakob 

(vCJD) et plusieurs autres. Les ESTs sont des maladies progressant lentement avec une 

longue periode de latence et suivi d'une neuroinvasion severe. Les ESTs sont divisees en 

trois categories selon leur mode d'acquisition, soit la forme sporadique, la forme genetique et 

la forme acquise par transmission entre individus, especes ou interventions chirurgicales 

(Collinge 1997, Collinge and Palmer 1994, Prusiner 1989, Wadsworth et al. 2003). Leurs 
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prevalences sont respectivement de 85%, 10% et 5%. Des etudes sur le polymorphisme de 

PrPc montrent que le polymorphisme homozygote methionine ou valine au codon 129 

predispose les humains au developpement sporadique et acquise de la maladie (Collinge et al. 

1991, Mead et al. 2003, Palmer et al. 1991, Wadsworth et al. 2003, Windl et al. 1996). De 

plus, ce polymorphisme peut affecter la pathologie des formes genetiques des ESTs. 

Maladies sporadiques: Les ESTs sporadiques represented 85% des cas. La plus 

commune chez l'homme est la maladie sporadique Creutzfeldt-Jakob (sCJD). sCJD se 

caracterise par une demence severe accompagnee d'une myoclonus, un trouble du sommeil et 

habituellement, la mort s'en suit un an apres la declaration de la maladie (Gambetti et al. 

2003, Glatzel et al. 2005). Chez les animaux, les plus connues sont la tremblante du mouton 

(scrapie), la BSE et la CWD. Ces ESTs ont toutes eu un fort impact socio-economique. 

L'origine des ESTs sporadiques demeure un mystere (Collinge 1997, Wadsworth et al. 2003), 

cependant un changement physico-chimique dans l'environnement cellulaire est Phypothese 

la plus probable. Certaines etudes demontrent que les individus homozygotes pour 

polymorphisme methionine ou valine au codon 129 sont plus susceptibles aux ESTs 

sporadiques. 

Maladies genetiques: Les formes genetiques sont divisees en trois phenotypes soit les 

maladies Creutzfeldt-Jakob familiale (fCJD), le syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker 

(GSS) et l'insomnie fatale familiale (FFI). Ces maladies sont causees par des mutations dans 

le gene PRNP et leur mode d'heredite est du type autosomique dominant (Glatzel et al. 2005, 

Harder et al. 1999). Les maladies fCJD n'ont aucune particularite clinique par rapport aux 

maladies sCJD et elles sont diagnostiquees seulement par sequencage (Glatzel et al. 2005, 

Windl et al. 1999). Plusieurs maladies fCJD sont causees par l'insertion ou la deletion d'une 
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repetition de l'octapeptide au niveau du domaine repete P(H/Q)GGG(G)WGQ de PrPc 

(Goldfarb et al. 1991, Laplanche et al. 1990, Owen et al. 1989, Poulter et al. 1992, Vnencak-

Jones and Phillips 1992). D'autres mutations dans le gene PRNP peuvent etre la cause de 

maladies fCJD (Goldfarb et al. 1990, Hsiao et al. 1991). Le syndrome GSS est caracterise par 

une ataxie cerebrale progressant lentement et accompagnee d'une deterioration au niveau 

cognitif (Ghetti et al. 1995, Glatzel et al. 2005). Cette maladie se caracterise par la formation 

de plaques amyloi'des de PrP (Glatzel et al. 2005, Piccardo et al. 1995). Plusieurs mutations 

sont connues pour induire la maladie GSS. Par exemple, les trois mutations les plus 

communes sont P102L, G131V et A117V. Cette derniere mutation genere une nouvelle 

forme topologique de PrPc qui devient une proteine transmembranaire (Bratosiewicz-Wasik 

et al. 2004, Crozet et al. 2008, Hegde et al. 1998). Ce mutant se nomme CtmPrP puisque le 

domaine C-terminal se retrouve au niveau de la lumiere du RE. D'autres mutations peuvent 

amener la formation d'une forme transmembranaire de PrPc so it CtmPrP ou NtmPrP. 

Finalement, la mutation D178N combinee avec le polymorphisme homozygote pour la 

methionine au codon 129 resulte en la derniere classe des ESTs genetiques, c'est-a-dire les 

maladies FFI (Goldfarb et al. 1992, Medori et al. 1992). Celles-ci sont caracterisees par une 

perturbation du cycle du sommeil, de l'insomnie non traitable, de la demence, une 

degenerescence selective du thalamus et une surstimulation sympathique (Glatzel et al. 2005, 

Padovani et al. 1998, Wadsworth et al. 2003). Un des signes pathologiques est la deposition 

de la forme pathologique PrP scrapie (PrPSc) au niveau du thalamus. La maladie se declare 

vers l'age de 50 ans avec un probleme progressif du sommeil et la mort s'en suit dans l'annee 

a venir (Lugaresi et al. 1986). 

Maladies acquises par transmission: Plusieurs ESTs acquises par transmission sont 

bien connues, par exemple, la maladie variante de Creutzfeldt-Jakob (vCJD) dont l'origine 
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serait de source animale, c'est-a-dire la transmission de l'encephalopathie spongiforme bovine 

a l'humain. De plus, le Kuru est une autre EST acquise par transmission entre individus lors 

de rituel cannibale. L'epidemie de Kuru qui a presque aneanti un peuple de la Papouasie-

Nouvelle-Guinee dans les annees 1950 montre bien l'impact epidemiologique des ESTs 

(Gajdusek and Alpers 1972, Palpers 2005). Contrairement a la forme sporadique, vCJD peut 

aussi toucher les jeunes adultes. Chez les animaux, la BSE est la plus connue. L'epidemie de 

BSE et sa transmission a l'homme revelent bien les retombees socio-economiques des ESTs. 

Depuis, beaucoup d'etudes ont ete entreprises par differents pays afin de mieux comprendre 

les ESTs et de decouvrir leur origine. Par exemple, la cause de l'epidemie de BSE est la 

presence de farine d'os d'animaux contamines dans la nourriture des bovins. 

1.2.3. La proteine prion scrapie, PrPSc 

Les prions ou encore la forme infectieuse de PrPc sont appelees generalement PrPSc. PrPSc se 

retrouve sous differentes formes soit sous forme de monomeres, d'oligomeres et de fibres 

amyloi'des ou de plaques amyloTdes. La formation de PrPSc se caracterise par un changement 

conformationnel de PrPc se traduisant par la conversion d'une helice alpha et de la partie N-

terminale non structured en feuillet beta et ainsi la proteine devient majoritairement constitute 

de feuillets beta (Pan et al. 1993). Cette conversion se fait possiblement par contact physique 

entre les agregats extracellulaires de PrPSc exogenes et le PrPc membrannaire et impliquerait 

vraisemblablement une proteine X servant de chaperonne (Hachiya et al. 2007, Kaneko et al. 

1997, Solforosi et al. 2007, Telling et al. 1995). L'apparition de PrPSc dans les ESTs 

sporadiques et hereditaires est probablement due a une conversion spontanee de PrPc en sa 

forme pathogene dictee soit par les mutations ou encore par des environnements physico-

chimiques particuliers (Redecke et al. 2007). L'augmentation de feuillets beta rend la 

proteine PrP tres susceptible a Pagregation (Malolepsza et al. 2005). Recemment, il a ete 
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demontre que les plus petites particules infectieuses de PrPSc sont constituees de 14 a 28 

molecules de PrPSc (Silveira et al. 2005). PrPSc possede des caracteristiques specifiques qui 

sont: la resistance des agregats de PrPSc a la degradation par la proteinase K, leur insolubilite 

dans des detergents non-ioniques, leur propriete d'etre infectieux et leur resistance aux 

differentes methodes classiques de sterilisation. La resistance a la proteinase K est une 

caracteristique de PrPSc qui est utilisee pour diagnostiquer les ESTs. De ce fait, la forme 

PrPSc est aussi appelee PrPres par opposition a PrPsen qui designe PrPc native sensible a la 

proteinase K. De plus en plus d'etudes demontrent que PrPSc est l'agent de transmission 

des ESTs mais n'est pas l'agent toxique des ESTs. Par exemple, chez les souris, 

1'inhibition conditionnelle de l'expression du gene PRNP renverse le phenomene de 

spongiose associe a des titres eleves de PrPSc dans le cerveau de souris infectees (Mallucci et 

al. 2003). D'autres etudes revelent, par des souris KO pour PrPc, que la presence de PrPc est 

necessaire pour la transmission et la neurotoxicite des ESTs (Mallucci et al. 2003). Certains 

travaux montrent que les oligomeres de PrPSc seraient neurotoxiques (Freixes et al. 2004, 

Simoneau et al. 2007). Une autre hypothese pour expliquer la neurotoxicite des ESTs est 

l'accumulation de PrPc dans le cytoplasme. 

1.2.4. La proteine prion cytoplasmique 

Generalites: PrPc peut se retrouver normalement en tres faible quantite dans le cytosol 

d'une sous-population de neurone au niveau de l'hippocampe, du neocortex et du thalamus. II 

est connu que PrPc mal repliee est degradee par le endoplasmic reticulum-associated 

degradation proteasome pathway (ERAD) lorsque sa relocalisation au cytoplasme est 

possible (Crozet et al. 2008, Yedidia et al. 2001). Un dysfonctionnement du proteasome 

cytoplasmique peut mener a l'accumulation de PrPc au niveau du cytoplasme et ainsi activer 

une voie de la mort neuronale (Crozet et al. 2008, Ma and Lindquist 2001, Ma et al. 2002). 
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De plus, en culture cellulaire, le traitement avec un inhibiteur de proteasome engendre une 

accumulation d'une forme cytoplasmique non glycosylee de PrPc (Crozet et al. 2008). Cette 

forme de PrPc possede des caracteristiques biochimiques similaires a PrPSc, c'est-a-dire 

l'insolubilite dans les detergents non-ioniques et la resistance a la proteinase K. Recemment, 

il a ete demontre que dans les ESTs, la sous-unite proteolytique beta du proteasome 26S est 

specifiquement inhibee et que le systeme d'ubiquitin-proteasome (UPS) est moins efficace 

chez les souris infectees (Crozet et al. 2008, Kristiansen et al. 2007). D'autre part, il est 

connu que lors du vieillissement, le systeme de controle de qualite du RE et de l'UPS est 

affecte et ainsi ce dysfonctionnement pourrait induire 1' accumulation cytoplasmique de PrPc 

et son agfegation. PrPc et PrPSc sont sujettes au transport retrograde, c'est-a-dire de la 

membrane plasmique vers le RE et du RE au cytosol (Ma and Lindquist 2001, Ma and 

Lindquist 2002, Yedidia et al. 2001). Ce transport retrograde joue un role important dans la 

conversion de PrPc en PrPSc (Beranger et al. 2002, Ma and Lindquist 2001, Ma and Lindquist 

2002). Certaines travaux suggerent que PrPSc pertuberait le repliement et le transport de PrPc 

(Ma et al. 2002). 

Neurotoxicite de PrPc cytoplasmique : II a ete aussi demontre que dans certaines ESTs, il 

y avait la presence de PrPc cytosolique et de formes transmembranaires (Heske et al. 2004, 

Stewart and Harris 2003). Les etudes ont montre que le PrPc cytosolique et la forme CtmPrP 

interferent avec la viabilite cellulaire (Hachiya et al. 2005, Helmus et al. 2008, Heske et al. 

2004, Rambold et al. 2006, Stewart and Harris 2003, Zanusso et al. 1999). De plus en plus 

d'etudes montrent que I'accumulation de PrP cytoplasmique pourrait etre l'agent 

neurotoxique (Kristiansen et al. 2005). Par exemple, des souris transgenique exprimant une 

forme tronquee de PrP , ne contenant pas les 2 signaux peptides, developpent une severe 

ataxie, une degenerescence du cervelet et une astrogliose (Ma et al. 2002, Weissmann and 
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Flechsig 2003). Cette forme tronquee de PrPc (PrP 23-231) se local ise au niveau du 

cytoplasme de la cellule et est nommee CyPrP. II a ete demontre que l'expression de CyPrP 

chez C.elegans est aussi tres toxique (Park and Li 2008). Cependant, une recente etude revele 

que la maladie neurodegenerative induite par CyPrP n'est pas transmissible et que la 

neurotoxicite est independante de l'expression de PrPc (Norstrom et al. 2007) contrairement a 

celle causee par PrPSc. L'accumulation de PrPc dans le cytoplasme peut induire son 

agregation et ensuite former une grosse structure proteique perinucleaire se localisant au 

niveau du centre d'organisation des microtubules (MTOC) qu'on appelle agresome. II est 

connu que la formation d'une telle structure peut induire l'activation des caspases et de 

l'apoptose (Grenier et al. 2006, Kristiansen et al. 2005). Ces structures sont observees soit en 

presence d'inhibiteur de proteasome mimant l'inhibition observee lors de la senescence ou 

des ESTs (Kristiansen et al. 2007). L'agresome de PrP est compose de PrPSc, de la proteine 

Hsp70, l'ubiquitin, les sous-unites du proteasome et est entoure d'une cage de vimentine, 

filaments intermediates (Beranger et al. 2002). II a ete demontre que la proteine NRAGE 

(neurotrophin receptor interacting MAGE homolog) interagit avec PrPc et colocalise avec 

l'agresome de PrP apres inhibition du proteasome. Cette interaction semble affecter le 

potentiel membranaire des mitochondries, un signe d'apoptose. Ainsi, les auteurs suggerent 

que cette interaction cytoplasmique de PrPc et de NRAGE pourrait affecter la viabilite 

neuronale (Bragason and Palsdottir 2005). II est bien etabli que PrPc cytoplasmique peut 

interagir avec la proteine anti-apoptotique Bcl-2, la co-agreger et ainsi induire l'apoptose. La 

surexpression de chaperonnes Hsp comme la Hsp70 et la Hsp40, inhibe la co-agregation de 

PrP et de Bcl-2 et ainsi l'apoptose (Lin et al. 2004, Pasinelli et al. 2004, Rambold et al. 2006). 

Cependant, il est bien etabli que chez les cellules infectees par PrPSc, il y a inhibition de 

l'expression Hsp70 (Tatzelt et al. 1995). L'etude de Kristiansen revele que, chez cellules 

infectees par PrPSc, il y a formation d'un agresome de PrPSc apres un traitement aux 
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inhibiteurs de proteasome et que cette agresome de PrPSc est cytotoxique (Bence et al. 2001, 

Grune et al. 2004, Kristiansen et al. 2005). Cette etude suggere la presence d'agresome de 

PrPSc chez les souris infectees puisqu'ils ont demontre par immunoprecipitation une 

interaction specifique entre PrPSc et les filaments de vimentine. II est connu que l'agresome 

proteique est entoure d'une cage de vimentine (Kristiansen et al. 2005). 

PrP cytoplasmique et stress cellulaire : Recemment, en utilisant CyPrP (PrP 23-231) nous 

avons montre que l'agresome de PrP est une particule poly(A)+-ribonucleoproteique induisant 

un stress cellulaire PKR-dependante (RNA-dependent protein kinase) (Goggin et al. 2008). 

L'activation de la voie PKR induit la phosphorylation du facteur d'initiation de la traduction 

(eIF2a), resultant a 1'arret de la synthese proteique. De plus, lors de stress cellulaire, il y a 

normalement formation des granules de stress, site de stockage des ARNm non essentiels, et 

synthese de proteines Hsp70. Cependant, nous avons montre que l'agresome de PrP inhibe la 

formation des granules de stress et la synthese de Hsp70 lors de stress cellulaire rendant ainsi 

les cellules plus sensibles au stress cellulaire et a l'apoptose (Goggin et al. 2008). Une autre 

etude montre que lors de stress cellulaire, stress oxydatif et heat shock, les cellules neuronales 

infectees n'induisent pas la synthese de proteine Hsp70 (Tatzelt et al. 1995). Cette 

caracteristique commune entre les cellules infectees par PrPsc et les cellules exprimant PrP 

cytosolique supporte l'hypothese que l'agresome de PrP peut etre present chez les animaux 

infectes et participe a la neurotoxicite des maladies a prion (Goggin et al. 2008, Kristiansen et 

al. 2005, Tatzelt et al. 1995). De plus, differentes formes pathologiques de PrP sont aussi 

associees a la formation d'agresomes. Par exemple, le mutant D177N chez la souris (D178N 

chez l'humain), associe a une certaine forme transmise d'EST, forme des agresomes dans des 

cellules de neuroblastome de souris N2a, meme en absence d'inhibiteur de proteasome (Ma 

and Lindquist 2001). L'effet neurotoxique de PrPc cytoplasmique semble etre dependant du 
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type cellulaire puisque certaines etudes revelent que PrP cytosolique n'est pas toxique et 

meme qu'il est neuroprotecteur (Crozet et al. 2006, Fioriti et al. 2005, Roucou et al. 2003). 

1.3. La proteine prion et les acides nucleiques 

1.3.1. Interaction entre PrPc, PrPSc et les acides nucleiques 

Specificite et domaine d'interaction: PrPc est une proteine basique et peut done Her des 

composes charges negativement comme les acides nucleiques. Beaucoup d'etudes in vitro ont 

ete effectuees afin de mieux caracteriser l'interaction de PrP et PrP c avec les acides 

nucleiques. La premiere etude in vitro a montre que le peptide 106-126 de PrPc interagit avec 

l'ADN (Nandi 1997, Nandi and Leclerc 1999). L'interaction de PrPc ou du peptide 106-126 

avec les acides nucleiques induit leurs agregations (Cordeiro et al. 2004, Nandi and Leclerc 

1999, Nandi and Sizaret 2001). Depuis, plusieurs etudes ont ete entreprises afin de 

determiner une specificite dans l'interaction avec les acides nucleiques (Adler et al. 2003, 

Cordeiro et al. 2004, Cordeiro et al. 2001, Kocisko et al. 2006, Lima et al. 2006, Riesner et al. 

1993). En utilisant la methode SELEX, differents laboratoires ont identifies des aptameres 

d'ADN (Takemura et al. 2006) et d'ARN (Geoghegan et al. 2007, Mercey et al. 2006, Proske 

et al. 2002, Rhie et al. 2003, Weiss et al. 1997) interagissant specifiquement avec PrPc ou 

PrPSc (Rhie et al. 2003, Sayer et al. 2004, Sekiya et al. 2005). Une comparaison des 

differentes sequences des aptameres etudies n'a pas permit d'identifier un motif conserve. Un 

seul laboratoire, celui de Famulok, ont trouve un motif guanine quartets (G-quartets) se 

retrouvant dans la majorite de leurs aptameres (Proske et al. 2002, Weiss et al. 1997), mais on 

ne retrouve pas ce motif dans d'autres aptameres connus interagissant specifiquement avec 

PrPc (Rhie et al. 2003, Sayer et al. 2004). Une autre etude a identifie deux motifs similaires 

entre les aptameres d'ARN non modifies interagissant avec PrPc ovin et les autres aptameres 

obtenus des autres laboratoires independants. Les auteurs suggerent que PrPc interagit 
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preferentiellement avec des acides nucleiques contenant un patron bien defini (Mercey et al. 

2006). De plus, plusieurs etudes ont localisees le domaine de la proteine responsable de 

l'interaction avec les acides nucleiques dans la region N-terminale de PrPc (Adler et al. 2003, 

Lima et al. 2006, Mercey et al. 2006, Nandi 1997, Nandi and Leclerc 1999, Nandi and Sizaret 

2001, Proske et al. 2002, Rhie et al. 2003, Riesner et al. 1993, Weiss et al. 1997). Weiss et al. 

ont identifie les acides amines 23-52 comme etant le site principal d'interaction (Weiss et al. 

1997). Ce site est probablement celui possedant le moins de specificite mais une grande 

affinite qui est basee sur une interaction ionique (Rhie et al. 2003). Ce site d'interaction 

coincide avec le motif « lysine cluster » qui est implique dans une interaction avec l'heparine 

(Pan et al. 2002). Une autre etude confirme que le motif lysine cluster est implique dans 

l'interaction de PrPc avec les acides nucleiques (Mercey et al. 2006, Riesner et al. 1993). II 

est interessant de noter que Palternance de residus prolines et basiques qu'on retrouve dans le 

motif lysine cluster est tres similaire a des motifs de liaison qu'on retrouve dans des proteine 

liant les acides nucleiques (Iwasaki et al. 1992, Rajendran and Nagy 2003). D'autres travaux 

ont etabli avec moins de precision un deuxieme site d'interaction de PrPc avec les acides 

nucleiques, celui-ci serait localise apres les 90 premiers acides amines. Par exemple, certains 

aptameres d'ARN peuvent Her le peptide 90-129 (Proske et al. 2002) ou le peptide 110-230 

(Rhie et al. 2003). Un autre groupe confirme la presence de deux sites importants pour la 

liaison de PrPc avec les acides nucleiques, un se situant au niveau du domaine N-terminal non 

structure et l'autre au niveau du domaine globulaire de PrPc, le domaine C-terminal (Lima et 

al. 2006). Recemment, le groupe de Prusiner a identifie aussi deux sites d'interaction de PrPc 

avec les acides nucleiques en utilisant un thioaptamere d'ADN simple brin (King et al. 2007). 

Activite ARN chaperonne: II est bien etabli que PrP possede aussi in vitro des proprietes 

de chaperonne a ARN (Derrington et al. 2002, Gabus et al. 2001). Ces etudes montrent que 
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PrPc peut lier l'ARN de HIV et l'ARNt-Lys et possede une activite de chaperonne a ARN 

similaire a la proteine virale NCp7, proteine constituant la nucleocapside de HIV-1. Les 

auteurs ont montres que le domaine N-terminal de PrP (acides amines 23-144) est 

responsable de cette activite chaperonne a ARN (Derrington et al. 2002, Gabus et al. 2001). 

Cette liaison de PrPc avec l'ARN HIV n'a aucune influence sur la synthese et Pepissage de 

celui-ci. Cependant, la traduction des proteines virales est diminuee dans les cellules 

exprimant fortement PrPc (Leblanc et al. 2004). Certaines equipes suggerent que PrPc est 

impliquee dans le bon repliement des molecules d'ARNs ou encore pourrait participer dans le 

metabolisme des ARNs, c'est-a-dire au niveau de la traduction, du transport, du silencing et 

de la degradation (Derrington et al. 2002, Gabus et al. 2001, Marc et al. 2007). De plus, 

Leblanc et al. ont demontres que l'infection au HIV induit une resistance de PrPc contre la 

digestion a la proteinase K (Leblanc et al. 2004) et que l'infection au retrovirus augmente 

considerablement Pinfectivite de PrPSc (Carp et al. 1998, Carp et al. 1999, Leblanc et al. 2006, 

Moscardini et al. 2002). D'autre part, il a ete prouve que NCp7 interagit comme PrPc avec le 

motif G-quartets au niveau de l'ARN et l'ADN favorisant ainsi la formation de G-quatets et 

Pagregation de l'ARN (Lyonnais et al. 2003). 

Les acides nucleiques et la conversion de PrPc en PrPSc: II est bien etabli que P interaction 

de PrPc avec les acides nucleiques rend la proteine partiellement resistante a la proteinase K 

et favorise Poligomerisation et Pagregation de PrPc (Adler et al. 2003, Nandi and Leclerc 

1999, Nandi and Sizaret 2001). Recemment, une etude a demontree que le domaine N-

terminal de PrPc interagit avec les ARNs cellulaires des cellules N2a induisant ainsi 

Pagregation de PrPc et une toxicite (Gomes et al. 2008). Plus preeisement, les acides amines 

51-90 seraient responsables de Pinteraction avec les acides nucleiques et de son agregation 

(Gomes et al. 2008). II est aussi connu que certaines sequences specifiques d'ADN induisent 
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la conversion de PrPc en une isoforme soluble riche en feuillet beta (Cordeiro et al. 2001, 

Silva et al. 2008). Certaines etudes confirment que la conversion de PrPc en PrPSc est 

catalytiquement favorisee en presence d'acides nucleiques et plus specifiquement d'ARNs 

(Cordeiro and Silva 2005, Gomes et al. 2008, Lima et al. 2006, Silva et al. 2008, Deleault et 

al. 2003). II est bien etabli que l'interaction de PrPc avec les acides nucleiques destabilise le 

repliement de PrPc et induit la conversion de PrPc en une forme resistante a la proteinase K 

appele PrPres. En plus, le traitement a RNase inhibe cette conversion de PrPc en PrPres (Adler 

et al. 2003, Cordeiro et al. 2001, Deleault et al. 2005, Deleault et al. 2007, Deleault et al. 

2003, Nandi et al. 2002, Nandi and Nicole 2004). Certaines etudes montrent que l'ARN 

hautement structure peut aussi induire la conversion de PrPc en une forme similaire a PrPSc en 

ce qui concerne la resistance a la proteinase K. Certains aptameres d'ARN lient 

specifiquement PrP produite de facon recombinante et induisent un changement de 

conformation d'helices a en feuillets p (Deleault et al. 2005, Deleault et al. 2007, Rhie et al. 

2003, Sayer et al. 2004). Par contre, certaines etudes montrent que l'interaction de PrPc avec 

certaines sequences d'acides nucleiques diminue l'accumulation de PrPSc (Proske et al. 2002, 

Rhie et al. 2003) ou encore que les acides nucleiques ont une activite anti-PrPSc (Kocisko et al. 

2006). Des evidences nous suggerent que cette interaction peut subvenir in vivo (Kellings et 

al. 1994, Mange et al. 2004b, Nandi and Nicole 2004, Safar et al. 2005). Recemment, nous 

avons montre que Pagresome de PrP dans des cellules N2a est une particule 

ribonucleoproteique (RNP) liant les ARN poly(A)+ induisant ainsi Pagregation des ARNs. 

1.4. Les granules d'ARN 

1.4.1. Les granules de stress (GS) 

La reponse au stress cellulaire : La reponse au stress se caracterise par 5 elements 

importants soit: 1) Pactivation d'une des quatre kinases de stress (Fagard and London 
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1981, Galabru and Hovanessian 1987, Wu and Kaufman 1997) soit HRI (heme-regulated 

inhibitor kinase) (Chen 2007, Maxwell and Rabinovitz 1969), PKR (RNA-dependent protein 

kinase) (Bommer et al. 2002, Hovanessian and Galabru 1987, Ito et al. 1999, Patel and Sen 

1998), GCN2 (glucose control non repressible 2) (Jiang and Wek 2005, Lee et al. 2008, 

Parker et al. 2006, Towle 2007, Zhang et al. 2002) et PERK (PKR-like ER resident kinase) 

(Harding et al. 2000, Harding et al. 1999), 2) la phosphorylation du facteur d'initiation a la 

traduction, eIF2a (Kudlicki et al. 1987, Price and Proud 1990), 3) l'inhibition de la traduction 

(Krishnamoorthy et al. 2001), 4) la formation de granules de stress (GS), decrit 

ulterieurement, et 5) l'expression de proteines heat shock, proteines chaperonnes (Head et al. 

1994, Nakai and Ishikawa 2000, Pelham 1982). En fait, la phosphorylation de eIF2a par une 

des quatre kinases de stress inhibe la traduction de la majorite des ARNm. Ainsi, les ARNm 

non traduits vont alors s'accumuler au niveau du cytoplasme des cellules et vont etre 

rapidement sequestres dans des particules RNPs nominees granules de stress (GS). 
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Figure 2 : La reponse au stress cellulaire 

Le stress cellulaire active une des voies de signalisation de reponse au stress. Ces differentes 
voies dependent du stress cellulaire implique et se complementent afin d'assurer la survie 
cellulaire ou de declencher l'apoptose. Elles s'initient par l'activation d'une des quatre 
kinases de stress (PKR, PERK, HRI, GCN2) dependant du stress cellulaire. Leur auto-
activation entraine la phosphorylation du facteur d'initiation de la traduction eIF2a. Cette 
phosphorylation inactive eIF2a, ce qui inhibe la traduction globale et declenche la formation 
de granules de stress, sites de stockage et de triage des ARNm non-traduits. La 
dephosphorylation de eIF2a par la proteine phosphatase 1 assure la reprise de la traduction et 
la survie cellulaire lorsque le stress est aboli. Des conditions de stress cellulaires soutenues 
entrainent une phosphorylation incessante de eIF2a et ainsi l'apoptose. 

Assemblage et composition des GS: Ces GS sont composees d'ARNm non traduits, de la 

sous-unite ribosomique 40S, de la proteine PABP-1 et de facteurs generaux d'initiation de la 

traduction comme eIF3, eIF4E et eIF4G. Leur formation est initiee par des proteines pouvant 

s'auto-agreger, par exemple, les proteines TIA-1 et TIAR (Gilks et al. 2004). Ces proteines 

possedent toutes des motifs de reconnaissance a l'ARN en leur domaine N-terminal et en leur 

extremite C-terminale, un domaine riche en glutamine structuralement relie au prion 

responsable de l'agregation de la proteine (Kawakami et al. 1992, Tian et al. 1991). Le 

mecanisme de formation des granules de stress implique l'activite de liaison de PARNm a ces 

proteines et la capacite de ces proteines de s'auto-agreger grace a leur domaine prion-related, 
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piegeant ainsi de nombreux ARNm et les complexes d'initiation de la traduction qui y sont 

associes (Gilks et al. 2004). La formation des GS peut etre aussi activee par une voie 

independante de la phosphorylation du facteur eIF2a (Dang et al. 2006, Mazroui et al. 2006). 

II est done probable qu'il existe des proteines intermediaires entre le facteur eIF2a et les 

proteines TIA-1/TIAR ou encore qu'il y a une autre voie completement independante. De 

plus, l'integrite du reseau de microtubule est necessaire pour 1'assemblage des GS (Ivanov et 

al. 2003a, Ivanov et al. 2003b). Plusieurs autres proteines sont impliquees dans les etapes 

precoces de la formation des GS, par exemple, la ribonuclease G3BP (Tourriere et al. 2003) et 

la proteine SMN (survival motor neuron) (Hua and Zhou 2004). D'autres proteines 

s'associent plus tardivement au GS dont la proteine HuR (Gallouzi et al. 2000), la proteine 

CPEBP-1, l'helicase rck/p54 (Wilczynska et al. 2005), la proteine Staufen (Thomas et al. 

2005), l'exonuclease XRN-1 (Kedersha et al. 2005) et la proteine du retard mental du X 

fragile (FMRP) (Kim et al. 2006). Ces granules represented done un site de stockage et de 

triage des ARNm regulant ainsi leur stabilite et leur traduction (Anderson and Kedersha 2006, 

Kedersha and Anderson 2002, Kedersha et al. 2002, Kedersha et al. 1999, Kimball et al. 

2003). 

Dynamisme des GS: Les GS sont des structures tres dynamiques et regulees. Par exemple, 

la proteine IAF (apoptosis inducing factor), malgre qu'elle ne se retrouve pas au sein des GS, 

peut inhiber l'assemblage de ces derniers en modulant le potentiel oxydo-reducteur de la 

cellule (Cande et al. 2004). De plus, lorsque le stress cellulaire est aboli, il y a desassemblage 

des GS. Ce processus s'initie par une dephosphorylation de eIF2a par la proteine phophatase 

1 (PPlc). Les ARNm associes au GS sont alors relargues dans le cytoplasme afin d'y etre 

traduits. Ce processus evite a la cellule d'avoir a synthetiser a nouveau l'ensemble de ses 

ARNm ce qui necessiterait un apport energetique important (Jousse et al. 2003, Latreille and 
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Larose 2006, Novoa et al. 2001, Novoa et al. 2003). Certaines etudes montrent que les GS 

seraient un centre de triage des ARNm et que les ARNm transiteraient entre les GS, les 

polysomes et les processing bodies (P-Bodies), decrits ulterieurement (Anderson and 

Kedersha 2002a, Anderson and Kedersha 2002b, Anderson and Kedersha 2006, Kedersha et 

al. 2000, Kedersha et al. 2005). Ainsi, les ARNs non traduits vont etre soit stabilises dans les 

GS ou degrades au niveau des P-Bodies ou encore liberes pour etre traduits au niveau des 

polysomes. 

1.4.2. Processing bodies (P-Bodies ou GW182 bodies) 

Les P-bodies, la voie de degradation 5'—>3' des ARNm : Les P-Bodies sont aussi des 

particules RNPs cytoplasmiques, mais contrairement aux GS, elles sont aussi presentent en 

absence de stress cellulaire. De plus, il est bien etabli que les P-Bodies sont impliques dans la 

degradation 5'—>3' des ARNm. La premiere etape de la degradation 5'—>3' est la 

deadenylation partielle des ARNm (~110nt) par le complexe Pan2-3, deux poly(A) nucleases. 

Une deuxieme deadenylation se produit afin de raccoucir la queue poly(A) jusqu'a un 

oligo(A). Cette deadenylation est catalysee par le complexe Ccr4 et Cafl (Eulalio et al. 

2007b, Parker and Sheth 2007, Yamashita et al. 2005, Zheng et al. 2008). Recemment, il a 

ete montre que les quatres poly(A) nuclease sont presentes dans les P-Bodies et aussi qu'elles 

sont essentielles pour l'assemblage des P-Bodies (Parker and Sheth 2007, Zheng et al. 2008). 

Apres la deadenylation des ARNm, c'est l'etape de Penlevement de la coiffe des ARNm. 

Cette etape est effectuee par le complexe Dcpla-Dcp2, deux decapping enzymes qui sont 

aussi presentes dans les P-Bodies (Coller and Parker 2004, Cougot et al. 2004, Eulalio et al. 

2007b, Parker and Sheth 2007, Sheth and Parker 2003, van Dijk et al. 2002, Zheng et al. 

2008). Ainsi, les ARNm nus peuvent etre degrades 5'—>3' par la nuclease XRN1 que Ton 

retrouve aussi au niveau des P-Bodies (Coller and Parker 2004, Cougot et al. 2004, Eulalio et 
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al. 2007b, Parker and Sheth 2007, Sheth and Parker 2003). Done, le contenu proteique des P-

Bodies implique qu'ils ont un role dans la degradation des ARNm (Eulalio et al. 2007b, 

Parker and Sheth. 2007). 

Les P-Bodies, les micro-ARNs et les ARNs interferences : Les P-Bodies ne sont pas 

seulement constitues d'ARNm mais aussi de micro-ARNs (mi-ARNs) et d'ARNs 

interferences (ARNi) (Chan and Slack 2006, Eulalio et al. 2007b, Jakymiw et al. 2005, Liu et 

al. 2005a, Liu et al. 2005b, Meister et al. 2005, Parker and Sheth 2007, Pauley et al. 2006, 

Pillai et al. 2005, Sen and Blau 2005). Les mi-ARNs et les ARNi sont des ARNs d'environ 

21 nucleotides impliques dans la degradation des ARNm et\ou la repression de la traduction 

des ARNm selon leur degre d'homologie (Bagga et al. 2005, Filipowicz et al. 2005, Jing et al. 

2005, Meister and Tuschl 2004, Rana 2007, Sen and Blau 2006, Valencia-Sanchez et al. 2006, 

Yekta et al. 2004). De plus, les P-Bodies sont composes de proteines impliquees soit dans la 

degradation ou la repression de la traduction des ARNm, comme la proteine GW182, le 

complexe RISC (RNA-induced silencing complex) (Eulalio et al. 2007b, Hillebrand et al. 

2007, Parker and Sheth 2007) et des proteines Argonautes (Behm-Ansmant et al. 2006, 

Eulalio et al. 2007b, Hillebrand et al. 2007, Jakymiw et al. 2005, Jakymiw et al. 2007, Liu et 

al. 2005a, Liu et al. 2005b, Parker and Sheth 2007, Sen and Blau 2005). Certaines etudes 

montrent une implication du complexe Dcpl-2 dans la voie des mi-ARNs (Behm-Ansmant et 

al. 2006, Eulalio et al. 2007b, Hillebrand et al. 2007, Parker and Sheth 2007, Rehwinkel et al. 

2005). En plus, il est bien etabli que la formation de P-Bodies est requise pour le bon 

fonctionnement de la voie des mi-RNA et ARNi (Hillebrand et al. 2007, Jakymiw et al. 2005, 

Liu et al. 2005a, Meister et al. 2005) et vice versa (Hillebrand et al. 2007, Jakymiw et al. 

2005, Pauley et al. 2006). Ce contenu proteique et d'ARN des P-Bodies leurs attribuent un 
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role dans la regulation de la traduction et de la degradation des ARNm (Eulalio et al. 2007b, 

Parker and Sheth 2007). 

Les P-Bodies, la degradation des ARN non-sens et le metabolisme des U snRNA : Les P-

Bodies sont composes de plusieurs proteines associees a la voie de la degradation d'ARNm 

non matures et non-sens qu'on appelle non-sense mediated decay RNA surveillance pathway 

(NMD). Par exemple, les P-bodies sont composes entre autres des proteines de la famille des 

SMG et de la famille des UPF qui sont impliquees dans la voie NMD. Ceci lui suggere un 

role dans le controle de qualite des ARNm et dans la degradation d'ARNm aberrants (Durand 

et al. 2007, Eulalio et al. 2007b, Fukuhara et al. 2005, Parker and Sheth 2007, Sheth and 

Parker 2006, Unterholzner and Izaurralde 2004). De plus, le complexe LSml-7 responsable 

de 1'enlevement de la coiffe des ARNm aberrants se retrouve au niveau des P-Bodies (Cougot 

et al. 2004, Eulalio et al. 2007b, Ingelfinger et al. 2002, Parker and Sheth 2007). II a ete aussi 

demontre que les P-Bodies sont grandement associes avec une autre particule RNP 

cytoplasmique qu'on nomme U-Bodies (Liu and Gall 2007). Ces U-Bodies sont composes de 

petits ARNs nucleaires appeles U snRNA et ont un role dans la maturation des ARNs, plus 

specifiquement dans Pepissage des ARNm (Liu and Gall 2007). Cette association des P-

Bodies avec les U-Bodies leurs suggerent un role dans le metabolisme des snRNA. Done, les 

P-bodies auraient un role dans la regulation de la traduction des ARNm, dans le controle de 

qualite des ARNm, dans la degradation des ARNm et au niveau du metabolisme des snRNA. 

Done, la formation des P-Bodies va grandement influencer la demi-vie des ARNm presents. 

Dynamisme et regulation des P-Bodies : II est bien etabli que les P-Bodies sont des granules 

dynamiques, e'est-a-dire que selon l'environnement cellulaire, la quantite et la grosseur des P-

Bodies peuvent varier. Par exemple, au cours du cyle cellulaire (Yang et al. 2004), de stress 
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cellulaire (Kedersha et al. 2005, Teixeira et al. 2005), de la proliferation cellulaire (Yang et al. 

2004), le nombre et la taille des P-bodies augmentent considerablement. D'autres etudes 

montrent que l'arret du metabolisme des ARNm (Andrei et al. 2005, Cougot et al. 2004, Sheth 

and Parker 2003) et de l'initiation de la traduction (Brengues et al. 2005, Sheth and Parker 

2003, Teixeira et al. 2005) ont les memes effets sur les P-Bodies que les processus 

mentionnes auparavant. Tandis que l'arret de la transcription (Kedersha et al. 2005), de la 

deadenylation des ARNm ou de la phase d'elongation de la traduction diminuent la quantite et 

la grosseur des P-Bodies (Cougot et al. 2004, Sheth and Parker 2003). De plus, comme 

mentionne precedemment, les ARNm peuvent transiter entre les GS, les polysomes et les P-

Bodies (Anderson and Kedersha 2002a, Anderson and Kedersha 2002b, Anderson and 

Kedersha 2006, Kedersha et al. 2000, Kedersha et al. 2005, Parker and Sheth 2007). Plusieurs 

groupes montrent que certaines proteines peuvent etre presentes dans plus d'un compartiment 

cellulaire, par exemple, la proteine TTP, proteine liant les ARNs ayant un motif ARE en 3' 

non traduit (Eulalio et al. 2007b, Kedersha et al. 2005, Parker and Sheth 2007). D'autres 

proteines sont egalement connues pour resider au niveau des GS et des P-Bodies (Anderson 

and Kedersha 2006, Eulalio et al. 2007b, Kedersha and Anderson 2007, Kedersha et al. 2005, 

Parker and Sheth 2007). 
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Figure 3 : Dynamisme entre les granules de stress (GS) et les processing bodies (P-
Bodies) 

En condition physiologique normale, les ARNm sont traduits et ensuite degrades au niveau 
des P-bodies, lieux du metabolisme des ARNm (degradation et repression). En condition de 
stress cellulaire, l'accumulation du complexe 48S initie Passemblage des GS par des proteines 
capables de s'auto-agreger et de lier les ARNm comme les proteines TIA-1 et TIAR. Ainsi, 
les ARNm vont etre soit stabilises et stockes au niveau des GS ou encore stockes et degrades 
au niveau des P-Bodies. Certaines proteines transient entre les GS et les P-Bodies afin de 
bien cdntroler le metabolisme des ARNm non-traduits. Lorsque le stress est aboli, les ARNm 
peuvent etre relaches afin d'etre traduits au niveau des polysomes. Adaptee de 
bric.postech.ac.kr/.../foreign_iv/kcib-18.html. 

1.4.3. Corps chromatoi'des 

Generalites: Les corps chromatoides (CBs) sont de grosses particules RNPs que Ton 

retrouve au niveau des cellules germinales, lors de la spermatogenese et des cellules souches 

somatiques totipotentes de vers planaires appelees les neoblastes, (Parvinen 2005, Yoshida-

Kashikawa et al. 2007). Le CB est aussi nomme nuage et germ plasm. Le CB est une 

particule presente dans le cytoplasme de toutes les cellules germinales au travers du regne 

animal (Eddy 1975, Saffman and Lasko 1999). Le CB joue un role dans la determination des 
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cellules germinales animales comme le font les granules polaires chez les insectes (Hegner 

1911) ou les germinal plasm chez les amphibiens (bounoure 1934). Le CB est aussi une 

particule dynamique. II est connu que le CB se deplace dans la cellule de facon parallele et 

perpendiculaire au noyau tout en s'approchant de celui-ci (Paniagua et al. 1986, Parvinen 

2005, Parvinen and Jokelainen 1974, Toppari and Parvinen 1985). L'actine est possiblement 

responsable de ce mouvement du CB (Aumuller and Seitz 1988, Walt and Armbruster 1984) 

avec l'aide de la voie Ca2+-AMPc dependante (Andonov and Chaldakov 1989, Andonov and 

Chaldakov 1991, Rouelle-Rossier et al. 1993) et du reseau de microtubule (Andonov 1990, 

Ventela et al. 2003). Egalement, il est bien etabli qu'il existe une association entre les CBs, 

les complexes des pores nucleaires et Penveloppe nucleaire (Fawcett et al. 1970, Parvinen and 

Parvinen 1979, Soderstrom and Parvinen 1976). Plusieurs hypotheses ont ete emises afin 

d'expliquer l'origine des CBs. Certaines etudes suggerent qu'ils originent du noyau ou des 

nucleoles (Comings and Okada 1972, Parvinen and Parvinen 1979, Soderstrom 1978, 

Soderstrom and Parvinen 1976, Sud 1961a) alors que d'autres croient que les CBs derivent du 

materiel intermitochondrial dense lors du stade tardif de pachytene, c'est-a-dire le stade de 

prophase et de la premiere meiose de la spermatogenese (Eddy 1970, Fawcett et al. 1970, 

Soderstrom 1978). 

Le CB et la spermatogenese : La formation du CB s'initie par la formation de petites 

particules denses aux electrons (0,5 um) distributes dans le cytoplasme des spermatocytes 

secondaires. Ces particules denses sont associees avec les mitochondries. Par la suite, ces 

particules se concentrent afin de former defmitivement le CB et celui-ci demeurera present 

jusqu'a la formation des spermatides en elongation (Russell and Frank 1978). Lors de la 

formation des spermatides allonges, le CB se dissocie en corps residuels (Breucker et al. 

1985), ce qui lui implique un role dans la regulation de la spermatogenese. En plus, il est bien 
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etabli qu'il y a une grande regulation de la transcription et la traduction au niveau des 

spermatides. Par exemple, lors des premiers stades des sprematides (stade 1-8), la synthese 

d'ARNm se fait activement, cependant apres le stade 8, la transcription est inhibee. II a ete 

demontre que le CB sequestre les ARNm nouvellement synthetises lors des premiers stades 

(1-8) et lorsque la synthese des ARNm est inhibee apres le stade 8, le CB disparatt. Ceci 

implique que le CB aurait une fonction au niveau de la regulation des phases tardives de la 

spermatogenese (Soderstrom and Parvinen 1976). De plus, la composition proteique du CB 

n'est pas statique, il existe un grand dynamisme au sein du CB. Par exemple, les CBs sont 

composes entre autres, de la large sous-unite ribosomique P1/P2 essentiellement dans les 

stades tardifs de la spermatogenese lorsque Pactivite nucleaire des spermatides commence a 

diminuer (Biggiogera et al. 1990). II y a aussi 1'ARNm de TP2 qui se localise dans le CB 

seulement au niveau du stade 7 des spermatides (Saunders et al. 1992). Les auteurs de ces 

dernieres etudes suggerent que le CB serait une source d'ARNm ou serait un lieu de 

maturation des precurseurs essentiels aux stades tardifs de la spermatogenese (Biggiogera et 

al. 1990, Moussa et al. 1994, Oko et al. 1996, Saunders et al. 1992). 

Le CB et les cellules souches totipotentes : Chez les neoblastes, il est bien etabli que les 

CBs diminuent en termes de grosseur et de quantite durant la cytodifferentiation et 

disparaissent au niveau des cellules completement differenciees lors de la regeneration 

cellulaire. Ceci suggere que le CB aurait un role au niveau du maintient du phenotype de 

cellules souches totipotentes ou pluripotentes (Parvinen 2005, Shibata et al. 1999) et au 

niveau de la determination et la differentiation cellulaire (Parvinen 2005, Sato et al. 2001, 

Shibata etal. 1999). 
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Figure 4 Schema de l'implication du corps chromato'ide dans la cytodifferentiation des 
neoblastes et des cellules germinales de vers planaires 

Le corps chromatoide se retrouve non seulement au niveau des cellules germinales chez les 
vers planaires mais aussi au niveau des cellules souches totipotentes appelees neoblastes. 
Ceux-ci ont la caracteristique d'etre pluripotentes et peuvent se differencier autant en cellules 
germinales qu'en cellules souches somatiques. Au niveau des cellules souches somatiques, le 
CB se retrouve non seulement au sein de ces cellules, mais aussi au niveau des cellules 
souches determinees et regeneratives. Cependant, lors de la differentiation des cellules 
souches determinees, le CB disparait. Adaptee de (Shibata et al. 1999). 

Le CB et la proteine MVH: Une des proteines essentielles pour la formation des CBs est la 

proteine VASA chez la drosophile et ses homologues. Ces proteines sont des DEAD Box 

ARN helicase (Hay et al. 1988, Lasko and Ashburner 1988, Liang et al. 1994). La proteine 

VASA est requise pour le transport cellule a oocyte de plusieurs ARNm critiques pour le bon 

developpement des oocytes (Styhler et al. 1998). De plus, la proteine VASA est aussi requise 

pour la traduction de plusieurs proteines essentielles pour l'oogenese. Elle serait done 

potentiellement impliquee dans le controle de la traduction (Carrera et al. 2000). Chez la 
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souris, son homologue est la proteine MVH qu'on retrouve seulement au niveau des cellules 

germinales du tube seminifere chez les adultes. MVH est une proteine cytoplasmique et se 

retrouve plus precisement au sein du CB chez les spermatides (Noce et al. 2001, Toyooka et 

al. 2000). La proteine MVH est essentielle pour une reproduction efficace et plus 

particulierement essentielle a la spermatogenese (Tanaka et al. 2000). II a ete demontre que 

MVH interagit avec la proteine RanBMP, proteine impliquee dans la nucleation des 

microtubules. RanBMP est exprimee au niveau de Pepithelium seminifere plus 

specifiquement dan les spermatocytes matures. Le complexe proteique MVH-RanBMP se 

retrouve au niveau des complexes perinucleaires ARNs-proteines et des CBs. Cette 

interaction implique qu'il existe une association fonctionnelle entre la regulation de la 

traduction et la nucleation des microtubules (Shibata et al. 2004). 

Composition des CBs : Les premieres etudes histochimiques suggerent la presence d'ARN 

(Eddy 1970, Sud 1961a, Sud 1961b) et de ribonucleoproteines (Paniagua et al. 1985) au sein 

du corps chromatoides des spermatides. De plus, la presence de proteines basiques riches en 

arginines et en polysaccharides au sein du CB a ete confirmee (Daoust and Clermont 1955, 

Krimer and Esponda 1980). Beaucoup d'etudes demontrent la presence de d'autres types 

d'ARN que les ARNm (Kotaja et al. 2006a, Saunders et al. 1992) au sein du CB, par exemple, 

l'ARNr 5S (Figueroa and Burzio 1998) et le petit ARN nucleaire Ul (Moussa et al. 1994), 

mais l'ARNr 28S et 18S, les ARNt (Figueroa and Burzio 1998) et l'ADN (Biggiogera et al. 

1990) sont absents du CB. De plus, comme les P-bodies, les CBs sont composes de mi-ARNs 

(Kotaja et al. 2006a, Kotaja and Sassone-Corsi 2007) et des proteines qui leurs sont associees 

comme les proteines de la famille des Argonautes (Kotaja et al. 2006a, Kotaja and Sassone-

Corsi 2007) et de la proteine GW182 (Kotaja et al. 2006a, Kotaja and Sassone-Corsi 2007) 

qui ont un role dans la repression et la degradation des ARNm. Contrairement aux P-Bodies, 
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les CBs sont aussi composes de la proteine Dicer, impliquee dans la biosynthese des micro-

ARNs (Kotaja et al. 2006a, Kotaja and Sassone-Corsi 2007). Done, les CBs auraient non 

seulement un role dans la regulation de la traduction et la degradation des ARNm, mais aussi 

probablement au niveau de la biogenese des mi-ARNs. Les CBs sont composes, comme les 

P-Bodies, de proteines responsable de la degradation 5'—»3' des ARNm comme les proteines 

XRN1, Dcpla et les proteines LSm (Bilinski et al. 2004, Kotaja et al. 2006a, Kotaja and 

Sassone-Corsi 2007, Moussa et al. 1994). Comme mentionnee precedemment, le CB est 

compose du petit ARN Ul qui se retrouve associe a son complexe proteique LSm. Ces 

complexes snRNP sont impliques dans Pepissage alternatif des ARNm (Biggiogera et al. 

1990, Kotaja and Sassone-Corsi 2007, Moussa et al. 1994). Le CB jouerait un role dans le 

metabolisme des snARN U et/ou au niveau de Pepissage alternatif de certains transcrits. De 

plus, les CBs, tout comme les P-Bodies, sont composes de DEAD box ARN helicases qui sont 

MVH pour le CB et DDX6 pour les P-Bodies et les GS. Ces proteines regulent le 

metabolisme des ARNm. Contrairement aux P-Bodies, aucune evidence ne nous demontre 

que les CBs aurait un role dans la degradation des ARN non-sens puisqu'on ne retrouve 

aucune proteine associee a cette voie de degradation. Plusieurs autres proteines constituent le 

CB, par exemple, la proteine KIF17b responsable du transport de diverses proteines et ARNs 

composant le CB. KIF17b est une proteine motrice des microtubules transitant entre le noyau 

et le cytoplasme (Kotaja et al. 2006b, Kotaja and Sassone-Corsi 2007). 

Le CB et I 'agresome proteique : II est bien etabli que le CB possede des caracteristiques 

morphologiques similaires aux agresomes proteiques. Par exemple, les CB sont localises au 

niveau du centrosome, aussi appele le centre organisationnel des microtubules (MTOC), ils 

sont entoures d'une cage de vimentine, induisent la co-agregation des mitochondries et leur 

formation depend d'un reseau de microtubules intact. En plus, on retrouve au sein des CB des 
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proteines ubiquitinylees, des proteines chaperonnes comme Hsp70 et des proteines du 

proteasome. Certains auteurs proposent que le CB serait en fait un agresome RNP implique 

dans la regulation du metabolisme des proteines et des ARNs (Haraguchi et al. 2005). En 

recapitulatif, les etudes suggerent plusieurs roles aux CBs dont la regulation du metabolisme 

des ARNm, des mi-ARN et des proteines. 

1.5. Problematique et hypotheses de recherche 

1.5.1. Enonce de la problematique 

Precedemment, nous avons montre que 1'agresome de PrP est en fait une particule poly(A+) 

RNP induisant une reponse au stress inadequate. Plusieurs particules RNP sont connues 

comme ayant une implication dans la reponse au stress cellulaire comme les GS et les P-

Bodies. Les GS et les P-bodies sont des particules tres differentes tant au niveau de leur 

composition que de leur role. Cependant quelques proteines sont connues pour transiter entre 

les P-bodies et les GS, ce qui suggere qu'il existe une relation entre ceux-ci. Nous avons 

montre que cette particule RNP-PrP inhibe la formation des GS sans sequestrer les proteines 

necessaires a leur formation dont TIA-1, TIAR, Hur et G3BP et inhibe aussi 1'induction de 

l'expression de Hsp70. Nous avons aussi montre que RNP-PrP peut activer la kinase de stress 

PKR et inhiber ainsi la traduction de la majorite des ARNm. II existe une autre particule RNP 

qui est tres similaire aux P-bodies qui est appelee les CBs. Ces deux particules ont une 

composition et des roles similaires. Les deux entites sont constitutes de proteines impliquees 

dans la voie des mi-ARN, dans la degradation 5'—>3' des ARNm et dans la repression de la 

traduction des ARNm. Cependant, il y a quelques differences entre les deux particules. Par 

exemple, dans les CBs, nous retrouvons la proteine Dicer impliquee dans la biogenese des mi-

ARN et des proteines specifiques a la spermatogenese comme la proteine MVH. De plus, les 

CBs sont composes de plusieurs types d'ARN comme l'ARNr 5S et l'ARNsn Ul qui lui sont 
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specifiques et suggere que les CBs aient un role dans la maturation des ARNs. Done, ces 

particules RNP cellulaires possedent toutes des roles physiologiques specifiques mais aucune 

particule RNP pathologique n'est connue. 

1.5.2. Hypotheses et buts 

Nous avons voulu approfondir la caracterisation de cette nouvelle particule RNP induite par 

PrP. Nous avons emis l'hypothese que Pagregation des proteines et des ARNs poly(A+) 

etaient interdependantes et que cette particule induite par PrP possederait des similarites avec 

les CBs puisque les deux particules se retrouvent au niveau du centrosome. Nos buts sont de 

determiner si 1) les deux phenomenes d'agregation sont interdependants, 2) les acides amines 

impliques dans Pagregation des ARN poly(A+), et 3) si la particule RNP induite par PrP 

possede des similarites avec le CB tant au niveau composition proteique et ARN qu'au niveau 

cellulaire. De plus, nous avons emis l'hypothese que cette particule induite par PrP pourrait 

avoir un role physiologique et/ou pathologique. 

2. Resultats : 

2.1. Avant propos: 

Le manuscrit inclus dans ce memoire est intitule : A large ribonucleoprotein particle 

induced by cytoplasmic PrP shares striking similarities with the chromatoid body, an 

RNA granule predicted to function in posttranscriptional gene regulation. II a ete publie 

le 30 octobre dans le journal Biochimica Biophysica Acta-Molecular Cell Research. J'ai 

contribue significativement a la redaction de Particle et effectue toutes les corrections 

demandees. Le manuscrit comporte neuf figures, six dont je suis Punique auteur et j'ai aussi 

contribue aux trois autres figures. 
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2.2. Article : A large ribonucleoprotein particle induced by cytoplasmic PrP shares 

striking similarities with the chromatoid body, an RNA granule predicted to 

function in posttranscriptional gene regulation 

Simon Beaudoin, Benoit Vanderperre, Catherine Grenier 

Isabelle Tremblay, Frederic Leduc, Xavier Roucou 

Departement de biochimie, Faculte de medecine et des sciences de la sante, 

Universite de Sherbrooke, 3001 12e Avenue Nord, Sherbrooke, Qc, Jlh 5N4, Canada 

L'article a ete publie dans Biochimica et Biophysica Acta-Molecular Cell Research 

Le 30 octobre 2008 
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Abstract 

The observation that PrP is present in the cytosol of some neurons and non-neuronal cells and 

that the N-terminal signal peptide is slightly inefficient has brought speculations concerning a 

possible function of the protein in the cytosol. Here, we show that cells expressing a cytosolic 

form of PrP termed cyPrP display a large juxtanuclear cytoplasmic RNA organelle. Although 

cyPrP spontaneously forms aggresomes, we used several mutants to demonstrate that the 

assembly of this RNA organelle is independent from cyPrP aggregation. Components of the 

organelle fall into three classes: mRNAs; proteins, including the RNAselll family polymerase 

Dicer, the decapping enzyme Dcpla, the DEAD-box RNA helicase DDX6, and the small 

nuclear ribonucleoprotein-associated proteins SmB/B'/N; and non-coding RNAs, including 

rRNA 5S, tRNAs, Ul small nuclear RNA, and microRNAs. This composition is similar to 

RNA granules or chromatoid bodies from germ cells, or planarian stem cells and neurons, 

which are large ribonucleoprotein complexes predicted to function in RNA processing and 

posttranscriptional gene regulation. The domain of PrP encompassing residues 30 to 49 is 

essential for the formation of the RNA particle. Our findings confirm the intriguing relation 

between PrP and RNA in cells, and underscore an unexpected function for cytosolic PrP: 

assembling a large RNA processing center which we have termed PrP-RNP for PrP-induced 

RiboNucleoprotein Particle. 
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Introduction 

Prion diseases are a group of transmissible neurodegenerative disorders including 

Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) and Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrome (GSS) in 

humans, scrapie in sheep and goat, bovine spongiform encephalopathy (BSE) in cattle and 

chronic wasting disease (CWD) in deer. A common hallmark of prion diseases is the 

conversion of the cellular prion protein PrPc into PrPSc, a misfolded and proteinase K (PK)-

resistant isoform, which is the main component of infectious prions [1-3]. 

PrPc is primarily a plasma membrane GPI-anchored glycoprotein localized in specialized 

domains known as lipid rafts [4]. However, besides the major membrane-bound form, PrPc 

may also be found in transmembrane forms {5, 6]. One form, termed CtmPrP, has the COOH-

terminus in the ER lumen and the NH2-terminus in the cytosol. The other transmembrane 

form, termed NtmPrP, has the opposite orientation. Both transmembrane forms appear to span 

the membrane at the same hydrophobic domain comprised between residues 110 and 135 [7]. 

Interestingly, progressive neurodegeneration both in GSS syndrome patients with an A117V 

mutation and in transgenic mice carrying a triple mutation within the hydrophobic domain has 

been shown to coincide with increased synthesis of CtmPrP [7, 8]. 

The presence of PrPc was also detected in the cytoplasm of different cell types in 

physiological conditions. PrPc is present in the cytosol in subpopulations of neurons in the 

hippocampus, neocortex, and thalamus of mice [9]. PrPc is abundantly expressed in the 

cytoplasm of beta-pancreatic cells from rats ant its levels increase in response to 

hyperglycemia or during normal aging [10]. Hypoxia induces the expression of a GPI-

anchorless splice variant of PrP located in the cytosol of a human glioblastoma cell line [11]. 

This cytosolic variant is also detected in human brains and in non-neuronal tissues [11]. 

Finally, PrPc is also associated with the sperm cytoplasmic droplets [12]. All together, these 

results point to a possible role of PrP in the cytoplasm. This hypothesis is supported by the 
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observation that about 20% of PrP never translocates into the ER due to a particularly 

inefficient ER translocation signal [13]. 

Based on previous studies, a cytosolic population of PrP would seem disadvantageous 

since expression of a recombinant PrP without an ER translocation signal is toxic in 

transgenic animals [14]. This form of PrP is termed cyPrP for clarity purposes. The toxicity of 

cyPrP in cultured cells is controversial with studies arguing in favour of a noxious function 

[13-15], and others against [16-18]. Furthermore, only cerebellar cells appeared to be affected 

in transgenic mice expressing cyPrP [14], suggesting that toxicity may be cell-type dependent. 

Recently, we have shown that cells expressing cyPrP spontaneously form PrP aggresomes 

[19]. Aggresomes are perinuclear organelles where aggregated proteins are centralised. In 

contrast to other proteins forming aggresomes in cultured cells, PrP aggresomes specifically 

induce the co-aggregation of mRNAs [20]. Pull down assays using oligo-dT cellulose showed 

that cyPrP co-purifies with mRNA, indicating that PrP aggresomes are mRNA 

ribonucleoprotein complexes. In the present study, we have investigated further the 

relationship between cyPrP and RNA. In addition to mRNA, cyPrP induced the aggregation 

of various RNA molecules, including Ul small nuclear RNA, 5S ribosomal RNA, and tRNA. 

In contrast, the distribution of 18S and 28S rRNAs was unchanged. We mapped the RNA 

aggregation determinant in the N-terminal unstructured domain of PrP. A C-terminal 

truncated mutant of cyPrP containing the unstructured region of PrP (residues 23-124) and 

unable to form aggresomes still induced the assembly of a perinuclear RNA organelle. This 

RNA organelle shares all characteristics of protein aggresomes, including the assembly of a 

cage of vimentin surrounding the organelle, its localisation at the centrosome, and the 

clustering of mitochondria within the organelle. We used several protein and micro-RNA 

markers to demonstrate that this RNA organelle is similar to chromatoid bodies from germ-

cells, and planarians stem cells and neurons. For clarity purposes, this RNA organelle is 
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termed PrP-RNP for PrP-induced RiboNucleoprotein Particle. These results reveal a possible 

function for PrP in the cytoplasm: assembling a specific RNA platform for the storing and 

processing of RNA. 

Experimental Procedures 

Antibodies, clones, and reagents- Primary antibodies used were monoclonal anti-Dicer 

(Abeam, clone 13D6), anti-DDX6 (Abeam, polyclonal 40684), anti-Dcpla (Abnova, clone 

3G4), anti-SmB/B'/N (SantaCruz, polyclonal FL-240), and anti-vimentin (Abeam, clone VI-

10 or polyclonal 45939). Monoclonal antibody 414 which recognizes five FG-repeat 

nucleoporins (nup358, nup214/CAN, nupl53, nup98, and p62), was purchased from Abeam. 

Monoclonal SAF32 was purchased from Cayman. Anti-VASA/MVH antibody was a kind gift 

from Dr Kimmins (McGill University, Montreal, Canada). Secondary antibodies were alexa 

Fluor 633 or 568 F(ab')2 fragment of goat anti-mouse IgG (Invitrogen). 

Cloning of CyPrPEGFP, CyPrPEGFP124stop, and CyPrPEGFP 124-230 in pCEP4p (Invitrogen) 

was described previously [19]. CyPrP50-230 was amplified by PCR using forward 5'-

cctctcgagctccacctcagggcggtg-3' and reverse 5'-cgcggatcctcacgatcctctctggtaataggcctg-3' 

primers. The PCR product was introduced in the Hindlll and BamHI restriction sites of 

EGFP-pCEP4p [19], to generate CyPrPEGFP50-230. CyPrPEGFP33-230 was amplified from 

CyPrPEGFP by PCR using forward 5'-cccaagcttatgaacactgggggcagccgatac-3' and reverse 5'-

cgcggatcctcacgatcctctctggtaataggcctg-3' primers. The PCR product was introduced in the 

Hindlll and BamHI restriction sites of pCEP4p. CyPrPEGFPA30-49 was generated from 

CyPrPEGFP by using the Stratagene Quick Change mutagenesis protocol and the two primers 

5'-cgcccgaagcctggaggatggggcaaccgctacccacctcagggc-3' and 5'-

gccctgaggtgggtagcggttgccccatcctccaggcttcgggcg-3'. Primers were purchased from IDT. All 

constructs were sequenced in both orientations. 
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All reagents were obtained from Sigma-Aldrich, unless otherwise stated. 

Cell culture, transfections, squash preparations - Mouse N2a neuroblastoma were maintained 

in Dulbecco's modified Eagle's medium plus 10% fetal bovine serum (Wisent). Transfections 

were carried out using Exgen according to the manufacturer's protocol (MBI Fermentas). 

Testes of adult wild-type C57BL/6 mice were decapsulated in PBS and squash preparations of 

seminiferous tubules were done as described in [21]. 

Immunoprecipitation and western blotting - Cells (106 in 6-well plates) were rinsed twice 

with 2 ml cold PBS, and lysed with 200 \x\ buffer A [50 mM Tris-HCl, pH 7.5; 150 mM KC1; 

1% NP-40; 1 mM EDTA; 0.5 mM DTT; 1 mini EDTA-free protease inhibitor tablet (Roche) 

per 10 ml] for 15 min on ice. The lysate was centrifuged at 10,000 x g for 10 min at 4°C. 

Twenty p.1 were kept aside (total input), and the remaining 180 JLXI were processed for 

immunoprecipitation. Protein A/G-PLUS-agarose beads (SantaCruz) were mixed for 2 hr with 

10 u.1 of anti-vimentin or control isotype antibodies. The antibody-bead mix was then washed 

with buffer NT2 (50 mM Tris [pH 7.4]; 150 mM NaCl; 1 mM MgC12; 0.05% Nonindet P-40). 

Immunoprecipitation was carried out for 12 hr at 4°C. The beads were then washed three 

times with 1 ml of buffer NT2, and the bound proteins eluted by incubating for 5 min at 95 °C 

in SDS-PAGE sample buffer [0.5% SDS (w/v), 1.25% 2-P-mercaptoethanol (v/v), 4% 

glycerol (v/v), 0.01% bromphenol blue (w/v), 15 mM Tris-HCl, pH 6.8]. Proteins were 

detected by western blot using anti-Dicer (1/100), anti-DDX6 (1/1000), anti-Dcpla (1/500), 

and anti-SmB/B'/N (1/200) antibodies. 

Immunofluorescence, Fluorescence in situ hybridization - Cells grown on coverslips were 

fixed and processed for immunofluorescence as previously described [19]. Primary antibodies 

dilutions were as followed: Dcpl (1/100), DDX6 (1/100), Dicer (1/100), SmB/B'/N (1/50), 

VASA/MVH (1/200). Secondary antibodies were diluted 1/1000. 
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For in situ staining, permeabilized cells were incubated 10 min with 2 x SSC, and hybridized 

with 1 nM of an end-labeled biotinylated probes overnight at 10°C below the Tm in the 

hybridization mixture (2 x SSC, lmg/ml yeast tRNA, 10% dextran sulphate, 25% 

formamide). Probes were specific for mRNAs (oligo-dT20),Ul (5'-

aaaaccaccttcgtgatcatggtatctcccc-3'), 5S rRNA (5'-tattcccaggcggtctcccatccaagtactaac-3'), 18S 

rRNA (5'-atatacgctattggagctggaattacc-3'), 28S rRNA (5'-agtgggtgaacaatccaacgcttgg-3'), let-

7a (5'-aactatacaacctactacctca-3'), miR21 (5'-tcaacatcagtctgataagcta-3'), miR122a (5'-

caaacaccattgtcacactcca-3'), and tRNA-Leu-CAG (5'-aagtccagcgtcagagggga-3'). tRNA-Leu-

CAG was chosen because it is the most abundant in cells. All of the probes were purchased 

from IDT. After washing twice with 2 x SSC and once with 0.5 x SSC, cells were 

equilibrated in 1 x PBS containing 1 mg/ml BSA. Cells were incubated with 2 ug/ml Alexa 

Fluor 633-labeled strepavidin (Molecular Probes) in 1 x PBS containing 1 mg/ml BSA. After 

a 1 h incubation, cells were washed and mounted as previously described [10]. 

In the in situ staining protocol of squash preparations, the hybridization mixture contained 

0.2mg/ml BSA. 

Microscopy - For epifluorescence analysis, cells were examined with an Eclipse TE2000-E 

visible/epifluorescence inverted microscope (Nikon Corporation, Japan) equipped with band 

pass filters for fluorescence of Hoechst (Ex. D340/40: Em. D420), GFP (Ex. D450/40: Em. 

D500/50) and tetramethylrhodamine isothiocyanate (TRITC) (Ex. D528/25 : Em. D590/60) 

(Nikon Corporation). Photomicrographs of 1344 x 1024 pixels were captured using either 60x 

or lOOx oil immersion objectives and Orca cooled color digital camera (Hamamatsu 

Photonics, Japan). Images were processed using NIS Elements AR software (Nikon 

Corporation). Within the same figure, all pictures were taken with the same exposure time. 

For confocal analysis, cells were examined with a scanning confocal microscope (FV1000, 

Olympus, Tokyo, Japan) coupled to an inverted microscope with a 63x oil immersion 
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objective (Olympus). Specimens were laser-excited at 488 nm (40 mW Argon laser) and 633 

nm (Helium-Neon laser). In order to avoid cross-talk between the emitted EGFP and Alexa 

Fluor 633 fluorescences were collected sequentially at wavelengths 525-550 and >590 nm 

respectively. Serial horizontal optical sections of 512x512 pixels with 2 times line averaging 

were taken at 0.11 urn intervals through the entire thickness of the cell (optical resolution: 

lateral - 0.18 um; axial - 0.25 urn). Images were acquired during the same day, typically from 

5 cells of similar size from each experimental condition using identical settings of the 

instrument. For illustration purposes images were pseudocolored according to their original 

fluorochromes, merged (FluoView software, Olympus), then cropped and assembled (Adobe 

Photoshop software, Adobe Systems, Mountain View, CA). 

Results 

Co-aggregation ofSS, Ul, tRNA but not 18S and 28S with PrP aggresomes 

The observation that mRNAs aggregate with PrP aggresomes prompted us to investigate the 

specificity of this co-aggregation [20]. We performed fluorescence in situ hybridization 

(FISH) using probes specific for various RNA molecules, including ribosomal 5S, 18S, and 

28S RNAs, the small nuclear Ul RNA, and tRNAs. Fluorescent PrP aggresomes were 

reconstituted by expressing cyPrPEGFP in murine neuroblastoma N2a cells [19, 20]. The 

analysis on N2a cells expressing cyPrPEGFP revealed a concentration of mRNA, 5S, Ul, and 

tRNA with PrP aggresomes (Fig 1A-D). In contrast, 18S and 28S rRNAs did not co-aggregate 

with PrP aggresomes, but remained diffuse in the cytoplasm and the nucleoli (Fig. 1E-F). 

Previously, we showed that aggregation of mRNAs was specific to PrP aggresomes since the 

aggresome-forming protein GFP-250 used as a model to study the dynamics of protein 

aggresomes did not display any mRNA clustering activity [20] (Fig. 1A). Similarly, 

aggregation of 5S, Ul, and tRNA was specific to PrP aggresomes since GFP-250 did not 
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modify their intracellular distribution (Fig 1B-D). As expected, the formation of GFP-250 

aggresomes did not alter the distribution of 18S and 28S rRNAs (Fig. 1E-F). These results 

indicate that several but not all RNA molecules co-aggregate specifically with PrP 

aggresomes. 

Cytosolic PrP can induce the aggregation of RNA independently of the formation of 

aggresomes 

CyPrPE FP co-purifies with mRNAs in oligo-dT cellulose pull down assays, strongly 

suggesting that PrP aggresomes are in fact poly(A)+ ribonucleoprotein complexes [20]. This 

hypothesis predicts that aggregation of cyPrPBGFP should be essential for the assembly of 

ribonucleoprotein complexes. In order to address this issue, we used a mutant unable to form 

aggresomes, cyPrPEGFP124stop [19]. This mutant contains the unstructured N-terminus of PrP 

(residues 23-124). Strikingly, mRNAs still assembled in a large juxtanuclear organelle in cells 

expressing cyPrPEGFP 124stop (Fig 1A). This observation was confirmed with probes specific 

to 5S, Ul, and tRNAs (Fig B-D). Similar to cyPrPEGFP, 18S and 28S rRNAs did not aggregate 

in cells expressing cyPrPEGFP124stop (Fig. 1E-F). 

In additional experiments, we expressed CyPrPEGFP 124-230, a protein construct representing 

the C-terminal structured domain of PrP which forms aggresomes [19]. As expected, cells 

expressing cyPrP 124-230 assembled aggresomes; however, cyPrP 124-230 

aggresomes did not modify the distribution of RNAs (Fig. 1). Thus, aggregation of mRNAs, 

5S rRNA and Ul snRNA is independent from the aggregation of cyPrP. In addition, residues 

responsible for the formation of this RNA organelle lie in the N-terminal domain of cyPrP. 

Since the aggregation of cyPrP is not essential for the assembly of the RNA organelle and that 

this organelle also contains proteins (below), we termed this organelle PrP-induced 

ribonucleoprotein particle or PrP-RNP. Several deletion mutants containing the C-terminal 
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domain and thus capable of forming protein aggresomes were engineered to precisely map the 

domain of PrP in the N-terminal region that signals the formation of PrP-RNPs (Fig 2). PrP-

RNPs were not formed in cells expressing CyPrPEGFP50-230 but assembled in cells expressing 

CyPrPEGFP33-230, indicating that the aggregation determinant of PrP-RNPs was located 

between residues 33 and 50. This was confirmed by expressing CyPrPEGFPA30-49, a deletion 

mutant missing a domain located between residues 30 to 49. This mutant was not able to 

induce the formation of PrP-RNP (Fig 2). 

PrP-RNPs share structural and functional criterions similar to protein aggresomes 

PrP-RNPs, like protein aggresomes, assemble in a juxtanuclear area. One possibility to 

explain this observation would be that these RNA organelles are in fact RNA-containing 

aggresomes. To test this hypothesis, we examined four main features of protein aggresomes in 

cells expressing cyPrPEGFP124stop; localization of PrP-RNPs around the microtubule 

organising center or centrosome, assembly of a cage of vimentin around PrP-RNPs, clustering 

of mitochondria, and the requirement for an intact microtubule network for their assembly 

[22]. As shown in figures 3A and 3B, PrP-RNPs also localized around y-tubulin, a component 

of the centrosome, and were surrounded by a cage composed of vimentin protein. 

Furthermore, a major rearrangement of the mitochondrial network occurred in cells 

expressing cyPrPEGFP124stop. Mitochondria, which are normally distributed throughout the 

cytoplasm were clustered around PrP-RNPs, leaving no detectable mitochondria in other 

regions of the cytoplasm (Fig 3C). We also tested the effect of the microtubule-

depolymerising agent nocodazole. Nocodazole completely prevented the formation of PrP-

RNPs (Fig. 3D). Thus, besides cytological criterions examined above, PrP-RNPs also share 

functional features with protein aggresomes. 
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PrP-RNPs and RNA granules from germ cells or planarian stem cells and neurons share 

similar components 

To our knowledge, the only known cytoplasmic bulky RNA particle described in the 

literature are large, nonmembranous, RNA-rich organelles typically found around the nuclei 

of germ cells, planarian stem cells and neurons [23, 24]. Germ granules are also known under 

the name of chromatoid bodies [25]. Similar to PrP-RNPs, chromatoid bodies contain 

mRNAs, 5S rRNA and Ul snRNPs [26, 27]. They also display aggresomal characteristics, 

including a cage of vimentin surrounding the RNA granule [28]. mRNA is the only RNA 

molecule that has been detected by FISH in chromatoid bodies; the presence of 5S was 

detected by electrophoretic analysis of RNA extracted from chromatoid bodies, and the 

presence of 18S and 28S was not sought [26]. Furthermore, the presence of Ul was indirectly 

detected using anti-Ul snRNP antibodies [27]. In order to compare the RNA composition of 

PrP-RNPs and chromatoid bodies, we performed FISH experiments on squash preparations of 

mouse seminiferous tubules. The ATP-dependent DEAD-box RNA helicase VASA/MVH 

was used as a specific marker for the chromatoid body [29, 30]. The chromatoid body was 

labelled with poly(A+), 5S and Ul probes (Fig. 4A-C). In contrast, there was no concentration 

of 18S and 28S rRNAs in the chromatoid body (Fig. 4D-E). Interestingly, tRNAs were also 

concentrated in chromatoid bodies although some tRNA remained distributed throughout the 

cytoplasm (Fig 4F). 

These data motivated us to further analyze a possible relationship between chromatoid 

bodies and PrP-RNPs. Recently, several miRNAs were shown to concentrate in chromatoid 

bodies, including miR-122a, miR-21, and let-7a [30]. The distribution of these miRNAs was 

determined by FISH using specific oligonucleotide probes in cells expressing cyPrPEGFP and 

cyPrPEGFP124stop. In agreement with previous studies, miRNAs were mostly located 

throughout the cytoplasm in control untransfected cells (Fig. 5) [31, 32]. The analysis on cells 
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expressing cyPrPEGFP revealed a high concentration of miR-122a, miR-21, and let-7a within 

PrP-RNPs. miRNAs also concentrated in a juxtanuclear area in cells expressing 

cyPrPEGFP124stop(Fig. 5). 

Chromatoid bodies are also characterized by the accumulation of a specific set of 

proteins [25]. Here, four different protein markers were investigated in cells expressing 

cyPrPEGFP124stop. Similar results were obtained in cells expressing cyPrPEGFP (not shown). 

First, the mRNAs decapping Dcpla enzyme is a component of RNA processing bodies or P-

bodies and has normally a granular cytoplasmic localization [33]. Interestingly, Dcpla 

concentrates in chromatoid bodies, indicating a functional analogy with P-bodies [30]. The 

granular distribution of Dcpla was confirmed in mock-transfected cells (Fig. 6A). In sharp 

contrast, Dcpla concentrates in PrP-RNPs (Fig. 6B). Second, the DEAD box-family RNA 

helicase VASA/MVH is a classical marker of chromatoid bodies [29, 30]. VASA/MVH is 

specific to germinal cells and could not be detected in N2a cells (not shown). We determined 

if DDX6, a more ubiquitous DEAD box RNA helicase generally present in messenger 

ribonucleoprotein particles including P-bodies and stress granules could concentrate in PrP-

RNPs [34, 35]. Indeed, DDX6 accumulated in PrP-RNPs in cells expressing 

cyPrPEGFP124stop (Fig. 6C-D). Third, Dicer, a double-stranded RNAselll essential for RNA 

interference and the biogenesis of miRNAs was recently detected in chromatoid bodies [30]. 

It was suggested that chromatoid bodies may participate in the posttranscriptional control of 

gene expression through the small RNAs pathway [30]. Remarkably, we also found Dicer 

associated with PrP-RNPs (Fig. 6E-F). Finally, Sm proteins are essential core components of 

small nuclear ribonucleoprotein particles present in the spliceosome. Sm proteins are central 

to RNA metabolism, and are involved in diverse processes such as pre-mRNA splicing and 

telomere formation. Sm proteins also localize to the chromatoid body [27, 36]. Using an 
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antibody recognizing the three Sm proteins B/B'/N, Sm proteins were also detected in PrP-

RNPs (Fig. 6G-H). 

In a control experiment, we verified that the concentration of proteins in PrP-RNPs is not a 

general phenomenon. Previously, we have shown that ribosomal protein S6 did not co-

aggregate with mRNA in cyPrPEGFP aggresomes [20]. Ribosomal protein S6 does not coalesce 

in PrP-RNPs either but remains distributed throughout the cytoplasm (Fig. 6I-J). 

PrP-RNPs and nuclear pore complexes 

One important feature of chromatoid bodies is their frequent contacts with nuclear pore 

complexes [37]. In some instances, material continuities between intranuclear dense particles 

and chromatoid bodies are revealed by electron microscopy. In order to verify the relationship 

between nuclear pore complexes and PrP-RNPs, nuclear pores were immunostained using 

antibodies against FXFG repeat nucleoporins, which are positioned throughout the pore 

complexes. Indirect immunofluorescence images combined with FISH with an oligo-dT probe 

confirmed the proximity between PrP-RNPs and the nuclear envelope in cells expressing 

cyPrP or cyPrP 124stop (Fig 7A). Furthermore, similar to chromatoid bodies, some 

FXFG repeat nucleoporins were also present in PrP-RNPs (Fig 7A). 

An important characteristic of the chromatoid body is its movements along and perpendicular 

to the nuclear envelope [37]. PrP-RNPs were mainly detected close to the nuclear pore 

complexes, but were also detected at a variable distance from the nuclear envelope (compare 

Fig 7A and 7B). 

Association between vimentin and protein components of PrP-RNPs 

To biochemically confirm the assembly of PrP-RNPs, we attempted to affinity-purify protein 

components of this organelle using vimentin antibody-coated protein A/G sepharose beads. 
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Immunoprecipitates from cells expressing cyPrP or cyPrP 124stop contained Dcpla, 

DDX6, Dicer, and Sm (Fig 8, lanes 6, 10). In contrast, these proteins did not purify with anti-

vimentin antibodies in mock-transfected cells, confirming the specificity of this association in 

cells with PrP-RNPs (Fig 8, lane 3). We consistently observed some association between 

vimentin and Dcpla. However, this association was largely increased in cells expressing 

cyPrPEGFP or cyPrPEG p124stop (Fig 8). Isotype control antibody did not immunoprecipitate 

Dcpla, DDX6, Dicer, and SmB/B'/N, again confirming the specificity of this interaction (Fig 

8, lanes 5, 8). Furthermore, anti-vimentin antibodies did not purify Dcpla, DDX6, Dicer, and 

SmB/B'/N in cells expressing CyPrPEGFP 124-230 (lanes 11-13), or GFP-250 (14-16). 

PrP is detected in the cytoplasm of mouse germ cells displaying a chromatoid body 

Chromatoid bodies are absent in spermatocytes before the second meiosis of spermatogenesis, 

and are visible in round spermatids during the haploid phase of spermatogenesis [37]. They 

disappear with the residual body during late spermatogenesis. In order to test the hypothesis 

that endogenous PrP may be present in the cytoplasm of round spermatids, we analyzed the 

distribution of PrP in germ cells before the second meiosis and during the haploid phase in 

squash preparations of mouse seminiferous tubules (Fig 9). PrP is mainly located at the 

plasma membrane in spermatocytes (Fig 9A). In contrast, PrP has a cytoplasmic distribution 

in round spermatids containing a chromatoid body (Fig. 9B). 

Discussion 

The presence of PrP in the cytosol has been detected in a subpopulation of neurons and in 

beta-pancreatic cells [9, 10]. A recent study described a new GPI-anchorless splice variant of 

the prion protein in human brain and non-neuronal tissues [11]. Interestingly, this variant is 

located in the cytosol and its levels increase in hypoxic conditions in a human glioblastoma 
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cell line. Altogether, these results point to a possible function of PrP in the cytoplasm. Yet, 

whether PrP has a specific function in this location and what this function might be has 

remained elusive. Our findings support a scenario where cyPrP induces the assembly of an 

RNA processing center similar to RNA granules termed chromatoid bodies. 

cyPrP induces the assembly of a large ribonucleoprotein particle termed PrP-RNP 

An important result of this study is the observation that cyPrP induces the formation of an 

RNA organelle termed PrP-RNP. We have also observed PrP-RNPs in several neuronal and 

non-neuronal cells from murine and human origin. In this manuscript, only results obtained in 

N2a cells are shown for clarity reasons. The composition of PrP-RNPs is not specific to one 

class of RNA but includes several types of RNA molecules. These results seem to be in 

accordance with previous in vitro studies describing the nucleic-acid binding activity of 

recombinant PrP [40]. If co-aggregation of cyPrP and RNA is a consequence of a direct 

interaction between these two macromolecules, a strict correlation should be expected 

between cyPrP aggregation and the assembly of PrP-RNPs. Hence, aggregation of cyPrP 

should be essential for the assembly of PrP-RNPs. However, expression of several deletion 

mutants demonstrates that aggregation of cyPrP and RNA can be uncoupled. Similar to PrP 

aggresomes, PrP-RNPs induced by a cyPrP mutant unable to aggregate deposit at the 

centrosome, are surrounded by a cage of vimentin, and their assembly is dependent on a 

functional microtubule network. Thus, cyPrP and PrP-RNPs co-aggregate for the reason that 

they utilize the same aggresomal pathway. 

These results are significant in terms of the molecular activity of cyPrP. They show that in the 

cytosol, PrP activates an aggresomal pathway responsible for the biogenesis of PrP-RNPs. 

This activity is independent from cyPrP aggregation and therefore, does not require a direct 

contact between cyPrP and RNA in the PrP-RNP. However, the possibility that an interaction 
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between cyPrP and a specific RNA molecule may be responsible for the induction of PrP-

RNPs cannot be ruled out. In favour of this hypothesis, the domain involved in the assembly 

of PrP-RNPs is located between residues 30 to 50; interestingly, this domain also binds RNA 

in vitro [41]. 

PrP-RNPs are similar to chromatoid bodies 

Although several types of RNAs concentrate in PrP-RNPs, the observation that cyPrP does 

not modify the distribution of 18S and 28S rRNAs indicates some specificity and regulation 

in the mechanism of assembly of PrP-RNPs. Several lines of evidence suggest that PrP-RNPs 

are similar to previously described RNA granules also known as chromatoid bodies from 

germ cells, or from planarian stem cells and neurons [25, 36]. First, both organelles 

concentrate identical RNA molecules. We used FISH to confirm the presence of mRNA, 

snUlRNA, 5S rRNA, and several miRNAs in spermatid cells and in PrP-RNPs. We could 

also detect tRNAs in these RNA granules. Second, proteins involved in different steps of the 

metabolism of RNA and that accumulate in chromatoid bodies also concentrate in PrP-RNPs. 

Third, like chromatoid bodies, PrP-RNPs share similar aggresomal characteristics. Fourth, 

similar to chromatoid bodies, PrP-RNPs are proximal to nucleoporins. Fifth, endogenous PrP 

is present in the cytoplasm of round spermatids containing chromatoid bodies. Despite these 

characteristics, the possibility that PrP-RNPs and chromatoid bodies are different organelles 

cannot be completely excluded. 

It has become generally accepted that assembly of the chromatoid body constitutes a 

mechanism of centralizing the post-transcriptional processing and storage of various RNA 

species [42]. Yet, its specific function has remained elusive for decades. One possible 

function is related to the pluripotency of stem cells and germ cells. Planarians are notorious 

for their strong regenerative ability. This exceptional property is considered to reside in 
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specific stem cells termed neoblast that contain a chromatoid body [24]. The chromatoid body 

is also predicted to give germ cells the ability to differentiate while maintaining a totipotent 

genome [25]. Interestingly, PrP is a marker for hematopoietic stem cells and supports their 

self-renewal [43]. In addition, PrP positively regulates the proliferation of neural precursors 

during developmental and adult mammalian neurogenesis [44]. It would be interesting to 

determine if this proliferation activity of PrP depends on the formation of PrP-RNPs. 

PrP-RNPs, like chromatoid bodies share components with cytoplasmic foci termed P bodies 

where untranslated mRNAs accumulate, awaiting translational reactivation or degradation 

(Anderson and Kedersha, 2006; Seydoux and Braun, 2006). These components include 

Dcpla, and microRNAs. A complete list of molecules for any of these granules is not yet 

available. Such a list would be essential to determine the relationship between these RNA 

granules. Although these RNA granules may have a very similar composition, the juxtanuclar 

localization of PrP-RNPs and chromatoid bodies is specific. Thus, the function of PrP-RNPs 

and chromatoid bodies is also likely different from the function of P bodies. 

PrP and the RNA connection 

It is well established that PrP has nucleic-acid binding activity in vitro [45]. In some 

instances, PrP exhibits RNA chaperone properties similar to the nucleoprotein NCP7 of HIV-

1, and to the nucleoprotein of feline immunodeficiency virus [46, 47]. Reciprocally, binding 

of recombinant or purified PrP to RNA in vitro induces profound conformational 

rearrangements and results in a protease-K resistant (PrPRes) isoform [48-51]. Furthermore, 

RNA molecules co-localize with large extracellular hamster prions aggregates in infected 

hamsters [52]. Thus, it is tempting to propose that interactions between RNA and PrP may be 

a facilitating if not an essential factor in the conversion of PrP into PrPRes. 
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Our results reveal a novel dimension in the relation between PrP and RNA in vivo. Indeed, a 

simple interaction of PrP with mRNAs, 5S rRNA, Ul snRNA, tRNA, and several miRNAs, 

but not with 18S and 28S rRNAs would hardly explain how these RNAs and several proteins 

involved in the life and death of RNA are specifically concentrated in a large 

ribonucleoprotein particle. We suggest that a new signalling mechanism between PrP and 

RNA remains to be discovered. 

In summary, the discovery of PrP-RNPs should prove to be extremely useful for better 

understanding the biological relevance of cytoplasmic PrP. 
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Figure 1: Localization of mRNA, 5S rRNA, U.l snRNA, tRNA, 18S and 28S rRNAs in 
cells expressing different protein constructs. 

In situ hybridization was performed with a biotin-labelled oligo(dT) probe to detect mRNAs 
with a polyA tail (A), or biotin-labelled nucleotide probes specific for 5S rRNA (B) U1 
snRNA (C), tRNA (D), 18S rRNA (E), or 28S rRNA (F). N2a cells were either mock-
transfected, transfected with CyPrPEGFP, GFP-250, CyPrPEGFP124stop (124 stop), or 
CyPrP 124-230 (124-230), as indicated. RNA molecules were revealed with alexa568-
labeiled streptavidin (red), and nuclei were stained with Hoechst (blue). Red and blue 
channels are shown merged (top panels), and merged with the green channel (bottom panels). 
White arrows indicate the formation of RNA aggregates. Scale bar: 5 >m. Original 
magnification x 90. 
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Figure 2: The domain located between residues 30 and 49 is necessary for the assembly 
ofPrP-RNP. 

Diagrams of CyPrPEGFP and several deletion mutants engineered in this study are represented. 
Numbers indicate residues at the junction of different structural domains (adapted from [53]). 
Black box represents EGFP coding sequence. The formation of PrP-RNPs was evaluated by 
in situ hybridization with a biotin-labelled oligo(dT) probe and alexa568-labelled streptavidin 
to detect mRNAs (red). Nuclei were stained with Hoechst (blue). Red and blue channels are 
shown merged (left panels), and merged with the green channel (right panels). White arrows 
indicate PrP-RNPs. Scale bar: 10 urn Original magnification x 90. 
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Figure 3: Aggresomal characteristics of PrP-RNPs. 

Confocal analysis of y-tubulin (A), vimentin (B), and mtHSP70 (C) (cyan channel) in mock-
transfected N2a cells or in cells transfected with CyPrP£GFP124stop (green channel), as 
indicated. PrP-RNPs (white arrows) were detected by in situ hybridization with a biotin-
labelled oligo(dT) probe and alexa633-labelled streptavidin (red). Red and cyan channels are 
shown merged. N, nucleus. Empty arrows indicate the centrosome (A), the cage of vimentin 
(B), and the clustering of mitochondria (C). (D) Distribution of mRNA in cells incubated for 
12 hrs in the presence of nocodazole (10|ig/ml). Cells were transfected with 
CyPrPEGFP124stop 12 h prior to the addition of nocodazole. 
Scale bar: 5 jam. Original magnification x 60. 
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Figure 4: Localization of different RNAs in chromatoid bodies by in situ hybridization 
and confocal microscopy. 

Squashed samples from stage V-VII mouse seminiferous tubules were used. In situ 
hybridization was performed with a biotin-labelled oligo(dT) probe to detect mRNAs (A), or 
biotin-labelled nucleotide probes specific for 5S rRNA (B), Ul snRNA (C), 18S rRNA (D), 
28S rRNA (E), or tRNA (F) (red channel). RNA molecules were revealed with alexa633-
labelled streptavidin (red). After in situ hybridization, VASA homolog MVH signals were 
detected by immunofluorescence (green channel), and nuclei were stained with Hoechst (blue 
channel). Scale bar: 5 jam. Original magnification x 60. 
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Figure 5: miRNAs are concentrated in PrP-RNPs. 

Biotin-labelled nucleotide probes specific for miR-122a (A), miR-21 (B), and !et-7a (C) were 
used to determine the disctribution of miRNAs in mock-transfected N2a cells, or cells 
transfected with CyPrPEGFP or CyPrPEGFP124stop (green channel), as indicated. The miRNAs 
were revealed by confocal microscopy with alexa568-labelled streptavidin (red channel). N, 
nucleus. Scale bar: 5 f.im. Original magnification x 60. 
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Figure 6: Localization of Dcpla, DDX6, Dicer, and SmB/B'/N in PrP-RNPs by confocal 
microiscopy. 

PrP-RNPs (arrows) were revealed by in situ hybridization with a biotin-labelled oligo(dT) 
probe to detect mRNAs (red channel) in rnock-transfected N2a cells (A, C, E, G, 1) or N2a 
cells expressing CyPrPEGR>124stop (green channel in B, D, F, H, J). Following in situ 
hybridization, Dcpla (A, B), DDX6 (C, D), Dicer (E, F), SmB/B'/M (G, H), and ribosomal 
S6 protein (I, J) were detected by immunofluorescence using specific antibodies (blue 
channel), n. nuclei. Arrows show PrP-RNPs. Scale bar: 5 urn. Original magnification x 60. 
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B . mRNA Nup Merge 

Figure 7: PrP-RNPs are proximal to the nuclear envelope and contain FXFG repeats 
nucleoporins. 

Confocal images of PrP-RNPs revealed by in situ hybridization with a btotin-Iabelled 
oligo(dT) probe and alexa633-labelled streptavidin to detect mRNAs (red channel) in mock-
transfected N2a cells, or in N2a cells expressing CyPrPEGFP or CyPrPEGFP124stop, as 
indicated. Following in situ hybridization, FXFG repeats nucleoporins (Nup) were detected by 
immunofluorescence using specific antibodies (yellow channel). (A) PrP-RNPs are mainly 
located in close contact to the nuclear envelope. (B) PrP-RNPs may also be observed far from 
the nuclear envelope. (A, B), some FXFG repeats nucleoporins are detected within PrP-RNPs. 
n, nuclei. Arrows show PrP-RNPs. Scale bar: 5 f.im. Original magnification x 60. 
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Figure 8: Association of PrP-RNPs and vimentin. 
Co-immunoprecipitation experiments with anti-vimentin antibodies were performed using 
mock-transfected N2a cells (lanes 1-3), or N2a cells transfected with CyPrPEGFP (lanes 4-6), 
CyPrPEGFP124stop (lanes 7-10), CyPrPEGFP 124-230 (lanes 11-13), or GFP-250 (lanes 14-16). 
Lanes 1, 4, 7, 11, 14 show Dicer, Dcpl, DDX6, and SmB/B'/N in 5% of total cell lysate. 
Lanes 2, 5, 8, 12, and 15Show affinity-purified Dicer, Dcpl, DDX6, and SmB/B'/N using 
isotype control antibodies. Lanes 3, 6, 8, 13, and 16 show affinity-purified Dicer, Dcpl, 
DDX6, and SmB/B'/N using anti-vimentin antibodies. Molecular weight markers in kDa are 
indicated on the right. This experiment is representative of three independent experiments. 
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PrP mRNA Merge 
Nucleus 

Figure 9: Cytoplasmic localization of endogenous. PrP in germ cells containing a 
chromatoid body. 
Confocal images of squashed samples from pachitene stage (before second meiosis, A) and 
haploid stage (B) of mouse seminiferous tubules. In situ hybridization was performed with a 
biotin-labelled oligo(dT) probe to detect mRNAs. mRNAs were revealed with alexa633-
labelled streptavidin (red). After in situ hybridization, endogenous PrP signals were detected 
by immunofluorescence (SAF32 antibody, green channel), and nuclei were stained with 
Hoechst (blue channel). Scale bar: 5 ̂ m. Original magnification x 60. 
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2.3. Materiel et methodes supplementaires 

2.3.1. Cytometrie sur lame 

Des cellules N2a ont ete transferees avec le reactif Exgen500 (Fermentas, Burlington, ON, 

Canada) dans du DMEM supplements de 10% serum foetal bovin et le milieu a ete change 

apres 16 heures. Les cellules ont ete transferees soit avec le plasmide 124stop-eGFP-

pCEP4p ou le plasmide CyPrP-eGFP-pCEP4p et sont incubees a 37°C pour 24 heures. Le 

lendemain, les cellules sont fixees avec de la paraformaldehyde 4% et ensuite, une 

hybridation in situ avec une sonde oligo-(dT) biotinylee a ete effectuee tel que decrit 

precedemment dans Particle. II est important de noter que la streptavidine utilisee doit etre 

couplee au fluorophore Alexa Fluor 633 et non a l'Alexa Fluor 568. Le marquage du noyau 

avec le hoescht a ete fait. Par la suite, il suffit d'envoyer les specimens a la cytometrie sur 

lame afin de quantifier l'intensite de fluorescence observee pour chaque fluorophore utilise. 

2.4. Resultats supplementaires 

2.4.1. Changement du metabolisme des ARNs poly(A) 

Auparavant, nous avons determine par FISH («fluorescence in situ hybridization))) que les 

ARNs poly(A) sont localises au niveau de la particule PrP-RNP. Lors de ces observations, 

nous avons aussi remarque que l'intensite de fluorescence rouge, correspondant aux queues 

poly(A), est beaucoup plus elevee chez les cellules transfectees avec 124stop ou CyPrP que 

les cellules non transfectees. Nous avons done voulu quantifier les differentes intensites de 

fluorescence afin de determiner s'il existe une relation entre l'expression de nos proteines 

tronquees et la quantite de queues poly(A) au sein des cellules. A l'aide de nos graphiques, 

nous pouvons affirmer qu'il y a une relation entre la quantite de proteines tronquees et la 

quantite de queues poly(A) au sein des cellules, e'est-a-dire que plus il y a de proteines 

tronquees exprimees, plus la quantite de queues poly(A) augmente au sein de la cellule, tant 

au niveau de la cellule complete qu'au niveau du noyau et du cytoplasme des cellules. Les 
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intensites moyennes de fluorescence rouge chez les cellules transferees par CyPrP-eGFP sont 

respectivement pour la cellule complete, le noyau et le cytoplasme de 3 308 160, 2 389 343 et 

877 015. Tandis que chez les cellules Mock, les intensites moyennes de fluorescence rouge 

pour la cellule entiere, le noyau et le cytoplasme sont respectivement de 1 440 973, 1 003 423 

et 400 271. Les rapports d'intensites entre les cellules transferees et les cellules Mock sont 

respectivement de 2,3 ; 2,4 et de 2,2. Nous avons observe la meme tendance pour les cellules 

transferees avec 124stop-eGFP. Les intensites moyennes de fluorescence rouge chez les 

cellules transferees avec 124stop-eGFP sont pour la cellule entiere, le noyau et le cytoplasme 

sont respectivement de 2 121 431, 1 508 634 et 612 797. Tandis que chez les cellules Mock, 

les intensites de fluorescence rouge pour la cellule entiere, le noyau et le cytoplasme sont 

respectivement de 904 804, 706 867 et 197 937. Le rapport d'intensite de fluorescence rouge 

pour la cellule entiere est de 2,3 ; pour le noyau, 2,1 et pour le cytoplasme, 3,1. L'expression 

de CyPrP et de 124stop augmente considerablement Pintensite de fluorescence rouge qui 

correspond aux queues poly(A). 
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Intensity de fluorescence rouge cellulaire (queue poly(A)) selon l'intensite vert (CyPrP) 
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Intensity de fluorescence rouge cytoplasmique (queue poly(A)) selon I'intensite vert (CyPrP) 

6 000 000 

* 5 000 000 

t 
1 4 000 000 

f 
| 3 000 000 

| 2 000 000 

1 000 000 

0 

4 

cellules Mock 

intensity moyenne rouge: 
^400 271 » 

cellules transfectees CyPrP-eGFP 
n=144 • 

intensity moyenne de rouge: 
877 015 

• 

. • 

• % • 

100 1000 10000 100000 1000000 

intensity vert (CyPrP) 

10000000 100000000 

Intensite de fluorescence rouge cellulaire (queu poly(A)) selon I'intensite de vert (124stop) 

5 
>, o 

9 
V 
a 

s 
u 
= tt 
•t 
2 
fc .S 

9100 000 

8100 000 

7 100 000 

6 100 000 

5 100 000 

4 100 000 

3100 000 

2 100 000 

1 100 000 

100 000 
10 000 

cellules Mock 
n = 331 

intensite moyenne de rou* 
904 804 

• • 

Cellules transfectees ?24stop-eGiy 
n = 331 

^ intensite moyenne de rouge: 
2 121431 

• 
•• • 

100 000 1000 000 

intensite vert (124stop) 

10 000 000 100 000 000 



77 

Intensite de fluorescence rouge nucleaire (queue poly(A)) selon 1'intensite de vert (124stop) 
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Figure supplementaire 1 : Graphiques de I'intensite de rouge (ARN poly(A)) en fonction de 
I'intensite de vert (proteine PrP tronquee) chez les cellules transfectees (encadre vert) et non 
transfectees (encadre orange) selon le compartiment cellulaire, c'est-a-dire soit la cellule 
complete, le cytoplasme et le noyau. 
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2.4.2. L'expression de PrP au niveau de la spermatogonie : 

Nous avons demontre precedemment que la localisation de PrPc est tres difterente au sein des 

cellules de la deuxieme etape de la spermatogenese, le stade de pachytene (les spermatocytes), 

et de la troisieme etape, le stade des spermatides plus specifiquement des spermatides rondes. 

Nous avons voulu determiner la localisation de PrPc au sein des cellules de la spermatogonie, 

premiere etape de la spermatogenese. PrPc se retrouve localisee au niveau du cytoplasme 

comme au niveau des cellules rondes. Done, la localisation de PrPc evolue avec la 

spermatogenese. En premier lieu, lors de la spermatogonie, PrPc se retrouve dans le 

cytoplasme des cellules et par la suite, au niveau des spermatocytes, PrPc se retrouve 

majoritairement a la membrane plasmique. Enfm, chez les spermatides rondes, PrPc se 

relocalise au niveau du cytoplasme. 

Figure 5 Localisation de PrPc au.niveau de la spermatogonie : 

Images confocales de cellules de la spermatogonie du tubule semiriifere de souris. Nous 
avons marque les ARNs poly(A) par hybridation in -situ (FISH) avec une sonde oligo-(dT)-
biotinyle. Les ARNs poly(A) ont ete revele avec la streptavidine couplee a l'Alexa633 
(rouge). Suite au FISH, nous avons detecte le PrPc endogene par immunofluorescence 
(anticorps SAF32, vert), et le noyau a ete colore par du hoechst (bleu). Objectif 60X a ete 
utilise. 
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3. Discussion : 

3.1. Une nouvelle particule RNP induite par PrP et sa similarite avec le corps 

chromato'ide 

Nous avons demontre la presence d'une nouvelle particule RNP induite par PrP 

cytoplasmique dans des cultures cellulaires. Pour des raisons de simplification, cette 

particule a ete appelee PrP-RNP (Goggin et al. 2008). L'agregation d'ARN au sein d'une 

cellule n'est pas un phenomene rare, il existe plusieurs particules RNPs dans les cellules 

differenciees qui sont en fait des phenomenes d'agregation d'ARN, dont les granules de stress 

(GS), les P-Bodies et le corps chromato'ide (CB) (Anderson and Kedersha 2006, Kedersha and 

Anderson 2007, Kedersha et al. 2005). 

Les GS et la particule PrP-RNP: Les granules de stress sont des particules RNP 

constitutes d'ARNm, de mi-ARN et des proteines TIA-1, TIAR, Hur et G3BP (Gallouzi et al. 

2000, Gilks et al. 2004, Tourriere et al. 2003). lis seraient un lieu de triage des ARNm ou 

ceux-ci sont soit stabilises et entreposes ou envoyes vers la machinerie de traduction ou vers 

les P-bodies pour leur degradation ou leur repression (Anderson and Kedersha 2002a, 

Anderson and Kedersha 2002b, Anderson and Kedersha 2006, Kedersha and Anderson 2002, 

Kedersha et al. 2000, Kedersha et al. 2005, Kedersha et al. 1999, Kimball et al. 2003). 

Precedemment, nous avons demontre que les PrP-RNPs inhibent la formation des GS sans 

sequestrer les proteines importantes comme TIA, TIAR, Hur et G3BP (Goggin et al. 2008). 

Les P-Bodies, le CB et la particule PrP-RNP : Les P-bodies sont constitues d'ARNm, 

d'ARNs non-sens (Bruno and Wilkinson 2006, Durand et al. 2007, Fukuhara et al. 2005) et de 

mi-ARNs (Chan and Slack 2006, Eulalio et al. 2007b, Eulalio et al. 2007c). Les P-Bodies ont 

un role dans degradation des ARNm et des ARNs non-sens ainsi que dans la regulation de la 
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traduction (Durand et al. 2007, Eulalio et al. 2007b, Fukuhara et al. 2005, Liu and Gall 2007, 

Parker and Sheth 2007, Sheth and Parker 2006, Unterholzner and Izaurralde 2004). Les P-

Bodies sont constitues de diverses proteines associees a la voie des mi-ARNs comme GW182 

(Eulalio et al. 2007b, Hillebrand et al. 2007, Parker and Sheth 2007) et les proteines de la 

famille des argonautes (Behm-Ansmant et al. 2006, Eulalio et al. 2007b, Hillebrand et al. 

2007, Jakymiw et al. 2005, Jakymiw et al. 2007, Liu et al. 2005a, Liu et al. 2005b, Parker and 

Sheth 2007, Sen and Blau 2005) ce qui confirme leurs implications dans la regulation de la 

traduction et la stabilite des ARNm. De plus, les P-Bodies sont composes de proteines 

essentielles a la degradation 5'—»3' des ARNm comme les 4 poly(A) nuclease soit Pan2-3, 

Cafl et Ccr4 (Eulalio et al. 2007b, Parker and Sheth 2007, Yamashita et al. 2005, Zheng et al. 

2008), la proteine Dcpla et Dcp2, enzyme de decapping, (Behm-Ansmant et al. 2006, Coller 

and Parker 2004, Cougot et al. 2004, Eulalio et al. 2007a, Eulalio et al. 2007b, Hillebrand et 

al. 2007, Parker and Sheth 2007, Rehwinkel et al. 2005, Sheth and Parker 2003, van Dijk et 

al. 2002), l'exonuclease 5'->3' XRN1, (Coller and Parker 2004, Cougot et al. 2004, Eulalio et 

al. 2007b, Parker and Sheth 2007, Sheth and Parker 2003), et certaines proteines Sm qui 

participe aussi la deadenylation des ARNs (Cougot et al. 2004, Eulalio et al. 2007b, 

Ingelfinger et al. 2002, Parker and Sheth 2007). Enfin, les P-bodies sont aussi constitues de 

proteines responsable de la degradation des ARNs non-sens tels que les proteines de la famille 

des SMG et de la famille des UPF (Durand et al. 2007, Eulalio et al. 2007b, Fukuhara et al. 

2005, Parker and Sheth 2007, Sheth and Parker 2006, Unterholzner and Izaurralde 2004). 

Certaines etudes suggerent aussi une association entre les U-bodies et les P-Bodies. Les U-

Bodies sont des particules RNPs impliquees dans l'assemblage des complexes SMN 

contenant des petits ARN nucleaires U et les proteines Sm. Ces complexes sont necessaire 

pour l'epissage alternaltif des ARNm (Liu and Gall 2007). 
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II existe une autre particule RNP similaire aux P-Bodies que Ton retrouve au niveau des 

cellules germinales et des cellules souches somatiques totipotentes de vers planaires (Parvinen 

2005, Yoshida-Kashikawa et al. 2007). Cette particule se nomme corps chromato'ide (CB). 

Comme les P-Bodies, le CB est compose entre autres de mi-ARNs et d'ARNm mais pas 

d'ARNs non-sens (Biggiogera et al. 1990, Kotaja et al. 2006a, Moussa et al. 1994, Oko et al. 

1996, Saunders et al. 1992, Soderstrom and Parvinen 1976). On retrouve aussi l'ARNr 5S 

(Figueroa and Burzio 1998) et le petit ARN nucleaire Ul (Moussa et al. 1994). La 

localisation des ARNr 18S et 28S demeure inchangee (Figueroa and Burzio 1998). Les 

etudes precedentes ont determinees la localisation des differents ARNs au niveau du CB par 

des techniques biochimiques. Pour notre part, nous avons verifie la localisation des ARNs par 

FISH, une technique plus sensible et visuelle. Contrairement aux etudes precedentes 

(Figueroa and Burzio 1998), nous avons demontre que le CB est aussi compose de l'ARNt-

CAG-Leu. Au niveau proteique, le CB possede une composition similaire aux P-Bodies. Par 

exemple, nous y retrouvons des proteines associees a la voie des mi-ARNs, GW182 et 

argonautes, et a la voie de degradation 5'—>3' des ARNm, dont XRN1 et le complexe 

Dcpla/Dcp2. Contrairement aux P-Bodies, le CB est aussi constitue de la proteine Dicer 

(Kotaja et al. 2006a) et des proteines Sm (Bilinski et al. 2004, Moussa et al. 1994) impliquees 

respectivement dans la biogenese des mi-ARNs, et l'epissage alternatif et la deanylation des 

ARNm, mais aucune proteine associee a la voie NMD n'est retrouvee au sein du CB. De 

plus, comme les P-Bodies, le CB est constitue d'ARN helicase du type DEAD-box comme 

DDX6 qu'on retrouve au sein des GS, des P-Bodies et du CB et plus specifiquement pour le 

CB la DEAD-box RNA helicase MVH qui est exclusive aux cellules germinales. Les DEAD-

box ARN helicase sont impliquees dans les diverses voies du metabolisme des ARNs 

(Biggiogera et al. 1990, Figueroa and Burzio 1998, Haraguchi et al. 2005, Kotaja et al. 2006a, 

Kotaja et al. 2006b, Kotaja and Sassone-Corsi 2007, Moussa et al. 1994, Saunders et al. 
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1992). En recapulatif, le CB, comme les P-bodies, a un role dans le metabolisme des ARNm 

au niveau de leur degradation et de la regulation de leur traduction. Cependant, seulement le 

CB est implique au niveau de la biogenese des mi-ARNs, de l'epissage alternatif des ARNm 

et au niveau du metabolisme du petit ARN Ul. Les caracteristiques structurales du CB le 

differencient des autres particules RNPs. Par exemple, il est localise autour du centrosome, 

est entoure d'une cage de vimentine, co-agrege les mitochondries et sa formation necessite un 

reseau de microtubules intact (Haraguchi et al. 2005). II est aussi bien etabli que le CB est en 

association avec la membrane nucleaire puisqu'on retrouve des nucleoporines au sein du CB 

(Fawcett et al. 1970, Parvinen and Parvinen 1979, Soderstrom and Parvinen 1976). Les 

nucleoporines sont des proteines composant les pores nucleaires. 

Pour ce qu'il est de la particule PrP-RNP, nous avons determine que les PrP-RNP ne sont pas 

seulement constitutes d'ARNm et de mi-ARNs mais aussi de plusieurs autres ARNs comme 

le petit ARN nucleaire Ul. La presence de Ul lui suggere une implication directe dans la 

maturation des ARNs. L'ARNt-CAG-Leu et l'ARNr 5S sont aussi localises au sein de la 

particule, mais l'ARNr 18S et 28S sont absents. Au niveau structural, les PrP-RNPs sont, 

comme le CB, localisees autour du centrosome, entourees d'une cage de vimentine, co-

agregent les mitochondries et sa formation necessite un reseau de microtubules intact. De 

plus, nous avons montre que la particule PrP-RNP est aussi associee a la membrane nucleaire 

puisqu'elle aussi est composee de nucleoporines. Enfin, au niveau proteique, nous avons 

etabli que PrP-RNP est contient la proteine Dcpla, la proteine GW182, la proteine Dicer et les 

proteines Sm qui sont impliquees respectivement dans la degradation des ARNm, dans la 

regulation de la traduction, dans la biogenese des mi-ARN et dans l'epissage alternatif. De 

plus, PrP-RNP est constitute d'ARN helicase du type DEAD-box, dont DDX6 mais pas 

MVH puisqu'elle est specifique aux cellules germinales. Done, la composition nucleique et 
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proteique des PrP-RNPs et leurs caracteristiques structurales sont tres similaires au CB, 

similaires aux P-Bodies et semblables aux GS. 

Fonctions potentielles des particules PrP-RNP : Nous supposons que les PrP-RNPs 

auraient les memes fonctions que le CB, c'est-a-dire qu'elles seraient impliquees dans la 

regulation du metabolisme des ARNm, des mi-ARN, des ARNt, de l'ARNr 5S et du petit 

ARN nucleaire Ul. De plus, il est connu que le CB aurait un role au niveau des cellules 

souches totipotentes, soit le maintient du phenotype de cellules souches ou la 

cytodifferentiation (Parvinen 2005, Sato et al. 2001, Shibata et al. 1999). La formation du CB 

semble egalement essentielle au bon developpement de la spermatogenese et plus 

particulierement, au niveau des phases tardives (Biggiogera et al. 1990, Moussa et al. 1994, 

Oko et al. 1996, Saunders et al. 1992, Soderstrom and Parvinen 1976). Ceci nous permet de 

croire que la formation d'une telle structure au niveau des cellules differenciees comme les 

cellules N2a, leur attribut des caracteristiques de cellules souches, qui leur permettrait peut-

etre d'acquerir le phenotype de cellules souches. Cependant, la presence prolongee ou 

permanente de PrP-RNP serait sans aucun doute toxique. Si la formation de PrP-RNP est 

controlee dans le temps, alors on peut supposer que cette particule ait un role physiologique. 

3.2. Implication de PrP dans l'agregation des ARNs et roles physiologiques possibles 

de la particule PrP-RNP : 

PrP et la particule PrP-RNP : Nous avons determine a l'aide de deux differents mutants de 

CyPrP, le (124stop)CyPrP-eGFP, correspondant au domaine N-terminal non-structure de PrPc 

et le (157-230)CyPrP-eGFP, etant le domaine C-terminal responsable de l'agregation de PrPc, 

que les deux phenomenes d'agregation, c'est-a-dire l'agregation de PrP et celle de l'ARN, 

sont independants. De plus, nous avons approfondi la caracterisation de la region responsable 

de l'agregation des ARNs et nous avons demontre que les residus 30-49 sont impliques dans 
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ce processus. L'independance des deux phenomenes d'agregation nous suggere que la 

formation de la particule PrP-RNP serait possible en condition physiologique puisqu'il est 

connu qu'une faible portion de PrP se retrouve au niveau du cytoplasme des cellules et plus 

particulierement dans une sous-population de neurone (Mironov et al. 2003). II est aussi 

etabli que PrPc peut se retrouver dans le cytoplasme des cellules (3-pancreatiques et 

s'accumuler au cours du vieillissement (Strom et al. 2007). II serait done possible que PrPc 

cytoplasmique et la formation de la particule PrP-RNP ait un role physiologique important. 

PrP et la, spermatogone se : Nous avons verifie la localisation de PrPc au niveau des 

cellules de la spermatogenese et nous avons decouvert que la localisation de PrPc varie selon 

le stade de la spermatogenese. Chez la spermatogonie, premier stade de la spermatogenese, 

PrPc se retrouve dans le cytoplasme des cellules. Par la suite, PrPc se localise 

majoritairement a la membrane plasmique des spermatocytes lors du stade pachytene. Chez 

les spermatides rondes ou on retrouve definitivement le CB, PrPc se relocalise au niveau du 

cytoplasme des cellules mais ne colqcalise pas avec le CB. Ceci nous suggere que la 

localisation de PrPc est tres dynamique lors de la spermatogenese et pourrait etre importante 

pour le bon deroulement de ce processus de differentiation cellulaire. En plus, la presence de 

PrPc au cytoplasme aurait peut-etre un role dans la formation et Pintegrite du CB et pour la 

differentiation des differents types de cellules de la spermatogenese, plus particulierement des 

spermatocytes et des spermatides rondes. Cependant, chez les souris KO PrPc, aucun 

probleme de reproduction n'a ete observe. II se peut qu'il existe differentes voies pour 

induire la formation du CB et assurer le bon deroulement de la spermatogenese. II ne serait 

pas surprenant que l'organisme ait developpe plusieurs de voies de signalisation menant a la 

formation d'une telle structure RNP. D'autres particules RNP sont induites par plus d'une 

voie de signalisation, par exemple, la formation des GS depend de plusieurs voies de 
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signalisation qui sont soit dependantes ou independantes de la phosphorylation du facteur 

d'initiation a la traduction, eIF2a (Anderson and Kedersha 2002a, Dang et al. 2006, Kedersha 

et al. 1999, Mazroui et al. 2006, Tourriere et al. 2003). Done, nous pouvons suggerer que 

PrPc, autant membranaire que cytoplasmique, aurait un role dans la spermatogenese mais ne 

serait pas necessaire a son bon deroulement. 

PrP et les cellules souches totipotentes : De plus, PrP pourrait etre importante pour les 

cellules souches somatiques et les cellules souches pluripotentes puisque nous retrouvons 

aussi le CB au niveau de ces cellules souches (Shibata et al. 1999, Yoshida-Kashikawa et al. 

2007). Recemment, certaines etudes ont propose que PrPc aurait un role dans la 

differentiation des cellules souches hematopoietiques et neuronales (Sakudo et al. 2006, 

Steele et al. 2006, Weissmann and Flechsig 2003, Zhang et al. 2006). PrPc pourrait etre 

impliquee dans la determination, le maintient du phenotype, la regeneration des cellules 

souches ou encore dans la cytodifferentiation puisqu'il est connu que la presence du CB au 

sein de ces cellules aurait un role dans ces differents processus. 

PrP, stress cellulaire et P-Bodies : II est connu que certains stress cellulaires augmentent la 

quantite de PrPc cytoplasmique (Hetz et al. 2007, Lindholm et al. 2006, Orsi et al. 2006, Rane 

et al. 2008, Rane et al. 2004). II est aussi bien etabli que les P-Bodies au sein des cellules 

augmentent considerablement en termes de quantite et de grosseur lors de stress cellulaire 

(Bruno and Wilkinson 2006, Jud et al. 2008). Nous avons recemment demontre que PrP 

cytoplasmique induit un stress cellulaire et une reponse au stress inadequate (Goggin et al. 

2008). Cette reponse inadequate pourrait se traduire en un stress cellulaire prolonge 

favorisant davantage Paccumulation de PrP cdans le cytoplasme des cellules. Cette 

accumulation de PrP cytoplasmique peut ainsi induire la formation de la particule PrP-RNP 
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ayant peut-etre un role similaire aux P-Bodies. II est meme possible que la particule PrP-RNP 

soit en fait un gros P-Body au sein de la cellule puisqu'il est connu que les P-Bodies 

grossissent lors de stress cellulaire et que les deux particules RNP sont tres semblables en 

terme de composition (Jud et al. 2008, Kotaja and Sassone-Corsi 2007). De plus, il est bien 

etabli que PrPc peut subir 2 types de clivage, soit le clivage P induit par les especes ROS 

(reactive oxygen species) (Mange et al. 2004a, McMahon et al. 2001, Pushie and Vogel 2008, 

Watt and Hooper 2005, Watt et al. 2005) et le clivage a impliquant les metalloproteinases du 

type ADAM (Alfa Cisse et al. 2007, Hooper 2005, Mange et al. 2004a, Vincent 2004, Vincent 

et al. 2008). Ces deux types de clivage menent a la formation de differents fragments. Le 

clivage P induit la formation du peptide N2 extracellulaire qui correspond aux residus 23-90 

et un peptide C2 qui demeure ancre a la membrane via son ancre GPL Le clivage a survient 

au niveau de la sequence possiblement neurotoxique, soit les residues 106-126, afin de former 

le peptide Nl et le peptide membranaire CI. Le clivage a est le clivage dit « normal », tandis 

que le clivage p est le clivage de stress puisqu'il est induit en condition de stress cellulaire 

comme le stress oxydatif. II est bien etabli que le domaine N-terminal de la proteine a la 

capacite de subir l'endocytose et la macropinocitose et ainsi se retrouver au sein du 

cytoplasme (Lundberg et al. 2002, Magzoub et al. 2006, Nunziante et al. 2003, Oglecka et al. 

2008, Sunyach et al. 2003). II est done possible que le peptide N2 du clivage p et le peptide 

Nl du clivage a subissent l'endocytose ou la macropinocytose et se retrouvent ainsi au niveau 

du cytoplasme des cellules. Au sein des deux peptides, nous retrouvons le domaine N-

terminal responsable de la formation de la particule PrP-RNP. Ceci supporte l'hypothese que 

le domaine N-terminal de PrPc, lors de stress cellulaire, s'accumule au niveau du cytoplasme 

et pourrait induire la formation de la particule PrP-RNP. Ainsi, PrP cytoplasmique et la 

particule PrP-RNP auraient un role physiologique en condition de stress ou non. 
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PrP et le metabolisme des ARNs : La presence de mi-ARNs au sein de la particule PrP-

RNP, nous permet de croire que PrP induit une voie de signalisation impliquant les micro-

ARNs. II est bien etablit que PrP et les micro-ARNs sont impliques au niveau de la 

differentiation cellulaire, la survie neuronale, l'excitabilite neuronale, la plasticite neuronale et 

au niveau de l'apprentissage et la memoire (Ashraf and Kunes 2006, Ashraf et al. 2006, 

Aumiller and Forstemann 2008, Barenco et al. 2008, Darnell 2003, Ding et al. 2008, Fiore et 

al. 2008, Graner et al. 2000, Hillebrand et al. 2007, Hu et al. 2008, Lee et al. 2008, Mallucci et 

al. 2002, Nishida et al. 1997, Papassotiropoulos et al. 2005, Parsons et al. 2008, Prestori et al. 

2008, Roesler et al. 1999, Satoh et al. 2008, Schickel et al. 2008, Steele et al. 2006, Tay et al. 

2008, White-Grindley and Si 2006, Zhang et al. 2006). II est done possible qu'il existe une 

relation entre PrPc cytoplasmique et la voie des micro-ARNs permettant ainsi d'influencer ces 

differents processus cellulaires. Nous avons aussi demontre qu'au sein des cellules exprimant 

PrP cytoplasmique, la quantite et/ou la longueur des queues poly(A) augmente 

considerablement. Ceci suggere que PrP influence le metabolisme des ARNs poly(A) soit en 

les stabilisants et les stockants ou encore en augmentant la longueur des queues poly(A) des 

ARNs ce qui influence leur stabilite et la quantite de sonde pouvant s'hybrider a la meme 

queue poly(A). De plus, Paccumulation d'ARNs poly(A) dans le noyau suggere que PrP 

cytoplasmique peut influencer le transport import/export nucleaire des ARNs poly(A). II est 

bien connu que le transport adequat des ARNm est tres important pour la neuroexcitabilite, la 

plasticite neuronale et la memoire (Bramham and Wells 2007, Hu et al. 2003, Lebeau et al. 

2008, Sanchez-Carbente Mdel and Desgroseillers 2008, Steward and Worley 2002), tout 

comme PrPc qui semble etre aussi implique dans ces divers processus cellulaires. Nous 

suggerons ainsi que PrPc cytoplasmique pourrait influencer la stabilite et la localisation des 

differents types d'ARNs poly(A) pour ainsi influencer diverses processus cellulaires. La 
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formation d'une telle particule doit etre tres bien controlee dans le temps, sinon une presence 

prolongee ou permanente de PrP-RNP serait sans aucun doute toxique pour les cellules. 

3.3. Roles pathologiques possibles de la particule PrP-RNP : 

II est bien etabli que l'expression de PrP cytoplasmique est toxique pour les cellules (Crozet et 

al. 2008, Kristiansen et al. 2005, Ma and Lindquist 2001, Ma et al. 2002, Park and Li 2008, 

Weissmann and Flechsig 2003). Cependant le mecanisme de cytotoxicite demeure inconnu. 

Recemment, nous avons demontre que l'expression de CyPrP induit une reponse au stress 

inadequate et la formation de la particule PrP-RNP (Goggin et al. 2008). Nous avons aussi 

montre que les cellules exprimant CyPrP sont beaucoup plus susceptibles aux differents stress 

cellulaires. Par ailleurs, la formation d'une telle particule au sein du cytoplasme des cellules 

pourrait amener une deregulation du metabolisme des divers ARNs et ainsi expliquer la 

cytotoxicite de CyPrP. 

Les maladies neurodegeneratives et le metabolisme des ARNs : Plusieurs maladies 

neurodegeneratives impliquent des ARNs non codants. Par exemple, il a ete demontre que 

chez la drosophile, des ARNs non codants jouerait un role dans le bon repliement des 

proteines et dans la reponse au stress (Savvateeva-Popova et al. 2007). De plus, des petits 

ARNs non codants structures permettent la conversion de PrPsen en PrPres, une des 

caracteristiques des ESTs (Adler et al. 2003). Ainsi, une deregulation du metabolisme des 

ARNs non codants pourrait causes le mauvais repliement et l'agregation des proteines et ainsi 

induire une reponse au stress inadequate. De plus, certains micro-ARNs seraient impliques 

dans la maladie d'Alzheimer, de Parkinson et des maladies reliees a un domaine 

polyglutamine comme la maladie d'Huntington et l'ataxie spinocelebrale de type 3 (SCA3) 

(Bilen et al. 2006, Cogswell et al. 2008, Hebert and De Strooper 2007, Hebert et al. 2008, 
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Johnson et al. 2008, Karres et al. 2007, Nelson et al. 2008, St George-Hyslop and Haass 2008, 

Wang et al. 2008a, Wang et al. 2008b). II est bien etabli qu'un dysfonctionnement au niveau 

de 1'epissage alternatif peut etre aussi la cause de maladies neurodegeneratives. Par exemple, 

la maladie de l'atrophie musculaire spinale (SMA) est causee par un defaut au niveau de la 

proteine SMN (survival motor neuron), composant les praticules U snRNP (U-bodies) 

impliquees directement dans l'epissage alternatif des ARNm (Eggert et al. 2006, Jones et al. 

2001, Liu et al. 1997, Pellizzoni et al. 1998). D'autres maladies sont causees par un mauvais 

epissage alternatif d'un ARNm particulier, comme, la maladie de la sclerose amyotrophique 

laterale (Amyotrophic Lateral Sclerosis) qui est causee par un mauvais epissage alternatif 

d'ARNm dont celui codant pour la peripherine, proteine de filaments neuronals 

intermediaires, et l'ARNm codant pour le recepteur glutamate (Bai and Lipton 1998, Meyer et 

al. 1999, Munch et al. 2002, Robertson et al. 2003) ou encore les tauopathies qui sont causees 

par un mauvais epissage de la proteine tau (Glatz et al. 2006, Kar et al. 2006, Liu and Gong 

2008, Meyer et al. 1999). D'autres maladies sont connues pour un epissage aberrant d'un 

ARNm (Orengo and Cooper 2007). Certaines maladies neurodegeneratives impliquent des 

proteines du transport des ARNs, par exemple, la maladie du retard mental X fragile qui 

implique la proteine FMRP responsable du transport des ARNm au niveau des axones et des 

dendrites des neurones (Orengo and Cooper 2007). 

PrP et le metabolisme des ARNs : Comme mentionne precedemment, l'expresion de PrP 

cytoplasmique induit la formation de la particule PrP-RNP qui semble etre impliquee dans le 

metabolisme des ARNs. II serait possible que la presence de PrPc au niveau du cytoplasme 

induit une deregulation du metabolisme des ARNs. Cette deregulation du metabolisme des 

ARNs pourrait mener a une neurodegenerescence et meme a certaines ESTs. De plus, au 

cours du vieillissement, il est connu que plusieurs processus cellulaires importants sont de 
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plus en plus inefficaces, par exemple, le systeme ERAD/proteasome responsable de la 

degradation de proteines denaturees (Crozet et al. 2008, Ma and Lindquist 2001, Ma et al. 

2002, Yedidia et al. 2001). II est aussi bien etabli que les mi-ARNs joueraient un role dans le 

vieillissement (Maes et al. 2008, Nelson et al. 2008, Wang 2007, Williams et al. 2007). II est 

bien etabli que certaines mutations dans PRNP augmentent la presence de PrP au niveau du 

cytoplasme. De plus, certaines mutations induisent une forme transmembranaire de PrPc dont 

le domaine N-terminal est cytoplasmique (Hachiya et al. 2005, Helmus et al. 2008, Heske et 

al. 2004, Rambold et al. 2006, Stewart and Harris 2003, Zanusso et al. 1999). On peut penser 

que ces differentes ESTs pourraient etre causees par un dysfonctionnement du metabolisme 

des ARNs qui pourrait etre la cause de la cytotoxicite de PrP cytoplasmique. De plus, 

Pimplication de la particule PrP-RNP lors de stress cellulaire est aussi possible, nous pouvons 

proposer qu'un stress cellulaire prolonge mene a Paccumulation de PrPc cytoplasmique et a 

l'accroissement du clivage P de PrPc, augmentant ainsi la quantite de PrP cytoplasmique. A 

une certaine concentration de PrP cytoplasmique, il est possible que ce dernier induise la 

formation de cette particule ou encore influence grandement le metabolisme des ARNs 

poly(A) et ainsi mene a l'apoptose. De plus, la presence prolonge ou permanente de PrP-RNP 

serait sans aucun doute toxique. Plusieurs etudes demontrent que certaines maladies sont 

dues a un mauvais fonctionnement de proteines chaperonnes a ARN responsable du bon 

repliement des ARNs (Savvateeva-Popova et al. 2007). II est done possible que les ESTs 

impliquent une deregulation du metabolisme des differents types d'ARNs menant a la mort 

cellulaire. 

Phenomene d'agregation in vitro artefact: II est bien important de prendre en consideration 

que le phenomene d'agregation des ARNs et le changement au niveau du metabolisme des 

ARNs pourrait etre un artefact de culture cellulaire. Par exemple, la presence d'agresome de 



91 

PrP au sein de tissus infectes n'a jamais ete demontre directement mais plutot de maniere 

indirecte, soit en immunoprecipitant la vimentine. II se peut aussi que la quantite de PrP 

cytoplasmique necessaire a ces phenomenes soit beaucoup plus elevee que la quantite 

maximale possible in vivo ou encore qu'il existe une voie de signalisation in vivo qui 

contrebalance l'effet de PrP cytoplasmique et inhibe ainsi le phenomene d'agregation 

nucleique. De plus, afin de faciliter la visualisation de PrP, nous avons etiquette PrP avec la 

proteines GFP (green fluorescence protein). II est connu que la fabrication d'une proteine de 

fusion peut changer ou inhiber la fonction de la proteine reelle. Done, il serait peut etre 

possible que la particule PrP-RNP et 1'influence de PrP sur le metabolisme des ARNs soient 

des phenomenes artefactuels in vitro. Cependant, il demeure interessant d'avoir une nouvelle 

plateforme afin d'etudier la formation du CB. 

3.4. Conclusion et perspectives 

Nous avons montre in vitro que la surexpression de CyPrP au niveau des cellules neuronales 

determinees, induit Pagregation des ARNs et la formation d'uhe particule RNP nommee PrP-

RNP. Nous avons montre que les deux phenomenes d'agregation, soit Pagregation proteique 

et nucleique, sont independants. Le domaine responsable de Pagregation des ARNs est le N-

terminal et plus particulierement les residus 30-49. De plus, nous avons determine que le 

domaine N-terminal de CyPrP est responsable de Pagregation des ARNs, plus 

particulierement les residus 30-49. Nous avons aussi prouve que la particule PrP-RNP 

possede une composition proteique et nucleique tres similaire au CB, e'est-a-dire qu'elles sont 

composees des proteines Dicer, Dcpla, Sm, d'ARN helicase du type DEAD-box. De plus, la 

particule PrP-RNP, comme le CB, est associee a la membrane nucleaire et est composee de 

nucleoporines. Au niveau nucleique, nous avons demontre que PrP-RNP est constitute des 

memes ARNs que le CB, e'est-a-dire les ARNm, les mi-ARN, PARNr 5S et le petit ARN 
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nuleaire Ul. Au niveau structurale, la particule PrP-RNP se localise autour du centrosome, 

est entouree d'une cage de vimentine, co-agrege les mitochondries et sa formation depende 

d'un reseau de microtubule intact, tout comme le CB. De plus, la surexpression de CyPrP et 

du domaine N-terminal augmente considerablement la quantite d'ARNs poly(A) ou encore la 

longueur des queues poly(A). Done, il est clair que la surexpression de nos proteines 

influence le metabolisme des ARNs poly(A). Nous avons aussi montre que la localisation de 

PrPc au niveau de la spermatogenese est dynamique. Au niveau de la spermatogonie, 

premiere etape de la spermatogenese, PrPc se retrouve localise au niveau du cytoplasme. Par 

la suite, au niveau des spermotocytes, PrPc se trouve majoritairement a la membrane 

plasmique et ensuite, au niveau des spermatides rondes, PrPc se relocalise au niveau du 

cytoplasme. II est connu que la fomation du CB se retrouve au niveau des spermatides 

rondes. Nos resultats demontrent que le PrP cytoplasmique aurait peut-etre un role 

physiologique en induisant une particule RNP tres similaire au CB qui est impliquee au 

niveau de la spermatogenese, des cellules souches somatiques et des cellules souches 

pluripotentes. De plus, notre systeme serait une excellente plateforme afin d'etudier la 

formation du CB. Cependant, il est aussi possible que la formation de cette particule soit a 

long terme neurotoxique puisqu'elle destabilise le metabolisme des ARNs. Plusieurs 

maladies neurodegeneratives qui impliquent une deregulation du metabolisme des ARNs sont 

connues. II serait interessant de determiner l'effet de cette particule sur les ARNs, e'est-a-dire 

si elle augmente la stabilite des ARNs, induit leur degradation ou encore induit la formation 

de structures secondaires importantes pour leur regulation. Le traitement des cellules avec un 

inhibiteur de la transcription comme l'actinomycine nous permettrait de verifier la stabilite 

des ARNs dans le temps selon la population de cellules, e'est-a-dire transferees ou non. Pour 

determiner le changement de structures secondaires, il suffit de proceder a des essais de 

clivage in vitro aux ribonucleases sur un ARN composant la particule PrP-RNP. De plus, il 
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serait important de determiner si les cellules ayant la particule PrP-RNP re-aquiert le 

phenotype de cellules souches. Certaines proteines sont specifiques aux cellules souches 

comme les proteines Sox2 et Oct4. La presence de ces facteurs de transcription au sein des 

cellules transferees confirmerait le phenotype de cellules souches. II serait aussi interessant 

de verifier a l'aide de souris KO pour PrPc, l'effet de la deletion de PrPc au niveau de la 

spermatogenese et plus particulierelement sur la formation du CB. Enfin, la presence de mi-

ARN et des proteines associees au sein de PrP-RNP est tres interessante et nous suggere qu'il 

existe une relation entre PrP cytoplasmique et la voie des mi-ARNs. II serait important 

d'approfondir cette relation afin de determiner si la presence de PrP cytoplasmique induit la 

voie des mi-ARNs. Ceci pourrait etre determine par 1'identification et la quantification des 

mi-ARNs produits. De plus, 1'identification des cibles et de l'effet de ces mi-ARNs sur le 

metabolisme des ARNs pourrait s'effectuer a partir des puces a ARNs. 
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