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Résumé :

Le prion ; agent
maladies humaines (maladie de Creu
de Gerstmann Straussler Scheincker et le kuru) et

rme bovine, 1a tremblante du mouton) communes, Se ca

comportementaux, troubles des fonctions cognitives et d'autres.
Son diagnostic est peu &vident, il repose sur rexamen du LCR du vivant du malade, lequel
diagnostic de certitude basé sur 'examen

transmissible non conventionnel (protéine), occasionnant de nombreuses

tzfeldt Jakob, insomnie Familiale Fatale, le syndrome

animales (I’Encéphalopathie

spongifo ractérisant par des troubles

révéle quelques modifications biochimiques; ou sur un

du cerveau ou d'une coupe de ce dernier en post-mortum pour une &tude histologigue.

Les mots ciés : Prion, Lésion, ESST, Spongiose, Gliose, ATNC.



capitulation :

The prion is a unconventional transmissible agent (protein), able to cause several human
illnesses (creutzfeldt jakob disease, fatal familial insomnia, the syndrome of Gerstmann
straussler scheinken, the kuru), And animal illnesses (the bovine spongy encephalopathy,
the ovine and goats trembling), all are characterized by troubles in behavior and cognitive
functions .....ext.

It is not so obvious to make diagnostic about the prion, it limited either on the

cerebrospinal fluid test applied on living ill, to detect any biochemical changes; or on the
histological examination of animals on post-mortum.

Some key words: - prion
- Lésion
-ETSS
- spongiosis
- gliosis
- AUCT:
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Glossaire

*CJ (maladie de Creutzfeldt-Jakob): maladie & prion chez 'homme décrite en
Allemagne en 1921. La majorité des cas sont sporadiques, 10% sont héréditaires.
*ESB (encéphalopathie spongiforme bovine): maladie a prion transmissible des
bovins dite aussi maladie de la vache folle

*GSS (syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker): maladie a prion héréditaire
chez 'homme décrite pour la premiére fois en 1936

*IFF (Insomnie Fatale Familiale): maladie a prion héréditaire chez I'homme signalee
pour la premiére fois en 1992

*prion (PROteinaceous iNfectious particles): concept introduit pour désigner un
agent infectieux protéique qui serait responsable de nombreuses maladies
neurodégéneratives. Depuis la découverte de la PrP*¢, on emploie souvent le terme
de prion pour désigner la PrP* et méme de fagon abusive pour désigner la PrP*.
*prP 106-126: oligonucléotide correspondant aux acides aminés 106 a 126 de la
PrPP.

*PrP 27-30 (Protease-Resistant Polypeptide of 27 to 30kD): Cette protéine résistante
aux protéases fut découverte dans les celliues inféctées par la tremblante du mouton.
Il s'agit en fait d'un résidu de la PrP*

*PrP°( PrP clone): protéine ubiquitaire normalement exprimée chez les mamiferes.
Elle posséde la méme séquence que la PrP*¢, ce qui lui a valu son nom de clone. On
indique si nécessaire la nature de I'espéce dont elle provient: hPrP°(human PrP°)
pour la PrP® humaine, bPrP%(bovin PrP°), mPrP°( mouse PrP°), shPrP%(syrian
hamster PrP°)

*PrP*“(PrP scrapie): protéine pathogéne spécifique des maladies a prions. Si elle
fut trouvée au départ chez des moutons atteint de la tremblante (scrapie en anglais),
ce terme est en fait utilisé aujourd'hui pour désigner les conformations pathogénes
de laPrP°.

“Spongiose :vacuolisations présentes dans le systéme nerveux des sujeis atteints
d'ESST.

*Gliose astrocytaire : prolifération exagérée des cellules gliales.
*ESST(Encéphalopathie Spongiforme Subaigué Transmissibles) : maladies a

prion,dites dégénératives du systeme nerveux.
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ABREVIATIONS

Agents Transmissibles Non Conventionnels
Calcium

Daltons

Dégénérescences NeuroFibrillaires
ElectroEncéphaloGramme
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Enolase Neurone Spécifique
Encéphalopathie Spongiforme Bovine
Encéphalopathies Spongiformes Subaigués Transmissibles
GlycoPhosphatidyl Inositol

Insomnie Familiale Fatale
ImmunocHistoChimie

Imagerie & Résonance Magnétique
Liquide Céphalo-Rachidien
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MC.J familiale

MCJ iatrogéne

nouveau variant de la MCJ

MCJ sporadique

Niveau de Sécurité Biologique
Organisation Mondiale de la Santé

Protéinase K

Protéine Kinase A

Protéine Kinase C



PRNP : Géne humain codant pour la protéine prion.

PrP : Protéine prion.

PrPc : Protéine prion cellulaire.

PrPres ou PrP27-30 ou PrPsc : Protéine prion pathologique résistante a la protéinase K.
SDS-PAGE : Sodium Dodécyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis.

SGSS : Syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker.

SNC : Systéme nerveux central.

WB : Western-Biot.
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INTRODUCTION -

Ces maladies touchent aussi bien Fhomme que Fanimal. Elles regroupent, chez Fhomme,
la maladie de Creutzfeldt Jakob (MCJ), le syndrome de Gerstmann-Stréussler—Scheinker
(SGSS), 'insomnie fatale familiale (IFF) et le Kuru. Chez I'animal, appartiennent & ce groupe,

diffusée par plusieurs publications officielles au Royaume—Uni, aux Etats-Unis d’Amérique
ainsi que dans d’autres pays européens, y compris celles de I'Union européenne. Parmi ces
documents figurent :le rapport Phillips pubilié en 2000 au Royaume-Uni, le rapport
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Chapitre | : Généralité

-CHAPITRE1 : Généralités
1-Généralités sur les ESST :
4-1-Notion d’agent transmissible non conventionnel :

Actuellement, le seul vecteur identifié lié aux ATNC et indispensable a leur infectiosité est la
protéine prion, notée PrP. L'identification de ces ATNC a été approchée en premier lieu par
leurs propriétés atypiques (RICHARD MARLENE 2001).

1-2-Propriétés physico-chimiques :

Les propriétés physico-chimiques des ATNC sont en effet trés atypiques. Les ATNC sont
de petite taille, estimée entre 15 et 40 nm, et trés agrégables du fait de leur hydrophobicité.
Ils sont également d'une résistance accrue vis-a-vis de la chaleur : seul un chauffage a
134°C pendant 18 minutes en chaleur humide permet d'inactiver a priori les ATNC par action
physique. lls sont de plus résistants aux ultrasons, radiations ionisantes, nucléases, formol,
désinfectants et détergents non ioniques. Seuls des traitements 4 la soude ou @
Ihynachlorite de sodium pendant une heure 4 température ambiante permettent d’obtenir
une inactivation compatible avec un bon niveau de sécurité (RICHARD 1999 ; DESLYS
1999). En raison de la résistance des ATNC, le niveau de sécurité biologique (NSB) des
locaux ol se manipulent des tissus 4 haute infectiosité comme le cerveau doit étre de
protection microbiologique 3 (NSB3) pour les ATNC humains {(RICHARD 1998).
1-3-Conséquences biologiques :

Les maladies induites par les ATNC sont caractérisées par une phase d'incubation

cliniqguement silencieuse d’environ 10 ans et par une phase clinique subaigué. Aucune
réaction inflammatoire humorale ou cellulaire n'est observée au cours de la phase clinique. Il
n’'est pas non plus observé de structure évoguant un micro-organisme quelconque dans le
cerveau des patients infectés. Les tests biochimiques ou cellulaires du sang et LCR ne
montrant aucune anomalie, a Pexception de laugmentation 2 protéines marqueurs de lyse
neuronale comme |'énolase neurone spécifique (ENS) ou les protéines 14.3.3 (RICHARD
MARLENE 2001).

2.Généralités sur le prion :

2-1-Historique :

- vers 1730, apparition de la tremblante du mouton (France, Grande Bretagne, Allemagne),
transmise a |'Australie vers 1750 (importation de moutons anglais), mais jamais transmise a
'homme depuis le XVIII*™ siécle.

- En 1920-21, 2 neuropathologistes, Hans Gerhardt Creutzfeldt puis Alfons Maria Jakob
(Autriche) décrivirent cliniquement et neuropathologiquement la maladie de CJ, elle sembla
avoir les mémes lésions que la tremblante.

- 1930 on commenca a utiliser les farines animales dans ['alimentation des bovins.

2 Institut de médecine vétérinaire
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- 1930-40 Jean Cuillé et Paul-Louis Chelle (vétérinaires, Toulouse) découvrirent la
transmission de la tremblante du mouton au mouton, a la chévre, avec trés longue
incubation (Z 24 mois).

- 1950-60 D. Carleton Gajdusek décriva le kuru en Papouasie Nouvelle Guinée, causé par
le cannibalisme & I'occasion de rites funéraires chez le peuple Fore.

- 1860-70 Alper (1967, Nature, 214, 764-6) procéda a des essais d'inactivation par
irradiation de "agent infectieux" qui semble ne pas comporter d'acide nucléique.

- 1974-88 ; apparition des maladies de CJ iatrogénes suite aux greffes de cornée, de dur-
mere, mauvaise stérilisation des instruments chirurgicaux, traitements par hormone de
croissance d'origine hypophysaire humaine...
- En 1981 Stanley Prusiner posa I'hypothése de I'agent transmissible non conventionnel
(ATNC) = prion (protein infectious agent).

= C’est une protéine "normale",

Cette méme protéine "modifiée" entrainant la nathologie et transmettant ia maladie {a
un autre animal de la méme espéce ou d'une autre espéce) par sa capacité a
modifier la protéine "normale" endogéne (en I'absence de tout acide nucléigue)

- Vers 1986 manifestation des premiers cas d'ESB en Grande Bretagne aprés utilisation de
farines animales contaminées (aprés un traitement défectueux, "simplifié" des farines) pour
I'alimentation des animaux ; les Iésions neuropathologiques sont identiques & celles de la
tremblante, du kuru, de la maladie de CJ.

- 3 décembre 1995; Une parole historique:

Stephen Durrel, Ministre de la Santé, Her Majesty’'s Government

"There is no conceivable risk of BSE being transmitted from cows to people».C’est a dire
qu'il n’y a aucun risque de transmission de 'ESB des bovines a 'homme.

- En Avril 1996 on nota I'apparition du premier cas de maiadie de CJ chez un sujet jeune (30
ans) en Grande Bretagne = nouveau variant de CJD (nvMCJ).

- Octobre 1996 Collinge (Nature, 383, 685-90) découvra qu'il existait de trés grandes
simifitudes biochimiques entre le prion de I'ESB et celui du nouveau variant de CJD (nvMCJ).
- En 2000 de trés nombreuses espéces contaminées :

animaux domestiques (chat), carnivores des zoos, primates (d'élevage, exemple :
|lémuriens en France) via farines animales contaminées

= Animaux sauvages (USA, Afrique australe) et d'élevage (Europe)

= Australie et Nouvelle Zélande indemnes (mais quarantaine trés sévére)
- depuis 2000 de nombreux travaux épidémiologiques contradictoires :

= sous-estimation du nombre de cas d'ESB avant dépistage.

efficacité du dépistage et de I'élimination des bovins contaminés de la chaine
alimentaire estimée a 80%

3 Institut de médecine vétérinaire
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= durée d'incubation de la maladie mal connue.

2-2-Définition:

Le Prion est une petite particule protéique infectieuse (proteinaceous infectious particles)
résistant aux inactivations par des procédés modifiant les acides nucléiques. Puis Prusiner
précise sa définition en rajoutant que ce sont des éléments propageant la variabilité
conformationnelle. (STANLEY B. PRUSINER, Science, 1982).

2-3-Structure:

Les maladies dites a prion s'accompagnent toutes de 'accumulation d'une protéine
pathogéne qui différe uniquement par sa conformation d'une protéine normalement exprimee
a la surface des cellules telle la PrP chez les mammiféres. Ainsi la détermination de la
structure des protéines normales et anormales est indispensable a une meilleure
compréhension de ces maladies (RICHARD MARLENE 2001).

2-3-1-Structure primaire :

Les formes PrP°® PrP*° possédent la méme séquence de 254 acides aminés y compris un
peptide signal de 22 acides aminés hydrolysé lors de la biosynthése ceci est chez 'nomme ;
chez le bovin on a ia méme séquence primaire pour fa PrPc et ia PrPsc mais celle-ci est de
256 acides aminés. De plus on n'a pu identifier de modifications chimiques entre ces deux
formes. Par contre différentes “souches" de prions ont pu étre identifiées correspondant 3
différentes espéces cu & un polymorphisme du géne au sein d'une méme espéce
{(RICHARD MARLENE 2001).Ainsi a ce jour plus de 23 séquences différentes ont pu étre
identifiées chez différentes espéces pour la PrPc (M.BILLETER et al july1897). Le
polymorphisme des génes de la PrP®a aussi été attentivement étudié pour I'espéce humaine
(S.PRUSINER 1998, S.PRUSINER 1896). Mais on ne sait pas si ces mutations existant
chez les individus sains prédisposent a l'infection par le prion. On a par ailleurs étudié la
séquence de la PrP°chez les individus atteints d'encéphalopathies héréditaires. On peut
citer en particulier la mutation E200K (substitution du glutamate par la lysine en position 200)
présente chez la plupart des personnes atteintes par de maladie de Creutzfeldt Jakob
héréditaire. L'étude de la structure de ces protéines mutées peut permettre de mieux
comprendre le changement de conformation de la PrP (RICHARD MARLENE 2001).
2-3-2-Structure secondaire de la_PrP° et de la PrP

A-Modélisations numérigues :

Connaissant la séquence d'acides aminés de la PrP, on tenta tout d'abord de prévoir la
structure secondaire de la PrP°et de la PrP* a l'aide de modéles numériques. Cependant en

fonction du choix du modéle, on obtenait soit une forte préférence pour les hélices alpha
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(31% hélices alpha contre 0% feuillets béta) pour les modéles adaptes aux protéines riches
en hélices alpha soit une préférences pour les feuillets béta (0% hélices alpha 24% feuillets
béta) pour les modéles adaptées aux protéines riches en feuillets béta (KEH-MING et al
1993).Ceci semblait indiquer que différentes conformations de la protéines pouvait ére
stables. Ces études permirent finalement de prévoir que la PrP°devait comporter 4 hélices
alpha. Deux d'entre elles s'avéereront en fait &tre des boucles et des feuillets béta. Les deux
autres sont effectivement des hélices.
B-Spectroscopie infrarouge et dichroisme circulaire :

On étudia tout d'abord des péptides modéles correspondant aux séquences 109-122,
178-191, 202-218 de la PrP (S.Prusiner1996). Ces peptides ont une conformation de

boucles ou d'hélices alpha au sein de la protéine, mais lorsqu'on les dissou dans l'eau, ils
polymérisent et forment des fibriles amyloides. Ces fibriles étaient composeées a plus de
70% de feuillet béta. Ainsi la différence d'énergie conformationelle entre une structure en
feuillets bata et en hélices alpha est faibie pour la PrP.

La structure de la protéine PrP°et de la PrP* entiére a ensuite été étudiée par FTIR (fast
transform infrared spectroscopy) {(Keh-Ming et al1993). Les nourcentages d'hélices alpha et
de feuillets béta furent déterminées: la PrP® comporte 42% d'hélices alpha et 3% de feuiliets
bhéta alors que la PrP*® a 30% d'hélices alpha et 43% de feuillets béta. Des études par
dichroisme circulaire furent effectuées pour la PrP® pour confirmer ce résultat (36 %

d'éhélices alpha). Elles ne purent étre réalisées pour la PrP* en raison de son insolubilité.

FigureN°1: (2 gauche) Modéle proposé pour la PrPc (a droite) Modeéle proposé pour la

PrPsc (www,enseignementsup—recherche.gouv.frldiscours!ZOOOldprion.)_
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Ces études permirent de confirmer que la PrP®et la PrP** différent totalement par leur
structure secondaire alors qu'elles possédent la méme séquence. Les nombreux feuillets

béta de la PrP*® favorise la formation de plagues amyloides a l'intérieur des cellules.

2-3-3- Structure tertiaire de la PrP° :

aipha’(144-154), alpha2 (173-194), aipha3 (200-228) sont représentées en orange, les
feuillets beta (beta1 (128-131) , beta2 {161-164) } en cyan. Les segments du domaine
globulaire n'ayant pas de structure secondaire réguliére sont en jaune et la queue
flexible NH2 (23-121) en est symbolisé par des points.
[{ist.inserm.fr/basismedsci/2002/ms_1_2002/sommaire/62 02.pdf -).

La PrP°comprend un domaine globulaire (125-228) et une queue flexible aux terminaisons N

(28-124) et C (229-230). Le domaine globulaire comprend trois hélices alpha mais aussi
deux feuillets béta qui n'avaient pu étre déterminés par les études IR. La découverte de
feuillets béta dans la PrP°a renouvellé notre conception de ia structure de la PrP°. liesten
effet tentant de voir dans ces feuillets béta un site pouvant initier le changement de
conformation. Mais ceci n'a pu étre démontré jusqu'ici
(www.infoscience.fr/dossier/prion/prion5.html).

2-4-Localisation du prion :

De nombreuses études ont été effectuées afin de développer, a partir de la protéine
normale purifiée, des réactifs et des anticorps pour des études fondamentales sur les
propriétés de cette protéine, et pouvant étre utilisés pour le diagnostic de la maladie.

Les difficultés majeures pour la purification sont essentiellement dues a la rareté du prion (5
mg/g de cerveau de mouton sain) et au fait qu'il soit exprimé dans les membranes des

cellules. La mise au point d'un protocole de purification a permis d'obtenir une fraction de
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prion purifiée a 80 %. Malheureusement, étant donné la rareté de la protéine et le rendement
final de sa purification (8%), seulement 50 mg de la forme normale du prion peuvent étre
obtenus a partir d'un cerveau de mouton.

Afin de trouver d'autres sources éventuelles a partir desquelles le prion pouvait étre purifig,
les chercheurs ont étudié sa distribution qualitative et quantitative dans plusieurs organes de
moutons sains. Le cerveau s'est avéré I'organe le plus riche, bien que le prion soit aussi
présent dans plusieurs autres organes, notamment le poumon, le coeur &t le muscle.
Toutefois, les études ont révélé que la signature biochimique de la protéine prion semble
étre caractéristique de chaque organe. Ces multiples isoformes ne sont pas encore

pleinement caractérisées sur le plan biochimique (RICHARD MARLENE 2001).
3-Réie de la PrPc :

L'agent pathogéne responsable des maladies a prion est composé essentiellement voire
exclusivement par la protéine PrP*, forme ancrmale de la PrP® fortement exprimée dans les
cellules neuronales. Ces deux isoformes ont la méme séquence d'acides aminés et ne
différent que par leur structure. Le réle de la PrP° dans la cellule est peu connu, ainsi gue
celui de la PrP* dans les différentes maladies. De plus, I'absence de PrP° n'est pas mortelle
puisque des souris transgéniques n'exprimant pas ie gene de la PrP° survivent trés bien: son
role n'est donc pas indispensable.

a) La PrP°: une protéine de membrane :
La PrP° est une protéine ubiquitaire ancrée sur la membrane externe de la membrane
plasmique par un groupement phosphatidylinositol (GPI). Cela permet d'envisager un rdle

dans ['adhérence cellulaire ou dans la liaison avec un ligand extracellulaire. D'autre part, elle

est exprimée dés les deux premiéres semaines du développement embryonnaire ce qui
suggere un role dans celui-ci {S.MOUILLET-RICHARD et al Mars2001).
b) La PrP° fixe ie Cuivre :

Il a &té montré que ia protéine forme un complexe avec le cuivre par sa séquence
octapeptidique répétée (huit peptides répétées plusieurs fois dans la séquence de la
protéine), induisant un changement conformationnel. De plus, l'infection par I'agent
pathogene entraine une altération des mécanismes moléculaires favorisant la résistance
cellulaire aux "espéces réactives d'oxygéne"(MILHAVETet al.Décembre2000).Cela suggére
que la PrP° joue un réle dans I'activité de la superoxyde dismutase dépendante du cuivre et
du zinc (Cu-Zn SOD) et/ou dans I'état oxydatif de la cellule 3 travers la régulation du
transport du cuivre.

Mais le réle de la PrP° dans le métabolisme du cuivre reste trés controversé : en effet, des
tests réalisés sur trois types de souris trangéniques exprimant respectivement 0, 1 et 10 fois
le géne codant pour la PrP° révélent que la quantite de cuivre ionique dans leurs cellules est
la méme chez les trois types de souris {D.WAGONNER j-Bio.CHEM 2000). La PrP° n'est
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donc pas la principale responsable de l'entrée de Cu?* extracellulaire dans les neurones, ni
de I'approvisionnement en cuivre de la SOD dans le cerveau. Le cuivre étant fourni a la SOD
par des cuproprotéines chaperonnes spécifiques, la PrP° pourrait étre active en amont de
ces protéines (RICHARD MARLENE 2001).

¢) La PrP° dans le role de récepteur/transducteur :

Des études menées sur certaines cellules souches particulieres de neurones ont teniées de
montrer le réle de la protéine en tant que récepteur (S.MOUILLET-RICHARD et al Mars
2001). Un signal a été mimé par des anticorps spécifiques de la PrP° qui, en formant un
pontage, induisent une déphosphorylation d'une protéine kinase, ia Fyn. Cette modification
s'accompagne d'une augmentation de son activité. Le signal apporté sur la membrane
externe a donc été transduit a travers la membrane plasmique. Pour cela, il faut imaginer la
orésence d'intermédiaires intramembranaires: la cavéoline a été identifiée comme partenaire

de ia PriP°.

Membrane

ceilulaire

FigureN°3: Couplage de la PrP° a une voie de transduction dans les celiules
neuronales (S.Mouillet-Richard Mars2001).

Ce réle a été mis en évidence sur des cellules spécifiques, il reste encore a le verifier in
vivo.De plus, il reste a identifier le signal transduit a travers la membrane plasmigque grace a
1aPrP¢, ainsi g la (les) cible(s) en aval de la Fyn. La découverte de ces éléments permettra
sOrement de mieux comprendre le réle de la protéine normale dans les cellules.

Conclusion:
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Les réles de la PrPc chez les étres vivants sont encore mal connus, et de nouveaux
élements sont apportés par la recherche en permanence. Ainsi si on a pu montrer que la
PrP° est une protéine de membrane, sa fonction est loin d'étre pleinement comprise et de
nombreuses questions demeurent en suspens. Est elle liée & des processus d'adhérence
cellulaire? Intervient-elle dans le controle des fonctions neuronales? Quel est son réle exact
dans le controle du stress oxydatif? .La compréhension du réle de la PrP° est un enjeu
capital car il permetirait de mieux comprendre le caractére pathogéne de la PrP*, et les
mécanismes conduisant a I'apoptose cellulaire
(www.infoscience.fr/dossier/prion/prion5.html).
4-Role de la PrPsc :

i est évident que les mécanismes des encéphalopathies spongiformes sont complexes. Le

fait que des souris transgéniques n'exprimant pas le géne de la PrP° soient viables et
résistantes, et ne présentent que des altérations sans conséquences de ia transmission
synaptique, suggére que l'effet toxique ne provient pas d'une nerte de Ia fonction de la PrP¢
{A.PICOT et al 1998).

a)Formation de plaques amyloides :

L'accumulation de PrP% dans les neurones entraine une toxicité directe selon un mécanisme

inconnu.

En effet, la mort cellulaire par injection de PrP®® a été constatée in vitro. D'autre part, des
études similaires ont été menées avec le PrP106-126, un fragment de prion ayant des
propriétés irés proches de la PrP* (feuillet-béta, résistance partielle aux protéinases...).
L'inoculation de PrP106-126 a induit I'apoptose cellulaire (mort cellulaire) sur des cellules de
rétine de souris (M.ETTAICHE et al) in vivo. Par-contre, la mort cellulaire in vivo par la PrP=
N'a pas encore été observée jusqu’a présent (RICHARD MARLENE 2001).

b)Stress oxydatif -

La présence de PrP*® dans les cellules gliales pourrait déclencher une agression oxydante
avec formation de superoxyde et d'oxyde d'azote qui forment I'anion péroxinitrite entrainant
I'apoptose cellulaire.Ceci serait en accord avec le possible réle de la PrP° par rapport a la
superoxyde dismutase (SOD) dont I'un des rdles est la régulation de la concentration en
superoxyde.

c)Paraliéle avec la maladie d'Alzheimer :

La maladie d'Alzheimer est due a I'accumulation dans les neurones d'une protéine béta

amyloide sous forme d'agrégats: elle ressemble ainsi aux maladies a prions. A-béta [1-40],
un fragment de la protéine d'Alzheimer ainsi que le PrP106-126 augmentent la quantité de
Ca™ libre dans le cytosol de certains neurones (M.KAWAHARA et al 2000). D'autre part,

I'augmentation de cholestérol soluble dans la membrane plasmique permet la baisse de la
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fluidité de la membrane. Or, on observe que I'ajout de cholestérol soluble inhibe
I'augmentation de la concentration de Ca"" induite par I'A-béta [1-40].

Ces résultats suggérent que dans la maladie d'Alzheimer et dans les maladies a prions, la
mort cellulaire pourrait étre la conséquence d'enirée de Ca"" dans la cellule par des canaux
ouvert par la protéine anormale.

Conclusion:

Si de nombreux mécanismes ont été proposés pour expliquer la neurotoxicité de la PrP°,
aucun & ce jour n'a pu étre réellement démontre. Pourtant I'étude de cette question est
fondamentale puisqu'elle apparait comme un pré requis nécessaire pour rechercher des
agents thérapeutiques capables d'inhiber les effets neurodégénératifs de la maladie. De
plus, la parenté des maladies a prion avec d'autres pathologies (maladie d'Alzheimer entre
autres) suggére que ces recherches pourraient aboutir & la compréhension de mécanismes

intervenant dans d'autres pathologies {www.infoscience.fr/dossier/prion/prions.htmi).

5-Passage de la PrPc a la PrPsc :

Les maladies & prion semblent étre dues a une protéine pathogene, la PrP*. Les études
structurales ont montré que la PrP* est strictement identique en séquence 4 une protéine
ubiquitaire normalement exprimée, la Pr°® Par contre leurs structures secondaires et
tertigires sont totalement différentes. Ainsi chez les mammiferes, la PrP°, protéine normale,
se replie majoritairement sous forme d'hélices alpha alors que la PrP*®, protéine pathogéne,
se replie avec un plus grand nombre de feuillets béta. De plus, il semble que la PrP* puisse
induire le changement de conformation de la PrP°en PrP*® . Cependant, le mécanisme de ce
changement de conformation demeure encore largement inconnu puisque la structure
tertiaire de la PrP* n'a pas été encore déterminée
(httg:Ilwww.ens-lyon.frlDSMlMg_gLstéreIProlets-bibii03001lebour!c§ﬁndexfhmt.)

a)interactions entre ia PrP° et la PrP*™ :
La formation d'un complexe entre la PrP°et une ou plusieurs molécules de PrP*

pourrait abaisser I'énergie de I'état de transition lors du repliement et favoriser le
changement de conformation de la PrP°en PrP* Ainsi 'équilibre PrP%/PrP* existe sans
doute aussi chez les individus sains. Mais la concantration en PrP* est suffisamment faible et
1a vitesse suffisamment lente pour que la quantité de PrP** demeure insignifiante.
Cependant pour des souris transgéniques ol le géne de la PrP* est surexprimé
(entrainant 'augmentation de la concentration en PrP*, on observe la formation de PrP* et
le développement des maladies a prions. Ceci permet sans doute de mieux comprendre les
cas sporadiques de la maladie de Creutzfelt-Jakob. En effet, cette réaction PrP°> PrP*est
auto catalytique et donc, au dela d'un certain seuil de concentration en PrP*, on observe un

déplacement irréversible de la réaction vers la forme PrP*¢. Ainsi l'injection de faibles
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quantités de PrP* serait suffisante pour franchir ce seuil critique et entrainer le
changement de conformation de I'ensemble des PrP°. (M.LAURENT 1996).
b) Expériences des peptides modéles :

Il est intéressant de connaitre les zones de la PrP° susceptibles d'interagir avec la PrP*.
Pour cela, des fragments de PrP ont été synthétisés (S.PRUSINER 1996). On observe que
le peptide 109-122 (en boucle torsadée dans la protéine et adoptant dans l'eau une struciure
en feuillet-béta) entraine la conversion en feuillets béta de deux autres fragments dans 'eau
(fragment 104-122 et 129-141).Ceci montre que certains fragments de la PrP* peuvent
induire le changement de conformation de fragments de PrP°. De plus, par génie génétique,
on peut provoguer des délétions sur certaines portions du géne et ainsi supprimer
sélectivement certaines structures secondaires de la PrP°¢ (S.Prusiner1998). On peut ainsi
mettre en évidence les régions indispensables 2 la conversion de la PrP° en PrP*. En effet,
si les PrP° mutées affectent la conversion de la PrP*°, on peut penser que les parties

délétées sont nécessaires au changement de conformation. Le fragment 90-231 ci-dessous

PrP(80-231)

FigureN°4: Mini Prion
(http:/iwww.ens-lyon.fr/DSM/Magistére/Projets-biblio2001/ebourles/index/hmt.)
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CHAPITRE 2 : Les éléments utilisés pour le diagnostic des maladies a prion

1-Les critéres cliniques :

Cliniguement, les maladies & prion, d’origine humaine ou animale, sont marquées par une
longue période d'incubation de plusieurs années durant laquelle aucun symptome d'ordre
clinique ou biochimique n'est visible. On dit de la période d’incubation qu'elle est silencieuse.
Puis, les symptémes neurologiques et/ou psychiques s’installent, généralement de fagon
insidieuse. Des données expérimentales chez fa souris montrent gu’ils font suite a
I'apparition des Iésions neuropathologiques. Aucun élément clinique ne fait supposer un
syndrome infectieux. La maladie évolue de maniére subaigué et conduit inéluctablement
vers la mort en quelques mois (RICHARD MARLENE ; 2001).

2-Les critéres paracliniques :

2.4- L’électroencéphalogramme (EEG) :

Un tracé évocateur, presque caractéristique de la MCJ sporadique (MCJs) montre des ondes

régulidres, bi- ou tri-phasiques, généralisées et lentes. L'absence de ce tracé évocateur ne
doit pas écarter le diagnostic. Il peut n'étre présent que pendant quelques jours ou queigues
semaines le plus souvent en début d’évolution. L’examen doit donc étre répété.

Souvent, 'EEG montre des modifications pathologiques moins évocatrices comme, par
exemple, un ralentissement global des ondes. L'apport de FEEG dans le diagnostic est trés
différent selon les formes étiologiques (RICHARD MARLENE ; 2001).

2-2- L'imagerie :

Les examens d'imagerie sont pratiqués pour le diagnostic différentiel lorsque aucun aspect

spécifique ou évocateur n'est rencontré. Ces examens ne permetient donc pas de poser un
diagnostic définitif.

Au début de la maladie, le scanner cérébrai est généralement normal. 1| peut cependant
montrer d'autres anomalies telles que des ségueiles d'accident vasculaire cérébral, de
traumatisme cranien. Au cours de I'évolution, il permet de remarquer la plupart du temps une
atrophie du cortex hémisphérique. Cette atrophie peut &tre minime voire absente.

La valeur de 'imagerie a résonance magnéetique (IRM) cérébrale est fonction des formes
étiologigues et des techniques utilisées (Séquencas normales, de perfusion et diffusion,
FLAIR...). C’est un examen de plus en plus pratiqué en raison de sa bonne sensibilité par
rapport au scanner (RICHARD MARLENE ; 2001).

3-Les critéres génétigues :

Les critéres génétiques dans les ESST sont de deux ordres : les mutations, a l'origine des

formes génétiques des maladies a prion, et la prédisposition génétique qui traduit la
susceptibilité vis-a-vis de ces maladies (RICHARD MARLENE ; 2001).

3-1-Les mutations présentes sur le géne PRNP ;

De nombreuses mutations du géne PRNP ont été décrites. |l peut s’agir de mutations
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ponctuelles, dinsertions ou encore de délétions. Les maladies humaines a prion d’origine
génétique sont la MCJ familiale (MCJf), le syndrome de GSS et I'IFF. Elles sont
habituellement transmises selon un mode autosomique dominant {(RICHARD MARLENE :
2001).

3-2-Les prédispositions :

Chez 'homme le codon 129 a deux variantes alleliques, 'une codant pour la méthionine (M),
Fautre codant pour la valine (V). Ainsi, la population est composée d'individus homozygotes
MM ou WV et d'individus hétérozygotes MV. Dans Ia population caucasienne, 8,3% de la
population est VV, 43% est MM et 48,7% est MV au codon 129 (ZIMMERMAN et AL 1999).
Les études menées sur le polymorphisme du codon 129 (MV) du géne PRNP ont montré
qu'il affectait les caractéristiques phénotypiques des ESST. D'une part, le polymorphisme du
codon 129 semble affecter les caractéristiques cliniques des ESST, d'autre part, il semble
associé a une sensibilité a 'infection puisque I'hnomozygotie MM ou VV augmente le risqus
de développer une ESST. En effet dans les MCJs, on observe une majorité de cas MM ay
depens des MV et tous les MCJv diagnostiqués jusqu'a présent sont MM au codon 129. On
retrouve l'influence de ce polymorphisme sur les MCJi puisque les premiers cas apparus
étaient homozygotes au codon 129. Les cas de MCJi, associés 2 I'hétérozygotie MV, sont
apparus plus tard. Ce polymorphisme semble également accélérer I'évolution de la maladie -
sujets plus jeunes, incubation plus courte, durée plus bréve {(BEAUVAIS ET BILLETTE DE
VILLEMEUR 1996).

Chez I'ovin ; un polymorphisme des codons 136 (codon pour 'alanine (A) ou la valine (V)),
154 (codon pour 'arginine (R) ou P'histidine (H)) et 171 (codon pour I'arginine (R), la
giutamine (Q) ou F'histidine (H)) est associé & la sensibilité des ovins et influence la longueur
de ia période d'incubation.

Cing combinaisons sont retrouvées chez Fespéce ovine : ARQ, ARR, ARH, AHQ, et VRQ.
L'aliéle « V 136-R 154-Q 171 » codifié (VRQ) confére une grande sensibilité 3 la maladie.

A l'opposé l'alléle « A 136-R 154-R171 » codifié (ARR) confére une résistance.

Noter aussi que l'influence geénétique varie en fonction de la souche de 'agent infectieux.
ARR et AHQ conférent une plus grande résistance.

ARQ et ARH sont des alléles intermédiaires.

VRQ conférant une plus grande sensibilité.

(BEAUVAIS ET BILLETTE DE VILLEMEUR 1998).

4-Les critéres neuropathologiques :

4-1-La spongiose :

La spongiose est Ia Iésion Ia plus fréquente des infections 8 ATNC, mais elie peut étre
absente ou sa distribution peut étre trés hétérogéne. Elle est observée dans le neuropile et

consiste en une vacuolisation des prolongements cellulaires toujours limitée par une
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membrane. Chez I'animal, les vacuolisations sont souvent observées au niveau du corps
cellulaire des neurones. Elle est a différencier des états spongieux qui peuvent étre observés
dans les processus entrainant ia mort des neurones profonds, comme par exemple dans la
maladie d’Alzheimer et la maladie de Pick (HAUW et AL.1995). Son interprétation est
souvent délicate car on la distingue difficilement de 'cedeme (gonflement du tissu cérébral
dd & Paugmentation de sa teneur en eau) ou des artéfacts pré-analytiques (délais post-
mortem, préparation des coupes).

4-2-La gliose astrocytairs :

A lnverse des neurones, les cellules gliales ont conservé leur capacité de division, du moins
dans certaines circonstances. En effet, dans les maladies a prion, on observe trés
fréquemment une prolifération et/ou une hypertrophie astrocytaire. Celle-ci est présente trés
précocement pour combler ies espaces laissés vides par la perte neuronale. Elie peut
également affecter des zones dépourvues de perte neuronale évidente et s'étendre 2 la
substance blanche {RICHARD MARLENE ; 2001).

4-3-La perte neuronale :

| a perte neuronale affecte surtout les couches profondes du cortex cérébral, les noyaux gris
de la base et le thalamus, mais elle est difficile & apprécier car elle est d'intensité variabie en
fonction de la région et de la forme clinique de la maladie. Elle a lieu, en partie au moins, par
apoptose (CHRETIEN et AL.1999) et elle est d’autant plus marquée que la phase
dlincubation de la maladie est iongue. Outre la disparition de certains neurones, {'observation
microscopique montre des neurones souvent atrophiés, des aspects de chromatolyse avec
ballonisation des neurones (HAUW et AL. 1995).

4-4-L’amylose :

t'amylose est I'une des lésions neuropathologiques de certaines maladies & prion dont
certaines formes de MCJ et ie syndrome de GSS. Dans ces pathologies, !a fibrille amyloide
est formée de facon trés prédominante de résidus de la protéine prion.

L’un des effets de la formation de la fibrille amyloide est que la solubilité et la sensibilité aux
protéases des polypeptides qui la composent sont diminuées. En effet, la résistance relative
de la digestion a la PK augmente avec la quantité de feuillets b-plisseés {AUCOUTURIER et
AL. 1999).

En microscopie photonique, plusieurs types de plaques sont identifiables. Les plaques de
type Kuru comportent un coeur dense entouré d’un halo étroit de fibrilles radiaires, sans
anomalie majeure du tissu nerveux adjacent (HAUW et AL; 1995). Elles ont été décrites
initialement dans le Kuru et sont observées dans la MCJv et dans certains variants dela
MCJs. Les plagues multicentriques comportent de nombreux foyers denses de dépbts
amyloides ou un large cosur dense amyloide entouré par de petits foyers (MOHR et AL.

1999). Les limites des plaques peuvent &tre floues ou nettes, mais sans disposition radiaire.
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Elles ne sembient pas non plus étre accompagnées d’anomalie du tissu nerveux adjacent.
Elles sont caractéristiques du syndrome de GSS.

Il est important de distinguer ces plaques amyloides des autres plagues amyloides
observées dans le tissu cérébral qui ne sont pas caractéristiques des ESST. Exemple celle
de la maladie d’Alzheimer. Ces plaques, de composition différente, sont facilement
identifiées par immunohistochimie spécifique (RICHARD MARLENE ; 2001).

S5-Les critéres biochimiques : Les marqueurs de lyse neuronale :

Différents marqueurs biclogiques sont proposés : la protéine $100, la protéine Tau, I'énolase

neurone spécifique (ENS) et les protéines 14.3.3. ll semble que 'augmentation de ces
marqueurs dans le LCR soit la conséquence des Iésions observées dans la MCJ, a savoir,
une lyse neuronale et une activation astrocytaire (RICHARD MARLENE ; 2001).

5-1-La protéine S100 :

C’est une protéine acide liant le calcium. Elle est présente au niveau des cellules gliales.

En raison de sa faible spécificité et de son cofit, ce dosage n'est pas pratiqué en routine. La
faible spécificité de ce marqueur dans le LCR peut étre expliquée par le fait que la gliose
astrocytaire, retrouvee de fagon constante dans le ESST, est une caractéristique
pathologique également présente dans un large spectre de maladies neurologiques
(BEAUDRY et AL.1999).

Un dosage de la protéine S100b dans le sérum a également été proposé, mais n'est pas non
plus spécifique (OTTO et AL. 1998).

5-2-La protéine Tau :

Est le principal constituant des dégénérescences neurofibrillaires des neurones au cours de
la maladie d’Alzheimer. Cette protéine est dosée par une technique ELISA reconnaissant les
formes non phosphorylées ou normalement phosphorylées de la protéine Tau. Otto et
collaborateurs ont dosé la protéine Tau dans le LCR de trois groupes d'individus, des
patients atteints de la MCJ, des patients déments non MCJ avec notamment des patients
atteints de la maladie d’Alzheimer, de la maladie de Pick, de démence progressive... et d’'un
groupe d'individus contréle non déments. lis ont montré qu'il existe des différences _
significatives pour le taux de protéine Tau dans ie LCR entre ces trois groupes. La sensibilité
de ce dosage pour le diagnostic de MCJ est de 100%, la spécificité est de 94,7% (OTTO et
AL. 1997). Ce test semble donc étre un test prometteur pour différencier les MCJ des autres
maladies caractérisées par une démence. Il nest pas utilisé en routine du fait de son coiit.
5-3-L’ENS :

Est une iso-enzyme considérée comme spécifique des neurones et des cellules
neuroendocrines. Son augmentation dans le LCR, trés probablement due a une destruction
neuronale importante, est quantifiée par une technique ELISA. Pour une valeur seuil de 25
ng/ml, la sensibilité du test, pour les cas définitifs et probables, est de 89,8% (BEAUDRY et
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AL. 1999). La spécificité est de 91,5%. Des faux positifs sont rencontrés dans deux cas de
maladie d’Alzheimer, dans un cas de leucodystrophie et dans un cas de sclérose en plaques
(BEAUDRY et AL. 1999). De fortes quantités d’'ENS ont été également rapportées au cours
d’hypoxie et d'accidents vasculaires cérébraux, mais 'ENS diminuait aprés la Iésion initiale
en quelques jours alors que la quantité d’ENS dans les cas de MCJ restait constante au
cours de la maladie (KROPP et AL. 1999).

Le dosage répété de 'ENS dans le LCR permetirait ainsi de différencier les maladies 3 prion
des autres troubles associés a une perte aigué de neurones dans une courte période.
5-4-Les protéines 14.3.3 :

Sont actuellement le meilleur marqueur présent dans le LCR des patients atteints de la MCJ.
Dans un cadre clinique approprig, Faugmentation des protéines 14.3.3 dans le LCR est
utilisée en routine, pour le diagnostic de la MCJ. Les premiers travaux qui ont conduit &
I'identification de ces protéines sont ceux de Harrington qui ont mis en évidence dans le LCR
de patients atteints de la MCJ, quatre protéines nommées 127, 128, 130 et 131 par
électrophorése deux dimensions. Ces protéines étaient absentes dans 91% des LCR de
patients souffrant d’autres maladies neurologiques, notamment du Kuru et de la maladie
d’Alzheimer (HARRIGTON et AL. 1986). Il faut attendre 1996 pour que Hsich identifie les
protéines 130 et 131 comme étant les protéines 14.3.3 et que soit développée une technique
semi-quantitative simple et sensible pour la détection de ces protéines. Il s’agit d'une
technique de Western blot (WB) : une électrophorése SDS-PAGE, transfert sur membrane
de nitrocellulose et révélation par un anticorps anti-14.3.3 b en chimiluminescence. Cette
technique s’avére plus sensible que I'électrophorése deux dimensions (HSICH ef AL.1996 ;
ZERR ef AL. 1998).

Dans I'étude de Hsich, le WB est sensible a 96% et spécifique a 88% sur 257 LCR analysés
pour le diagnostic d’orientation de la MCJs chez 'homme. Cependant, ces résultats ne
tiennent pas compte des faux positifs obtenus pour les attaques cérébrales, les ischémies,
les encéphalites virales et les hémorragies cérébrales. En continuité avec les travaux de
Hsich, de nombreuses études ont été publiées confirmant la sensibilité et la spécificité_ de ce
test dans un contexte clinique évocateur (ZERR et AL. 1996 ; ZERR et AL. 1998 ;
BEAUDRY ef AL. 1999 ; ZERR ef AL. 2000 ; LEMSTRA et AL.2000).

Recemment, un test immunomeétrique quantitatif a été adapté pour la détection des protéines
14.3.3 dans le LCR (KENNEY et AL. 2000).
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CHAPITRE 3 : Transmission des ESST et maladies causées par le prion.

1-Transmission des ESST :

-Les ESST ne sont pas des maladies CONTAGIEUSES : une maladie CONTAGIEUSE se
transmet d'individu 3 individu de méme espéce ou d'espéce différente par contact direct ou
indirect (sécrétions, excrétions...).

-Les ESST sont des maladies TRANSMISSIBLES.

i-1-Transmission horizontale par voie Alimentaire (principale voie de fransmission) :

C'est a dire que les organes infectés d'un animal malade d'une ESST sont absorbés par un

autre animal :

-Farines de viandes ou graisses animales contaminées par des cadavres ou des organes
d'animaux morts d'ESST.

-Placenta des brebis malades de tremblante ingérés par d'autres brebis .

-Cannibalisme dans le cas du Kuru ol les femmes de la tribu étaient beaucoup plus atteintes
Gue ies hommes car !e rituel mortuaire cannibale leur destinait les tissus a risque comme le
cerveau alors que les hommes consommaient les parties "nobles" (muscles).
1-2-Transmission verticale (de la mére a I'embryon) :

En février 2001 une étude du Professeur John Wilesmith en Grande Bretagne, publiée dans

le Veterinary Record, affirme que cette transmission n'existe pas.

L'étude a duré 12 ans, utilisant des embryons prélevés sur des Vaches Malades d’ESB (et
du sperme de HUIT taureaux malade sur 13), embryons transférés sur des animaux
INDEMNES en provenance de Nouveile Zélande. Aucun des 266 bovins nés de prés de 600
embryons implantés n'a développé la maladie aprés 7 ans d'observation, et les examen
cérébraux aprés abattage ont tous été négatifs. AUCUNE des Souris transgéniques
auxquelles on avait injecté du liquide utérin ou des embryons par voie intracranienne n'a
présenté de signe d'ESST.

1-3-Transmission verticale (de la mére au veau) :

Une étude anglaise (incompléte et discutée) plus ancienne montrait que le veau dont la mére

développe la maladie I'année de sa naissance, a 10% de "chance" de plus de développer
I'ESB .... En France aucun cas de transmission de la Vache au veau n'a été constaté.

1-4-Transmission iatrogéne (par la médecine ou la chirurgie) :

-Par administration d'hormone de croissance extraite de cerveau humain avant que cette

hormone ne soit synthétique.

-Par greffe de cornée ou de dure-mére.

-Par les instruments de neurochirurgie insuffisamment désinfectés.

-Une étude Anglaise (non encore achevée) a permis de transmettre une ESST de mouton

infecté a mouton sain par transfusion sanguine.
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1-5-Transmission expérimentale :

-Par injection intracranienne a divers animaux de laboratoire (Voie la plus efficace).
-D'autres voies sont utilisées (Intra - péritonéale, Intraveineuse, ...).

1-6-Transmission par le milieu extérieur :

-L'injection & des animaux de laboratoire de broyats d'acariens de foin récolté sur des
parcelles de pature de moutons atteints de tremblante, ont provoqué la maladie.

-Une réinfection de moutons sains a été constatée en ISLANDE alors qu'ils paturaient sur
des parcelles sur lesquelies aucun mouton n'avait paturé depuis plus de 5 ans.

1-7La barriére d’espéce :

1-7-1-Le cas de I'agent des ESST :

-L'agent des ESST est incapable de provoquer la maladie chez un héte sensible n'exprimant

pas le géne de la PrP (protéine prion normale).

-La PrP™ (ou PrP* pour "scrapie”), responsable des Iésions entrainant la maladie, ne peut
pas s’accumuler au sein d'un organisme dont le géne exprimant la PrP normale est soit
absent soit trop différent.

-On connait depuis longtemps des lignées génétiques de moutons dont la résistance a la
tremblante est plus importante.

- Dans la maladie de Creutzfeldt - Jakob chez 'homme, les individus présentent des durées
d'incubation différentes selon le code du géne responsable de la synthése de PrP.

- De nombreuses expériences ont démontré que la dose infectante et la voie d’inoculation
devaient jouer également un réie important.

1-7-2-Le cas de I'agent de I'ESB dans les conditions naturelies :

-L'agent de I'ESB a infecté d'autres bovidés (Parcs zoologiques notamment).
-L'agent de 'ESB a infecté des félidés (Parcs zoologiques et Chats domestiques).
-L'agent de I'ESB a infecté des singes (Parcs zoologiques et voie expéiimentale).
-L'agent de 'ESB a infecté 'homme (Variant de la MCJ).

(www.sante.gouv.fr/hmt/pointsur/vache/2esst.).

A-Les maladies humaines a prion :
Les maladies humaines a prion ont été classées suivants leurs caractéristiques clinigues et

neuropathologiques en quatre maladies : la MCJ, le SGSS, I'lFF et le Kuru.

Les suspicions de MCJ sont & déclaration obligatoire (RICHARD MARLENE ; 2001).
A-1-La maladie de Creutzfeldt-Jakob :

La plus commune des ESST est la MCJ, avec une incidence annuelle d’environ 1,4 cas par

million d’habitants. La MCJ touche les deux sexes. Son apparition est le plus souvent
sporadique, mais il existe également des formes génétiques dites familiales, liées a une
mutation au niveau du géne PRNP, et héritées selon un mode de transmission autosomique

dominant. Enfin, les formes acquises de la MCJ sont essentiellement liées a l'utilisation de
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lots contaminés d’hormone de croissance naturelle et de dure-mére. Il faut ajouter a ces
formes acquises, le nouveau variant de la MCJ liée 4 'ESB (RICHARD MARLENE.2001).

FigureN°5: Coupe histologique dans le cortex d’un cerveau humain atteint
de la maladie de Creutzfeidt Jakob
(Photographie aimablement prétée par "University of lowa's Virtual Hospital" (USA)).

A-1-1-La MCJ sporadique :

A-1-1-1- Les données cliniques, neuropathologiques :

La majorité des patients développant une MCJs a un 4ge compris entre 50 et 70 ans, mais
des cas ont été rapportés chez des sujets plus jeunes ou plus agés.

La phase d'entrée dans la maladie, ainsi que les premiers symptdmes sont trés variables
d'un cas a l'autre. De fagon schématique, les premiers symptémes sont soit des
modifications comportementales ou psychiatriques, soit des troubles neurologiques, soit des
symptomes peu évocateurs. Le mode d'entrée est souvent progressif (de quelques
semaines a quelques mois), et rarement rapide ou soudain (de quelques heures a quelques
jours).

Il faut attendre la phase d’état pour que soient réunis les symptémes classiques de la MC.J.
Les signes cliniques les plus couramment rencontrés sont, par ordre de fréquence, une
détérioration mentale plus ou moins sévére, des mouvements anormaux (myoclonies), un
syndrome cérébelleux, des signes pyramidaux, extrapyramidaux et des signes visuels ou
oculomoteurs.

La phase terminale conduit, en quelques mois, au décés dans un état grabataire et de
dépendance totale.

Au plan histologique, les lésions sont identiques a celles décrites au cours des autres ESST
c'est-a-dire " la triade " spongiose, gliose et perte neuronale. Cependant, les caractéristiques
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neuropathologiques sont variables d'un individu a l'autre (RICHARD MARLENE.2001).
A-1-1-2-Le diagnostic paraclinique :
| a détection des protéines 14.3.3 dans le LCR est un outil de bonne sensibilité (97%) et de

bonne spécificité (87%) dans le diagnostic d'orientation pour la MCJs (Lemstra ef al. 2000).
Dans le cadre de la MCJs, de nombreux travaux portant sur la sensibilité et la spécificité de
ce test ont été publiés (HSICH et AL. 1996 ; ZERR et AL. 1996 ; 1998 et 2000 ; BEAUDRY
et AL.1999 ; LEMSTRA et AL. 2000).

Les suspicions de MCJs sont classées en cas possibles, probables ou certains selon les
critéres de 'OMS (www.invs.sante.fr.).

A-1-2-La MCJ familiale :

Les formes familiales de la MCJ représentent plus de 15% des cas (PEOC’H et
LAPLANCHE 1999). Dans cette forme de MCJ, la PrP est pathologique du fait d'une

anomalie génétique (mutations, insertions) et non pas du fait d’'une modification post-

traductionnelle.

Au plan clinique, ces anomalies génétiques sont accompagnées de modifications
phénotypiques telles qu'un début & un 4ge plus précoce et une durée d’évolution plus
longue. (BRANDEL 1999).

La détection des protéines 14.3.3 dans le LCR s’avére utile dans le cadre des MCJf. En
effet, dans une étude conduite par Rosenmann, les protéines 14.3.3 ont été détectées dans
15 LCR sur 16 de MCJf associées a la mutation E200K et dans un LCR de sujet MCJf
D178N) (ROSENMANN et AL. 1997). Plus récemment, ces protéines ont été détectées dans
100% des cas associés aux mutations E200K et V210! (ZERR et AL. 2000).

A-1-3-La MCJ iatrogéne :

Les cas de MCJi décrits se sont développés suite a différentes procédures : les greffes de
cornée, iimplantation intracérébrale d’électrodes contaminées, injectior: d’hormone de
croissance naturelle contaminée (BILLETTE DE VILLEMEUR 1995 ; BILLETTE DE
VILLEMEUR et AL.1996) et les greffes de dure-mére. Ces infections sont le résultat d'une
extraordinaire résistance de 'agent infectieux aux techniques conventionnelles d'inactivation
et de stérilisation.

Le phénotype des MCJi semble assez constant, touchant I'adulte jeune, mais semble
cependant influencé par la voie de la contamination : périphérique dans le cas des hormones
de croissance et centrale dans le cas des autres contaminations.

A-1-4-La MCJ nouveau variant :

La nouvelle variante est la forme la plus médiatisée de la MCJ mais cependant la moins
courante. Au 08 juin 2001, le Royaume-Uni a recensé 101 cas probables ou certains de
MCJv, la France 3 cas et I'lrlande 1 cas.

La MCJv fut identifiée pour la premiére fois en 1996 comme étant potentiellement une
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nouvelle ESST dont la cause était probablement une contamination a '’homme de 'ESB
(RICHARD MARLENE. 2001).

A-1-4-1-Les données cliniques :

Le phénotype clinique de la MCJv différe de la MCJs par une longue évolution, en moyenne
de 14 mois, un jeune age de 29 ans en moyenne et des troubles sensitifs ou psychiatriques
précoces (ZEIDLER et AL. 1997 ; WILL et AL. 2000). Les premiers signes neurologiques

évocateurs sont une ataxie cérébelleuse souvent associée a des signes pyramidaux, & des

mouvements involontaires incluant myoclonies, chorée et dystonie (ZEIDLER et AL. 1997 ;
WILL et AL. 2000). Le stade terminal de la maladie est semblable & celui de la MCJs avec
une détérioration cognitive progressive, une incontinence et une dépendance de plus en plus
grande (ZEIDLER et AL. 1997 ; WILL et AL. 2000).

A-1-4-2-Les données neuropathologigues :

Les caractéristiques neuropathologiques sont clairement celles d’'une ESST avec des
modifications spongiformes largement distribuées et proéminenies au niveau du striatum. La
perte neuronale est variable, mais cependant plus prononcée dans le cortex occipital et le
cervelet ol I'activation astrocytaire est trés présente. La plus frappante des caractéristiques
histologiques de la MCJv est la présence dans de nombreuses aires du cerveau, de larges
plagues amyloides distribuées dans I'ensemble du cortex cérébral et cérébelleux. Elles sont
également présentes en petit nombre dans les ganglions de la base, le thalamus,
Ihypothalamus et les noyaux du " brain stem " (IRONSIDE 1997 ; IRONSIDE 1998). Dans la
plupart des cas, ces plaques sont entourées par une couronne de vacuoles de spongiose.

A-1-4-3-Le diagnostic paraclinique :

’EEG est anormal dans la plupart des cas, mais ne montre pas d'activité pseudo-périodique
typique de la MCJs (COLLINGE 1996 ; ZEIDLER et AL. 1997).

1 ’IRM menire un fort signal bilatéral au niveau du pulvinar dans 77% des cas {(WILL et AL.
2000).

Les paramétres du LCR sont habituellement normaux. La détection des protéines 14.3.3 est
positive dans seulement 57% des cas (WILL et AL. 2000).

A-1-4-4-La biopsie d’amygdale :

La biopsie d’'amygdale a été évoquée comme étant un examen extrémement prometteur
pour le diagnostic de la MCJv puisque la PrPres a été détectée, dans ce tissu, par IHC et par
WB. Cependant, le nombre, encore insuffisant, de résultats portant sur cet examen ne
permet pas de fixer sa sensibilité et sa spécificité (WILL et AL. 2000).

A-2-Le syndrome de Gerstmann-Stridussler-Scheinker :

Le syndrome de Gertsmann-Straussler-Scheinker a été décrit en 1936. Il s'agit d'une
maladie a prion héréditaire transmisse selon un mode autosomique dominant. Cette maladie

serait due a une mutation faux-sens au niveau du codon 102 (P102L) du géne PRNP.
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Cependant d’autres mutations ponctuelles (6 faux-sens et une non-sens) ont été associées
au syndrome de GSS (GHETTI 1996). Le début de la maladie se déclare entre 35 et 50 ans
par une ataxie spinocérébelleuse progressive, se poursuit par un état dépressif puis une
démence. La durée de la maladie est d’environ 5 ans.

La neuropathologie du syndrome de GSS se traduit par 'existence d'une spongiose
extensive avec perte neuronale et gliose astrocytaire, par des Iésions de la substance
blanche des voies cérébelleuses longues et par la présence de plaques amyloides évoguant
tantét des plaques de Kuru, tantét des plaques multicentriques. Certains variants du
syndrome de GSS présentent des dégénérescences neurofibrillaires (TRANCHANT et AL.
1997). Dans certaines familles, les anomalies neuropathologiques ont une distribution plus
restreinte et se limitent au télencéphale et au diencéphale.

Les protéines 14.3.3 ont été détectées dans 2 cas sur 5 de GSS (ZERR et AL. 2000).

Le syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker a été classé dans les encéphalopathies

- gpongiformes transmissibles en 1981 quand sa transmissibilité a &té montrée. C'est une des
plus rares maladies neurodégénératives avec une incidence annuelle de 2 a 5 cas pour 100

millions.

A-3-L’Insomnie Familiale Fatale :

La nature infectieuse de I'lFF n'a été démontrée que récemment (TATEISHI et AL. 1995).
L’IFF est une maladie a prion héréditaire transmise selon un mode autosomique dominant,
caractérisée par des insomnies persistantes. L'IFF est caractérisée par la mutation du codon
178 du géne PRNP associé & une méthionine au codon 129.

L'IFF est rapportée pour la premiére fois en 1985 par Médori et collaborateurs. L'age de
début de la maladie se situe entre 40 et 60 ans et se déclare soit par des troubles du
sommeil, insomnies, agitations nocturnes, réves, soit par des troubles moteurs, ataxie,
dysarthrie ou encore par des troubles de la mémoire. En quelques semaines, 'insomnie
devient compléte, les troubles cognitifs s’aggravent, les signes moteurs et les perturbations
autonomes et endocrines apparaissent. La durée de la maladie est d'environ une année au
terme de laquelle le décés survient.

Les lésions neurcpathologiques sont essentiellement localisées au niveau du thalamus. La
spongiose est souvent absente ou focalisée. La perte neuronale et la gliose sont importantes
dans les noyaux ventraux antérieurs et dorsomédians et beaucoup plus discrétes dans les
noyaux centromédians et du pulvinar et absentes pour le reste. Dans le cortex cérébral, on
note une astrocytose. Dans le cervelet, la perte neuronale et la gliose sont modérées alors
que l'olive inférieure est trés atrophique. Le reste du cerveau est normal.

Les protéines 14.3.3 sont toujours négatives dans le LCR (ZERR ef AL. 2000).
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A-4-Le Kuru :

Le Kuru est une maladie similaire a la MCJ qui s’est développée en Nouvelle-Guinée par les
rituels cannibales.

Cette maladie a eté découﬁerte en 1955 par Zigas et Gajdusek, elle est maintenant
pratiquement éteinte. Cette affection ne touchait que le peuple Fore des hauts plateaux de la
Nouvelle-Guinée. Elle se manifestait cliniquement par une ataxie cérébelleuse et un

" tremblement " qui évoluait vers une impotence motrice absolue. La déemence n’'était pas
une caractéristique essentielle de I'affection, mais pouvait apparaitre au stade terminal. Le
déces survenait moins d’un an aprés le début de la maladie et la mort était attribuée a une
infection intercurrente ou a une malnutrition. Les modifications morphologiques du SNC
étaient qualitativement semblables & celles de la MCJ. En revanche, la topographie des
iésions était différente, 'atteinte du striatum était prédominante.des plagues amyloides dites
de Kuru étaient observées dans 60%des cas (RICHARD MARLENE.2001).

Figure N°6 : Coupe histologique d’un cerveau humain atteint par le Kuru.
Photographie aimablement prétée par "University of lowa's Virtual Hospital" (USA))
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FigureN°7 : Coupe histologique d’un cerveau humain atteint par le Kuru, ony
distingue les plaques amyloides dans les espaces intercellulaires,
Photographie aimablement pratée par "University of lowa's Virtual Hospital" (USA))

B-Les maladies animales 3 prion :
————=au'es animaies a prion :

B-1 -L’encéghalogathie Spongiforme bovine :

B-1-1-Présentation -

L'Encéphalopathie Spongiforme Bovine (ESB), (appelée communément " maladie de Ia
vache folle "), a été identifiée pour Ia premiére fois en Grande~8retagne en 1985 et déclarée
en 1986.

Cette maladie appartient au groupe des encéphalopathies spongiformes subaigués
transmissibles (ESST) connues chez d'autres espéces animales (chat, mouton, wapiti,

Ce sont des maladies degénératives du systéme nerveux centra et sont dues a des agents
infectieux appelés " agents transmissibies non conventionnels (ATNC) " oy " prions
pathogénes " Elles se manifestent par I'apparition de cavités dans les cellules nerveuses
cérébrales (visibles ay microscope) faisant ressembler le cerveau a une éponge (d’oli le
terme de " spongiforme ") '
L'ESB se caractérise par Fapparition de symptdmes nerveux sur des animaux adultes qui
conduisent progressivement (entre un et six mois) et inéluctablement vers la mort.

(www.Agri.agri.ifrance.comlesb.htm ifrance.).
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Figure N°8 : Vache atteinte d’encéphalopathie spongiforme bovine
{(www.phil.cdc.gov)

B-1-2-Origine de I’épidémie :

La maladie existe a I'état naturel a des fréquences trés faibles. Mais, au début des années
1980, on commenga a administrer des compléments alimentaires aux bovins de plus de six
mois pour qu’ils grandissent plus vite et donnent plus de lait. Ces compléments étaient des
farines de protéines animales, fabriquées a partir de carcasses ds imoutons ou de vaches.
L'ESB fut transmise a un nombre considérable de bovins par Fintermédiaire de telles farines
mal traitées, c'est-a-dire insuffisamment chauffées (130°c au minimum pour éviter les
contaminations).Ce diagnostic a été confirmé par le comité scientifique des vétérinaires de la
commission européenne et par 'organisme de contrdle mondiale, la fédération internationale
des épizooties (FIE).

De plus, des études ont montré que 'ESB peut étre transmise par la vache a son veau, sans
que I'on puisse dire si cette transmission a lieu lors de la gestation ou si les prions sont
presents dans le lait maternel. Cette maladie, transmissible a 'homme produit une forme
atypique de la MCJ. Depuis les débuts de I'épidémie en 1985, plus de 160000 cas de vaches
folles ont été recensés, principalement en Grande-Bretagne, mais aussi en Irlande, en
Suisse, en France, aux Pays-Bas, en Allemagne et ailleurs. .. .

(www.Agri.agri.ifrance.com/esb.htm ifrance.).
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Cependant deux hypothéses ont été envisagées :

a-La premiére hypothése serait que PESB ne préexistait pas :
L'épidémie britannique serait due & l'incorporation de cadavres de moutons atteints de

tremblante (ou scrapie en anglais) dans les farines consommeées par des bovins. L'agent
infectieux de la tremblante se serait adapté a 'espace bovine pour développer une maladie
spécifique.

Cette hypothése explique pourquoi la maladie ovine est souvent evoquée avec 'ESB.

La tremblante est une maladie du méme groupe et est transmis par un agent similaire. Elle
est connue depuis environ 200 ans, sans qu'un lien avec une maladie humaine similaire n'ait
pu étre reconnu.

Cette hypothése est également basée sur limportance du ratio ovins/bovins en Grande-
Bretagne (environ 2/1) et de I'importante prévalence de ia tremblante dans ce pays.
(www.Agri.agri.ifrance.com/esb.htm ifrance.).

b-La seconde hypothése serait que 'ESB est une maladie préexistante :

Dans ce cas, la maladie aurait existé bien avant I'epidémie britannique a I'état sporadique

(c’est-a-dire sous la forme de cas isolés comme dans le cas de Ia maladie humaine dont Ia
fréquence moyenne est de 1 cas pour 1 million d’habitants) du fait d’une mutation spontanée
de la protéine appelée " prion " vers une forme anormale dite " pathogene ".

L'utilisation de cadavres d’animaux atteints d’ESB dans la fabrication de farines recyclées
pour I'alimentation des bovins ainsi que des changements dans les méthodes de fabrication
des farines auraient donc eu un effet amplificateur considérable d’une maladie
préalablement non identifiée.

Cette hynothése se voit renforcée par des analyses plus fines de la nature du prion ESB,
aujourd’hui bien différencié de celui de Ia tremblante.

La confirmation d’une telle hypothése remettrait en cause le statut de tous les pays se
déclarant " indemnes " d’ESB.

En effet, si la maladie existe a un état suffisamment sporadique pour rester longtemps
inapparente, il est fort probable que bien des pays se trouvent affectés sans s’en rendre
compte

(www.Agri.agri.ifrance.com/esb.htm ifrance.).

B-1-3-Symptomatologie :

La durée d’incubation n'est pas connue avec précision mais semble étre toujours longue, de
l'ordre de 5 ans.

Les symptémes caractéristiques de la maladie sont les modifications du comportement et
des troubles locomoteurs. Mais le diagnostic ne peut étre établi qu'aprés la mort de I'animal.
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Les animaux touchés commencent par devenir nerveux, anxieux, peureux voire agressifs. lls

ont tendance a s'isoler du troupeau, ils peuvent sortir la langue pour se lécher le museau.

Les bovins ont une démarche hésitante et vacillante, accompagnée de tremblements.
L'état général des animaux se détériore. La mort survient au bout de six a huit semaines,
aprés 'apparition des symptomes.

B-1-4-Le diagnostic :

Les diagnostics permettant d’établir avec certitude la présence du prion pathogéne
responsable de 'ESB sont pratiqués aprés la mort ou l'euthanasie de 'animal et reposent :
*s0it sur un examen histopathologique permettant de metire en évidence des lésions
spongiformes de I'encéphale caractéristiques

*soit sur un test de Western Blot réalisé sur un fragment du tronc cérébral et présentant un
résultat positif.

A Pheure actuelle, il n’existe pas de diagnostic de certitude sur des animaux vivants en

incubation. (www.Agri.agri.ifrance.conﬂesb.htm ifrance.).

FigureN°9 : Coupe histologique dans une moelle de vache atteinte d’encéphalopathie
spongiforme bovine
(Photographie aimablement prétée par : National Institute of Animal Health (Japan))
(Photographed by Dr. M. KUBO NIAH.)

“Tissus infectants :
Les encéphalopathies (encéphalo + pathie = cerveau + maladie) spongiformes
transmissibles sont comme leur nom lindique, des maladies atteignant le systéeme nerveux

central.
Les organes, qu'ils soient consommeés ou non, ont été répartis en 4 catégories (de | a IV)
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d'infectiosité décroissante :
*catégorie | : systéme nerveux central et tout ce qui s'y relie (yeux, méninges).

*catégorie |l : ganglions lymphatiques, rate, amygdaies, intestin, placenta, rein.

*catégorie lll : glandes surrénales, thymus, moelle osseuse, poumons, pancréas, muqueuse
nasale, liquide céphalo-rachidien.

*catégorie IV : les muscles sont considérés comme sains car ne présentant pas de titre
infectieux détectable.

(La Recherche - N°332 de juin 2000).

B-1-5-L'assainissement des élevages infectes :

En France tous bovin suspect de BSE, c'est-a-dire présente des signes nerveux, anxiéte,

agressive....associés ou non a des trouble locomoteur et persistant plus de 15 jours, doit
&tre signalé au vétérinaire sanitaire qui alerte la DSV. Dés la déclaration de suspicion, un
arrété de mise sous surveillance du cheptel est prise.

Si le diagnostic de BSE est confirmé par le laboratoire, I'élevage est séquestré. Tous les
bovins de I'exploration sont marqués d'un trou a l'oreille droite.

Pour assainir son troupeau, I'éleveur dispose de deux possibilités :

*n abattage total subventionné. Dans ce cas, la viande des animaux, excepté celle des
maladies, peut étre livrée a la consommation sous réserve d'une préparation particuliere.
*Un assainissement progressif par la réforme des animaux marqués qui peuvent demeurer
sur I'exploitation pendant toute la vie.

L'abattage total est préférable, car il est difficile d'introduire des animaux pendant
l'assainissement progressif (La Recherche - N°332 de juin 2000).
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B-2-La tremblante du mouton:

La tremblante est une maladie transmissible, rencontrées chez le Mouton et la Chervre,
caractérisée cliniquement, aprés une longue période d'incubation, par I'apparition de trouble
nerveux sensitifs sans hyperthermie, et vers une issue toujours fatale. D'autres especes
peuvent présenter cette affection, maladie du dépeérissement chronique des ruminants
sauvages, encéphalopathie transmissible du vison, encéphalopathie spongiforme bovine
(dénommée par les médias "maladie des vaches folles»). D'autres cas d'encéphalopathie ont
été signalés chez le chat, le Guépard, le Puma, I'Autruche. ... (Maladies des moutons p65).
B-2-1-ORIGINE :

La tremblante est connue depuis fort longtemps (XVIII® siécle) chez les ovins et les caprins
en particulier en Europe.

Il ne semble pas qu'un seul pays dans le monde soit indemne de tremblante. Cependant,
FAustraiie et la Nouvelle-zélande font état d'une éradication.
Dans les élevages endémiquement atteints, l'incidence de la tremblante exprimée
cliniquement chez le Mouton est de I'ordre de 5 & 10% de la production annuelle, 70% des
cas apparaissent a un age compris entre 2 et 4 ans.
La nature exacte de I'agent responsable n'est pas connue avec précision. Il s'agit d'un agent
transmissible non conventionnel (ATNC) différent des virus ou des bactéries.
La composante essentielle de cet agent est une protéine PrP*, d'ou la dénomination "prion"
(small proteinaceous infectious particles). Cette protéine se distingue d'une protéine similaire
(PrP°), présente dans les tissus sains par sa résistance a la protéase K et par la formation
de SAF (ou "scrapie associated fibrils") au microscope électronique.
Le prion est trés différent des virus en raison de sa résistance particuliére aux désinfectants
chimiques et physiques usuels. Par exemple, il peut résister plus de 4 mois dans une
solution formolée & 20% ou 1h 4 90°C.
Il peut méme résister a 160°C pendant24 heures en chaleur séche. .
Le probléme actuel est limpossibilité d'expliquer le mécanisme a l'origine de la conservation
de la protéine normale Pr P en prion ou PrP*, en particulier lors de |a transmission de la
maladie.
La transmission de la maladie pourrait étre maternelle (de la meére 3 l'agneau in utero ou
aprés la naissance) et/ou horizontale.
La transmission maternelle sembie jouer un réle important dans I'épidémie de la tremblante,
car I'agent infectieux est retrouvé en grande quantité dans les cotylédons de la brebis
infectée. La brebis transmet egalement la susceptibilité génétique (cette transmission de la
sensibilité peut étre également liée aux caractéres génétiques du bélier). En revanche, le lait
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ou le colostrum ne semblent pas infectants.

Une transmission horizontale semble €galement possible "par contact" ou par l'intermédiaire
d'une péature contaminée (I'agent transmissible peut rester infectant pendant au moins 3 ans
dans le sol).

Enfin, la tremblante a pu étre transmise accidentellement en Grande-Bretagne par
lintermédiaire d'un vaccin formolé contre le louping-ill.

On peut penser que l'infection naturelle s'effectue par Ia voie orale avec une localisation
primaire de I'agent infectieux dans les tissus lymphatiques de la région pharyngée puis dans
lintestin gréle distal et dans le colon proximal, avec une déssémination ultérieure vers la rate
et les tissus lymphoides viscéraux. La déssémination ultérieure de cet ATNC dans les tissus
Nerveux provoquera l'apparition des symptémes (MANUEL PRATIQUE ; MALADIES DES
MOUTONS P 65).

B-2-2-Symptémes:

Les symptdémes apparaitront apres une période d'incubation remarquablement longue, de
plusieurs mois (au minimum 10 mois) a plusieurs années (en général 2 & 3 ans). Dans les
élevages trés contaminés, on peut remarquer un raccourcissement progressif de la période
d'incubation.On distingue deux formes cliniques de Ia tremblante : Ia forme prurigineuse et la
forme nerveuse (paralytique).

FigureN°10 : Mouton atteint de tremblante ; lesions de grattage (B. Chamak, Pour la
Science, 1999, vol 256).

B-2-2-1-La forme prurigineuse :

Le premier signe est I'apparition d’un prurit dorso-lombaire, qui s'étend ensuite aux autres
parties du corps.Un comportement de grattage se développe ; la laine devient réche et
€ébouriffée, puis est arrachée par plaques ; la surinfection des plaques dépilées est
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fréquente. Ces symptémes expliquant la dénomination anglaise de la maladie (« to scrape »
gratter). (MANUEL PRATIQUE ; MALADIES DES MOUTONS P 65).

B-2-2-2-La forme paralytique :

Débute par une parésie de larriére train avec difficultés de Ia locomotion, et perte de la
coordination.

Ces symptémes sont associés dés le début de Ia maladie, & des troubles du comportement
(attitude craintive, fuites...) et surtout a une hyperesthésie se manifestant a Ia moindre
excitation par des tremblemenis localisés d'abord aux oreilles puis s’étendant 2 la téte, &
I'encolure et au membres.Ces symptémes sont a I'origine de Ia dénomination francaise de la
maladie (« tremblante »).Bien que 'appétit soit conserve,l'état général est altéré I'animal
maigrit .Les signes nerveux sintensifient et les tremblements deviennent
permanents.Lanimal reste en décubitus devient cachectique et meurt aprés passage 3 un
état comateux entrecoupé de convulsions.La maladie aboutit systématiquement 3 Ia mort en
un a deux mois en moyenne, apres évolution graduelle des symptémes (MANUEL
PRATIQUE ; MALADIES DES MOUTONS P 65).

B-2-3-Lésions :

Les iésions macroscopiques sont celles de grattage, par contre en microscopie cn a la triade
lésionnelle(« spongiose,gliose astrocytaire,et une dépopulation neuronale »). (MANUEL
PRATIQUE ; MALADIES DES MOUTONS P 85).

B-2-4-Diagnostic de la maladie -

Le diagnostic clinique repose sur les données épidémiologiques (troupeau a trembiante) et
sur 'examen clinique des animaux adultes.

Actuellement seul un examen histologique permet de confirmer une suspicion.

L’emploi du microscope électronique permet d'observer les structures fibrillaires dans le
systeme nerveux central (MANUEL PRATIQUE ; MALADIES DES MOUTONS P 65).
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FigureN°® 11: Coupes histologiques dans la substance grise d'un cerveau de mouton.

On observe nettement sur la photographie de bas une grande vacuole dans chacun
des deux neurones. Cette vacuole pousse sur les bords de la cellule le noyau et les

autres organites cytoplasmiques.

(Photographies aimablement prétées par Dr. R. Higgins, School of Veterinary

Medicine, University of California, Davis (USA)).
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Conclusion
Les maladies a prion semblent prendre de plus en plus d’ampleur du fait de I'impossibilité de
poser un diagnostic précoce, du fait de I'ignorance des propriétés exactes de I'agent
pathogene pour pouvoir l'inactiver,et finalement du fait de 'absence de traitement.
Et donc il s'avére trés important de se méfier du danger que représentent ces pathologies et
cetie particule intelligente ; le prion.

Ainsi vu la longueur de la période d’incubation il est irrationnet de se prononcer et dire qu’on
n'a plus affaire a ce fléau. '
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RECOMMANDATIONS.

Suit a l'incertitude persistante, des précautions élémentaires doivent étre prises :

e Stérilisation renforcée des instruments chirurgicaux pour tenir compte de la
résistance exceptionnelle de 'ATNC,

o Utilisation de neurohormones "propres” issues du génie génétique,

e Alimentation sécurisée par l'interdiction a la distribution des organes a risques des
animaux malades, par l'interdiction des farines animales dans [l'alimentation du bétail
quel gu'il soit, en raison des possibilités de franchissement de la barriére
interspécifique.

Pour cela il faut tracer deux plans a savoir :
Pian_sanitaire .

Pays indemnes :

e Surveillance cibiée pour déceler les symptdmes nerveux.
e iesures de protection reiatives a l'importation des ruminants sur pied ei de ieurs
produits.

s Décisions réglementaires concernant 'importation d'embryons.

Pays ou des cas sont apparus chez les bovins :

e Abattage avec indemnisation, pour obtenir confirmation des cas.

e Conirbles visant a surveiller le recyclage des protéines issues de mammiféres.

s Efficacité du systéme d'identification et de fracabilité des bovins.
-Le personnel de laboratoire amené a manipuler des tissus provenant d’animaux
susceptibles d'étre atteints d’ESB doit porter des vétements de protection adaptés et
respecter scrupuleusement un code de bonnes pratiques pour éviter toute exposition a
'agent pathogéne, hautement résistant aux traitements physiques et & de nombreux
traitements chimiques. L’apparition récente d’'une nouvelle variante de la maladie de
Creutzfeldt-Jakob indique que I'agent pathogéne pourrait étre infectieux chez 'homme. La
maladie n'étant pas contagieuse, les opérations de laboratoire doivent principaiement éviter
les expositions iatrogénes, oculaires ou bucco-nasales accidentelles.
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ANNEXE1

A.M.Jakob

Photos N°1 :Creutzfeldt et Jakob :description clinique et neuropathologique de la
maladie de Creutzfeidt-Jakob.

Photos N°2 : D. Carleton Gajdusek :maladies lentes a virus (Prix Nobel 1976).



Photos N°3 : John Collinge : trés grandes similitudes biochimiques entre le prion de

I'ESB et celui du nouveau variant de CJD (Nature383, 685-90) (1996).

Photos N°4: Stanley Prusiner:hypothése de ’agent transmissible non
conventionnel(1981).






Technigue d’immunohistochimie :

1-Obijectif :
Détection enzymatique d'un peptide a I'aide d'un anticorps dirigé contre ce peptide.

2-Principe de la Technique :
Le peptide ou la protéine a détectée va étre reconnue par un anticorps spécifique. Cet

anticorps est lui-méme reconnu par un anticorps secondaire couplé a une enzyme
(peroxydase, phosphatase alcaline). La révélation se fait alors a I'aide d'un substrat de
I'enzyme (ex :diaminobenzidine ou amino-ethyl carbazol pour la peroxidase, systéme NBT-
BCIP pour la phosphatase alcaline). Au laboratoire I'immunohistochimie est employée soit
sur tissu fixé monté sur lame soit sur coupes flottantes.

(www.anapath.necker.fr/TecACP%20%C4/T ecACPImetanapatImetanapat.).

3-Avantages :

-Technique simple d'utilisation et ne nécessitant pas d'équipement lourd, si ce n'est un
microtome ou un vibratome pour faire les coupes de tissu

-Reésolution au niveau cellulaire

-Contréle de la révélation en temps réel

-Possibilité d'effectuer des marquages multiples (en utilisant différents substrats de l'enzyme
et en recourant & des révélations séquentielles ou bien en utilisant des anticorps secondaires
couplés l'un 3 la peroxydase l'autre a la phosphatase aicaline)
(www.anapath.necker.fr/TecACP%20%C4/T ecACP/metanapat/metanapat.)

4-Inconvénients :

- L'obtention de bons résultats est subordonné a I'utilisation d'un bon anticorps primaire (i.e.
spéecifique). Par ailleurs un méme anticorps pourra convenir en coupes flottantes mais étre
inefficace sur coupes montées _

- L'utilisation d'anticorps dirigés contre des neurotransmetteurs peut conduire a un marquage
fibrillaire plutét que des corps cellulaires. La quantification des cellules peut alors s'avérer
difficile. Dans ce cas de figure une injection préalable d'un inhibiteur du transport axonal tel
que la colchine peut résoudre le probléme. Alternativement, s'il s'agit de détecter les cellules
exprimant la substance en question le probléme peut étre résolu en s ‘attachant a la
détection non de la protéine mais de son ARNm par HIS froide.
(www.anapath.necker.friTecACP%20%C4/T. ecACP/metana pat/metanapat.)



5-Matériel :
-Anticorps primaires, secondaires et substrats enzymatiques.
(www.anapath.necker.friTecACP%20%C4/TecACP/metanapat/metanapat.)



Les différentes étapes du buvardage de WESTERN BLOT :

Une cuve d'électrophorése. Les puits de dépét des échantillons sont colorés en vert, en haut
du gel. Un courant électrigue est appligué pour faire migrer les proiéines vers le bas.

Préparation des échantilions

Typiquement, les échantilions sont prélevés d'un tissu ou d'une culture celiulaire. lis sont
rapidement refroidis, voire refrigérés (en dessous de 0°C). lis sont homogénéisés par
sonication (utilisation d'ultra-sons pour rompre les membranes), contrainte mecanique ou
simplement lysés par utilisation de tampons a hautes concentrations en sels. Il en résulte un
homogénat de tous les compartiments cellulaires, pouvant étre utilisé tel quel ou étre soumis
a plusieurs étapes de centrifugations différentielles afin d'isoler les fractions cytosoliques,
nucléaire et membranaires. L'échantilion est ensuite traité de fagon a recueillir un taux
constant de protéines a partir de chaque échantillon différent. Cela implique un dosage des
protéines par la méthode du Biuret oy du bleu de Coomassie (Méthode de Bradford).

Les échantillons sont ensuite bouillis de 1 a 5 minutes dans une solution tampon (par
exemple le tampon de Laemmli), contenant une substance tampon, généralement du tris, ur:
coiorant, un composant sulfhydryl (typiquement du beta-mercaptoéthanol ou du dithiothraitol
ou plus simplement DTT), un détergent anionique lipophile (sodium dodécy! sulfate ou SDS)
et du glycérol pour augmenter la tension de surface.

L'ébullition dénature les protéines en brisant les liaisons faibles intramoléculaires, ce qui a
pour conséquence de les dérouler complétement. Le SDS leur procure alors un
environnement riche en charges négatives afin de les solvater et prévenir Ia précipitation, et
le composant sulhydryl empéche la reformation de pont disulfure. Le glycérol augmente la
densité de I'échantillon par rapport au tampon dans la partie supérieure du réservoir du gel,



facilitant la mise des échantillons qui descendront plus facilement au fond des

compartiments du gel.
(www.futura-sciences.comlindexatorImot__western_blot_principe.)

Electrophorése sur gel

Les protéines de I'échantillon sont séparées selon leur taille par électrophorése sur gel, la
composition desquels varie en fonction du laboratoire, du poids moléculaire des protéines
d'intérét, et des tampons disponibles. Les gels de polyacrylamide sont les plus fréquents.
Les protéines ne traversant le gel que dans une dimension (du haut vers le bas), les
echantillons sont chargés I'un a cété de I'autre dans des "puits” formés dans le gel. Les
protéines sont séparés par masse en "bandes" dans chaque "couloir" formé sous les puits.
Un couloir est réservé & un "marqueur” ou "échelle standard", une mixture de protéines
possédant des poids moléculaires définis disponible dans le commerce.

il est également possible d’'employer un gel 2D qui, a partir d'un seul échantillon, permet de
faire migrer les protéines dans deux dimensions. Les protéines sont alors séparées par leur
point isoélectrique (c'est-a-dire le pH auquel leur charge nette est neutre) dans la premiére

dimension, et selon leur poids dans la seconde.

La composition d'un tampon d'électrophorése (Running buffer) pour western blot est d'1
volume de tampon TGS (Tris-glycine-SDS) concentré 10 fois dans 9 volumes d'eau distillée.
[www.futura~sciences.comlindexatorlmot_western_blot_principe.)

Transfert sur membrane

Afin de rendre les protéines accessibles a la détection par anticorps, elles sont transférées
depuis le gel sur une membrane de nitrocellulose ou de PVDF. La membrane est placée
face-a-face avec le gel, et un courant électrique est appliqué aux grandes plagues sur l'un
des deux cotés. Les protéines chargées migrent depuis le gel vers la membrane en
conservant 'organisation relative qu'elles avaient dans le gel. |l résulte de ce transfert que
les protéines sont exposées sur une surface mince, ce qui facilite les étapes de détection
ultérieures. Tant les membranes de nitrocellulose que de PVDF sont "collantes”, liant des
protéines de maniére non-spécifique (c'est-a-dire qu'elles lient toutes les protéines présentes
dans l'echantillon de la méme fagon). La fixation des protéines a la membrane se fait grace a
des interactions hydrophobes et ioniques entre la membrane et les protéines. Bien que les
membranes de nitrocellulose soient moins chéres que celles en PVDF, elles sont moins

solides et ne peuvent étre employées plusieurs fois. A Ia différence de celles en



nitrocellulose, les membranes de PVDF doivent étre imbibées de méthanol ou d'isopropanol

a 100% avant leur utilisation.
La composition pour un litre d'un tampon de transfert type est de :

e 700 ml d'eau distiliée

e 100 ml de tampon TG (Tris-glycine) concentré 10 fois
e 200 mil de méthanol

e 4 mide SDS

(www.futura-sciences.comlindexatorlmot_western_blot_principe.)

Blocage

La membrane ayant été choisie pour ses propriétés de liaison non-spécifique, comme tant la
protéine-cible que les anticorps sont des protéines, des précautions doivent étre prises pour
minimiser les interactions entre membrane et anticorps. Le blocage des sites d'interactions
non spécifiques entre la membrane et les anticorps est réalisé en plongeant la membrane
dans une solution diluée de protéines - le plus souvent de I'albumine de sérum bovin ou ASB
(BSA en anglais) ou du lait sans matiéres grasses (lait dilué 4 5% - 5 g pour 1G0 ml) - en
présence de détergent, typiquement du Tween® 20), pendant une heure 3 température
ambiante.

Les protéines dans la solution diluée se lient 4 la membrane dans tous les sites non-occupés
par la protéine-cible. De la sorte, lorsque les anticorps sont appliqués lors de I'étape
suivante, ils ne peuvent (idéalement) plus s'attacher a la membrane que sur les sites de
liaison de la protéine-cible, ce qui réduit le "bruit de fond" dans le produit final du buvardage
de western , donne des résultats plus clairs et élimine les faux positifs.
(www.futura-sciences.com/indexator/mot_western_blot_principe.)

Détection

Au cours de la pénétration, la membrane est "déchirée” pour la protéine d'intérét avec des
anticorps, liés ensuite a une enzyme émettant un signal photométrique ou colorimétrique.
Pour plusieurs raisons, ceci se produit classiquement en deux etapes, bien que des
methodes en une étape soient disponibles pour certaines applications.

Méthode en deux étapes



Anticorps primaire

Les anticorps sont genérés par inoculation a I'animal (généralement un lapin ou une chévre)
ou exposition d'une culture de cellules immunitaires a la protéine d'intérét dans son
intégralité ou seulement sur 'une de ses fractions (épitope). Toutefois, les protéines ayant
été dénaturées lors de I'électrophorése sur gel, il faut utiliser des anticorps qui reconnaissent
specifiqguement la protéine dénaturée, et non la protéine native.

La réponse immunitaire normale est dans ce cas exploitée afin de générer des anticorps qui
sont récoltés et utilisés comme outils de détection possédant a la fois une bonne sensibilité
et une bonne spécificité, se liant directement a la protéine - d'oli leur appellation d'anticorps
"primaire”. Quelques anticorps monoclonaux, beaucoup plus difficiles & réaliser et dont
I'affinité est beaucoup plus élevée peuvent également étre utilisés en buvardage de western .

Apreés le blocage, une solution diluée d'anticorps primaire (généralement comprise entre 0.5
et 5 micro grammes/ml) est incubée avec la membrane sous agitation modérée. La solution
se compose typiquement d'un tampon salin proche du pH neutre (généralement, une faible
quantité de chlorure de sodium), d'un petit pourcentage de détergent, et parfois de protéines
(ASB ou lait 5%) diluées. La solution d'anticorps et la membrane peuvent étre scellées dans
un sachet en plastique et incubées ensemble pour une durée allant de 30 minutes a une
nuit. Elle peut aussi étre incubée a différentes températures, les températures plus élevées
étant associées a plus de liaisons plus spécifiques.
(www.futura-sciences.com/indexator/mot_western_blot_principe.)

Anticorps secondaire

Apres rincage de la membrane afin d'enlever les anticorps primaires non liés, celle-ci est
exposée a un autre anticorps, dirigé contre une portion espéce-spécifique de I'anticorps
primaire. Cet anticorps est connu comme anticorps "secondaire”; et tend a étre référé, du fait
de ses propriétés de ciblage, comme "anti-souris, " "anti-chévre, " "anti-lapin”, etc. Les
anticorps sont de source animale (mais généralement, d'espéces différentes), ou de cultures
d'hybridomes d'origine animale ; un anticorps anti-souris se liera a pratiquement tout
anticorps primaire d'origine murine, ce qui permet de réaliser des économies en laissant le
laboratoire partager une seule source d'anticorps secondaire, et permet des résultats plus
reproductibles. L'anticorps secondaire est généralement lié a la biotine ou a une enzyme qui
permet l'identification visuelle de la protéine étudiée sur la membrane, comme une

phosphatase alcaline ou la peroxydase de raifort. Cette étape confére un avantage, en ce



que plusieurs anticorps secondaires se lieront 3 un anticorps primaire, permettant
d'améliorer le signal.

Le plus communément, un anticorps secondaire li¢ 3 la peroxydase de raifort (horseradish
peroxidase) est utilisé en conjonction avec un agent luminescent, et le produit de la réaction
émet une luminescence proportionnelle a la concentration en protéine. Un film
photographique sensible est placé contre la membrane et. sous I'exposition de la lumiére
due a la réaction, crée une image des anticorps liés a la membrane. Plus souvent
maintenant, une caméra a CCD est utilisée en place des films photographigues.

Comme pour les procédures d'ELISPOT et ELISA, l'enzyme peut étre fournie avec une
molécule-substrat qui sera converti par 'enzyme pour émettre un produit de réaction coloré,
visible sur la membrane.

Une troisiéme possibilité consiste a utiliser un marqueur radioactif plutét qu'une enzyme
coupiée a l'anticorps secondaire, par exemple en marquant une protéine liant les anticorps,
telle que la protéine A du staphylocoque avec un isotope radioactif de l'iode. Cependant, les
autres méthodes étant plus sdres, plus rapides et moins chéres, cette méthode est plus ou
moins tombée en désuétude, mais demeure parfois utilisée dans certaines circonstances.

MCAD

s ECAD

Un western blot utilisant un systéme de détection radioactive
(www.futura-sciences.comlindexatorlmot_western_b!ot_principe.)

Méthode en une étape

Lorsque la technique est apparue, le processus de détection était réalisé en deux étapes, du
fait de la relative facilité de production des anticorps primaires et secondaires en deux
procedés distincts. Cela permet aux chercheurs et fournisseurs une certaine souplesse a
I'emploi, et ajoute une étape d'amplification du signal au processus de détection. Toutefois,
depuis l'arrivée d'analyses de protéines a haut rendement et 3 marge de détection plus
basse, c'est-a-dire détectant des protéines a trés faible concentration, il est devenu
intéressant de développer des systémes de sondage en une étape unique qui permettront un
gain de temps et une économie de matiére premiére. Ces systémes nécessitent un anticorps
de détection pouvant & la fois détecter |a protéine d'intérat et émetire un signal détectable,



lesquelles sont sSouvent disponibles Pour des marqueurs de protéine connus. L sonde

primaire est incubée avec la membrane 3 Ia maniére de I'anticorps primaire dans Je procédé

en deux temps, et est ensuite prét pour la détection directe aprés une série d'étapes de
rincage.

Analyse

Aprés ringage des anticorps Secondaires non-liés, le western blot est prat pour la détection

des sondes marqueées et liées 3 I3 protéine d'intérét. En pratique, tous les buvardages de

western ne révélent pas la protéine sur une bande donnge de ia membrane, les gels n'étant

en cas d'erreur oy de transfert incomplet.

(WWW.futura-sciences.comlindexatorlmot_western_blot_principe.)

Détection colorimétrique

ou par Spectrophotométrie.

(www.futura-sciences.comlindexatorimot_western__blot__principe.)

Détection par chimiluminescence

Cette méthode nécessite, lors de I'incubation dy buvardage de western , 1a présence d'un

substrat qui émet de Ia lumiere apres exposition au déclencheyr présent sur I'anticorps



analyse plus poussée des données, comme l'analyse du poids moléculaire si les standards
appropriés sont utilisés, Cette méthode appelée "détection améliorée dela
chimiluminescence" ("enhanced chemiluminescent” - ECL) est considérée comme l'une des

méthodes de détection les plus sensibles pour I'analyse des western blots,
(www.futura-sciences.comlindexatorlmot_western_blot_principe.)

Détection par radioactivité

Le marquage radioactif ne nécessite pas de substrat enzymatique, mais permet lutilisation
de films utilisés en médecine pour limagerie a rayons X. Le film est directement placé sur le
buvardage de western » Qui se développe lors de son exposition au marqgueur et crée des
régions sombres, lesquelles correspondent aux bandes de Ia protéine d'intérét (cf.
illustration). L'importance des méthodes de détection par radioactivité est en déclin, du fait
de son colt et de techniques plus sires comme I'ECL,

(www.futura-sciences.comlindexatorlmot_western_blot_principe.)
Détection par fluorescence

La sonde couplée 3 I'anticorps est excitée par un rayon monochromatique et I'émission qui
en iésuite est ajors détectée par un photosenseur, par exemple une caméra CCD équipée
des filtres d'émission appropriés, qui restitue une image numérique du buvardage de western

buvardage de western . La fluorescence est considérée comme d'un niveau a peu prés
équivalent a la chimiluminescence pour l'analyse des buvardages de western. Elle nécessite
un outillage plus coliteux toutefois,

(www.futura-science‘s.comljndexatorimot__western__blot__principe.)
Différence entre fluorescence et chimiluminescence

Bien que de mécanisme photophysique similaire, chimiluminescence et fluorescence ne sont
pas la méme chose :



~

* lafluorescence fait référence a 'excitation d'une molécule depuis un état stable vers
un état excité, et son retour a I'état basal par émission d'une radiation dans le spectre
électromagnétique d'une longueur d'onde donnée, et specifique de la molécule.

* la chimiluminescence fait référence 3 la situation dans laquelle une molécule est
formée dans un état excité, en tant que produit d'une réaction chimique, et retombe
vers un état basal avec émission d'une radiation dans le spectre électromagnétique
d'une longueur d'onde donnée.

Sondage secondaire

L'une des plus grandes différences entre les membranes en nitrocellulose et celles en PVDF
est liée a leur capacité de Supporter "arrachage" (stripping) d'anticorps et la réutilisation des
membranes pour des sondages par d'autres anticorps. Bien qu'il existe des protocoles bien
établis pour la réutilisation des membranes de nitrocellulose, le PVDF, plus épais, permet de
réaliser ces manosuvres en toute sécurité et facilité, et davantage d'utilisations ultérieures
avant d'étre, tel un palimpseste, recouvert de "bruits" parasites. Une autre différence
importance est que le PVDF, contrairement 3 Ia nitrocellulose, doit &tre frempé dans de
I'éthanol a 95% ou de l''sopropanol avant usage. Les membranes en PVDF tendent aussi 3
étre plus épaisses et plus résistantes aux dommages physiques liés a leur utilisation
normale.

(www.futura-sciences.comlindexatorImot_western__bloLprincipe.)
Applications médicales en diagnostic

e Les tests VIH de confirmation emploient la méthode du buvardage de western
afin de détecter un anticorps anti-HIV dans un échantilion de sérum. Des
protéines de cellules que I'on sait infectées par le VIH sont séparées et
transférées sur membrane comme décrit ci-dessus. Le sérum a tester est ,
appliqué. U'étape d'incubation dans I'anticorps primaire ; les anticorps libres sont
éliminés par rincage de la membrane, et un anticorps dirigé contre les protéines
humaines secondaires associé & une enzyme ou un chromophore est ajouté. Les
bandes marquées indiquent ensuite les protéines contre lesquelles le sérum du
patient contient des anticorps.

* Le buvardage de western est également utilisé pour le test de confirmation de
I'ESB (dite 'maladie de la vache folle').

» Certaines formes de détection de Ia maladie de Lyme utilisent le buvardage de
western



(www.futura-sciences.comlindexatorlmot__western_‘blot_principe.)
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