N

N

Etude de ’Encéphalopathie Spongiforme Bovine
Expérimentalement Transmise aux Ovins

Stephane Lezmi

» To cite this version:

Stephane Lezmi. Etude de ’Encéphalopathie Spongiforme Bovine Expérimentalement Transmise aux
Ovins. Médecine vétérinaire et santé animale. Université Claude Bernard - Lyon I, 2004. Frangais.
NNT: 52-2004 . tel-00944498

HAL Id: tel-00944498
https://theses.hal.science/tel-00944498
Submitted on 10 Feb 2014

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00944498
https://hal.archives-ouvertes.fr

N° d’ordre 52-2004 Année 2004

THESE
présentée devant
I"UNIVERSITE CLAUDE BERNARD - LYON 1
pour I’obtention

du DIPLOME DE DOCTORAT

(arrété du 25 avril 2002)

présentée et soutenue publiquement le
19 avril 2004
par

Stéphane LEZMI

Etude de I'’Encéphalopathie Spongiforme Bovine
Expérimentalement Transmise aux Ovins

Directeur de thése

Thierry BARON

Rapporteurs : Pr. J.M. VERDIER
Pr. F. SCHELCHER

Examinateurs : Pr. B. LINA, Président
Dr. C. LASMEZAS
Dr. A. BENCSIK
Dr. T. BARON



UNIVERSITE CLAUDE BERNARD - LYON |

Président de I'Université

Vice-Président du Conseil Scientifique
Vice-Président du Conseil d’Administration
Vice-Présidente du Conseil des Etudes et
de la Vie Universitaire

Secrétaire Général

M. le Professeur D. DEBOUZIE

M. le Professeur J.F. MORNEX

M. le Professeur R. GARRONE

Mme J. GALLEZOT Maitre de Conférences

M. J.P. BONHOTAL

SECTEUR SANTE

Composantes

UFR de Médecine Lyon R.T.H. Laénnec
UFR de Médecine Lyon Grange-Blanche
UFR de Médecine Lyon-Nord

UFR de Médecine Lyon-Sud

UFR d’Odontologie

Institut des Sciences Pharmaceutiques et
Biologiques

Institut Techniques de Réadaptation
Département de Formation et Centre de
Recherche en Biologie Humaine
Département de Formation a la Recherche
et a 'Evaluation Pédagogiques

Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :

Directeur :

Directeur

Directeur

<L

M.

SECTEUR SCIENCES

Composantes

UFR de Physique

UFR de Biologie

UFR de Mécanique

UFR de Génie Electrique et des Procédés
UFR Sciences de la Terre

UFR de Mathématiques

UFR d’Informatique

UFR de Chimie Biochimie

UFR STAPS

Observatoire de Lyon

Institut des Sciences et des Techniques de
I'Ingénieur de Lyon

Département de 1* cycle Sciences

IUT A

IUT B

Institut de Science Financiére et
d'Assurances

Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :

Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :

I 255555 L

. le Professeur D. VITAL-DURAND
. le Professeur X. MARTIN

. le Professeur F. MAUGUIERE

. le Professeur F.N. GILLY

. le Professeur J.DOURY

. le Professeur F. LOCHER

Mme le Professeur D. BOISSON
M.

le Professeur P. FARGE

le Professeur M. LAVILLE

. le Professeur J.L. VIALLE

. le Professeur G. BOSQUET

. le Professeur H. BEN HADID

. le Professeur A. BRIGUET

. le Professeur P. HANTZPERGUE
. le Professeur M. CHAMARIE

. le Professeur M. EGEA

. le Professeur J.P. SCHARFF

. P. THIRIET Maitre de Conférences
. le Professeur R. BACON

. le Professeur J.P. PUAUX

. J.C. DUPLAN Maitre de Conférences
. le Professeur M. ODIN

. le Professeur G. MAREST

. le Professeur D. SERANT






A mes parents et en particulier a ma mére pour tes encouragements, ton soutien et
ta patience ; trouve dans ce travail le témoignage de mon profond attachement,

A Johann et Isabelle,

A Arlette, Marc et Maéva pour votre aide, votre gentillesse et votre disponibilité,

A tous mes amis.



Sommaire

T Lot (el 1=t LT o | £ TP UVEVPUUPUTRRPINY o
Liste des publications Pré&SENtEES. ... .....cuuiii i e e e a8
Y o] (237 = 1o o PP UPUURPRPTRPIN |
Liste des figues et tableauX............ocoiiiiiiii e e e e L

1o Yo 11 T3 £ [ o 1P 7 |

Apercu surles maladies & PrioN............cccoee oot 18

| - Nature des agents infectieux - Approche physiopathologique des maladies a

116 I PP PSPPI X -

A- Nature des agents INFECHIEUNX ... ... oot e e e e 18

1- Inhabituelle résistance des agents infectieux : notion d’agent transmissible non
(oTe] ) VZ=T aYuTe] o] = I (N1 N ) T PP -
2 - Concept du prion : une protéine iNfECHEUSE..........oevviii i e e 19

3 - Autres hypothéses sur la nature de I'agent infectieux............coccovviiiciiii i, 22

B - La protéine prion CelUlAIre (PrPC) ... ...t e e e e e e e 23

1 - EXPression de la PrPe. .. ... e 23

2 - Autres formes de PrPe, et identification d’une protéine PrPec-like: la protéine

3 -LesfoNCONS A IA PIPC. ... e e et 206
PrPc et meEétaboliSmMe AU CUIVIE.. ... e e e 27
PrPe, signalisation et adhésion cellulaire...............coccovi i . 28

4 - Importance de la PrPc dans les maladies a prion: un support moléculaire au
phénomeéne de barriere d’espéce et aux maladies héréditaires humaines............... 29

C - Modes de dissémination de I'agent dans I'organisme : importance du systéme
immunitaire et du SysSt&€me NErVEUX aULONOMIE ... .. c.iui it e et e e e ee e e e eeaee e 31

1- Importance du systeme iIMMmUNITAINE. .. ........co.viiii et et e e 31
2 - Identification des cellules immunes impliquées dans la dissémination périphérique

(o [ = To =T o) A0 1= (= U 33

Un réle peu probable des lymphocytes T (LT) et des lymphocytes B (LB)......... 33

Importance des Cellules Folliculaires Dendritiques (FDCS).........ccovevvvvivnininenen. 34

Les Macrophages et |’élimination de I’'agent infectieuX.................ccccoovees 36

Réle des Cellules Dendritiques (DCS)......uviee ittt e e e e e e 37

Autres facteurs IMPlIQUES. ... ..o e e e e e e 37



Sommaire

3 - Voies d’entrées de I’agent infectieux dans le SNC : la neuro-invasion..................38

4 - Neuropathologie : la Mot NeUroNale..........coviiiii i e e 41
Approche physiopathologique de la mort neuronale en culture cellulaire......42
Approche physiopathologique de la mort neuronale sur modeéles murins....... 42

AULres MECANISIMES PrOPOSES. .. ...uueernieiteieteineeirtaneaenaneeeeineenraneeeennes .43

Il - Approche comparative des caractéristiques de ces affections au travers de
qUEIQUES EXEMIPIES. ... . e e e e A4

A - Latremblante dU MOULON. ... e e e e e e e 44

I 1=t ox (] o) 1o ] o I e 1= o =] =11 = S 44
2- Contagiosité de latremblante..............cccooiiiiii e 4D
3- SIgNES ClINIGUES. ...t e e e et e e e aneee e 40
4- Susceptibilité génétique des moutons ala tremblante.....................oo oL 47

5- Sites d’accumulation de la PrPsc et de | infectiosité chez les moutons..................50

6- Tremblante des petits ruminants et MCJ chez ’homme.............oooi . 52
B - L’'encéphalopathie spongiforme bovine. ..o i e 53
Lo GNEIAlILES. ...ttt e 53
B2 T | L= T3 o 1 T [T 7
3- Susceptibilité génétique et contagiosité de PESB...........cccoovviiiiii i e, 54
4- Infectiosité de différents tissus - Sites d’accumulations de la PrPsc........................55
C - L’encéphalopathie spongiforme bovine transmise expérimentalement aux ovins.....56
1- Présentation des études portant sur la transmission de I’ESB au mouton............... 56
2- Susceptibilité génétique des moutons A PESB.........ccoovviiiii i e, 57

3- Doses infectieuses et estimation d’une potentielle épidémie dans les troupeaux..59
N To | =TS o1 0 o U= PN 10

5- Tissus infectieux et sites d’accumulation de la PrP anormale................cooevvnnene. 60

D - L’encéphalopathie spongiforme féline................occoiiiiiii i 0. 63

1- Descriptiondela maladie.........cooviii i 63
2= SIONES ClNIQUES. .. .ot ei ittt e et e e et e et e et e e e e ae e e saneeaenens 10 O3

3- Sites d’accumulation de laPrP anormale...........ccoooeiiiiiiiiiiiiiicieiiieiie e ene .04

E - Le variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vVMCJ) chez 'lhomme...................... 64

1- Descriptionde lamaladie....... ... 64



Sommaire

2- Approche épidémiologique et origine de la maladie...............c..ccooeeiiii e, 65

3- Sites d’accumulation de la PrP anormale chez les patients atteints de vCJD........ 66

F = AULIES ESST @NIMAIES. .. ...vi ittt e e e et e e ettt e aee et aa e e OT

L’encéphalopathie spongiforme du ViSON............oouie i e e 67
La maladie du dépérissement chronique des Cernvidés...........coovvviiiii i, 67
Il - Identification des souches d’agent infectieux dans les maladies a prion............. 69

A - Caractérisation des agents infectieux par analyse des lésions cérébrales chez I’'hbte

(1Y {3 1= 69
B - Caractérisation des souches sur modeéles murins : le modéle de référence............... 70
1- Signes cliniques et périodes d’incubation chez la souris.............cccccovviiiiiiiennenn. 70

2- Importance des facteurs génétiques sur la période d’incubation chez la souris —

isolement des SOUCNES A ESST. ... ...t T

3- Lésions neuropathologiques — définition du profil Iésionnel..................coooeiiienn. 74

4- Leslimitesdelamethode .........cooiiiiii i it teiiee e U5

Transmissibilité de la maladie et barriere d’especes..........cccovvviiiiiiiiennininnn, 75
Variabilité individuelle des Iésions de vacuolisation.................ccooeevviiienennn. 76
Importance de la voie d’inoculation..............ccco i 76
Stabilité relative des SOUCRES. ... ....oiiiii e e 77
Coexistence de souches dansun méme isolat.............coovviiiiiiiiiivinevenn, 77
Effet 'modification — mutation’ induit par I'héte.............cocoii i, 78

5- Proposition d’une classification des souches............cocvvveiiiiiiii i 19

6- Souche(s) d’encéphalopathie spongiforme bovine..................cooiiiiiiinii e, 81

C - Identification des souches par analyse du seul marqueur spécifique de la maladie : la

Protéine PrioN @NOIMMAIE.... .. oo e e e e e 83

1- Analyse neuroanatomique des sites d’accumulation de la PrPsc......................... 83

2- RESISTANCE AUX PIOTEASES. .. ...t eititt ettt ee et et e e e et e e et e e e aee e 85

3- Analyse desratios de glyCOfOIMES. .. .. ..ot e 86

4- Analyse dessitesde clivages dela PrPsc..........cccoviiiiiiiiii i e 0. 89

Profils électrophorétiques apres PK.........oe i i e e e e e 89

Analyse du métabolisme de la PrPsc par les cellules..........c.cccovvviiiiiiiiiinnnnnn. 93

5- Analyse immuno-conformationnelle de la PrP anormale...............c.ccooviii i, 94
Conclusion sur les méthodes d’identification des souChes..............cccooiiiiii i 95



Sommaire

Etude EXperimentale...............cccccoiiiiiiiii e 9T

Objectifs du travail de theSE..........i i e e e e 98

Premiére partie : Identification des sites d’accumulation de la PrP chez le mouton atteint de
tremblante, expérimentalement infecté par I'ESB et chez le guépard atteint de FSE.

Article 1: Distribution of the disease-associated prion protein (PrPd) in sheep infected with
French cattle BSE agent - influence of the genotype (ARQ/ARQ ARR/ARR) on PrPd tissues
targeting... ..101

Article 2: First case of Feline Spongiform Encephalopathy in a captive cheetah born in
France - PrPsc analysis in various tissues revealed unexpected targeting of kidney and
AArENAl GIaNd ... ... 124

Article 3: CNA42 monoclonal antibody identifies FDC as PrPsc accumulating cells in the
spleen of scrapie affected sheep...... ..o 0 134

Article 4 : Autonomous nervous system innervation of lymphoid territories in spleen : a possible
involvement of noradrenergic neurons for prion neuroinvasion in natural scrapie................ 143

Article 5: Characterization of the PrPsc accumulation in brain and lymphoid tissues of
scrapied sheep using ELISA and immunohistochemistry...........ccocoi i, 152

Deuxiéme partie : Contribution a I'identification de I'agent de I'ESB par analyse de la PrP
anormale et par typage sur deux modéles murins

Article 6 : Comparative molecular analysis of the abnormal prion protein in field scrapie
isolates and experimental BSE in sheep using Western blot and immunohistochemical
(01511 0 Lo Lo [ PP PURUPPPTRPRIN I 41

Article 7 : Florid plaques in ovine PrP transgenic mice infected with an experimental ovine BSE.
...184

Article 8: Neuro-anatomical distribution of abnormal PrP in C57BL/6 mice allows to

differentiate BSE agent from different origin when compared to scrapie agents................. 191
Discussion générale, conclusion et perspectives.............c.cccovvviviiieeiiiiiiinene, 207
Références bibliographiques...............cccccooi i 0000.220
Annexes (bilan sur1es SOUCNES A ESST) ... iuuiiiit it et et e e e e et 249



Sommaire




Remerciements

A Monsieur Jean Michel Verdier, Professeur des Universités, Montpellier I,

Je vous remercie de m’avoir fait I’hnonneur d’étre rapporteur de ce mémoire de these. Veuillez
croire en mon profond respect et ma sincére reconnaissance.

A Monsieur Francgois Schelcher, Professeur a I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse,

Je vous remercie de m’avoir fait I’honneur d’étre rapporteur de ce mémoire de these. Veuillez
croire en ma sincere gratitude et a mon respect.

A Monsieur Bruno Lina, Professeur des Universités, Laboratoire de Virologie a Lyon,

Je vous remercie sincerement d’avoir accepté de faire partie de ce jury de thése. Veuillez
croire en ma gratitude ; respectueusement.

A Madame le Docteur Corinne Lasmézas, chargée de recherche au Service de
Neurovirologie au CEA, Fontenay-aux-Roses,

Je vous suis trés reconnaissant d’avoir accepté d’examiner ce travail de thése. Veuillez croire
en masincere et respectueuse gratitude.

A Madame le Docteur Anna Bencsik, chargée de recherche a I’AFSSA de Lyon,

Je te suis trés reconnaissant pour ton encadrement toujours trés efficace et structuré, qui m’a
permis d’acquérir une certaine rigueur scientifique. Je te remercie aussi pour la confiance que
tu m’as témoignée en me laissant finaliser, en partie, ce travail de thése. J’ai également
apprécié tes qualités humaines ainsi que ton amitié.

Trouve ici I’expression de toute ma gratitude.

A Monsieur le Docteur Thierry Baron, chef de I'unité Virologie ATNC a I’AFSSA de Lyon,

Je te remercie de m’avoir accueill dans ton laboratoire dans le cadre de ma Thése d’exercice
Vétérinaire, de mon DEA et de cette Thése d’Université. Je te suis trés reconnaissant pour ton
appui scientifique, et pour m’avoir fait confiance, tant pour nos anciens problémes dans
I’animalerie que dans la gestion de mes expérimentations. Travailer avec toi m’a appris
beaucoup et m’a permis d’évoluer.



Remerciements

J'adresse également tous mes remerciements les plus chaleureux a tous mes amis,
A tous mes colocataires de la villa de Sourcieux, Aurélie, Courage, Fram, Aurélie, Julien, Marie
et Romain, en souvenir de ces cing merveilleuses années, de ces soirées fantastiques, de notre

fabuleuse ménagerie et de nos fameux fromages de chévre.

A toute la bande de véto et associés, membres du Club de Sourcieux, Laf, Dodo, Vivi (et son
petit dodo, déja fétard je crois), Romain, Doumé&, Gnan, Roux, Freddy, Emeline et Aurore.

A Yann, Cédric, Georges, Julien, Mika, Aymeric et Denis, la bande de joyeux lurons toujours
prés pour la sortie du vendredi soir, du samedi soir, du mardi soir | Et pour ces soirées barbecues
au bord du lac de Miribel !

A Emma, toujours préte a faire la blonde ce qui nous amuse toujours beaucoup

A Giséle que je n’oublie pas, perdue au fin fond de son labo Suisse.

A Isabelle, notre enfance, notre fabuleux trésor et autres fameuses trouvailles qui nous auront
valu bon nombre d’emmm....!

A tous les immunologistes du CERVI, pour leur sympathie.

Je pense aussi a toutes les personnes du laboratoire,

A Monsieur le Docteur Didier Calavas, directeur de I’AFSSA de Lyon ; Je te remercie de I'intérét

que tu as toujours témoigné a I’égard de mon activité au laboratoire, pour tes
encouragements et ta disponibilité.

A Carole, en souvenir de nos discussions sur toutes tes formes©®, mais surtout pour ton amitié, ton
aide et ton soutien.

A Michéle, qui a su me surprendre et gagner un tour de manége gratuit! Chat....

A Sandrine, pour nos discussions, tes conseils et tes encouragements toujours trés constructifs.

A Latéfa, Emilie et Clément, dont I’arrivée et la motivation m’ont permis de me consacrer
pleinement a ma fin de thése et d’oublier un peu les suivis cliniques et sanitaires de I’animalerie.
Vous avez su a vous trois faire le travail de cing personnes tout en restant disponible et en
faisant nettement évoluer notre structure. Encore Merci.

A Evelyne et Marie-Claude de la bibliotheéque, pour leur sympathie et leur disponibilité.

A Gisele, autrement connu sous le nom de I’ours-fred, gentleman-farmer-researcher (farmer ok,
researcher ok, mais gentleman il y a encore un peu de travail...), pour ta sympathie et ton

dynamisme. PS: ne tue plus de serpents ! ! Merci.

A notre équipe du Roller, non sponsorisée par I’AFSSA, Dodo facilement effrayée par une
ombre, Anne-Gaélle qui progresse sur ses roulettes et Eric qui va finir par s’acheter un casque !

A Véro, a qui j’aurai fait peur au moins une fois, mais si rappelles toi prés du congel!
A Sabine, camarade de galére de thése.

Et a tous les autres, Michel, Frangois, Daniele D., Sylvie, Dominique, Vérane, Sébastien, Johann,
Daniele M., Jérémy, Jean-Yves, Ali, Céline, Jean-Noél & Laila, Alexandre... pour leur sympathie.



Listes des publications présentées

Publications acceptées

LEZMI S. MARTIN S. SIMON S. COMOY E. BENCSIK A. DESLYS J. GRASSI J. JEFFREY M. BARON T.
Comparative molecular analysis of the abnormal prion protein in field scrapie isolates and experimental
BSE in sheep using Western blot and immunohistochemical methods. Journal of Virology, 2004,78, 3654-
3662.

LEZMI S. BENCSIK A  MONKS E PETIT T BARON T. First case of feline spongiform encephalopathy in a
captive cheetah born in France - PrPsc analysis in various tissues revealed unexpected targeting of
kidney and adrenal gland. Histochemistry and cell biology, 2003, 119, 415-422.

LEZMI S. BENCSIK A BARON T. CNA42 monoclonal antibody identifies FDC as PrPsc accumulating cells in
the spleen of scrapie affected sheep. Veterinary immunology and immunopathology, 2001, 82, 1-8.

BENCSIK A LEZMI S. BARON T. Autonomous nervous system innervation of lymphoid territories in spleen :
a possible involvement of noradrenergic neurons for prion neuroinvasion in natural scrapie. Journal of
neurovirology, 2001, 7, 447-453.

CROZET C. BENCSIK A. FLAMANT F. LEZMI S. SAMARUT J BARON T. Florid plagues in ovine PrP transgenic
mice infected with experimental ovine BSE. EMBO report, 2001, 10, 952-956.

Publications soumises

LEZMI S. RONZON F. BENCSIK A. RICHARD Y. GRASSI J. BARON T. PrPd Immuno-detection in organs of
Lacaunne sheep inoculated with French cattle BSE agent - influence of the genotype (PrPARQ/ARQ
PrPARR/ARR) and routes of inoculation on PrPd tissues targeting. Soumis & American Journal of Pathology.

MADEC JY. SIMON S. LEZMI S. BENCSIK A. GRASSI J. BARON T. Characterization of the Prpsc
accumulation in brain and lymphoid tissues of scrapied sheep using ELISA and immunohistochemistry.
Soumis a Journal of Virology Methods.

Publication en préparation

LEZMI S. BENCSIK A. BARON T. Neuro-anatomical distribution of abnormal PrP in C57BL mice allows to
differentiate BSE agent from different origin when compared to scrapie agents. En préparation pour
soumission a Journal of Experimental Neurology and Experimental Pathology.



Abréviations

A

ATNC
C506M3
C57BL/6
CD1
CH1641
DC
ELISA
ESB

ESF

ESST
FDC

FVB
GFAP
GSS

HIV
IFF
IHC

KO
LB

LT
MCJ
ME7
PK
PrPe
Prpd
Prpsc

Prpres

Prp-/-
Prp27-30

Q
R

: alanine

: Agent transmissible non conventionnel

: Souche de tremblante adaptée a la souris

: Lignée murine sauvage

: Lignée murine sauvage

: Isolat de tremblante expérimental

: Cellules dendritiques

: Enzyme linked immuno sorbent assay

: Encéphalopathie spongiforme bovine

: Encéphalopathie spongiforme féline

: Encéphalopathie spongiforme subaigué transmissible

: Follicular Dendritic Cells ; Les cellules folliculaires dendritiques sont des cellules
résidentes des centres germinatifs des follicules lymphoides secondaires.

: Lignée murine sauvage

: protéine gliofibrillaire acide

: Syndrome de Gerstmann-Straissler-Scheinker

: Histidine

: Virus de 'lmmunodéficience Humaine

: Insomnie Fatale Familiale

: Immunohistochimie

: lignée murine sauvage

: Knock-Out

: Lymphocyte B

:lymphocyte T

: Maladie de Creutzfeldt-Jakob

: Souche de tremblante adaptée a la souris

: Protéinase K

: Protéine prion cellulaire normale

. disease associated prion protein ; forme anormale de la protéine prion

. Protéine prion pathologique, isoforme conformationnelle anormale de la
PrPc ; le suffixe «sc» provenant du terme anglo-saxon « scrapie » qui désigne
la forme prurigineuse de la tremblante du mouton.

. Protéine prion pathologique résistante (res) a la protéinase K (équivalant a
PrP 27-30).

: Modéles KO pour le géne de la PrP

: Produit d’hydrolyse (27 a 30 KD) de la PrPsc par la protéinase K

: Glutamine

: Arginine



Abréviations

RII
RAG-

RML
SAF
SCID
SDS
SNC
SSBP/1
\Y

VM
vM_ClJ
87V
Sc237

: Lignée murine sauvage

: Modéle murin immunodéfiscient, KO pour le géne d’activation de et de
recombinaison VDJ (immunoglobulines).

: souche de tremblante adaptée a la souris (Rocky Mountain Laboratory)
: Scrapie Associated Fibrils

: Severe Combined Immune Deficient phenotype

: Sodium dodecyl sulfate

: Systéme nerveux central

: Isolat de tremblante expérimental (Scrapie sheep brain pool/1)

: Valine

: Lignée murine sauvage

: Variant de la maladie de Creutzfeldt Jakob

: Souche de tremblante adaptée a la souris

: Souche de tremblante adaptée au hamster

~10 ~



Liste des figures et tableaux

Figure 1 : Scrapie associated fibrils (SAF).

Figure 2 : Structure secondaire et tertiaire de la PrPc et de la PrPsc,
Figure 3 : Mode d’accumulation de la PrPsc ; « refolding model ».
Figure 4 : Mode d’accumulation de la PrPsc ; « seeding model ».
Figure 5 : Différentes hypothéses sur la nature de I'agent infectieux.
Figure 6 : Structure de la PrPc humaine.

Figure 7 : Formes de la PrPec,

Figure 8 : Localisation de la PrPc dans le SNC de hamster sain.
Figure 9 : lllustration du phénomeéne de barriére d’espéce.

Figure 10 : Accumulation de I'infectiosité dans la rate et le SNC de souris aprées infection par
voie périphérique d’une souche de tremblante.

Figure 11 : Lymphocytes B et Maturation des FDCs.
Figure 12 : Importance des FDCs exprimant la PrPc dans la neuro-invasion

Figure 13 : Les plaques de Peyer, une trés probable voie d’entré de I’agent infectieux dans
I’organisme.

Figure 14 : Cinétique de la dissémination de la PrPres chez des souris infectées par voie orale
avec la souche de tremblante C506M3.

Figure 15 : Représentation des voies nerveuses de neuro-invasion chez le mouton atteint de
tremblante.

Figure 16 : Vacuolisation neuronale chez un mouton atteint de tremblante naturelle.
Figure 17 : Dépilation dorso-lombaire chez un mouton atteint de tremblante.

Figure 18 : Cinétique d’accumulation de PrPsc dans les organes lymphoides et le SN chez des
moutons atteints de tremblante.

Figure 19 : Détection de la PrPsc dans les plaques de Peyer de bovins expérimentalement
infectés par I’ESB.

Figure 20 : Dépilation dorso-lombaire chez un mouton expérimentalement infecté par I’ESB.

Figure 21 : Cinétique d’accumulation de PrPsc dans les organes lymphoides et le SN chez des
moutons expérimentalement infectés par I’ESB.

Figure 22 : Mesure des temps d’incubation dans différents modéles murins infectés par des
agents d’ESST.

Figure 23 : Profil Iésionnel et typage de souche.

Figure 24 : Influence de la voie d’inoculation sur le profil Iésionnel.

~11 ~



Liste des figures et tableaux

Figure 25 : Stabilité de différentes souches murines de tremblante apres transmission a
différents types murins.

Figure 26 : Stabilité de différentes souches murines de tremblante apres transmission au rat et
au hamster.

Figure 27 : Profils Iésionnels de la souche ME7 : stabilité des souches de classe |.

Figure 28 : lllustration de la non stabilité des souches de classe Il

Figure 29 : lllustration du phénomeéne de rupture avec les souches de classe Ill.

Figure 30 : Profils Iésionnels obtenus dans différentes lignées murines avec la souche d’ESB.
Figure 31 et 32 : Profils Iésionnels obtenus dans différentes lignées murines apres transmission
croisées des souches 301c (ESB adaptée a la souris C57BL) et 301V (ESB adaptée a la souris

VM).

Figure 33 : Dépots de PrPse dans I’hippocampe de souris infectées par différentes souches de
tremblante.

Figure 34 : Distribution neuro-anatomique des dépbts de PrPsc chez des souris infectées par
I’ESB, le vCJD et un isolat de tremblante.

Figure 35 : Distribution neuro-anatomique des dépots de PrPsc chez des souris transgéniques
infectées par un cas d’IFF et un cas familial de CJD.

Figure 36 : Identification des différents types d’accumulation de PrPsc chez le mouton infecté
par la tremblante ou I’ESB.

Figure 37 : Représentation graphiques des types d’accumulation de PrPsc chez le mouton
permettant d’identifier I’agent de I’ESB et différents isolats de tremblante.

Figure 38 : Analyse des ratios de glycoforme dans différentes formes de CJD chez I’lhomme.

Figure 39 : lllustration des quatre types électrophorétiques chez I’homme d’aprés la
classification de Collinge.

Figure 40 : Relation entre les types d’accumulation de PrPsc visualisés en IHC et les types
électrophorétiques chez ’lhomme.

Figure 41 : Identification de la souche d’ESB dans différentes espéces par Western blot.

Figure 42 : Variations profils électrophorétiques obtenus apres transmission de cas de CJD un
modéle de souris transgéniques exprimant la PrPc humaine.

Figure 43 et 44 : Discrimination de I’ESB et de la tremblante chez les ovins par IHC grace a
I’utilisation d’anticorps dirigés contre la zone de clivage de la PrP anormale par les protéases.

~12 ~



Liste des figures et tableaux

Tableau 1 : Présentation des principaux modéles murins utilisés par caractériser le réle du
systéme immunitaire dans les maladies a prion.

Tableau 2 : identification du géne SIP (scrapie incubation period) par mesure des périodes
d’incubation chez des moutons de race Cheviot expérimentalement infectés avec I'isolat de
tremblante SSBP/1.

Tableau 3 : Différents génotypes rencontrés chez des moutons de race Texel en relation avec
leur susceptibilité a la tremblante.

Tableau 4: Organes infectieux chez des moutons cliniguement atteints de tremblante
naturelle.

Tableau 5 : Organes infectieux de bovins expérimentalement infectés par I’ESB.

Tableau 6 : Génotypes de moutons ayant développé une ESST suite a I'inoculation de I’agent
de I’ESB.

Tableau 7 : Sites d’accumulation de la PrPsc chez des moutons infectés par voie orale avec
I’agent de I’ESB.

~13 ~



Introduction

Les encéphalopathies spongiformes subaigués transmissibles (ESST), ou maladies a prion, sont
des maladies neurodégénératives humaines telles que la maladie de Creutzfeldt-Jakob
(MCJ), le kuru, et animales comme la tremblante des petits ruminants et I’encéphalopathie
spongiforme bovine. Ces maladies, toujours mortelles, présentent une période d’incubation
trés longue et une atteinte du systeme nerveux central (SNC) se traduisant par des troubles
sensitifs, comportementaux et moteurs. L’analyse histopathologique du SNC réveéle la
présence de lésions spongiformes qui correspondent a une vacuolisation des neurones au
niveau des corps cellulaires et des prolongements nerveux. Ces lésions sont accompagnées
de pertes neuronales et d’une réaction gliale au cours de laquelle les astrocytes et les

cellules microgliales proliféerent.

La nature des agents infectieux responsables de ces pathologies est encore mal connue,
mais leurs propriétés inhabituelles de résistance aux procédés utilisés classiquement dans la
désinfection et la stérilisation, ainsi que leurs caractéres transmissibles, leur vaut parfois
I’appelation « d’ATNC » pour Agents Transmissibles Non Conventionnels. Parmi les hypotheses
proposées sur la nature de ces agents infectieux, la théorie du prion (proteinaceous
infectious particle, PrPsc, scrapie) est la plus étayée, et présume de la nature exclusivement
protéique de I’agent infectieux. Cette protéine (PrPsc), présentant une conformation
anormale, serait ainsi infectieuse et induirait chez I'individu infecté une transconformation de
la forme cellulaire normale de la protéine, la PrPe, qui est exprimée dans de nombreux tissus
dont particulierement le SNC. Cette hypothése permet d’expliquer I’absence de réaction
immunitaire spécifique. De part sa conformation anormale, la protéine est difficlement
métabolisée et s’accumule principalement dans le SNC et parfois dans les organes
lymphoides. La PrPsc est actuellement le seul marqueur spécifique connu de ces maladies ce
qui est utilisé dans le diagnostic.

Les modes de contamination dans les maladies a prion peuvent étre multiples, et certaines
de ces affections comme la tremblante du mouton et la maladie du dépérissement
chronique des cervidés sont contagieuses. Certaines de ces maladies, tel que le kuru, le
variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (VMCJ), I’encéphalopathie spongiforme du vison
et I’encéphalopathie spongiforme bovine (ESB), semblent dues & des contaminations orales
liées a la consommation de produits infectieux. Des contaminations iatrogénes ont aussi été
décrites chez I’homme, liées notamment, & I'utilisation d’hormone de croissance extraite a
partir de dérivés hypophysaires, ainsi que chez les petits ruminants a cause de préparations
vaccinales contaminées. Il existe aussi chez I’lhomme des formes sporadiques, ainsi que des
formes héréditaires se transmettant sous un mode autosomique dominant. L'importance de
facteurs génétiques, contrélant la susceptibilité a la maladie, la période d’incubation et la
physiopathologie a également été mise en évidence chez 'homme dans les formes

transmises (iatrogénes et vMCJ) et aussi chez I’animal comme dans la tremblante du
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mouton ; ces derniers peuvent ainsi présenter une sensibilité ou une résistance a la
tremblante naturelle.

En régle générale, lors d’une infection par voie orale, I’agent infectieux se réplique d’abord
dans les formations lymphoides associées au tube digestif puis gagne I’ensemble du systéme
lymphoide. Ce n’est que par la suite que I'agent gagne le SNC via les nerfs. Bien que toutes
les maladies a prion ne présentent pas d’accumulation de prion dans les organes
lymphoides, on observe cette particularité dans de nombreuses formes comme dans la
tremblante des petits ruminants, le vMCJ chez I'homme, la maladie du dépérissement
chronique des cervidés et chez les chats domestiques atteints d’encéphalopathie

spongiforme féline (ESF).

Bien que certaines de ces pathologies animales, telle que la tremblante de mouton et de la
chévre, soient connues depuis longtemps, aucune transmission a I’lhomme n’a été mise en
évidence. Depuis 1986, I'intérét pour ces maladies a pris plus d’ampleur notamment avec la
découverte des premiers cas d’encéphalopathie spongiforme bovine (ESB), et I’apparition,
dix ans plus tard, d’une nouvelle forme de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vMCJ) chez des
personnes jeunes. Ces deux maladies ont clairement été reliées grace a différentes
méthodes permettant de différencier les souches d’agent infectieux. L’analyse de la PrP
anormale qui présente les mémes propriétés biochimiques (profils électrophorétiques et ratios
de glycoformes) a été un premier argument permettant de rapprocher ces maladies. Les
expérimentations de transmission a la souris ont permis de conclure sur I'identité des deux
maladies, les souris ayant présenté une maladie (durées d’incubation et |ésions cérébrales)
similaire par comparaison a des cas de tremblante et d’autres formes d’ESST humaines. De
plus, la transmission de I’ESB au macaque a permis de mettre en évidence une signature
pathologique trés similaire a celle rencontrée chez I’homme confortant les résultats

précédents.

D’autres espéces animales, comme certains félins et ruminants de parcs zoologiques, ont
aussi été infectés par 'agent de I’ESB qui a été identifié par les mémes méthodes. L’origine
de ces pathologies semble liée a la consommation de bovins atteints d’ESB ou a I'utilisation
de farines de viande dans I’alimentation des animaux. La contamination de ces farines a
probablement eu lieu suite aux changements introduits dans les modes de fabrication au
début des années 1980. Ce nouveau procédé aurait permis le recyclage et la dissémination
de I'agent infectieux au sein des élevages bovins. Actuellement les politiques d’éradication
de cette maladie connaissent un succes certain, notamment avec la suppression de
I’utilisation des farines animales dans I’alimentation des animaux de rente. Par ailleurs, une
autre source potentielle de contamination humaine est actuellement soulignée; la

susceptibilité des petits ruminants a I'agent de [I'ESB ayant été démontrée
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expérimentalement, notamment lors de contamination par voie orale, la dissémination de
cet agent infectieux dans les troupeaux ovins et caprins est a envisager. En effet, I’utilisation
de farines animales dans certains élevages a été une réalité. Cette perspective est d’autant
plus inquiétante que la tremblante est une maladie contagieuse et qu’un phénoméne
similaire est a craindre avec la souche d’ESB. D’ailleurs, chez les ovins expérimentalement
infectés par I'ESB, le développement de la maladie rappelle fortement celui de la
tremblante, tant du point de vue de la clinique de la maladie qu’en ce qui concerne les sites
d’accumulation de la PrP anormale et les types cellulaires impliqués. Bien que tres similaires,
ces deux maladies chez le mouton sont pourtant différentiables comme le montrent les
premiéres études, portant sur I’analyse des sites de clivage de la PrP anormale par les
protéases et les travaux de transmission de la maladie a la souris.

A ce jour, aucune preuve de la dissémination de I’agent de I’ESB dans les cheptels ovins et
caprins n’a cependant été apportée bien qu’elle soit fortement suspectée. Le
développement de méthodes permettant d’identifier cette souche d’ESB chez les ovins est

donc important pour la santé publique.
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Dans une premiére partie de notre travail, un apercu sur les maladies a prion sera abordé
concernant la nature de I’agent infectieux et leur physiopathologie. Ensuite, quelques
exemples de maladies a prion seront présentés pour comprendre la complexité de ces
affections et finalement la notion de souche sera exposée permettant d’envisager a la fois la

multiplicité des souches d’agents infectieux et les méthodes d’identifications de ces souches.

Dans une deuxiéme partie, aprés avoir défini les objectifs de notre travail, nous exposerons les
résultats de notre étude expérimentale. Dans un premier temps, nous présenterons les sites
d’accumulation de la PrP anormale chez le mouton atteint de tremblante naturelle ou
expérimentalement infecté par I’ESB ainsi que chez un guépard atteint d’ESF. Dans un
deuxiéme temps, nous exposerons les résultats obtenus concernant I'identification de I’agent
de I’ESB chez le mouton comparativement a des cas de tremblante par analyse des sites de
clivage de la PrP anormale ainsi que par une méthode de typage de souche dans deux
modéles murins de transmission de la maldie.

Enfin, nous discuterons de nos résultats et nous évoquerons les perspectives de ce travail.
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| - Nature des agents infectieux - Approche physiopathologique des maladies
a prions

A- Nature des agents infectieux

1- Inhabituelle résistance des agents infectieux : notion d’agent transmissible non

conventionnel (ATNC)

La nature des agents infectieux responsables des maladies a prion n’est pas encore
totalement certaine, et leurs propriétés inhabituelles de résistance aux procédés
classiguement utilisés dans la désinfection et la stérilisation [Taylor 2002] permet de les classer
sous le terme « ATNC » pour Agents Transmissibles Non Conventionnels.

Les études en chromatographie et filtration sur membranes ont montré que leur taille est
estimée a 15 - 40 nm, compatible avec la taille de certains virus conventionnels (ex. :
picornavirus, 20 & 30 nm) [Prusiner 1992]. En 1981, Merz réalise la premiére mise en évidence
par microscopie électronique de structures fibrillaires de 150 nm de long sur 15 nm de
diametre associées a I’'infectiosité (figure 1). Ces fibrilles, qu’elle nomme « Scrapie Associated
Fibrils » (SAF), ne sont pas présentes naturellement dans les tissus infectieux et résultent des
conditions de préparation des échantillons [Merz et al. 1981] [Merz et al. 1984] [Chaplin et al.

1998].

Figure 1: Scrapie associated fibrils
(SAF)

Visualisation par microscopie
électronique des scrapie
associated fibrils (SAF) extraites a
partr d’un tronc cérébral d’un
bovin atteint d’ESB (image de
gauche, fléeche) et d’un ovin
atteint de tremblante naturelle
(image de droite, fleche). [Chaplin,
et al. 1998]

La résistance des ATNC a la chaleur est trés importante [Dickinson et al. 1978]; I'OMS
recommande |'utilisation de I'autoclave a 136°C pendant 18 min. pour obtenir une
inactivation compatible avec la sécurité en pratique médicale [Dormont 1998] ; la résistance
de ces agents infectieux est aussi dépendante de la nature de la souche! : les souches de
tremblante murine 22C, ME7 et 139A subissent une importante inactivation (totale pour 22C)
lors d’un traitement a I'autoclave (126°C, 30 min) alors que la souche 301V (ESB murinisée)
n’est que trés partiellement inactivée [Taylor et al. 2002]. On peut remarquer que la souche
301V (ESB murine) présentent encore un pouvoir infectieux résiduel suite a un traitement

thermique de 600°C en chaleur séche [Brown et al. 2000b].

1 Cf. définition de la notion de souche en troisieme partie : « Identification des souches dans les maladies a prion »

~18 ~



Apercu surla maladies a Prion

Les rayonnements ont peu d’effet sur les ATNC : I’irradiation y ou UV doit étre massive pour
induire un effet détectable [Latarjet et al. 1970] [Taylor 2000]. Les traitements d’une heure a
température ambiante a I’acide formique pur, a la soude 1N ou a I’hypochlorite de sodium a
2% sont les seuls qui permettent d’obtenir une réduction significative du titre infectieux [Brown
et al. 1984] [Taylor 2000]. Toutes les autres mesures classiquement utilisées en désinfection sont
sans efficacité notable (aldéhydes, éthanol, chaleur séche, solution d’eau oxygénée...).
D’autres analyses ont montré que des méthodes de dénaturation ou de digestion
enzymatique trés poussées des protéines sont capables de réduire significativement le titre

infectieux [Prusiner 1982] [Prusiner 1992].

L’ensemble de ces résultats laisse a penser que les ATNC constituent une nouvelle catégorie
d’agents infectieux différents des virus ou des bactéries conventionnels. C’est Alper et Griffith
qui, en 1966, proposent pour la premiére fois la nature exclusivement protéique des ATNC

[Alper et al. 1966].

2 - Concept du prion : une protéine infectieuse
La démonstration par Prusiner de la sensibilité de I'agent de la tremblante aux procédés
dénaturant les protéines (protéases, sodium dodécyl sulfate, thiocyanate de guanidium,
phénol, urée...) et la mise en évidence de la résistance de I'agent a la plupart des
procédures modifiant les acides nucléiques (irradiation UV a 254 nm) a conduit au concept
du prion (proteinaceous infectious particle) [Prusiner 1982] souvent nommeé sous le terme PrP
anormale (PrPres ; forme résistante aux protéases, PrPsc : forme conformationnelle anormale,

PrPd : disease associated PrP...).

La composition exacte de I'agent infectieux n’est pas connue méme si la PrPres en est la
principale composante [Prusiner 1982]. Les SAF présentent d’ailleurs une composition
majoritaire de PrPsc, L’acquisition du caractére pathogéne de la protéine prion serait liée a la
transconformation de la PrPc (protéine prion cellulaire présente naturellement dans de
nombreux tissus2) en PrPsc (isoforme anormale, sc : scrapie), selon la théorie de Prusiner. Des
études biophysiques indiquent que la proportion de feuillets plissés B est nettement plus
élevée dans la protéine pathologique que dans la protéine cellulaire. L’hypothése d’une
transition d’hélices a en feulillets plissés B lors de I’acquisition de la forme pathologique a été

proposée (figure 2) [Pan et al. 1993] [Cohen et al. 1999].

2 Cf. paragraphe « La PrP cellulaire ».
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Figure 2 : Structures tertiaires de la PrPc et de la PrPsc

Modéle structural proposé par Prusiner et Cohen de transconformation de la protéine prion cellulaire
(PrPc) en protéine prion anormale ou pathologique (PrPsc) ; le pourcentage de feuillets plissés étant
plus important dans la forme anormale de la protéine que dans la forme cellulaire. [Cohen et al.
1999]

L’interaction de la PrPsc avec la PrPc pourrait étre le facteur initiateur de la propagation de la
PrPsc. Deux modeéles de propagation ont été proposés (figure 3 et 4) [Aguzzi et al. 1997].
Expérimentalement, la PrPc de hamster peut étre convertie in vitro en PrPres dans un systéeme
acellulaire en présence de PrP anormale [Kocisko et al. 1994]. De méme, la PrPsc est aussi
capable de transconformer la PrPc, marquée au souffre 35, en une forme indistinguable de la
PrPsc lors d’un traitement a la protéinase K [Kocisko et al. 1996]. Dans cette derniére étude,
I"utilisation de traitement dénaturant a aussi permis de montrer que cette transconformation
nécessite la présence d’agrégats ordonnés de PrPsc, Ces propriétés ont permis de mettre au
point une technique d’amplification de la PrPsc a partir de PrPe, rappelant Iutilisation de la
PCR pour I'amplification d’ADN. Les agrégats de PrPsc sont scindés par sonication puis
incubés en présence de PrPc ; des cycles successifs sont ainsi réalisés permettant d’amplifier
de faibles quantités de PrPsc [Soto et al. 2002].

Cependant, méme si ces travaux semblent confirmer la théorie du prion, aucune publication
n’indique que la PrP transconformée in vitro présente un pouvoir infectieux ; d’autres facteurs

semblent donc déterminants [Hill et al. 1999a].
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Figure 3: « Refolding model » - La transconformation de la PrPc en PrPsc pourrait étre due a I'interaction des deux
isoformes ; une haute barriéere énergétique préviendrait la transconformation spontanée et expliquerait le
processus exponentiel de I’'accumulation de PrPsc. D’apres [Aguzzi et al. 1997].
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Figure 4 : « Seeding model » - La transconformation de la PrPc en PrPsc pourrait étre due a I'interaction des deux
isoformes ; ce phénoméne pourrait étre considéré comme thermodynamiquement réversible. La PrPsc serait
stabilisée du fait de ces propriétés d’agrégabilité ; la formation des premiers agrégats serait lente, puis
beaucoup plus rapide expliquant I'aspect progressif de 'augmentation du taux de PrPsc au cours de la
maladie. D’aprés [Aguzzi et al. 1997].

La transconformation de la PrPc en PrPsc pourrait étre dépendante d’autres facteurs tels que
les protéines chaperonnes comme Hsp70, Hsp73 et Hsp 60 (heat shock protein) [Gauczynski
et al. 2001a]. Une autre protéine encore inconnue (protéine X) semble aussi nécessaire dans
ce changement de conformation. En effet, des souris transgéniques sur-exprimant la PrPc
humaine (et exprimant la PrPc murine) ne sont pas infectables par les prions humains, alors
que des souris transgéniques exprimant une PrPc¢ chimére humaine/murine le sont; ces
données confrontées a I'observation de la susceptibilité au prion humain de ces mémes
souris n’exprimant plus la PrPc murine, ont conduit les auteurs a suggérer que cette PrPc
murine inhibe la transconformation de la PrPc humaine en une forme anormale et qu’un
autre facteur X intervient directement en se fixant sur la partie C-terminale de la PrPc [Telling
et al. 1995]. L’identification du site d’interaction de la PrP avec ce facteur X a été réalisée sur
des modeéles murins transgéniques exprimant une PrPc chimérique (humaine/souris). En
fonction des séquences d’acides aminés choisies, I'infectabilité de ces souris change. Ainsi,
le changement des acides aminés (aa) en position 167, 171 ou 218 de la PrPc humaine
prévient la formation de PrPsc ce qui suggére que le site de fixation de la protéine X se
trouverait dans cette région [Kaneko et al. 1997].
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3 - Autres hypothéses sur la nature de I'agent infectieux
La théorie du prion est parfois remise en cause notamment a cause du fait que la PrP
anormale produite in vitro n’est pas infectieuse [Hill et al. 1999a]. Il existe également certains
modéles dans lesquels I'infectiosité n’est pas corrélée a la présence de PrPsc détectable dans
le SNC [Lasmézas et al. 1997] [Hill et al. 2000].
Plusieurs hypothéses on été faites dans le passé sur la nature de I'agent infectieux : virus
conventionnel ou non conventionnel, un acide nucléiqgue masqué similaire aux viroides de
végétaux, un polysaccharide anormal, un acide nucléique entouré de polysaccharides...
(revue dans [Prusiner 1982]).
Certains auteurs ont aussi suggéré que |I’agent infectieux pourrait étre un virino, particule
infectieuse qui serait constituée d’une information génétique propre trés protégée
(expliguant le caractére infectieux transmissible et la notion de souche), entourée de
molécules appartenant a I’hdte (probablement la PrP anormale), rendant compte ainsi de
I’absence de réponse immune spécifique (figure 5) [Oesch et al. 1985] [Hope 1994] [Deslys
1998].

Hypothése du prion Hypothése du virino Hypotheése virale

PrP + ¢ e PrPres GENOME

&
N8

58 | &6

m

" GENOME T

Figure 5 : Différentes hypothéses sur la nature de I'agent infectieux ; hypothése du prion: I'agent
infectieux est une protéine dont la conformation est anormale. Hypothése du virino ou holoprion : un
acide nucléique serait hébergé au niveau du complexe protéique (PrPsc). Hypothése virale : un virus
conventionnel serait I'agent infectieux, I'accumulation de PrPsc ne serait qu’un phénomeéne
« paralléle » ; D’aprés [Deslys 1998].

La protéine prion anormale est donc actuellement le seul marqueur spécifique de I’agent
infectieux et participe activement a la physiopathologie de ces maladies. Toutefois, plusieurs
cas de transmission expérimentale d’ESST sans accumulation de PrP pathologique ont été
rapportés. Ainsi, la mutation et la sur-expression, au codon 101, du géne de la PrP de souris
conduit au développement d’une encéphalopathie spongiforme transmissible avec de trés

faibles niveaux d’accumulation de PrPres [Hsiao et al. 1994]; des résultats similaires ont été
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rapportés par une autre équipe [Manson et al. 2000]. D’autres travaux ont montré que la
transmission de I'insomnie familiale fatale a des souris transgéniques exprimant la PrPc
humaine, conduit au développement de lésions de spongiose caractéristiques sans
accumulation de PrP anormale [Collinge et al. 1995].

De méme, la transmission de I’ESB a des souris C57BL/6 conduit parfois au développement de
la maladie (signes cliniques caractéristiques) sans qu’aucune accumulation de PrPres ne soit
détectée. De plus, I'infectiosité du SNC de ces souris a clairement été identifiee conduisant
au développement de la maladie et a une accumulation de PrPres, |ors de passages
successifs chez le méme type de souris [Lasmézas et al. 1997]. Dans ce contexte, plusieurs

hypothéses sont a envisager quant au role de la PrPsc dans la maladie:

= La PrPsc serait une protéine infectieuse qui pourrait présenter des états intermédiaires
différents pas toujours détectables par les méthodes actuelles ;

= La PrPsc ne serait pas le seul constituant de I’agent ;

= La PrPsc ne serait pas I’agent mais est un facteur de virulence trés important, les souris
Knock-out pour le géne de la PrP n’étant pas infectables [Blueler et al. 1993];

= La PrPsc ne serait pas I’agent infectieux et son accumulation ne serait qu’un phénoméne

secondaire.

B - La protéine prion cellulaire (PrPc)

1 - Expression de la PrPe
Chez les mammiféres, le géne de la PrP code pour une protéine d’environ 250 acides aminés
(aa) de poids moléculaire de 33 a 35 kDa qui contient différents domaines, incluant une
séquence signal N-terminale, une série d’octapeptides répétés, un domaine central
hydrophobe trés conservé et une partie C-terminale hydrophobe qui est un signal pour
I’addition d’une ancre glypiée (glycosyl phosphatidyl inositol, GPI) (figure 6) [Oesch et al.
1985]. La PrPe, synthétisée dans le réticulum endoplasmique, transite dans I’appareil de Golgi
jusqu’a la membrane cellulaire. Lors de ce transit, la protéine subit plusieurs modifications
post traductionnelles : un clivage de la partie signal N-terminale, une addition de 2 chaines
d’oligosaccharides sur des résidus asparagine en position 181 et 197 chez ’lhomme et le
hamster [Endo et al. 1989], la formation d’un pont disulfure et I’attachement d’une ancre GPI

[Stahl et al. 1987] [Somerville et al. 1990] [Westaway et al. 2002] [Mangé et al. 2002].
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Figure 6: Structure de la PrPc de 'lhomme. A: La protéine possede deux séquences clivées au cours de sa
maturation dans la cellule (peptide signal et site de fixation de I’ancre GPI). La protéine présente un pont disulfure
et deux sites de glycosylation. La région des octapeptides présente de nombreux résidus histidine pouvant fixer le
cuivre. Deux feuillets B sont compris entre les aa 128-131 et 161-164 (en vert) et trois hélices a entre les régions 144-
156, 172-193 et 200-227 (en jaune).

B : Structure tertiaire de la protéine. 1: extrémité N-terminale ; 2: N-glycanes; 3: domaine globulaire ; 4 : ancre
GPI. D’aprés [Mangé et al., 2002].

La PrPc peut se présenter sous trois formes : bi-glycosylée, mono-glycosylée et non-glycosylée.
Des expérimentations in vitro induisant des altérations dans la glycosylation de la protéine
modifient sa biosynthése, son transport et altérent ses propriétés biochimiques. Les mutations
des 2 sites de glycosylations induisent une conformation anormale et causent une
accumulation de la protéine dans le compartiment proximal et moyen de I’appareil de Golgi
[Lehmann et al. 1997]. Cependant, des glycosylations correctes ne sont pas absolument
nécessaires puisque le transport de la protéine au cours de la synthése n’est pas altéré en
présence d’inhibiteur de glycosylations (tunicamycine), et des quantités notables de PrPc
sont retrouvées a la surface cellulaire [Lehmann et al. 1997]. Dans des cultures de levure
exprimant une forme de PrPe cytoplasmique (pas de glycosylation possible car pas d’encre
GPI) et dans des cultures de neuroblastome en présence de tunicamycine qui bloque les
glycosylations, la PrPc acquiert des caractéristiques de la PrPsc (insolubilité et résistance
partielle a la protéinase K). Les glycosylations pourraient donc prévenir la transconformation

de la PrPc en une forme de type PrPsc [Ma et al. 1999].

La PrPe peut subir deux clivages au cours de son métabolisme. Le premier, «site A », se situe
au niveau de I’ancre GPI (phospholipases) et aboutit au relarguage extracellulaire de la
chaine polypeptidique [Harris 2001]. Le second clivage de la PrPec, « site B » (aa 111/112), est
situé au niveau d’une région de 16 aa hydrophobes (aa 111/134), domaine trés conservé
dans les différentes espéces, au niveau des vésicules d’endocytose [Harris 2001]. La

signification biologique de ces clivages n’est pas encore connue.

D’une facon générale, la PrPc est une protéine cellulaire normale qui est exprimée

principalement dans le systéme nerveux central. Cette expression débute t6t au cours de
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I’embryogénése et augmente au cours du développement ; chez la souris, des transcrits sont
détectés dans les tissus extra-embryonnaires dés le 62me jour et il sont détectés dans tout le
SNC a 13 jours [Manson et al. 1992] [Harris et al. 1993]. Chez I’adulte, dans le SNC, la PrPc est
exprimée particulierement dans le néocortex, dans les neurones de I’hippocampe, dans le
striatum, et dans les cellules de Purkinje du cervelet [Sales et al. 1998] [Moya et al. 2000]. Au
niveau cellulaire, la synthése de la protéine a lieu principalement dans les neurones de
I’lhippocampe et du néocortex [Kretzschmar et al. 1986] [Kubosaki et al. 2000]. Une plus
faible expression a aussi été mise en évidence dans les cellules gliales (astrocytes et
microglie, oligodendrocytes) [Kretzschmar et al. 1986] [Moser et al. 1995] [Brown et al. 1998].
Dans les tissus périphériques, de nombreux types cellulaires expriment la PrPc : les
lymphocytes [Mabbott et al. 1997], les cellules folliculaires dendritiques [Bencsik et al. 2000],
les kératinocytes [Pammer et al. 1998], certaines cellules du tube digestif [Pammer et al.
2000], les tunigues musculaires myomeétre de I'utérus [Kubosaki et al. 2000]. L’expression du
gene de la PrP, identifiée par un géne rapporteur (green fluorescent protein) dans un
modeéle murin transgénique, a permis de confimer que la PrPe est une protéine
principalement exprimée dans le SNC mais dont I’expression est ubiquiste [Lemaire-Vieille et
al. 2000].

Chez le mouton, la PrPc a été mise en évidence dans le SNC, la rate, les muscles, les
poumons, le cceur, I'utérus, le placenta, les ganglions lymphatiques, I’épithélium intestinal, les
glandes mammaires, les surrénales et les glandes salivaires [Horiuchi et al. 1995] [Kubosaki et

al. 2000].

2 - Autres formes de PrPe, et identification d’une protéine PrPe-like : la protéine doppel
D’autres formes de la PrPc ont été identifiées : une forme sécrétée secPrP dans le milieu extra
cellulaire [Hay et al. 1987] et deux formes transmembranaires. Il s’agit de la forme CtmPrP et
de la forme NmPrP qui possedent un domaine transmembranaire correspondant a la
séquence hydrophobe conservée de la PrPc entre les aa 111 et 134. La forme StmPrP est
également fixée a la membrane cellulaire par une ancre GPl et possede encore la
séquence peptide signal normalement clivée. Cette forme induit chez la souris une
neurodégénéréscence sans accumulation de PrPres [Hegde et al. 1998] [Stewart et al. 2001].
La forme NMmPrP, uniquement décrite in vitro, présente une orientation inverse par rapport a la
forme CtmPrP et n’est ni glycosylée, ni glypiée [Hegde et al. 1998].

Il a été proposé que la forme StmPrP puisse étre responsable de la neurodégénérescence
observée dans le syndrome de Gerstmann-Straissler-Scheinker (GSS, mutation Al17V)
[Hegde et al. 1998] [Stewart et al. 2001]. Ces différentes formes de PrPc sont représentées

dans la figure 7.
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La construction de différents modéles transgéniques knock-out (KO) pour le géne de la PrP a
abouti a la création d’une lignée dont les animaux développent une ataxie accompagnée
d’une dégénérescence des cellules de Purkinje [Sakaguchi et al. 1996]. Ces travaux ont
permis de révéler la présence d’une protéine appartenant a la méme famille que celle de la
PrP, située sur le méme chromosome a 16 Kb en aval du géne de la PrP, de 179 acides
aminés, nommée Doppel (Dpl) [Moore et al. 1999]. Cette protéine est trés faiblement
exprimée dans le SNC par rapport a la PrP [Siiverman et al. 2000]. Dans ce modele KO,
I’expression du géne Dpl est amplifiée du fait des modes de construction des souris KO. Cette
sur-expression semble étre a I'origine de I'ataxie tardive des souris, suggérant que Dpl
posseéde des propriétés neurodégénératives [Moore et al. 1999] [Rossi et al. 2001]. La
découverte de cette protéine ouvrait de nouvelles voies d’investigation. Cependant, les
premiéres études portant sur I'identification d’un rbéle de Dpl dans les maladies a prion ne

sont pas en faveur de son implication [Mead et al. 2000] [Tuzi et al. 2002].

3 - Les fonctions de la PrPe

Les fonctions de la PrPc ne sont pas encore bien connues. Actuellement, plusieurs roles de
cette protéine sont proposeés ; la fixation et/ou la régulation du métabolisme du cuivre, la
protection contre le stress oxydatif et I’adhésion/signalisation cellulaire sont les principales
hypothéses concernant sa fonction.

La détermination de la fonction de la PrPc a été envisagée par la construction de différents
modeéles murins Knock-Out (KO) pour le géne de la PrP. Deux lignées créées sont tout a fait
viables et présentent un phénotype normal [Bleler et al. 1992] [Manson et al. 1994]. Ces
souris présentent néanmoins une altération du rythme circadien, ce qui suggéere que la PrPc
pourrait jouer un réle dans les états de veille/sommeil [Tobler et al. 1996], ce qui a depuis été
partiellement remis en cause par la méme équipe [Huber et al. 2002]. Des souris, dont le
gene de la PrP est sous le contrble d’un promoteur réprimant I’expression de la PrPc en

présence de doxicycline, ont été rendues déficientes en PrPc une fois adultes par
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administration de I’antibiotique, et n’ont pas présenté de troubles pendant plus d’un an et
demi [Tremblay et al. 1998]. La PrPc ne semble donc pas jouer un réle biologique

fondamental et ses roles pourraient étre compensés par d’autres systemes biologiques.

PrPc et métabolisme du cuivre

Plusieurs observations récentes ont permis d’attribuer un role possible de la PrPc dans le
métabolisme du cuivre. || a été démontré que des fractions purifiées de PrP recombinante,
tout comme des peptides synthétiques de PrP, fixent le cuivre dans la région des
octapeptides répétés dans la partie N-terminale de la protéine [Brown et al. 1997] [Stockel et
al. 1998].

Dans les modéles KO pour la PrPe, les fractions membranaires des cellules du SNC, semblent
contenir une concentration en cuivre réduite de 10 a 15 fois, sans que le taux en autres
métaux ne soit modifié [Brown et al. 1997]. Ces résultats suggérent que la PrPc pourrait étre
une protéine essentielle dans la fixation du cuivre dans le SNC. Certaines observations ont
conduit a la supposition que la PrPc pourrait avoir un réle dans la distribution du cuivre a
certaines enzymes telles que les superoxydes dismutases comme SOD1 (superoxyde
dismutase Cu/Zn) [Brown et al. 1997] [Brown et al. 2001] [Wong et al. 2001].

La PrPc pourrait cependant intervenir seulement dans les mécanismes de capture du Cu
dans le milieu extra-cellulaire. Ainsi, la PrPc ne reste pas a la surface cellulaire mais subit des
cycles successifs entre la surface cellulaire et le compartiment d’endocytose [Shyng et al.
1995]. Dans un modéle de culture de neuroblastome, ce cycle endocellulaire des molécules
de PrPc est d’environ 60 minutes, et & chaque passage, 1 a 5% des molécules de PrPc sont
clivées au site B [Harris 2001]. L’existence de ce cycle suggére un rble de récepteur de la PrPc
a un ligand extracellulaire. L’hypothéese de Pauly et Harris est que la PrPc capte le cuivre
extracellulaire a la surface des cellules et le redistribue dans le compartiment d’endocytose
dans lequel le cuivre est recapté par d’autres protéines du cytosol. Cette hypothése a été
corrélée par la mise en évidence de I'efficacité de capture de cuivre radioactif par des
cultures de neuroblastomes en fonction du taux d’expression de la PrPc [Harris 2001] [Brown et

al. 1999a].

D’autres études ne semblent pas indiquer que la PrPc ait une role dans le métabolisme du
cuivre. En effet, des taux similaires de cuivre ont été rapportés dans trois lignées murines
exprimant respectivement 0, 1 ou 10 fois les taux normaux de PrPec. Aussi I’utilisation d’un
isotope du cuivre, le Cu-64, a permis de montrer que I’activité enzymatique ainsi que les taux
d’incorporation de ce marqueur dans la superoxyde dismutase Cu/Zn, étaient similaires chez

les trois lignées de souris [Waggoner et al. 2000].
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PrPe, signalisation et adhésion cellulaire

Des fonctions de récepteur cellulaire, de transducteur de signal ou de régulation du flux
membranaire ont été envisagées. Ainsi sur des modeles de culture de neurones portant sur la
différentiation cellulaire, la PrPc semble permettre une activation de la tyrosine kinase Fyn au
niveau des terminaisons neuronales [Mouillet-Richard et al. 2000]. Ces données sont
corroborées par la mise en évidence d’importants taux de protéine-kinase et de PrPc dans les
rafts, domaines membranaires riches en protéines a ancre GPI et kinases [Maekewa et al.
2003].

Une étude électrophysiologique portant sur des coupes d’hippocampe de souris KO pour le
gene de la PrP est en faveur de I'implication de la PrPc dans la transmission synaptique
[Collinge et al. 1994], ce qui est en accord avec la mise en évidence de I’expression de la
PrPc dans les régions riches en synapses dans le SNC. La protéine est transportée dans les
axones jusqu’aux terminaisons nerveuses [Borchelt et al. 1994] et les fractions membranaires
présynaptiques sont enrichies en PrPc [Herms et al. 1999]. Ces résultats ont aussi été confirmés
par microscopie électronique et par microscopie optique, ou les immunomarquages de la
PrPc sont principalement retrouvés, chez le rongeur, dans les champs synaptiques des bulbes
olfactifs, des structures limbiques, du complexe striatonigral, et de la couche moléculaire du
cervelet (figure 8) [Collinge et al. 1994] [Sales et al. 1998] [Herms et al. 1999] [Moya et al.
2000] [Sales et al. 2002].

Figure 8 : Localisation de la PrPc dans un cerveau de hamster sain (section sagittale montrant la distribution antéro-
postérieure). Une immunoréactivité dense est observée dans I’hippocampe (Hi) ainsi que dans le cortex (Ctx) et le
striatum (Str). Le géne de la PrP est moins fortement exprimé dans le mésencéphale (Mes), I’hypothalamus ou le
cervelet (Cb). Les immunoréactivités sont représentées a I’aide d’une échelle de couleur ou 'immunoréactivité la
plus intense correspond a la couleur rouge. D’apres [Sales et al., 1998] [Moya et al., 2000].

La PrPc interagit aussi avec différents constituants membranaires comme le LRP (Precurseur
du récepteur a la laminine) et le LR (recepteur de la laminine) [Gauczynski et al. 2001b]
[Simoneau et al. 2003]. Le LRP est le précurseur du récepteur de la laminine. Ce récepteur
présente de forte propriété de fixation de la laminine qui est une glycoprotéine de la matrice
extracellulaire impliquée dans I'attachement, la mobilité, la différenciation et la croissance

cellulaire. L'implication de ce LRP dans les infections a prion a été démontré in vitro ;
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I"'utilisation d’agent bloquant sa synthese (ARN anti-sens) ou d’anticorps anti-LRP/LR dans des
cultures de cellules infectées conduit a I’inhibition de I'accumulation de PrPsc [Leucht et al.
2003].

4 - Importance de la PrPc dans les maladies a prion : un support moléculaire au

phénomeéne de barriere d’espece et aux maladies héréditaires humaines
La PrPec joue un réle fondamental dans le développement des affections a prion : les souris KO
pour le géne de la PrPc ne sont pas sensibles a des souches de prion murine (méme par
inoculation IC) et ne portent pas non plus de trace d’infectiosité entre 2 et 25 semaines apres
inoculation [Bueler et al. 1993]. La restauration d’un alléle du géne induit chez ces souris une
sensibilité a la maladie avec des temps d’incubation plus longs et des durées de maladie
prolongées par rapport aux souris sauvages (deux alléles du géne). Ces résultats montrent
non seulement que la PrPec est indispensable au développement de la maladie mais que son
taux d’expression détermine en partie la période d’incubation [Blueler et al. 1993] [Manson et
al. 1994].

La transmission d’une maladie a prion d’une espece a I’autre n’est pas toujours possible : par
exemple, la souris est sensible a I’agent de I’ESB mais pas le hamster [Bradley 1996]. Cette
transmission, lorsqu’elle a lieu, conduit aprés plusieurs passages au sein d’'une méme espece,
a des temps d’incubation généralement plus courts qui se stabilisent fournissant des
parametres caractérisant I’agent infectieux dans cette nouvelle espece. Ainsi, la transmission
de la souche de tremblante expérimentale murine 302K (142 jours de temps d’incubation
chez la souris) au hamster conduit a une maladie dont les temps d’incubation sont
relativement longs (186 jours). Des passages successifs chez le hamster aboutissent a
I’observation de temps d’incubation beaucoup plus courts (62 jours, souche alors nommeée
Sc237 ou 263K). De la méme facgon, si, au cours de ces passages successifs chez le hamster,
une transmission est réalisée chez la souris, on observe alors des temps d’incubation
beaucoup plus longs (minimun 302 jours et plus de 600 jours s’il y a eu plus de trois passages
chez le hamster) [Kimberlin et al. 1989]. La transmission de la maladie du hamster a la souris
est donc devenue trés difficile suggérant une adaptation de I’agent infectieux a sont nouvel
héte. Une étude récente de ce modéle montre d’ailleurs que de faibles quantités de Prpsc

sont accumulées dans le SNC des souris infectées par la souche 263K adaptée au hamster

(premier passage) [Hill et al. 2000] (figure 9).
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» . Développement d’'une
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5554 5c237 No 492 - - > - 7 )
6967  Sc237 No 530 - - ! Pas de Développement
5553  S§¢237 No 554 - ) s T d'une ESST
6969  5c237 No 641 - - PrP* neg.
5532 Sc237 No 655 - - J
5528 S¢c237 No 659 J N
7008 Sc237 No 694 + -
5538 Sc237 No 703 + -
5537 Sc237 No 706 + - Pas de signes Développement d'une
5539 5¢237 No 706 i \ cliniques ESST en 127 jours
6968  5c237 No 726 + :
5540 Sc237 No 730 + -
7010 5c237 No 745 + -
5530  5¢237 No 769 4
5526  5c237 No 828 +
6954  PBS No 436 - -
6956 PBS No 521 - -
6953  PBS No 586 ~ - >
6952  PBS No 630 e
5533  PBS No 683 - - Développement d’une
5536 PBS No 707 - - ESST en 197 jours
5535  PBS No 780 -
5525 PBS No 849 - -
*Mice either died from natural causes at advanced age or were culled because
of intercurrent illness.
'Detects both mouse and hamster PrP.
*Detects hamster PrP only.

Figure 9 : lllustration du phénoméne de barriere d’especes. L’inoculation de souris CD-1 avec la souche
de hamster Sc237 illustre le phénomeéne de barriére d’espéce. Seules les souris agées présentent une
faible accumulation de PrP anormale dans le SNC sans jamais développer de signes cliniques.
L’inoculation de hamsters et de souris avec des extraits de cerveaux de souris qui ne présentent pas
d’accumulation de PrPsc conduit au développement d’une ESST uniquement chez les hamsters ; ces
résultats suggerent la persistance de la souche Sc237 chez les souris. Quant aux essais de transmission
de la maladie a partir des souris plus agées, ils révelent une réplication de I’agent chez les souris
montrant un véritable franchissement de la barriere d’espéce. D’apreés [Hill et al. 2000].

La démonstration que la PrPc est le facteur déterminant dans le phénoméne de barriere
d’espéce a été réalisée chez des souris transgéniques exprimant différentes quantités de PrPc
de hamster. Ces souris inoculées avec la souche Sc237 de hamster ont ainsi présenté des
durées d’incubation inversement proportionnelles aux taux de PrPc de hamster produits [Scott
et al. 1989a]. D’autres résultats suggeérent I’existence d’un lien de causalité entre la barriére
d’espéce et le changement conformationnel de la PrPe en PrPsc. Ainsi, I'inoculation de la
souche Sc237 (entretenue sur hamster) a un modéle murin transgénique, exprimant une
protéine prion chimeére souris/hamster, conduit a I’obtention d’une nouvelle souche dont la
Prpsc differe de la PrPsc de la souche Sc237 par analyse conformationnelle. Quand cette
nouvelle souche est de nouveau transmise au hamster, elle induit d’ailleurs une période
d’incubation plus longue et une neuropathologie différente comparativement a la souche

Sc237 [Peretz et al. 2002].
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Des mutations sur le géne de la PrP peuvent aussi conduire au développement spontané de
maladies a prion. Chez I’lhomme, il s’agit des formes héréditaires des maladies de Creutzfeldt-
Jakob, du syndrome de Gerstmann-Stralissler-Scheinker (GSS) et de I'insomnie familiale fatale
(IFF) qui se transmettent sous un mode autosomique dominant [Prusiner 1997] [Gambetti et al.

2003].

C - Modes de dissémination de I'agent dans I’organisme : importance du systeme
immunitaire et du systéme nerveux autonome

1- Importance du systéme immunitaire

Dés 1970, 'importance du systeme immunitaire (notamment la rate) lors d’infections a prion
par voie périphérique était décrite chez la souris. En effet, la splénectomie permet de
prolonger les périodes d’incubation apres infection par voie intra-péritonéale [Fraser 1970].
L’identification des cellules impliquées a été en partie réalisée grace a des méthodes
d’irradiation et de reconstitution de moélle osseuse [Fraser 1979c], associée a la mise en
évidence d’importants titres infectieux dans la fraction stromale de la rate (mais pas dans la
population lymphocytaire); ainsi, les cellules folliculaires dendritiques (FDCs) ont été
suspectées pour la premiére fois comme jouant un réle important dans ces maladies dans les
modeéles murins [Clarke et al. 1984]. L’'implication du systéme lymphoide est trés précoce et
I'infectiosité de la rate augmente bien avant que I’agent infectieux soit détectable dans le
SNC (figure 10) [Kimberlin et al. 1979] [Bruce et al. 2000]. Cette infectiosité est mise en
évidence dans la rate de souris une semaine aprés inoculation intra-péritonéale (IP) de
souches de tremblante et augmente pendant 4 semaines pour atteindre un plateau jusqu’au

stade terminal de la maladie [Kimberlin et al. 1979].
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53 souche de tremblante. L’infectiosité dans la rate
2% augmente longtemps avant le début de la réplication
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g 3 cliniques. D’aprés [Kimberlin et al., 1979] [Bruce et al.,
gE 2000].
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La présence de I’agent infectieux dans les organes lymphoides a aussi été mise en évidence
chez le mouton atteint de tremblante (différents nceuds lymphatiques et intestins) [Hadlow et
al. 1982], ainsi que chez la vache expérimentalement infectée par I’ESB (iléon qui est une
structure riche en formations lymphoides) bien que de fagon beaucoup plus limitée [Wells et

al. 1994a].
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Quant a 'accumulation de PrP anormale, elle a été mise en évidence dans le systéme
lymphoide de différentes espéces : chez la souris expérimentalement infectée par différentes
souches et isolats de tremblante [Race et al. 1992b] [McBride et al. 1992], chez la plupart des
moutons atteints de tremblante [Race et al. 1992a] [van Keulen et al. 1996], dans le vMCJ
chez ’lhomme [Hill et al. 1997b], dans la maladie du dépérissement chronique des cervidés
[Miller et al. 2002] [Sigurdson et al. 2002], chez le chat atteint d’encéphalopathie
spongiforme féline (ESF) [Ryder et al. 2001] et chez les bovins oralement infectés par I’agent
de I’ESB dans les plaques de Peyer de I'iléon uniquement [Terry et al. 2003]. Dans toutes ces
maladies, la PrP anormale est détectée dans les follicules lymphoides secondaires, associée
aux FDCs et aux macrophages a corps tingibles (TBMs, tingible body macrophages). Comme
pour linfectiosité, la PrP anormale est détectable trés to6t dans la rate de souris
expérimentalement infectées (2 semaines aprés inoculations intra-péritonéale ou intra-

cérébrale) [Grathwohl et al. 1997] [Race et al. 1992a].

Le systéme lymphoréticulaire est donc clairement impliqué dans les ESST. Sa participation
dans le phénomene de transmission de la maladie et dans la dissémination de I’lagent dans
I’organisme semble importante. Ceci a clairement été mis en évidence dans des modeéles
murins immunodéficients (Souris SCID, RAG/-) qui ne sont que trés peu infectables par voie
périphérique, et tout a fait sensibles aux ATNC lorsque leur systétme immunitaire est
reconstitué [Lasmézas et al. 1996a]. L’expression de la PrPe dans les tissus périphériques
(autres que le SNC) est nécessaire a la neuro-invasion comme le montrent des
expérimentations sur des souris n’exprimant pas la PrPc (KO pour le géne de la PrP), chez
lesquelles des greffes intra-cérébrales de neurones sur-exprimant la PrPc, ne présentent pas
d’accumulation de PrPsc aprés inoculation intra-péritonéale (IP). Dans ces conditions
d’inoculation, ces souris, qui ne développent jamais la maladie, aucune infectiosité n’est
retrouvée dans le greffon cérébral, ni en périphérie dans les organes lymphoides [Brandner et
al. 1996].

Le systeme immunitaire pourrait aussi jouer un role important lors de transmissions inter-
especes de la maladie. Ainsi, Bruce rapporte que certains isolats, comme I’ESB, ont été
transmis plus facilement par voie intra-péritonéale (IP) que par voie intracérébrale (IC) a la
souris lors d’un passage primaire [Bruce 1996b].

De plus, méme si I'immunisation de souris KO pour le géne de la PrP conduit a la production
de taux importants d’anticorps anti-PrP [Prusiner et al. 1993], I'immunisation de souris
sauvages avec de la PrP d’une autre espéce conduit aussi a la production d’anticorps
[Kascsak et al. 1987]. Ces données indiquent que le systéme immunitaire reconnait la PrP

d’une espeéce différente et permet une réponse immune spécifique ; les lymphocytes T CD4+
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jouent un réle important dans cette réponse immunitaire en présentant différents peptides de
la PrP via le complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH-II) [Stoltze et al. 2003].

Le rble joué par le systéeme immunitaire dans le franchissement de cette barriére d’espéce
pourrait donc étre important; son implication peut par conséquent permettre soit une
adaptation de I’agent infectieux a son nouvel hdéte par un systéme encore inconnu, soit
simplement faciliter le transport de I’agent infectieux jusqu’aux sites immunitaires de premiére

réplication.

2 - Identification des cellules immunes impliquées dans la dissémination périphérique

de I'agent infectieux
Bien que les FDCs et les TBMs soient clairement impliqués dans I’laccumulation de la PrPsc, leur
rble dans la dissémination de I'agent infectieux dans Iorganisme n’est pas pour autant
établi. Ainsi plusieurs études ont été menées sur des modeéles murins immunodéficients dans le

but de clarifier les mécanismes physiopathologiques impliqués (tableau 1).

Modeéles murins immunodéficients utilisés Particularités

SCID (Severe Combined Immune Deficient phenotype) | Déficit en LT, LB et FDCs immatures. [Klein et al. 1997]

La mutation ne permet plus la recombinaison VDJ des Ig et

RAG-17 (VDJ Recombination Activation Gene 1) des TCR. LT et LB immatures (FDC ?). [Klein et al. 1997]

Délétion d’une large partie du géne. LT et LB immatures

RAG-2/- (VDJ Recombination Activation Gene 2) (FDC ?). [Klein et al. 1997]

Délétion du géne Rag-2 et pas de récepteurs aux
Arg - interférons a B y. Déficit en LT et LB. (FDC ?). [Klein et al.
1997].

Pas de production d’lg par les LB. LB immatures et LT

KMT normaux. [Klein et al. 1997].

Expression d’une seule classe d’lg (IgM) dirigée contre une
t11uMT glycoprotéine du virus de la stomatite vésiculeuse. LB
matures mais expriment seulement un type d’lgM. LT
normaux. [Klein et al. 1997].

TNF-R1- Souris déficientes en récepteur au TNF. FDC immatures. LB
et LT fonctionnels. [Klein et al. 1997].
CD4--, CD87-, B2-u/-, TCR, et perforine”- déficients en LT. [Klein et al. 1997].

Tableau 1 : Présentation des différents modéles murins utilisés pour caractériser le réle du systéme immunitaire dans
les maladies a prion.

Un réle peu probable des lymphocytes T (LT) et des lymphocytes B (LB)
Les premieres études portant sur I'effet de la thymectomie chez la souris dans le
développement des maladies a prion, n’étaient pas en faveur de I'implication des
lymphocytes T [Fraser et al. 1978]. Ce résultat a été confirmé plus tard, avec le
développement de souris transgéniques déficientes en LT (CD4/-, CD8-, B2-u/-, TCR/, et
perforine/-) qui restent aussi sensibles aux infections a prion que les souris sauvages lors
d’inoculations périphériques [Klein et al. 1997] [Aguzzi et al. 1998]. Par conséquent, les LT ne

sont pas impliqués dans le développement des infections a prion chez la souris.
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L’utilisation de plusieurs modéles murins déficients en LB (souris : SCID, RAG-1-/-, RAG-2/-, arg-,
et UMT) a montré I'importance des LB dans I’laccumulation de I'infectiosité dans la rate lors
d’inoculations périphériques [Klein et al. 1997]. Cependant, ces données ont été remises en
cause par d’autres équipes. En effet, ces souris déficientes en LB sont aussi indirectement
déficientes en cellules folliculaires dendritiques (FDCs), les LB secrétant différents facteurs
comme le TNFq, la lymphotoxine B et I'interleukine-6, qui sont nécessaires a leur maturation.
Ainsi, les résultats obtenus ne sont pas liés uniqguement a I’absence de LB, mais également a

d’autres populations cellulaires.

Importance des Cellules Folliculaires Dendritiques (FDCs)
Les FDCs sont des cellules résidentes des formations lymphoides. Leur origine n’est pas
connue, mais elle est non myéloide. Ces cellules, radiorésistantes, ont un réle fondamental

dans la sélection clonale et la maturation des lymphocytes B [Lindhout et al. 1995].

Figure 11: Lymphocytes B et
s't-:'gfr!::zger:g::ﬁr Maturs FDG 2 maturation des FDCs. Chez les
cell \g{’ souris Immuno-déficientes (SCID) les
® = '\\ EL,,/ FDCs ne sont pas matures. Une
c:’i\\‘,' 5 i greffe de moelle osseuse permet la
- ‘e reconstituton du compartiment
"*;;.qj 1' g \(”7 myéloide induisant I'apparition de
~ lymphocytes qui stimulent alors la
N croissance et le développement
Creftwith - d(?s I_:DCs d’origine stromale.
bone Marmow - FDCs mature Dete_ctlon des FDCs avec
or lymphocytes @ within 4-5 weeks I"anticorps FDC-M1 (rouge).
& D’aprés [Mabbott et al. 2001]

Precursor FDC

associated with

lymphocytes

Des souris déficientes en cytokines ou en récepteurs associés ont été utilisées pour distinguer
les roles différents des LB et FDCs dans les infections & prion. Des souris déficientes en TNFa,
qui ne présentent pas de FDCs matures mais dont les LB sont capables de répondre a une
stimulation antigénique, sont peu susceptibles a la maladie quand elles sont inoculées par
voie périphérique suggérant le réle important des FDCs dans la pathologie [Brown et al.
1999b] [Mabbott et al. 2000] [Mabbott et al. 2001a]. Ces résultats sont aussi corroborés par la
mise en évidence de la faible susceptibilité a la maladie de souris dont la maturation des
FDCs est bloquée par I'utilisation d’un anticorps anti-LTBR (récepteur a la lymphotoxine B)
[Montrasio et al. 2000] [Mabbott et al. 2003]. Ces données sont en accord avec celles
obtenues chez des souris TNF/- qui sont également peu sensibles [Brown et al. 1999b].

Cependant, des résultats contradictoires sont rapportés par d’autres équipes ; des souris sans
récepteur au TNF (TNF-R/) sont aussi susceptibles que des souris conventionnelles lors

d’infection par voie périphérique [Klein et al. 1997]. De méme, des souris n’exprimant pas de
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lymphotoxine B (LTB~), qui n’ont pas de FDC matures (mais des LT et LB fonctionnels), sont
toujours susceptibles a la maladie suite a une inoculation avec une souche murine de MCJ

[Manuelidis et al. 2000].

Ces divergences sur I'implication directe des FDCs peuvent étre dues a I'utllisation de
différentes doses d’inoculum : les souris immunodéficientes utilisées qui présentent une
résistance a I'infection par voie périphérique, peuvent devenir susceptibles si de fortes doses
d’agent infectieux sont utilisées [Fraser et al. 1996] [Collinge et al. 1998]. De méme, différentes
souches d’agent infectieux sont utilisées dans ces expérimentations (ME7, RML, MCJ) et des
variations liées aux souches employées sont trés probables: chez I’homme, une
accumulation de PrPsc a lieu dans les organes lymphoides seulement dans le cas du vMCJ
(contamination orale) [Hill et al. 1997b], mais pas dans le Kuru (contamination orale), ni dans
les cas sporadiques et iatrogéniques (contaminations centrale et périphérique) [Hill et al.

1999b].

Reconstitution avec Phénotype Neuro-invasion aprés
des cellules .de foie immunitaire inoculation intra-péritonéale
foetal de souris :

ﬁém b FhC

Souris SCID ou ﬁ.
Rag-1-/- PrP+/+ PrP0/0

“:;ifi}s<¢‘:~ ® L@ =

X
UMT x
o ~ i © c:_,_—“ Fortes doses
.(-D uniquement
ML
© PrPc

g}: ;ﬁb % C\ ;\\ t_;\_'; T:Lymphocytes T

B : Lymphocytes B

Souris SCID PrP0/0  PrP+/+

+ aucune infectiosité
détectée dans la rate

Figure 12 : Importance des FDCs exprimant la PrPc dans la neuro-invasion. Des souris SCID ou Rag - qui n’ont ni
lymphocyte B ni lymphocyte T, non sensibles a I'inoculation de souche de tremblante murine par voie
périphérique, redeviennent sensibles quand les compartiments des cellules du systétme immunitaire sont
restaurés par des greffes de moelle osseuse de souris PrP+/+, PrP0/0, uMT. Aussi des souris avec des FDCs sans

PrPc et des LT et LB exprimant la PrPc ne sont pas infectables. D’aprés [Brown et al. 1999b].
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D’autres travaux utilisant des modéles transgéniques immunodéficients irradiés, et dont la
moelle osseuse est reconstituée avec des cellules PrP+/+ ou PrP/- ont permis de montrer que
les FDC exprimant la PrPc sont nécessaires au développement de la maladie suite a une
infection par voie IP avec la souche ME7 [Brown et al. 1999b].

Des résultats différents ont été rapportés avec une autre souche de tremblante (RML) qui
induit I'infectiosité de la rate chez des souris dont les FDCs expriment la PrPc (et pas les
lymphocytes), mais qui induit aussi une accumulation de I’agent infectieux dans la rate sans
gue les FDC expriment la PrPc [Klein et al. 1998].

Il semble aussi que I'accumulation de I’agent infectieux puisse étre différente en fonction
des organes lymphoides étudiés: malgré I'absence de FDCs dans les ganglions
lymphatiques, des souris immunodéficiences (TNF-R/- et TNF/-) ont présenté un titre infectieux

important dans les nceuds lymphatiques mais pas dans la rate [Prinz et al. 2002].

Ces résultats discordants peuvent résulter soit de I'utilisation de souches différentes (comme
indiqué précédemment) soit du fait que les déficiences immunitaires des modéles murins ne
sont pas toutes équivalentes et que leur contrdle n’est pas absolu. De méme, les marqueurs
cellulaires utilisés ne permettent peut étre pas d’identifier les cellules a tous les stades de leur
développement et I’'absence de marquage n’est pas obligatoirement corrélée a I’absence

des cellules étudiées.

Les Macrophages a corps tingible (TBMs) et I’élimination de I'agent infectieux
Dans les centres germinatifs de souris infectées, les TBMs, qui régulent en partie I’activité du
follicule lymphoide secondaire, accumulent la PrPsc dans leurs lysosomes [Jeffrey et al. 2000].
Cette accumulation suggeére fortement que ces macrophages jouent un réle dans la
I’élimination de la PrPsc et/ou de I'agent infectieux ; ceci a été démontré par déplétion
chimique des macrophages, préalablement ou immédiatement aprés une infection IP, qui
induit une accumulation plus importante de PrPsc dans la rate [Beringue et al. 2000]. De plus,
I'incubation de macrophages (2h a 37°C) en présence d’un homogénat de cerveau de
souris infectée par une souche de tremblante (ME7), conduit & la détection d’une infectiosité
associée de ces cellules (mesurée par transmission a la souris) ; comparativement, dans les
mémes conditions expérimentales, des cellules de rein ne présentent ces propriétés [Carp et
al. 1981]. Chez le mouton, des travaux montrent que la PrPsc est partiellement digérée dans
les TBMs [Jeffrey et al. 2001a]. L’accumulation de la PrPsc dans les TBMs provient de la
phagocytose de prolongements cytoplasmiques des FDCs contenant la protéine anormale
[Herrmann et al. 2003]. La dissémination de I’agent infectieux dans I’ensemble des structures
immunitaires par les macrophages est peu probable car ces cellules sont actuellement

considérées comme des cellules résidentes ne migrant pas.
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Role des Cellules Dendritiques (DCs)
Les cellules dendritiques, cellules d’origine myéloide, sont des cellules différentes des FDCs.
Ces DCs sont les seules cellules présentatrices d’antigénes pouvant induire une réponse
immune primaire. Elles capturent les antigenes en périphérie et migrent dans les organes
lymphoides principalement dans les zones LT situées en périphérie des centres germinatifs
(site de formation et de sélection des LB par les FDCs et TBMs). Chez I’lhomme, certaines sous
populations de DCs ont été identifiées dans les centres germinatifs [Banchereau et al. 2000].
D’importants titres infectieux ont été trouvés dans des DCs de la rate de souris infectées :
I'inoculation de ces DCs infectieuses a des souris immunodéficientes (RAG-17/-) a permis
d’induire une accumulation de PrPsc dans la rate de ces souris suggérant un rble éventuel des
DCs dans la propagation périphérique de I'agent [Aucouturier et al. 2001]. De plus, il a été
montré que les DCs peuvent acquérir de la PrPsc in vitro et in vivo aprés injection intra-
intestinale [Huang et al. 2002]. Ces cellules semblent donc impliquées dans la prise en charge
et le transport de I’agent infectieux jusqu’aux formations lymphoides. Pourtant, I'implication
des DCs dans le transport et la dissémination de I’agent infectieux ne semble pas étre
fondamentale car certains auteurs rapportent que la voie intraveineuse (IV) est beaucoup
plus efficace que la voie sous cutanée (SC) dans les modeles d’infection expérimentaux
[Kimberlin et al. 1988]. Ces données ne sont pas en faveur de I'implication des DCs (capture
de la PrPsc et migration dans les organes lymphoides). En effet, I’induction par voie IV de
réponses immunitaires a d’autres antigénes est peu efficace, les DCs n’ayant plus dans le
sang leur capacités de capture d’antigénes, contrairement a des immunisations sous

cutanées ou IP [Banchereau et al. 2000].

Autres facteurs impliqués

Les FDCs captent les antigénes et les présentent a leur surface en formant des complexes
immuns composés d’antigénes, d’anticorps et d’une protéine du complément : le facteur C3
permettant la sélection clonale des LB.

Le réle éventuel d’immunoglobulines dans le développement des infections a prion a été
écarté par la mise en évidence de I'infectabilité par voie périphérique de souris exprimant un
trés faible répertoire d’immunoglobulines dirigées contre une glycoprotéine du virus de la
stomatite vésiculeuse (souris t11uMT) [Klein et al. 1997], ainsi que par la déplétion des
immunoglobulines circulantes ou de leurs récepteurs [Klein et al. 2001].

L’'implication d’un facteur du complément a aussi été suggérée par le fait que la déficience
ou la déplétion en facteur C3 ou C1lq induit une accumulation différée de PrPsc dans la rate
et prolonge significativement la période d’incubation apreés infection périphérique [Klein et

al. 2001] [Mabbott et al. 2001b]. Dans ces expérimentations, il semble que la voie classique
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d’activation du complément soit la plus impliquée dans I’activation du facteur C3 pendant

une infection a prion.

3 - Voies d’entrées de I'agent infectieux dans le SNC : la neuro-invasion
Bien qu’un faible niveau d’infectiosité du sang dans certains cas (cf. revue générale [Brown
2001]) et que I'implication de cellules et facteurs immunitaires aient été rapportés dans
certains modeéles expérimentauy, il n’y a aucune preuve de dissémination de I’infection par
le sang depuis les tissus périphériques jusqu’au SNC. Les premiéres études expérimentales sur
modeéle murin portant sur la dissémination de I’agent infectieux dans I’organisme rapportent
que, quelle que soit la voie d’inoculation périphérique (1V, IP, SC), la réplication de I'agent
infectieux commence dans la rate et atteint un plateau, puis gagne la moelle épiniére et le
tronc cérébral [Kimberlin et al. 1979] pour ensuite se propager lentement (0,5 & 1Imm/jour)

dans le reste du SNC probablement par voie intra-axonale [Kimberlin et al. 1982].

D’une facon générale, lors d’une contamination par voie orale, les formations lymphoides
associées au tube digestif sont les premiers sites d’accumulation de PrPsc et de I'infectiosité
[Hadlow et al. 1982] [Maignien et al. 1999] [Andreoletti et al. 2000] [Beekes 2000] [Heggebo et
al. 2003]. Il semble que les premiéres cellules permettant la pénétration de I’'agent infectieux
soient les cellules M [Heppner et al. 2001]. Ces cellules épithéliales du tube digestif
phagocyteraient I’agent infectieux présent dans le bol alimentaire facilitant son passage
jusqu’aux centres germinatifs des plaques de Peyer (figure 13). En effet, des souris déficientes
en LB, mais dont les plaques de Peyer présentent des cellules M normales, sont aussi sensibles
aux infections par les prions par voie orale que les souris sauvages [Prinz et al. 2003]. Ces
cellules sont des cellules présentatrices d’antigénes au méme titre que les cellules
dendritiques ou les macrophages [Kraehenbuhl et al. 2000]. Dans les études de cinétique de
contamination de hamsters et de moutons par voie orale (expérimentale ou naturelle), la
PrPsc est d’ailleurs retrouvée associée a certaines cellules du pdle apical des follicules
lymphoides du tube digestif (iléon) et identifiées comme étant des cellules M et des

macrophages [Andreoletti et al. 2000] [Beekes 2000].
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Dans les modéles expérimentaux murins et chez le hamster, la PrPsc est détectée d’abord
dans la plupart des formations lymphoides puis au niveau des plexus nerveux entériques
(figure 14) [Maignien et al. 1999] [Beekes 2000]. Chez le hamster, le nerf vague a été
clairement identifi€ comme voie de neuro-invasion depuis les organes viscéraux jusqu’a la
moelle épiniére thoracique et le tronc cérébral [Baldauf et al. 1997] [Beekes et al. 1998]
[McBride et al. 2001].

Central nervous system
N i
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Figure 14 : Cinétique de I'accumulation de la PrPres chez des souris infectées par voie orale
avec la souche murine C506M3. Les lignes pleines correspondent & une détection continue
de PrPres, et les lignes en pointillés a une détection intermittente de PrPres. D’aprés [Maignien
et al. 1999].

Chez le mouton, des dépbts de PrPsc ont été mis en évidence dans les plexus nerveux
entériques, d’abord au niveau de I’iléon, puis dans I’ensemble du tube digestif [van Keulen
et al. 1999] [Andreoletti et al. 2000] [van Keulen et al. 2002b]. Au niveau du systéme nerveux
central, la PrPsc est détectée d’abord au niveau de la moelle épiniére thoracique [van

Keulen et al. 2000] et/ou au niveau du noyau parasymphatique du nerf vague [van Keulen et
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al. 2000] [Andreoletti et al. 2000] [Ersdal et al. 2003]; ces deux sites correspondent aux zones
de projection des trajets nerveux du plexus coeliomésentérique (ou plexus solaire) qui
innervent une partie des visceres abdominaux dont I’iléon (figure 15). Le systéme nerveux
autonome pourrait ainsi véhiculer I'agent infectieux dans I’organisme. Cependant, en
Norvege, plusieurs cas de tremblantes atypiques ont été rapportés chez des ovins de 6 ans
environ qui présentent une accumulation de PrPsc dans le cortex et le cervelet mais pas dans
la région de I’obex. De plus, aucune accumulation de PrPsc n’a été mise en évidence dans
les formations lymphoides (tout comme dans certains cas d’hétérozygotie ARR, cf. page 48)
[Besnestad et al. 2002]. Ces cas de tremblante constituent donc un phénotype particulier qui
pourrait étre di au génotype des ovins (AHQ dans ces cas), a une nouvelle souche trés
particuliére ou éventuellement & une forme sporadique ou héréditaire comme celles décrites

chez ’homme.

Figure 15:
Obex Moelle épiniére Représentation schématique des voies
Voie Voie probables de neuro-invasion de I'agent de
Parasympathique Sympathique la tremblante chez le mouton.

Depuis les formations lymphoides associées
au tube digestif (amygdales et Plaques de
Peyer) et/ou les autres formations
lymphoides, I'agent infectieux gagne le SNC
par le noyau moteur dorsal du nerf vague
(NMDV) ainsi que par la colonne
-~ intermédiolatérale de la moelle épiniére
---------- /L . A thoracique (CIML).

SNE : systéme nerveux entérique

GMCC : ganglion coeliomésentérique ou
plexus solaire.

D’aprés [van Keulen et al. 2002].

sesens

post-ganglionique
Q Follicules lymphoides

I semble donc que dans les cas de tremblante classique, la voie nerveuse soit privilégiée
dans la neuro-invasion. D’allleurs, chez le mouton, des fibres nerveuses ont été détectées par
immunohistochimie dans les zones LT prés des centres germinatifs au niveau des plaques de
Peyer ; I'analyse par microscopie électronique a méme permis de révéler la présence de
filets nerveux en contact direct avec les FDCs et les TMBs, suggérant fortement la possible
pénétration de I'agent infectieux dans le systeme nerveux par ces sites de contact
[Heggebo et al. 2003].
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L’expression de la PrPc par les fibres nerveuses périphériques semble aussi étre fondamentale
pour la neuro-invasion dont la durée est corrélée au taux d’expression de la proteine [Glatzel
et al. 2000]. Ainsi, la sympathectomie immunologique ou chimique induit des délais
d’incubation beaucoup plus longs chez la souris [Glatzel et al. 2001]. Par opposition,
I’utilisation de souris possédant des organes lymphoides hyper-innervés conduit & des durées
d’incubations plus courtes et a un plus important titre infectieux dans la rate ce qui renforce
I’lhypothése d’un transport de I’agent infectieux via les fibres nerveuses [Glatzel et al. 2001].
De plus, il a été montré que chez des souris transgéniques qui expriment la PrPc de hamster
uniquement dans les neurones (promoteur NSE, neuron specific enolase) et qui ont été
infectées par voie périphérique avec une souche infectieuse adaptée au hamster (263K), le
réle du systéme immunitaire semble étre minime (voir nul) et que I’expression de la PrPc dans
les nerfs périphériques est suffisante pour la neuro-invasion [Race et al. 2000]. Récemment,
certains auteurs ont rapporté que I'inoculation intra-linguale de la souche HY chez le hamster
conduit a une neuro-invasion trés rapide via les nerfs périphériques jusqu’au noyau
hypoglosse situé dans le tronc cérébral [Bartz et al. 2003]. La vitesse de propagation de la
PrPsc dans les nerfs périphériques (transport rétrograde) a été estimée a 3,3 mm/jours comme
le montrent les expérimentations portant sur I’inoculation de prion dans le nerf sciatique de
hamster [Bartz et al. 2002]. L’essentiel de ces données suggeére un réle important des fibres
nerveuses périphériques dans la neuro-invasion. Les cellules de Schwann des gaines

nerveuses périphériques pourraient avoir un role dans cette neuro-invasion [Follet et al. 2002].

En conclusion, 'implication du systeme immunitaire dans les maladies a prion lors d’infections
périphériques est importante puisqu’elle semble permettre I'entrée de I’agent infectieux
dans I’organisme ainsi que sa premiére phase de réplication. L’origine de la dissémination de
I’agent dans I’ensemble des structures lymphoides n’est pas encore connue mais il semble
que le systeme lymphoide ne joue qu’un rbole d’amplification de I'agent infectieux en
périphérie et que la neuro-invasion proprement dite soit plutét le fait d’un transport neuronal
via le systéme nerveux autonome, directement depuis le tube digestif ou depuis les autres

formations lymphoides.

4 - Neuropathologie : la mort neuronale

Une fois que I’agent infectieux a gagné le SNC sa réplication se poursuit jusqu’a I’apparition
des signes cliniques qui se traduisent par des troubles sensitifs, comportementaux et moteurs
révélant une dégénérescence du tissu nerveux. L’origine de cette pathogénie et des Iésions
qui I'accompagnent (mort neuronale, vacuolisation, astrocytose) n’est pas totalement
élucidée, mais il semble que I'accumulation de PrPsc soit a I'origine des phénomeénes

neuropathologiques.
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Figure 16 : Vacuolisation neuronale chez un ovin atteint cliniquement
de tremblante. Seuls quelques neurones sont vacuolisés (fleche). A fort
grossissement plusieurs vacuoles intra-neuronales, séparées de fins
septums trés caractéristiques (téte de fleche), sont mises en évidence.

Approche physiopathologique de la mort neuronale en culture cellulaire

L’activité cytotoxique de différents peptides de synthése dérivés de la séquence de la
protéine prion a été étudiée ; un seul peptide de la région 106-126 induit une apoptose de
neurones d’hippocampe de rat en culture [Forioni et al. 1993]. Des études plus récentes ont
révélé que le peptide le plus neurotoxique fait partie de la zone 112-126 de la protéine prion
[Brown 2000]. Le peptide 106-126 présente des propriétés similaires a celles de la Prpsc ;
adoptant spontanément une structure plissée B, il est capable de polymériser spontanément
sous forme de fibrilles de 8 nm et présente des propriétés de biréfringence de type amyloide
mises en évidence par le Rouge Congo [Forloni et al. 1999]. L’effet du peptide nécessite la
présence de cellules microgliales dans la culture ainsi que la présence de PrPc a la surface
des cellules [Brown et al. 1998]. L’activité apoptogéne de ce peptide semble donc indirecte
et est probablement liée a la synthése par les cellules microgliales de cytokines ou de
facteurs neurotoxiques [Wiliams et al. 1997]. Ainsi, des neurones PrP/- en cultures, mis en
présence du peptide 106-126, n’entrent pas en apoptose ; si des astrocytes PrP++ sont alors
injectés dans la culture, les neurones PrP7/- meurent suite & un processus apoptotique [Brown
1999]. D’allleurs, la PrPsc pourrait étre un facteur direct de la multiplication gliale : des cultures
pures d’astrocytes murins mis en présence de PrPsc s’activent avec une expression
augmentée du geéne de la GFAP (protéine acide gliofibrillaire) [Forioni et al. 1993]; cette
activation est aussi induite par le peptide 106-126 [Forloni et al. 1999].

Ces données suggeérent donc que I'activation des cellules gliales par la PrPsc conduit a la

sécrétion de facteurs neurotoxiques induisant une mort neuronale par apoptose.

Approche physiopathologique de la mort neuronale sur modeles murins
La mort neuronale et la spongiose s’accompagnent d’une réaction gliale, avec sur-

expression du gene de la GFAP par les astrocytes. Cette réaction gliale se traduit par une
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prolifération cellulaire et une augmentation du nombre des prolongements cellulaires.
L’origine de I’activation de ces cellules gliales n’est pas connue mais la gliose pourrait donc
bien étre considérée comme un processus réactionnel vis a vis de I’accumulation de PrPsc. En
effet, dans un modéle murin transgénique exprimant la PrPc de hamster uniquement dans les
astrocytes, I'inoculation par voie IC d’une souche de tremblante adaptée au hamster
conduit au développement de la maladie [Raeber et al. 1997]. Ces résultats confortent les
observations faites dans les cultures cellulaires qui suggéraient que les astrocytes activés par
la PrPsc sécrétent des facteurs neurotoxiques.

Il semble aussi que I’expression de la PrPe, soit par les neurones, soit par les cellules gliales, soit
nécessaire a I’apparition des lésions de spongiose et a la mort neuronale. En effet chez des
souris KO pour le géne de la PrP, inoculées par voie intra-cérébrale, des greffes de neurones
embryonnaires de souris sur-exprimant le géne de la PrP présentent une spongiose et une
accumulation de Prpsc strictement limitée au greffon, le reste du parenchyme neuronal
restant parfaitement sain malgré la présence de Prbsc diffusée (faiblement) a distance du

tissu greffé [Brandner et al. 1996].

Autres mécanismes proposes

D’autres mécanismes pouvant expliquer la mort neuronale ont été proposés. La production
de souris transgéniques qui expriment la forme StmPrP a abouti a I’'apparition d’une maladie
spontannée. Les signes de mort neuronale et de gliose sont caractéristiques, mais aucune
accumulation de PrPsc n’est décrite [Hegde et al. 1998]. Une des hypothéses proposée par
les auteurs serait que la ¢tmPrP s’accumulerait au niveau membranaire, la déstabiliserait et

provoquerait ainsi un dysfonctionnement cellulaire majeur.

Dans un autre modeéle de culture cellulaire, la production de PrP cytoplasmique sous contréle
d’un promoteur inductible induit un effet neurotoxique important [Ma et al. 2002a]. Cet effet
neurotoxique est retrouvé dans les couches moléculaire et granulaire du cervelet chez un
modeéle murin transgénique exprimant une forme de PrPc cytoplasmique; cet effet

neurotoxique est dépendant du nombre de copie du transgene [Ma et al. 2002b].

Une derniére hypothése envisage que la perte de la capacité de capture du cuivre de la
PrPc soit directement la cause de la mort neuronale. En effet, des souris transgéniques
exprimant une PrPc sans région des octapeptides répétés (site de liaison au cuivre)
présentent une ataxie qui disparait lorsque la PrPc normale est de nouveau exprimée
[Shmerling et al. 1998]. Cependant, ces résultats sont en contradiction avec les données
obtenues chez les souris KO pour le géne de la PrP qui ne présentent pas de pathologie

spécifique [Blueler et al. 1992] [Manson et al. 1994].

~ 43 ~



Apercu surla maladies a Prion

Il - Approche comparative des caractéristiques de ces affections au travers
de quelques exemples.

A- La tremblante du mouton
1- Description générale

Les premiéres descriptions de la tremblante chez les ovins remontent au dix-huitieme et au
dix-neuviéme siécle. La premiére description a été effectuée en 1732 en Grande Bretagne
(GB) [McGowan 1922]. En 1959, Leopoldt décrit la maladie en Allemagne [Detwiler 1992].
Depuis de nombreux pays ont déclaré la présence de la maladie, ce qui pourrait étre di aux
nombreux échanges internationaux [Detwiler 1992] [Detwiler et al. 2003]. Ainsi, la distribution
de la tremblante semble étre mondiale mais d’importants efforts ont été faits en Australie et
en Nouvelle Zélande pour I’éradiquer ; actuellement ces deux pays sont considérés
indemnes contrairement au Canada et aux Etats Unis (EU) ou la tremblante est devenue
endémique. En France, la tremblante est devenue une maladie a déclaration obligatoire en
juin 1996 [Ducrot et al. 1998].

Dans certains pays, le développement de la tremblante a été clairement associé a quelques
troupeaux ou a des localisations géographiques et des types d’élevage. En particulier, apres
son apparition en Islande, la tremblante a été confinée a une partie limitée du nord pendant
70 ans. Ce n’est que par la suite que la maladie s’est répandue dans tout le pays
[Sigurdarson 1991]. Entre 1920 et 1950, elle est devenue un probléme majeur dans les
troupeaux anglais causant des pertes financiéres trés importantes dans certains troupeaux
[Parry 1983]. Les implications économiques de la tremblante peuvent étre importantes car
elle peut présenter une prévalence de 10 a 20 % dans certains troupeaux [Detwiler 1992].

La tremblante touche indifféremment les animaux des deux sexes principalement entre 2 et 5
ans. Aux Etats Unis (EU), entre 1947 et 1991, 82 % des animaux atteints (779 cas), étaient agés
de 2 & 5 ans. Des données similaires ont été obtenues en Grande Bretagne (GB) [Detwiler
1992]. Les cas cliniques de tremblante sont rares avant I’age de 18 mois, cependant
quelques cas ont été rapportés en Islande chez des agneaux de 7 mois [Sigurdarson 1991].
Plusieurs observations relatent qu’une fois que la tremblante prend une forme endémique
dans un troupeau, I’age moyen de la mort tend a diminuer avec le temps. Ainsi les cas
initiaux sont habituellement &gés de 4 & 5 ans puis apparaissent des cas sur des animaux plus
jeunes (18 -24 mois). Ce phénomeéne a été décrit sur des troupeaux en GB [Foster et al. 1989],
en France [Chatelain et al. 1989], en Islande [Sigurdarson 1991] et aux Etats Unis (EU) [Detwiler
1992]. Certains pensent que ce phénomene pourrait étre dd a I’exposition de plus en plus
importante des animaux a I’agent infectieux qui serait du a I’'augementation de la pression
d’exposition mais ces études ne prennent pas en compte I'effet du génotype des animaux.
En 1942, Chelle décrit le premier cas de tremblante chez la chévre [Chelle 1942]. Par la suite,

les descriptions des cas de tremblante naturelle chez la chévre ont souvent été associées a

~ 44 ~



Apercu surla maladies a Prion

des cas de tremblante chez le mouton présents dans les mémes exploitations bien que
certains rapportent des cas sans liens apparents [Hourrigan et al. 1979] [Detwiler 1992]
[Andrews 1998]. En GB, 6 cas de tremblante dans 2 troupeaux de mouflons ont été rapportés
et des liens possibles de contamination par les ovins ont été envisagés [Wood et al. 1992].

Deux types de contamination iatrogéne ont été rapportés chez des moutons. Le premier a
été rapporté chez des ovins vaccinés contre le looping ill (plus de 1500 ovins contaminés) et
le second chez des moutons et des chévres vaccinés contre Mycoplasma agalactiae dans
plusieurs troupeaux. La préparation des vaccins avait comporté dans les deux cas I’utilisation
de SNC et/ou de rate de moutons qui étaient probablement atteints de tremblante naturelle

[Gordon 1946] [Caramelli et al. 2001].

2 - Contagiosité de la tremblante
Les modes de dissémination de I’agent infectieux dans les troupeaux atteints de tremblante
ne sont pas totalement élucidés. Cependant le contact direct entre moutons semble étre un
facteur déterminant pour la dissémination de I’agent infectieux [Hopp et al. 2001].
Cependant, la transmission de I'infection par le sperme ou les ovules semble étre que trés
peu impliquée comme I'indiquent certains travaux portant sur le transfert d’embryons [Foster
et al. 1992] [Foote et al. 1993] [Wang et al. 2001]. Un mode de contamination et de
dissémination de I’agent infectieux dans I’environnement a probablement lieu lors du part.
En effet, I'infectiosité des membranes foetales a été démontrée [Pattison et al. 1972] [Pattison
et al. 1974] ainsi que la présence de PrPsc associée au placenta [Race et al. 1998] [Tuo et al.
2001] [Andreoletti et al. 2002]. Ainsi, I’lagneau se contaminerait en ingérant des morceaux de
placenta sur son pelage apreés la naissance. Cette dissémination de I’agent infectieux lors du
part pourrait aussi étre a I’origine de la contamination du milieu environnant: en Islande, la
réintroduction de moutons sains dans des patures ou plusieurs années auparavant des
moutons atteints de tremblante y séjournaient, a conduit a la réapparition de la maladie
dans le nouveau troupeau [Pallson 1979]. Ce mode de contamination de I’environnement,
pouvant étre a I’origine de la dissémination de la tremblante dans les troupeaux, est en
accord avec I'efficacité de différents plans de lutte contre la maladie : abattage total et
repeuplement aprés désinfection et vide sanitaire long des locaux, reconstitution d’un
deuxiéme troupeau a partir d’agnelles séparées de leur mére dés la naissance et élimination

immédiate des malades et des placentas [Ducrot et al. 1998].

La transmission horizontale de la maladie reste possible et des auteurs ont suggéré que
certains vecteurs biologiques comme les vers parasites intestinaux, les acariens parasites
cutanés et des larves de mouche pourraient participer a la dissémination de I’agent
infectieux [Hourrigan et al. 1979]. Des larves de mouche (Sarcophaga carnaria) ont été

élevées sur des cerveaux infectés de hamster ; 10 jours plus tard les pupes de ces larves ont
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été ingérées par 4 hamsters dont deux ont développé une ESST au bout de 215 jours [Post et
al. 1999] ; cependant la pertinence de cette expérimentation est relative notamment par
rapport aux conditions naturelles d’élevage. Dans une autre étude, différents ectoparasites
prélevés sur des moutons issus d’un troupeau atteint de tremblante ont été broyés et inoculés
par voie IC a 71 souris ; 10 d’entre elles ont développé une ESST [Wisniewski et al. 1996]. Ces
parasites peuvent donc étre considérés comme d’éventuels réservoirs et des vecteurs
potentiels de la maladie. Cette voie de contamination des ovins est en effet possible car
IYisolat de tremblante expérimental SSPB/1 conduit au développement de la maladie assez
rapidement (500 jours) lors d’infection par scarification cutanée chez le mouton [Foster et al.
1988].
3- Signes cliniques

La symptomatologie de la tremblante est caractérisée principalement par des troubles
nerveux sensitifs et moteurs (ataxie, incoordination motrice); un changement de
comportement, une posture anormale, du prurit et une perte de poids. Ces symptémes se
développent progressivement jusqu’a la mort de I'animal [Pattison 1966] [Rocher 1993]
[Onodera et al. 1994] [Healy et al. 2002] et peuvent étre classés en différents groupes
(troubles sensitifs, comportementaux et moteurs) [Capucchio et al. 2001].

Les premiers symptdomes sont difficiles a mettre en évidence. La premiére période débute de
facon insidieuse sans modifier I’état général ; I’animal ayant perdu son instinct grégaire, reste
écarté du troupeau. On observe parfois un prurit qui s’installe progressivement au niveau de
la téte et en région dorso-lombaire. Ce prurit s’étend ensuite a tout le corps, et I’animal se
gratte vigoureusement; la laine se feutre et des zones dépilées apparaissent. Certains
animaux se mordillent ou se léchent les membres. L’hyperexcitabilité apparait parfois ; elle se
traduit par une agitation anormale accompagnée de fuites subites sans motifs apparents.
Des tremblements localisés a la téte peuvent étre mis en évidence ; on observe aussi

fréequemment des grincements de dents [Rocher 1993].

Les signes cliniques s’aggravent ensuite et une
incoordination motrice se développe. L’état de
I"animal se détériore, il maigrit, les tremblements sont
fréquents ainsi que le grattage. Les troubles
locomoteurs sont d’apparition tardive et se
caractérisent par une démarche hésitante,

accompagnée de trébuchements. On observe

souvent une allure typique du mouton qui trotte avec

Figure 17: Mouton atteint de tremblante

naturelle ayant développé un intense prurit  les antérieurs et qui galope avec les postérieurs. Par la
en région dorso-lombaire provoquant une

perte importante de laine. Photo : Wells et suite I’animal reste en décubitus. L’évolution est alors
Hawkins.

rapide et I’issue fatale.
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L’apparition de I’ensemble des signes cliniques chez un mouton est rare. Ainsi la perte de
poids n’est pas toujours observée et parfois une prise de poids est décrite. Aux Etats-Unis les
moutons présentent généralement un prurit trés discret, les tremblements et I'incoordination
motrice étant beaucoup plus marqués [Detwiler 1992]. En Islande, les descriptions anciennes
rapportent principalement des tremblements et de I’'incoordination motrice ; depuis la fin des
années 70, le prurit est décrit de plus en plus souvent et devient un signe clinique majeur
[Sigurdarson 1991].

La durée de I’évolution clinique peut varier de 2 a 13 mois [Rocher 1993] mais est
généralement comprise entre 1 et 6 mois [Detwiler 1992]. Un cas de tremblante présentant
une période clinique de 2 semaines a aussi été rapporté [Joubert et al. 1972]. Une étude
portant sur la mise en évidence des lésions neuronales chez des moutons trouvés morts
semble indiquer qu’une mort soudaine sans signe cliniqgue majeur peut avoir lieu dans

certains cas [Clark 1991].

4 - Susceptibilité génétique des moutons a la tremblante
Dans les années 1960, I’existence de susceptibilités génétiques différentes a la tremblante a
été mise évidence. Le géne Sip (Scrapie Incubation Period) présente deux alléles désignés
SipsA et SipPA induisant respectivement une période d’incubation courte et longue, chez des
moutons de race Cheviot, suite a des inoculations par différentes voies avec un pool d’extrait

de cerveaux de moutons atteint de tremblante SSBP/1 (tableau 2) [Dickinson et al. 1968b].

Isolats de tremblante

Voies d’inoculation

Périodes d’incubation

SipsAsA ou SipsApA

SiprApA

SSBP/1 Intra-cérébrale 197 +/- 7 jours 917+/- 90 jours
Sous-cutanée 313+/- 9 jours -
CH1641 Intra-cérébrale 595+/- 122 jours 360 +/- 15 jours

Tableau 2 : Périodes d’incubation observées chez des moutons de race Cheviot expérimentalement infectés avec
les isolats de tremblante SSBP/1 et CH1641. D’apreés [Dickinson et al. 1968b] [Foster et al. 1988].

La plupart des isolats de tremblante naturelle appartiennent au méme groupe que SSBP/1
(groupe A) et induisent une période d’incubation courte chez les moutons SipsssA. Avec
I'isolat de tremblante expérimental CH1641 (seul isolat décrit du groupe C), les périodes
d’incubation sont plus courtes chez les moutons SiprArPA [Foster et al. 1988]. Dans le modéle
d’infection utilisant la souche SSBP/1, aucune différence dans les périodes d’incubation n’est
observée entre les homozygotes SipsAsA et les hétérozygotes SipsArA, L’allele SipsA exerce donc

une influence dominante sur la période d’incubation chez les moutons Cheviot infectés avec
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des isolats du groupe A. Par contre chez des moutons Swaledale, la dominance de I'allele
SipsA est partielle et les périodes d’incubation chez les individus hétérozygotes SipsArPA sont plus
longues que chez les homozygotes SipsAsA [Davies et al. 1985].

Plus tard, d’autres travaux ont montré que ce géne était étroitement lié au géene de la

protéine prion [Hunter et al. 1989].

Les premiers travaux portant sur le polymorphisme génétique de la protéine prion ovine
datent de 1990 [Goldmann et al. 1990] [Hunter et al. 1991]. Plusieurs mutations ont été
identifiées sur le géne et actuellement on considére que les mutations en position 136 A/V
(Alanine/Valine), 154 R/H (Arginine /Histidine) et 171 R/Q/H (Arginine/Glutamine/Histidine)
sont déterminantes dans la sensibilité a la tremblante [Hunter et al. 1991] [Clouscard et al.
1995] [Hunter et al. 1996] avec une plus grande importance pour le codon 171 [Clouscard et
al. 1995] [Hunter et al. 2000].

Dans les conditions naturelles, le génotype ARQ/ARQ est généralement le plus représenté
dans les troupeaux [Hill et al. 1998] [Thorgeirsdottir et al. 1999] et confere une sensibilité a la
tremblante tout comme le génotype VRQ/VRQ. Comparativement, I’homozygotie ARR/ARR
correspond a une résistance importante a la maladie [Belt et al. 1995], bien qu’un cas de
tremblante ait été décrit chez un mouton ARR/ARR de race Suffolk au Japon [lkeda et al.
1995]. La sensibilité a la tremblante, qui est liée au génotype des moutons, semble aussi varier
selon les races [Hill et al. 1998]. Dans la race Cheviot, les animaux VRQ/VRQ semblent étre les
plus sensibles alors que dans la race Suffolk le génotype le plus sensible est ARQ/ARQ
[Westaway et al. 1994] [Hunter et al. 1996] [Hunter et al. 1997] ; ces observations pourraient
etre la concéquence d’une exposition différente a I’agent infectieux mais également a
I’existence de souches différentes. Ainsi, la nature de I'agent infectieux est également
importante : I’isolat SSBP/1 induit une maladie chez les moutons portant au moins un alléle
VRQ mais n’en induit pas chez des moutons ARQ/ARQ, ARR/ARQ, ARR/ARR alors que I’isolat
de tremblante CH1641 affecte les animaux ARQ/ARQ [Hunter et al. 2000].

Il est donc difficile d’établir une liste exhaustive de la susceptibilité des moutons a la

tremblante naturelle, en fonction du polymorphisme du géne de la PrP, car il existe une

variabilité en fonction des races et des isolats de tremblante.
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Génotypes Cas par million Tableau 3 :

ARR/ARR 0 Estimation de la susceptibilité des moutons a la
tremblante en fonction du polymorphisme du géne

ARR/AHQ 0.3 de la PrP aux codons 136, 154, 171.

AHQ/AHQ 5 )
Le tableau présente le nombre de cas de

ARR/ARQ 0.4 tremblante par an et par milion de mouton pour
chaque génotype en GB, indépendamment des

ARR/ARH 0 races et des isolats de tremblante. Données DEFRA

ARQ/AHQ 9 2001- National scrapie plan for Great Britain.

AHQ/ARH 0

ARH/ARH 2

ARQ/ARH 5

ARQ/ARQ 37

ARR/VRQ 6

AHQ/VRQ 0.7

ARQ/VRQ 225

ARH/VRQ 405

VRQ/VRQ 545

Toutefois, une étude en GB révéle que les génotypes les plus sensibles par rapport a la
tremblante sont : VRQ/VRQ, ARQ/VRQ et ARH/VRQ (DEFRA - tableau ci-dessus). Le génotype
ARQ/ARQ, qui est trés représenté dans le cheptel ovin britannique, est associé a une
sensibilité moindre a la tremblante. Cependant ces données ne prennent pas en compte la
complexité liée aux races des animaux ce qui peut induire un biais important. En effet les
moutons Cheviot ARQ/ARQ du NPU (Neuropathogenesis Unit) sont considérés comme
résistants a I'isolat de tremblante SSBP/1 ainsi qu’a la tremblante naturelle [Hunter et al. 1996].
Différemment, les moutons de ce méme génotype de race Romanov en France et de race

Texel en GB sont sensibles a la maladie [Elsen et al. 1999] [Baylis et al. 2002].

Le génotype des moutons semble aussi contrbler la période d’incubation. Les moutons
VRQ/VRQ atteints de tremblante meurent plus t6t que les moutons ARQ/VRQ et ARR/VRQ
[Detwiler et al. 2003].

D’autres alleles (AHR et VRR) ont été récemment identifiés chez des moutons de race Texel,
Nolana et Suffolk [Kutzer et al. 2002]. D’autres codons du gene de la PrP présentent un
polymorphisme (112, 137, 138, 141, 151, 211) mais ils ne semblent pas étre directement
impliqués dans la susceptibilité a la maladie [Thorgeirsdottir et al. 1999] [Hunter et al. 2000]

[Bossers et al. 2000].
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5 - Sites d’accumulation de la PrPsc et de | infectiosité chez les moutons
Chez le mouton atteint de tremblante (stade clinique) de nombreux organes accumulent de
I’infectiosité, qui est testée par transmission a la souris ou a d’autres moutons [Pattison et al.
1962] [Pattison et al. 1974] [Hadlow et al. 1979] [Hadlow et al. 1980b] [Hadlow et al. 1982]
[Onodera et al. 1993] [Race et al. 1998] [Groschup et al. 1996] [Hunter et al. 2002] (tableau
4).

Titre infectieux Organes

Elevé SNC (dont la rétine)

Moyen lléon, colon proximal, rate, amygdales, nceuds lymphatiques

Faible Surrénale, colon distal, LCR, muqueuse nasale, pancréas, nerf sciatique,

placenta (titre infectieux inconnu), sang (titre infectieux inconnu), foie
(traces), thymus (traces)

Non détecté Foetus, cceur, rein, ovaire, salive, glandes salivaires, vésicule séminale,
testicules, thyroide, muscle squelettique, utérus

Tableau 4 : Bilan indiquant les principaux organes infectieux chez des moutons cliniqguement atteints de tremblante
naturelle. D’apres les études citées précédemment.

Hormis le liquide amniotique, les autres sécrétions et excrétions chez le mouton et la chévre
atteints de tremblante n’ont pas présenté d’infectiosité (tableau 5). Il est important de
remarquer que l'infectiosité de ces sécrétions a été étudiée par transmission a un faible
nombre d’ovins ou de caprins et par transmission a la souris conventionnelle. Du fait de la
barriere d’espéce, il pourrait étre intéressant de tester I'infectiosité de ces échantillons par

transmission a des souris transgéniques exprimant la PrPc ovine.

E)_tm'at!on Origine Détection Fesutsat
Sécrétion Nombre + / Ribiaics
S Phase 5 . Nombre ov
Espéce it Espéce | Voie
clinique ou cp

Ovin | - Souris | IC 0/8 Hadlow 1982
Ovin ? Souris | IC 0/4 Hourrigan 1980

o Feces Caprin + Souris | IC 0/3 Hadlow 1980
| Caprin | + | Caprin IC 0/1 Pattison 1961

| Caprin + Caprin VO 07 Pattison 1964

Ovin + Souris IC 0/9 Hadlow 1982
; Ovin ? Souris IC 0/2 Hourrigan 1990

o Saiee Caprin + Caprin IC | 01 Pattison 1961
Caprin + Caprin VO 0/? Pattison 1964

Qvin ? Souris IC 0/4 Hourrigan 1990

. Caprin + Souris IC 0/3 Hadlow 1980

o Urine Caprin + | Caprin | IC 01 Pattison 1961
Caprin + Caprin | IC 0/14 Pattison 1962
;::gﬂg:ue Ovin ? Souris | IC n Hourrigan 1990
Ovin - Souris IC 01 Hadlow 1982
sColbaru®k —pus | @ Souris | _IC 073 Hourrigan 1990
Ovin ? Souris IC | 0/6 Hourrigan 1990

o Lait Caprin + Souris IC | 0/3 Hadlow 1980
| Caprin |+ Caprin_| IC 0/1 Pattison 1961
o Sperme | Ovin ? Souris IC 0/21 Hourrigan 1990

Tableau 5: Infectiosité des sécrétions et excrétions issues d’ovins et de caprins
infectés par I'agent de la tremblante. D’aprés [Schelcher et al. 2002].
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L’accumulation de PrPsc a été identifiee dans le SNC, dans les nceuds lymphatiques, la rate
[kegami et al. 1991] [Race et al. 1992a], les formations lymphoides de la membrane
nictitante [O'Rourke et al. 1998], les plaques de Peyer [Andreoletti et al. 2000] [Heggebo et al.
2000]. De méme, la PrPsc a été mise en évidence dans le placenta [Race et al. 1998] [Jeffrey
et al. 2001b] [Andreoletti et al. 2002], le systeme nerveux entérique (plexus sous-muqueux et
musculaires) [van Keulen et al. 1999] et différents ganglions du systeme nerveux autonome
ainsi que dans certains nerfs périphériques (associés aux axones) [Groschup et al. 1999], dans

la rétine et les surrénales [Jeffrey et al. 2001b].

Cette distribution de la PrPsc n’est toutefois pas toujours aussi systématique. La présence du
codon ARR (ARR/VRQ ; ARR/ARQ) semble étre associé une accumulation de Prpsc
uniquement dans le systéme nerveux et pas dans les organes lymphoides [Somerville et al.
1997] [van Keulen et al. 1996] [Andreoletti et al. 2000] ; mais cette particularité semble aussi
dépendante de la nature de I'agent infectieux car des moutons VRQ/ARR inoculés avec
I"isolat de tremblante SSBP/1, par voie IC ou IP, ont présenté une accumulation de PrPsc dans
la rate [Somerville et al. 1997]. Par contre, I’isolat CH1641 inoculé par voie IC a des moutons
AHQ/AHQ et ARQ/AHQ a induit une accumulation de PrPsc dans le SNC mais pas dans la rate
[Somerville et al. 1997]. Il semble donc que le génotype, la nature de I’agent infectieux et la
voie d’infection soient des facteurs déterminant dans la distribution de la PrP anormale chez

le mouton.

Les premiers sites de détection de la PrPsc ont été identifiés chez des agneaux, provenant
d’un troupeau infecté, au niveau des plaques de Peyer vers I’age de 2 mois [Andreoletti et
al. 2000]. Dans le méme temps, les autres formations lymphoides associées au tube digestif
ont présenté une accumulation de PrPsc. Ce n’est que chez des animaux de 9 mois que des
traces de PrPsc ont été détectées simultanément dans le systéme nerveux entérique et dans
le SNC au niveau du noyau dorsal du nerf vague [Andreoletti et al. 2000] (figure 18). Chez
des agneaux expérimentalement infectés par voie orale avec un isolat de tremblante, la
Prpsc a été détectée dans les formations lymphoides associées au tube digestif, a partir de 5
semaines post inoculation chez les animaux de génotype VXQ/VXQ et VXQ/AXQ [Heggebo
et al. 2003].
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Figure 18:
Détection de la PrPsc chez des
Ingestion de l'agent de la tremblante moutons provenant d’un

troupeau naturellement infecté
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6 — Tremblante des petits ruminants et MCJ chez ’homme

La possibilité de transmission de la tremblante a I’lhomme semble relativement faible comme
le suggeére les données épidémiologiques. Deux études rapportent que la distribution
régionale des cas de MCJ sont sans aucune relation avec la localisation de troupeaux de
moutons infectés par la tremblante ou de la destination commerciale de ces animaux depuis
des régions ou la tremblante est endémique [Chatelain et al. 1981] [Brown et al. 1987].
Cependant dans une autre étude, une incidence plus élevée de la maladie de Creutzfeldt-
Jakob a été notée chez les immigrants algériens et tunisiens en France ; ces cas peuvent étre
soit dus a une sensibilité génétique particuliére soit a des habitudes alimentaires différentes.
On peut noter ainsi que, parmi les populations nord africaines chez lesquelles une incidence
plus élevée de cas familiaux de MCJ a été mise en évidence, notamment en Israél, la
consommation de cervelles de moutons, avait été suspectée comme une source de
contamination potentielle [Alter et al. 1976] [Herzberg et al. 1974]. Cependant des études
génétiques ont révélé qu’il s’agissait de formes de MCJ héréditaires [Goldgaber et al. 1989].

En Australie, pays déclaré indemne de tremblante, ainsi qu’au Japon qui ne déclara son
premier cas de tremblante qu’en 1981 [Shinagawa et al. 1985], la prévalence des cas

sporadiques de la maladie de Creuzfeldt-Jakob est comparable a celle du reste du monde.

D’un point de vue expérimental, I’agent de la maladie de Creuzfeldt-Jakob a cependant pu

étre transmis a la chévre [Hadlow et al. 1980a] et Gibbs rapporte que I'agent de la
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tremblante a pu étre transmis par voie orale au primate non-humain (singe écureuil) [Gibbs
et al. 1980]. A cet égard, des inoculations de souris C57BL/6 avec un cas de tremblante et un
cas de MCJ sporadique, ont induit des profils Iésionnels trés similaires. Ces résultats ont
conduit les auteurs a penser que certaines souches qui affectent les humains ont

éventuellement une origine commune avec la tremblante [Lasmézas et al. 2001].

B — L’encéphalopathie spongiforme bovine (ESB)
1- Généralités

L’encéphalopathie spongiforme bovine ou « maladie de la vache folle », a été décrite pour
la premiére fois en 1986 en GB qui comptabilisait en septembre 2002, 182802 cas confirmés
[Weih et al. 2001]. Depuis, cette maladie a été identifiée dans de nombreux pays européens?
dont la Suisse, le Portugal, I'llande, I’Espagne, I’Allemagne...Quant a la France, elle
comptabilisait, au mois de novembre 2003, 870 cas [Morignat et al. 2002]. D’autres pays
comme le Japon (9 cas), Israél (1 cas) et le Canada (1 cas) ont aussi déclarés des cas d’ESB
[Weih et al. 2001]. Les iles Malouines et ’'Oman et le Canada ont aussi déclarés des cas

d’animaux importés.

En France, depuis 1990, I'ESB est devenue une maladie a déclaration obligatoire et
I"utilisation de farines de viande et d’os dans I’alimentation des ruminants est interdite (donc
avant la premiére description d’un cas francais d’ESB en 1991). Différents réseaux de
surveilance de la maladie ont été mis en place et en 2001 le dépistage systématique a
I’abattoir devient obligatoire chez les animaux de plus de 30 mois ; I’Age de ce dépistage a
ensuite été abaissé a 24 mois au mois de juillet de la méme année. D’aprés les données
épidémiologiques, il semble que le nombre de cas d’ESB en France tende a diminuer, la
fréquence des cas dits « naifs 4 et super-naifs 5 » étant elle aussi en diminution [Ducrot et al.
2003].

L’origine de I’épizootie d’ESB en Europe est liée a [I'utiisation de farines de viandes
contaminées dans [’alimentation des bovins, notamment depuis |’abaissement des
températures de stérilisation associé a la suppression de I’extraction lipidique, instaurés pour
des raisons de codt et de sécurité (emploi massif de solvants organiques infammables)
[Wilesmith et al. 1988] [Wyatt et al. 1991a]. Ce nouveau procédé aurait permis le recyclage
et la dissémination de I’agent infectieux au sein des élevages britanniques.

Cependant, I’origine méme de I’agent infectieux n’est toujours pas connue : I’origine ovine
de I’ESB est probable puisque des expérimentations ont montré la susceptibilité des bovins a

I’agent de la tremblante naturelle ; des inoculations (sous-cutanées, intracérébrales, et orales

3 www.oieint/fr/info/fr-esbomonde.htm
4 Cas nés apreés la mise en place de I'interdiction de I'utilisation des farines animales pour I’alimentation des
ruminants en 1990.
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pour chaque bovin) d’homogénats de cerveau de mouton et de chevre atteints de
tremblante ont conduit a I'appavition d’une encéphalopathie spongiforme chez 3 bovins sur
10. Cependant la clinique et la neuropathologie de ces animaux était différente de I’ESB
« classique » [Clark et al. 1995]. L’hypothése d’une forme sporadique rare d’ESST chez les
bovins, similaire a la forme de la MCJsp chez ’homme, est aussi envisageable comme cela a

été suggéré par certains auteurs [Marsh et al. 1991].

D’autres especes de ruminants ont été atteintes par I’agent de I’ESB, notamment dans les
parcs zoologiques européens (grand kudu, nyala, oryx d’Arabie, élan, mouflon, bison...),
contaminées semble-t-il par de farines de viande et d’os [Bruce et al. 1997]. D’autres espéeces
ont aussi été affectées telles que des félins mais également I’homme (cf. chapitre suivant, ESF
et vMCJ).

L’agent de I’ESB a pu étre transmis expérimentalement a différents singes (macaque,
tamarin, lémuriens) [Lasmézas et al. 1996b] [Bradley 1996] [Bons et al. 1999], aux petits
ruminants [Foster et al. 1993] au porc par voie parentérale uniquement (C+P+IV
simultanément) [Ryder et al. 2000] et a la souris [Fraser et al. 1988] mais pas au poulet ni au

hamster [Bradley 1996].

2 - Signes cliniques

L’ESB est une maladie neurodégénérative caractérisée par une longue période d’incubation
(4 a 5 ans en moyenne) et par 'apparition de symptdémes nerveux sensitifs et moteurs
évoluant vers une mort inéluctable.

L’animal montre tout d’abord des troubles du comportement (nervosité et crainte). On décrit
aussi une hyperexcitabilité (réactions exacerbées aux stimulations sonores et tactiles), des
myoclonies, une ataxie et une hypermétrie. Pendant la phase clinique, I'animal perd son
instinct grégaire, chute fréequemment, tremble, maigrit, puis reste en décubitus. La durée
d’évolution de la maladie est variable aprés I’apparition des signes cliniques ; elle varie de 7
jours & plusieurs mois (6 a 8 semaines dans la majorité des cas) jusqu’a I’euthanasie [Wilesmith
et al. 1988] [Scott et al. 1989b]. Une récente étude montre qu’il est assez difficile d’établir un

diagnostic de I’ESB baseé sur I’observation des signes cliniques [Cazeau et al. 2002].

3 - Susceptibilité génétique et contagiosité de I'ESB
Il n’existe pas d’arguments en faveur d’une grande variabilité de sensibilité génétique a
I’agent de I’ESB chez les bovins. Ainsi, le géne de la PrP bovine n’est pas caractérisé un grand

polymorphisme : seules des variations du nombre de répétition des octapeptides a été

5 Cas nés apres le retrait des tissus a risques dans la fabrication des farines animales, 1996.
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rapporté [Goldmann et al. 1991] sans qu’aucune implication sur la sensibilité a la maladie ne
soit mise en évidence.

La contagiosité de I’ESB entre bovins n’a pas été décrite et seule la contamination par des
aliments infectés semble étre a I’origine de tous les cas [Wilesmith et al. 1991]. La transmission
verticale est quant a elle peu probable. Certaines études rapportent toutefois que les bovins
nés de meres ayant développé la maladie, présentent un risque supérieur de développer la
maladie (10 % si la mére a développé la maladie dans les six mois apres le part %) [Wilesmith
et al. 2000] (8% si la mére a développé la maladie dans les 23 mois aprés le part) [Donnely
1998]. Ces données peuvent mettre en évidence une éventuelle contamination verticale
mais pourraient aussi étre dues a une exposition similaire des jeunes a des aliments

contaminés.

4 - Infectiosité de différents tissus - Sites d’accumulations de la PrPsc

Tissue Infectivity Tissue Infectivity
Neural: |::>Brain: frontal cortex, caudal medulla +, + Lymphoreticular:  Spleen -
Pituitary - Thymus (cervical) -
Cerebrospinal fluid - Tonsil -
Dura N.D. Submandibular lymph node -
Spinal cord: qz-ca, T10-T11, L3-L4 + o+ Retropharyngeal lymph node -
Nodose ganglia _ - Bronchial-mediastinal lymph node -
Dorsal root ganglia: C3-C6, T5-T8 + Hepatic lymph node -
Trigeminal ganglia + Mesenteric lymph node -
Ste_lla_te ganglia - Prescapular lymph node -
Sciatic nerve - Popliteal lymph node -
Facial nerve - Other: Kidney -
Phrenic nerve - Urine
Radial nerve N.D. Adrenal N.D.
S_emjtendin0§us muscle N.D. Lung (left caudal lobe)
Dl_aphragmallc muscle N.D. Nasal mucosa (midturbinate) -
Triceps muscle - Pericardium -
Masseter muscle N.D. Heart (left ventricle/ septum) -
Stemocephalicus muscle - Mitral valve -
Longissimus dorsi muscle - Aorta -
Alimentary: Tongue (dorsum, include mucosa) B Blood (buffy coat) -
Submandibular salivary gland - Blood (serum) N.D.
Parotid salivary gland - Blood (clot) N.D.
Cranial esophagus N.D I:b Bone marrow (sternum) +
Rumen - Collagen (Achilles tendon) -
Omasum N.D. Skin -
Abomasum (pyloric) - Bone (femoral diaphysis) -
Duodenum -
=) Distal ileum (inc. Peyer's patches) +
Spiral colen -
Faeces’ -
Pancreas -
Liver -

Tableau 5 : Résumé des résultats concernant la mesure de [I'infectiosité de tissus de bovins expérimentalement
infectés par I'ESB (infection orale) par transmission a la souris (IC + IP). +: positif; - : négatif; nd : not done ;
d’aprés «Report on TSE infectivity distribution in ruminant tissues (decembre 2001) European Commission ».
G.Wells.

Chez les bovins cliniguement atteints, les premiers travaux montrent que seul le SNC est
porteur de I'infectiosité. Le placenta, différents noeuds lymphatiques, la rate, la mamelle et le
lait ne transmettent pas la maladie a la souris [Middleton et al. 1993]. Seul I'iléon a montré
une infectiosité et uniquement chez des bovins expérimentalement infectés par voie orale
[Wells et al. 1994a]. Les données récentes concernant I'infectiosité des tissus des bovins
naturellement attients sont similaires a celles obtenues chez des bovins expérimentalement

infectés (voir tableau 5).
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L’évaluation de I'infectiosité d’un organe par transmission a la souris est cependant limitée
par le phénomeéne de barriére d’espéce. C’est pourquoi dans les derniéres expérimentations,
I'infectiosité des tissus est testée par inoculation de tissus de bovins infectés a d’autres bovins.
Les premiers résultats disponibles sont similaires a ceux précédemment décrits mais ils
rapportent en plus une infectiosité des amygdales [Report on TSE infectivity distribution in
ruminant tissues (december 2001) European Commission. G.Wells].

L’accumulation de la PrP anormale a été décrite dans le SNC (cerveau, moelle épiniére,
rétine) [Wells et al. 1994b], dans I'iléon de bovins expérimentalement infectés au niveau des
plagues de Peyer a partir de six mois apres inoculation (non systématique et transitoire), et
parfois dans les plexus nerveux entériques associés (38 et 40 mois post inoculation sur deux

animaux) [Terry et al. 2003].

Figure 19:
4 Détection de la PrPsc dans l'iléon de bovins
o expérimentalement infectés par  I'ESB.

L’accumulation touche quelques plaques de
Peyer (marquage brun-noir). [Terry et al. 2003]

C - L’encéphalopathie spongiforme bovine transmise expérimentalement
aux ovins

1 - Présentation des études portant sur la transmission de I’'ESB au mouton

Les premiéres transmissions de I’lESB au mouton et a la chévre ont été initi€es en juin 1988 au
NPU (Neuro Pathogenesis Unit) a Edinburgh (9 moutons inoculés par voie IC, 10 infectés par
voie orale) [Foster et al. 1993] [Foster et al. 200la]. En 1998, de nouvelles séries
d’expérimentations ont été lancées et 60 moutons de race Romney ont été infectés. Un an
apres, 60 autres moutons de race Suffolk, nés en Nouvelle-Zélande, ont aussi été infectés par
I’agent de I’ESB [Danny Matthews, communication personnelle].

Dans une expérimentation ayant pour but d’évaluer le sensibilité génétique de moutons a
I’ESB inoculée par voie IC, des groupes de moutons Suffolk, Cheviot et Poll Dorset (provenant
de Nouvelle-Zélande) présentant six génotypes différents (10 VRQ/VRQ, 10 VRQ/ARQ, X
VRQ/ARR, 19 ARQ/ARQ, x ARQ/ARR et 19 ARR/ARR) ont été inoculés [Houston et al. 2003d].
Une approche portant sur la cinétique de I'infection de I’ESB a aussi été réalisée : 63 moutons
de race Romney (21 ARQ/ARQ, 21 ARQ/ARR et 21 ARR/ARR) ont été infectés oralement avec
5 g de cerveau de vache atteinte par I’ESB [Jeffrey et al. 2001c].

Aussi, 24 moutons ARQ/ARQ (Cheviot de Nouvelle-Zélande) ont été transfusés avec du sang
provenant de moutons atteints d’ESB (7 buffy coat et 17 sang total). Quelques moutons ont
été inoculés par voie intraveineuse avec des extraits de cerveau de bovins atteints d’ESB

[Houston et al. 2000] [Hunter et al. 2002].
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Aux Pays-Bas, 8 moutons de race Texel (ARQ/ARQ) et 1 ARR/ARR ont été inoculés par voie
orale [van Keulen et al. 2002a].

En France, plusieurs ovins ont été expérimentalement infectés par I’ESB mais actuellement
une seule publication rapporte la transmission de la maladie chez une brebis de race
Lacaune, ARQ/ARQ, infectée par voie intra-péritonéale [Baron et al. 2000].

Ainsi, des moutons de race Cheviot, Romney, Suffolk, Poll dorset, Lacaune et Texel ont été

utilisés dans I’ensemble de ces expérimentations.

2 - Susceptibilité génétique des moutons a I'ESB
Il semble que les moutons de génotype AxQ/AxQ (ARQ/ARQ ; AHQ/AHQ) soient les plus
sensibles a I’agent de I’ESB par comparaison a d’autres géenotypes (ARQ/ARR, VRQ/ARR
ARR/ARR et méme VRQ/VRQ) [Foster et al. 2001a] [Jeffrey et al. 2001c] [Hunter et al. 2002]

[Houston et al. 2003d] (tableau 6).

Voies d’inoculations

et nombre de moutons Durées de survie

Genotypes atteints / nb inoculés References
(dose inoculum)
ARR/ARR 3-1C/19 (0.05g) 1008 a 1127 jOUI:S [Houston et al. 2003d]
0-OR/21 (59) *Pas de trace de PrPsc aprés 2100 J [Jeffrey et al. 2001c]
ARR/AHQ 1-IC/1 (0.059) 2353 jours [Foster et al. 2001a]
1-IC/1 (0.05g) 440 jours [Foster et al. 2001a]
AHQ/AHQ 1-1/? 536 jours [Hunter et al. 2002]
4-OR/5 (50) 553 & 935 jours [Foster et al. 2001b]
ARR/ARQ 2-1C/3 (0.059) 1886 a 1923 jou‘rs [Foster et al. 2001a]
0-OR/21 (59) *Pas de trace de PrPsc aprés 2100 J [Jeffrey et al. 2001c]
ARR/ARH
1-IC/1 (0.05g) 487 jours [Foster et al. 2001a]
ARQ/AHQ 1-OR/1 (0.50) 734 jours [Foster et al. 2001a]
0-OR/2 (59) Pas de signes cliniques & 1631 jours [Foster et al. 2001b]
AHQ/ARH
ARH/ARH
ARQ/ARH
2-1C/? 495 et 504 jours [Hunter et al. 2002]
17-1C/19 (0.059) 495 a 671 jours [Houston et al. 2003d]
ARQ/ARQ 3-OR/5 (59) 596 a 1073 jours [Foster et al. 2001b]
1-1/24 610 jours [Hunter et al. 2002]
1-IP/1 (0.59) 672 jours [Baron et al. 2000]
1-IC/2 (0.05g) 1874 jours [Foster et al. 2001a]
ARR/VRQ 1-OR/2 (0.59) 1945 jours [Foster et al. 2001a]
AHQ/VRQ
ARQ/VRQ 1-IC/1 (0.05g) 8‘80 jour_s [Foster et al. 2001a]
2-IC/10 (0.059) 881 a 1092 jours [Houston et al. 2003d]
ARH/VRQ
VRQ/VRQ 4-1C/10 (0.059) 881 a 1092 jours [Houston et al. 2003d]

Tableau 6 : Détails des expérimentations concernant la transmission de I’'ESB aux ovins.

IC : intra cérébrale ; T: transfusion ; OR : orale ; IP : intra-péritonéale. Les doses d’inocula correspondent a
une quantité de cerveau de vache atteinte d’ESB.

3-IC/19 signifie que 3 moutons sur 19 ont développé la maladie aprés infection IC.
Le nombre de moutons inoculés n’est pas toujours disponible.

* mouton n’ayant pas développé de signes cliniques et qui ont été sacrifiés dans le but de rechercher des

traces de Prpsc,
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Les susceptibilités des moutons a la tremblante et a I’ESB peuvent donc étre différentes, le
génotype AHQ/AHQ, qui confére une relative résistance a la tremblante, induit une
importante sensibilité a I’ESB. De méme les animaux de génotype VRQ/VRQ ne sont pas les
plus sensibles a I’ESB (bien que généralement plus sensibles a la tremblante) et seulement 4
moutons sur 10 ont développé la maladie avec des périodes d’incubation plus longues que

pour les animaux ARQ/ARQ inoculés par la méme voie [Houston et al. 2003d].

Cependant, ce n’est pas le seul facteur déterminant car des moutons ARQ/ARQ et
AHQ/AHQ infectés par voie orale ont développé la maladie en 500 & 1000 jours environ alors
que d’autres n’ont pas montré de signes cliniques au bout de 1333 jours post inoculation
[Foster et al. 2001b]. Inoculés par voie orale, 21 moutons ARQ/ARR et 21 moutons ARR/ARR
n’ont pas développé la maladie ni présenté d’accumulation de PrPsc dans le SNC et organes
périphériques au bout de 2100 jours post inoculation [Jeffrey et al. 2001c]. Cependant parmi
19 moutons ARR/ARR, considérés comme hautement résistants a la tremblante, inoculés par
voie IC avec I’agent de I’ESB, trois animaux ont développé la maladie au bout de 1008, 1124
et 1127 jours (comparativement 17/19 ARQ/ARQ ont développé la maladie en 18 mois en
moyenne) [Houston et al. 2003d]. La sensibilité des moutons ARR/ARR n’est pas pour autant
établie lors de contamination par voie orale. En effet, chez le porc, la transmission
expérimentale de I'’ESB (ayant conduit a la maladie) n’a été observée que par voie
parentérale mais pas par voie orale [Ryder et al. 2000].

On peut noter que les animaux de génotype ARQ/ARR ou VRQ/ARR infectés par voie orale
ou intra-cérébrale n’ont pas développé de signes cliniques [Jeffrey et al. 2001c] [Houston et

al. 2003d], suggérant une relative résistance a I’lagent de I’ESB.

Dans les modéles de conversion in vitro de la PrP anormale, la transformation de la protéine
prion cellulaire ovine, PrPeARQ aboutit & la formation d’une conformation pathologique en
présence de PrPEsB, Les taux de conversion obtenus dans cette expérimentation sont trois fois
plus importants avec de la protéine prion cellulaire ARQ qu’avec la protéine VRQ [Raymond
et al. 1997], ce qui est en accord avec les données de transmission de la maladie au
mouton. Cependant, les expérimentations similaires concernant la transconformation de la
PrPcARR dans une forme pathologique avaient été infructueuses, a la fois avec la tremblante
et ’ESB [Raymond et al. 1997]. Ces données ne sont pas corrélées aux observations faites
chez des moutons ARR/ARR qui, infectés par voie IC avec I’agent de I’ESB, développent la

maladie avec une accumulation de PrPsc dans le SNC [Houston et al. 2003d].
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En résumé, il semble donc que les moutons ARQ/ARQ et AHQ/AHQ soient les plus sensibles a
I’agent de I’ESB ce qui pourrait étre expliqué, au moins en partie, par le fait que les codons
136, 154 et 171 de la PrPc bovine sont respectivement A, R et Q et que seulement 5 acides
aminés de la PrPc différent entre les deux espéces (sans compter le nombre de répétition des

octapeptides).

3 — Doses infectieuses et estimation d’'une potentielle épidémie dans les troupeaux
Les doses infectantes utilisées dans ces expérimentations ont été de 0,5 g et de 5 g de
cerveau de vache atteinte d’ESB pour les infections par voie orale. Aucune donnée n’est
actuellement disponible sur la dose minimale infectante concernant de passage de I’ESB aux
ovins. Aussi d’autres expérimentations similaires sont actuellement en cours pour lesquelles
des doses de 0,0005g a 5g d’homogénats de cerveau de vache atteintes d’ESB ont été

utilisées [Schreuder et al. 2003].

L’utilisation des farines de viandes et d’os dans I’élevage des petits ruminants est loin d’étre
systématique. Cependant, dans certains types d’élevage, comme ceux destinés a la
production de lait et de viande, I'utilisation de farine a été une réalité. Certains auteurs
estiment que dans ces élevages un mouton consomme environ un kilogramme de farine par
saison [Schreuder et al. 2003]. Au pic de I’épidémie d’ESB au Royaume-Uni en 1990, 10 a 1500
moutons peuvent avoir été infectés par cet agent infectieux [Kao et al. 2002].

L’estimation de la sensibilité relative des moutons, en fonction de leur génotype et des voies
d’inoculation, est aussi difficle a estimer. Avec les données actuelles certaines études
rapportent que 33 a 84% des moutons au Royaume-Uni sont génétiquement sensibles a
I’agent de I’ESB (contamination par voie orale) [Krebs et al. 2002] [Ferguson et al. 2002] [Baylis

2002].
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4- Signes cliniques
Trois publications décrivent les signes cliniques chez des moutons expérimentalement infectés
par I’ESB par différentes voies (orale, intra-péritonéale, intraveineuse, intra-cérébrale et suite
a une transfusion de mouton a mouton) [Foster et al. 2001a] [Baron et al. 2000] [Houston et

al. 2003a].

Figure 20 : Mouton de race Lacaune
expérimentalement infecté par I’'ESB
ayant développé un intense prurit en
région dorso-lombaire. Photo AFSSA.

La premiére étude rapporte une période cliniqgue d’une semaine avec une ataxie
prédominante et pas de prurit [Foster et al. 2001a]. La seconde, portant sur un seul mouton, a
permis d’observer un intense prurit, une ataxie importante pendant une période de plus de
trois mois, ce qui est plus typique de la tremblante [Baron et al. 2000].

Enfin, la derniére étude porte sur 28 moutons ; la durée moyenne de la période clinique est
d’environ trois mois pendant laquelle les différents signes cliniques de tremblante sont

observés [Houston et al. 2003a].

Cependant il semble que I'apparition soudaine d’ataxie et I’absence de prurit soit fréquente
lors d’infection par I’agent de I’ESB (en comparaison avec l'isolat de tremblante SSBP/1)
[Houston et al. 2003a]. La discrimination de I’ESB ovine et de la tremblante semble toutefois

impossible par I’analyse des signes cliniques et de leur durée.

5 — Tissus infectieux et sites d’accumulation de la PrP anormale

Chez les moutons expérimentalement infectés par I’ESB, I'infectiosité a été détectée dans la
rate, le SNC et le sang (seuls tissus testés) par transmission a la souris et au mouton [Foster et
al. 1996] [Hunter et al. 2002]. L’accumulation de PrPsc a été mise en évidence dans le systeme
nerveux central [Foster et al. 2001a], les organes lymphoides (rate, amygdale, plaques de
Peyer, noceuds lymphatiques) et dans le systeme nerveux entérique [Foster et al. 2001b]
[Jeffrey et al. 2001c] (tableau 7).

La cinétique d’apparition de la PrP dans les organes, suite & une contamination par voie
orale, rappelle fortement celle observée dans la tremblante. En effet, la PrPsc est détectée

d’abord dans les formations lymphoides associées au tube digestif, puis le systeme nerveux
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entérique et le SNC au niveau du noyau dorsal du nerf vague et au niveau de la moélle

épiniére thoracique [Jeffrey et al. 2001c] (figure 21).

Cependant, les dates d’apparition des premiers dépdts de PrP anormale sont plus tardives
lors d’une infection par I'ESB que dans des cas de tremblante [Andreoletti et al. 2000]
[Heggebo et al. 2003] ce qui peut-étre traduit par une adaptation partielle de I'agent de
I’ESB chez les ovins (premier passage). Il serait interressant de réaliser des transmissions
successives de I’ESB chez le mouton afin d’identifier ses caractéristiques aprés adaptation de
la souche. Une accumulation plus importante de PrP anormale et une neuro-invasion plus

rapide pourraient étre alors observées.
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Figure 21 :

Cinétique de détection de la PrP anormale dans différents organes de
moutons Romney ARQ/ARQ expérimentalement infectés par I'agent de I'ESB.
En rouge : date de détection de la PrP anormale.

L’accumulation de la PrPsc a été clairement mise en évidence dans les
plaques de Peyer a partir de 16 mois et des traces de PrP ont été détectés
dans le SNC a la méme période.

Deux moutons ont présenté des traces d’accumulation de PrPsc dans le
nceud lymphatique rétropharyngé a 4 et 10 mois post infection.

D’apreés [Jeffrey et al. 2001c]. Schéma d’aprés [van Keulen et al. 2002b]
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Animal no.: 1 2 3 4 5 6 7
Sex/incubation
period (days): F553 M593 F59 F629 F761 F935 F 1073
Brain + + + + -+ + + + + -+ + +
Spinal cord

Cervical ND ND + + + ++ ++

Thoracic + + ++ + + + + + + ND + +

Lumbar ND ND ++ + + ++ ND +/++
Dorsal root ganglia

Cervical ND ND - . — ND +

Thoracic ND ND - - (+) ND -

Lumbar ND ND ND - (+) ND -
Retina ND ND ND ND ND ND (+)
Vagus nerve ND - (+) - + - (+)
Radial nerve — - — - — - —
Sciatic nerve - — - - - - -
Coeliac ganglia ND ND ND + ND ND +
Stellate ganglia ND ND ND - ND ND -
Nodose ganglia ND ND ND - ND ND ND
Lung ND - ND - - o -
Heart ND - - - — - -
Kidney - - - - - - (+)
Liver — — ND - - - —
Spleen ND - (+) ND (+) (+) +
Thymus ND ND - - - - -
Nictitating membrane ND ND — — (+) ND +
Tonsil + + + + + + + ++ + + + +
Peyer’s patches ND ND + + ND + +
Retropharyngeal lymph node + + ND + + ++ ++ +
Submandibular lymph node + + + + + + + (+)
Mammary lymph node ND ND (+) ++ (+) + +
Bronchial-mediastinal lymph node - - + + + (+) ND
Prefemoral lymph node ND ND (+) + + + (+)
Mesenteric lymph node + (+) + + + + -
lleo-caecal lymph node ++ + ND ++ ND ND + +
Prescapular lymph node + (+) + + + + (+)
Hepatic lymph node ND ND ND ND ND ++ +
Parotid salivary gland ND ND ND ND ND ND -
Submandibular salivary gland ND ND ND ND ND ND -
Rumen - - — — —- — —
Omasum ND - - - - - —
Abomasum - — - - - — -
Duodenum (+)PP — (+) - (+) +PP -
Jejenum (35 %) ND ND ND (+) (+) (+) (+)
Jejenum (70%) ND ND ND (+) (+) (+)PP (+)
Distal ileum - — +PP (+) (+) (+) +PP
Caecum ND ND ND ND ND +PP +PP
Pancreas ND ND ND ND ND — -
Uterus — ND - - - - -
Ovary - ND - - - - -
Skin ND ND ND ND - - —
Semitendinosus muscle ND ND ND — ND ND -
Longissimus dorsi muscle ND ND ND - ND - -
Diaphragmatic muscle ND ND ND - ND - -
Foetal brain/spleen ND ND ND ND  — (Imth) nD -
Cotyledon ND ND ND ND - ND —

Tableau 7 : Sites d’accumulation de la PrPsc chez des moutons infectés par voie orale
avec I'ESB (stade terminal de la maladie). ND : pas testé ; - négatif ; (+) : marginal ;

+: clairement présent ; ++ : forte accumulation ; PP plaques de Peyer. D’apreés [Foster et
al. 2001b]

Cette accumulation de PrPsc peut étre dépendante de la voie d’inoculation : les sites
d’accumulation de PrP sont beaucoup plus restreints (dans les organes lymphoides) si
Ilinoculation de l'agent de I'ESB a été faite en IC ou par transfusion sanguine
comparativement a la voie orale. Ainsi, chez deux moutons ARQ/ARQ, ayant développé la
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maladie en 500 jours suite a une inoculation par voie intra-cérébrale, aucune accumulation
de PrP anormale n’a été détectée dans les amygdales, le nceud lymphatique mésentérique,
les plaqgues de Peyer et la rate comparativement a des moutons ARQ/ARQ et AHQ/AHQ
infectés par voie orale qui ont présenté une forte accumulation de prion dans tous ces

organes [Hunter et al. 2002].

Chez les moutons de génotype ARQ/ARR et ARR/ARR inoculés par voie orale et sacrifiés au
bout de 2100 jours [Jeffrey et al. 2001c], aucune infectiosité n’a été rapportée a ce jour dans

le SNC ni dans les organes périphériques [Schreuder et al. 2003].
D - L’encéphalopathie spongiforme féline (ESF)

1 - Description de la maladie

Les premiers cas d’encéphalopathie spongiforme féline ont été identifiés en avril 1990 chez 5
chats domestiques en GB [Wyatt et al. 1991a]. Au total, 88 cas de FSE chez des chats
domestiques ont été identifiés en GB [Ryder et al. 2001], un en Norvege [Bratberg et al. 1995],
un en Irlande, deux en Suisse et un au Liechtenstein [Casamayor Palleja et al. 2002]. D’autres
especes de félin ont aussi été atteintes dans les parcs zoologiques : 9 guépards (premier cas
en 1992), 3 pumas (premier cas en 1990), 3 ocelots (premier cas en 1994), 2 tigres (premier
cas en 1996), 2 lions (premier cas en 1998) et un couguar [Peet et al. 1992] [Willoughby et al.
1992] [Casamayor Palleja et al. 2002].

L’origine de cette pathologie est sans doute liée a I’agent de I’ESB comme le montrent les
études portant sur I'identification des souches par transmission a la souris ; cependant cette
conclusion n’a été basée que sur I’étude d’un seul cas de FSE chez un chat domestique
[Fraser et al. 1994].

2 — Signes cliniques

Une étude portant sur 5 chats atteints d’ESF décrit les principaux signes cliniques observés. Les
symptdémes majeurs sont I’ataxie, touchant particulierement le train postérieur et qui se
traduit par une démarche accroupie, des modifications du comportement (agressivité ou
timidité), I’hyperesthésie, des hochements de téte, des fasciculations musculaires, du
ptyalisme, et du machonnement [Wyatt et al. 1991b] [Pearson et al. 1992]. Chez le guépard,
des signes cliniques similaires sont aussi décrits [Baron et al. 1997]. La durée des signes
cliniques est d’environ 3 & 8 semaines chez le chat et 8 & 10 semaines chez le guépard
[Wyatt et al. 1991b] [Peet et al. 1992] [Baron et al. 1997].

Un cas particulier d’ESF, apparu simultanément a un cas de MCJsp. chez son propriétaire, a
été répertorié. D’apreés les auteurs, les signes cliniques observés et les propriétés biochimiques
de la PrP anormale étaient différents de ceux rapportés dans les autres cas d’ESF; ils

suggerent ainsi une éventuelle transmission horizontale entre le chat et le patient [Zanusso et
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al. 1998]. Cependant, aucune caractérisation de la souche sur souris, qui permettrait de

conclure sur cette hypothése, n’a été décrite pour ce cas particulier.

3 - Sites d’accumulation de la PrPsc

L’accumulation de PrP anormale a été décrite dans le SNC. Elle se présente sous forme intra-
neuronale et ponctuée dans le neuropile chez le puma [Willoughby et al. 1992], chez le chat
domestique [Bratberg et al. 1995] et chez le guépard [Baron et al. 1997].

Dans les organes périphériques, une seule étude chez des chats atteints de FSE, rapporte la
présence de PrP anormale dans les formations lymphoides, les plexus nerveux myentériques,
et dans les glomérules rénaux [Ryder et al. 2001]. La présence de la PrP anormale dans les
glomérules rénaux est discutée par les auteurs car un signal positif a aussi été détecté dans
certains cas témoins négatifs. Néanmoins, les auteurs ont considéré le marquage obtenu
comme spécifique quand il est associé a une neuropathologie caractéristique de la

maladie.

E - Le variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vMCJ) chez ’homme

1- Description de la maladie

Le réseau de surveillance de la maladie de Creutzfeldt-Jakob a été mis en place en 1990 en
GB dans le but de mettre en évidence une éventuelle transmission de I’ESB a la population
humaine [Will et al. 1996]. En avril 1996, les premiers cas d’une nouvelle forme de MCJ ont été
décrits par les britanniques qui déclaraient 10 cas de MCJ atypiques (variant MCJ) survenus
en 1994 et 1995 chez de jeunes patients (moyenne d’age inférieure a 30 ans). Les signes
cliniques du vMCJ sont relativement bien stéréotypés et sont caractérisés, pendant une
premiére phase de 6 mois environ, par |'apparition de symptdomes psychiatriques
prédominants. La dépression, I'anxiété et la présence d’un malaise sont les symptomes les
plus fréquemment observés. La phase psychiatrique est suivie par I’apparition d’une ataxie
cérébelleuse et de mouvements involontaires qui incluent une chorée, de la dystonie, des
myoclonies et des déficits cognitifs. De la dysphagie, ainsi que des symptémes pyramidaux
peuvent apparaitre. Dans les derniers stades de la maladie, le mutisme se développe bien
que la communication avec le malade puisse durer assez longtemps [Zeidler et al. 1997] [Will
et al. 1999].

Le temps écoulé entre la déclaration clinique de la maladie et le déceés est d’environ 14 mois
au lieu de 4, en moyenne, pour une MCJsp. Le plus grand nombre de cas a été détecté
chez des individus agés de 26 a 29 ans bien qu’un cas de vMCJ ait été rapporté chez un
homme de 74 ans [Lorains et al. 2001].

Le diagnostic de la maladie est établi chez I’homme sur la base de I’observation des signes

cliniques accompagnée par une IRM du SNC qui montre un fort signal caractéristique dans
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I’aire thalamique postérieure. Ainsi la classification diagnostique permet d’identifier ces cas
comme «cas de vMCJ probables » (sans analyse neuropathologique). A ce jour, cette
approche permet d’avoir une sensibilité importante et une spécificité de 100% [Ward et al.
2003]. Le diagnostic de certitude des cas de vMCJ repose sur I’examen neuropathologique,
caractérisé par une atteinte spongiforme, une perte neuronale, une prolifération astrocytaire
et microgliale, la présence de plaques florides et I’'accumulation de PrP anormale [lIronside et
al. 1997] [lronside et al. 2000a]. La présence de ces nombreuses plaques florides est
considérée comme caractéristique du vMCJ chez '’homme comparativement aux autres
ESST humaines. D’allleurs, elles ont été décrites chez des singes expérimentalement infectés
par I’'agent de I’ESB [Lasmézas et al. 1996b]. Cependant, de facon générale, leur présence
ne signe pas pour autant la présence de I’agent de I’ESB : elle ont aussi été décrites avec la
souche de tremblante murine 111A [Fraser 1979b], dans la maladie du dépérissement
chronique des cervidés [Williams et al. 1993], dans quelques cas de MCJ iatrogéniques suite
a des greffes de dure meére au Japon [Shimizu et al. 1999]. Une autre caractéristique du vMCJ
(comparativement aux autres maladies humaines) est I’laccumulation de PrP anormale dans
les organes lymphoides, notamment dans les amygdales [Hill et al. 1997b]. Cependant une
accumulation de PrP anormale a aussi été décrite récemment dans la rate de patients

atteints de MCJsp [Glatzel et al. 2003].

2- Approche épidémiologique et origine de la maladie

En mai 2003, le nombre de cas de cette affection était de 136 en GB, 6 en France, 1 en
Ilande, 1 & Hong-Kong et 1 au Canada auxquels s’ajoutent 4 suspicions: 2 en ltalie, 1 en
Hongrie et 1 aux EU [Weber 2003]. Les modeéles prédictifs du nombre de futurs cas de vMCJ
sont trés imprécis et certains ont estimé que I’épidémie serait de 63 cas a plus de 136000 cas
[Ghani et al. 2000] bien que ces chiffres aient été revus a la baisse par d’autres équipes
[Alperovitch et al. 2002]. Certains auteurs pensent méme qu’il n’y aura pas plus de 400 cas
[Valleron et al. 2001].

Cette estimation est d’autant plus difficile que tous les cas actuels de vMCJ sont
homozygotes méthionine au codon 129 du géne de la PrP et que I’'influence de ce codon sur
les périodes d’incubation est décrite dans les cas de MCJ iatrogéniques suite a un traitement
a I’hormone de croissance [Brown et al. 2000a]. Ainsi, des cas exprimant la valine a ce codon
pourront probablement étre identifiés dans le futur et un possible changement phénotypique
de la maladie doit étre pris en compte (durée de la période clinique par exemple) [Ward et
al. 2003].

La difficulté de prévoir le nombre de futur cas de vMCJ est liée aux incertitudes concernant
les durées d’incubation de la maladie, la dose minimale infectante et I’existence ou non
d’un portage asymptomatique, I’effet de doses répétées, et I’existence éventuelle d’autres

facteurs de réceptivité de I’hdte autres que la gene de la PrP.
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Ces cas de vMCJ répertoriés ont été clairement reliés a I’apparition de I’encéphalopathie
spongiforme bovine. Ainsi, des études portant sur I’analyse des souches d’ATNC isolées sur
des cas d’ESB et de vMCJ ont montré des similitudes confortant I’hypothése de transmissibilité
de I’ESB a I’lhomme [Bruce et al. 1997]. De plus les propriétés moléculaires de la PrP anormale
sont globalement similaires dans ces deux pathologies [Hill et al. 1997a] [Collinge et al. 1996].
Aussi la transmission de I’ESB, par voie IC, au macaque a induit I'apparition de plaques

florides rappelant celles décrites chez les patients atteints de vMCJ [Lasmézas et al. 1996b].

3 - Sites d’accumulation de la PrP anormale chez les patients atteints de vMCJ

Chez ’lhomme, une accumulation de PrP anormale a été mise en évidence dans le SNC (du
cortex frontal jusque dans la moelle épiniére), dans les centres germinatifs des follicules
lymphoides (rate, amygdales, tissu lymphoide associé au tube digestif et nceuds
lymphatiques) [Hill et al. 1999b].

Une accumulation de PrP anormale a aussi été détectée dans les ganglions des racines
dorsales de la moelle épiniere, dans le ganglion trigéminé, dans la rétine et la partie
proximale du nerf optique, dans le rectum, la surrénale et dans le thymus (chez un seul
patient) [Wadsworth et al. 2001] [Head et al. 2003] [Ward et al. 2003]. Les études sur les nerfs
périphériques sensoriels, moteurs et du systtme nerveux autonome n’ont pas permis de
conclure sur la présence ou non de la PrPsc et d’autres investigations sont actuellement en
cours [Ward et al. 2003].

Cette importante distribution périphérique de PrPsc, décrite uniquement dans le cas du
vMCJ, illustre la complexité de la relation « héte infecté/souche ». En effet, I’accumulation de
PrPsc dans les tissus lymphoides n’est pas observée dans les cas sporadiques, iatrogéniques et
héréditaires de MCJ [Hill et al. 1999b]. De méme, dans le cas du Kuru, lié a une
contamination par voie orale comme dans le cas du vMCJ, aucune présence de PrPsc dans
les tissus lymphoides n’est décrite ce qui exclut en partie un éventuel biais lié a la voie de

contamination.

L’importante distribution périphérique de la PrP anormale dans les tissus périphériques dans le
cas du vMCJ, pose le probléeme du risque de transmission iatrogénique de la maladie
(transfusions, greffes, décontamination du matériel chirurgical ...). Ce probleme est d’autant
plus & prendre en considération que chez les moutons infectés par I’ESB, qui montrent une
distribution tissulaire de PrPsc comparable a celle observée dans le cas du vMCJ, une
transmission de la maladie a été constatée suite a une transfusion sanguine a un ovin sain
[Houston et al. 2000].

Dans le cas du vMCJ, la présence de PrPsc dans les organes lymphoide offre aussi des

possibilités de diagnostic par biopsie des amygdales par exemple [Hill et al. 1997b]. Cette
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approche permet aussi d’envisager des études rétrospectives sur les amygdales et les
appendices disponibles dans les banques d’organes [Ironside et al. 2000b] [Ghani et al.
2000]. Une étude rapporte en effet qu’une accumulation de PrPsc a été observée dans
I’appendice d’un patient prélevée deux ans avant I’appavition des signes cliniques [Hilton et
al. 2002]. Les premiéres données obtenues a partir de ces études rétrospectives ont révélé la
présence de PrPsc dans un appendice sur 8318 échantillons testés. Les auteurs ont considéré
que leur échantillonnage était représentatif de la population agée de 10 a 50 ans et ont ainsi
évalué que 120 personnes par milion d’habitant de cet tranche d’age ont été contaminées
entre 1995 et 1999 en GB [Hilton et al. 2002].

F — Autres ESST animales

L’encéphalopathie spongiforme du vison d’élevage

Un premier cas d’encéphalopathie spongiforme du vison a été décrit en 1965 [Hartsough et
al. 1965]. Cette encéphalopathie a décimé certains élevages dans les pays Baltes, au
Canada et aux Etats Unis (EU). La maladie apparait insidieusement avec un changement
comportemental (agressivité) des animaux. On remarque une baisse de I'appétit puis en
quelques jours une ataxie locomotrice et des tremblements. L’animal mord tous les objets a
sa portée et se mutile sévérement. La mort survient entre 2 et 7 semaines apres le début des
signes cliniques [Hadlow et al. 1968]. En regle générale I’encéphalopathie spongiforme du
vison semble surtout étre la conséquence d’une alimentation a base de carcasses de
moutons atteints de tremblante [Hadlow et al. 1968]. Cependant, la transmission de I’ESB au
vison a été obtenue par inoculation intracérébrale de cerveau de bovins atteints d’ESB mais
aussi lors de contamination expérimentale par voie orale a un autre groupe de vison.
Toutefois les signes cliniques observés chez ces visons étaient différents de ceux décrits dans
le passé [Robinson et al. 1994]. En 1985, une contamination de visons d’élevage ayant
consommeé des carcasses de vaches laitiere a été identifiée, conduisant les auteurs a penser
gu’il pouvait exister des cas d’encéphalopathie spongiforme transmissible non détectés chez

les bovins aux EU [Marsh et al. 1991].

La maladie du dépérissement chronique des cervidés

La maladie du dépérissement chronique des cervidés, ou Chronic wasting disease (CWD),
touche différentes espéces de cervidés aux EU: Odocoileus hemionus (mule deer), O.
virginianus (white-tailed deer) et Cervus elaphus nelsoni (Rocky mountain elk). Cette maladie
concerne a la fois les animaux élevés en captivité et les animaux sauvages [Wiliams et al.
2002]. L’origine de cette maladie reste incertaine mais il semble que les premiers foyers
proviennent du Colorado et du Wyoming [Miller et al. 2000]. La premiére description de cette

pathologie remonte a 1978 [Wiliams et al. 1980]. Depuis la maladie a été identifiée dans
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différents états et au Canada [Wiliams et al. 2002]. D’autres espéeces de ruminants (antilopes,
mouflon, chévre des montagnes...) en contact naturel avec des troupeaux de cervidés
atteints, ne semblent pas développer la maladie [Wiliams et al. 2002].

Tout comme la tremblante, cette pathologie est contagieuse et semble se propager
latéralement avec une efficacité notable [Wiliams et al. 1992] [Miller et al. 2003].
L’accumulation de PrPsc au niveau des plaques de Peyer dans l'intestin suggere que
I'infection des animaux peut se faire par voie orale [Sigurdson et al. 2001] [Sigurdson et al.
2002] [Williams et al. 2002]. La prévalence de la maladie dans les populations de cervidés
captifs peut atteindre 90% chez des animaux de plus de deux ans [Wiliams et al. 1980] et elle
reste la principale cause de mortalité adulte dans certaines fermes [Peters et al. 2000]
[Wiliams et al. 2002]. Les animaux atteints sont généralement agés 2 a 7 ans et la période
d’incubation estimée aprés infection orale est de 23 mois pour Odocoileus hemionus (mule
deer) et de 12 a 34 mois pour Cervus elaphus nelsoni (Rocky mountain elk) [Williams et al.
2002].

Comme dans la tremblante du mouton, de nombreux organes accumulent de la PrPsc. Ainsi,
le SNC, les organes lymphoides, les plexus nerveux entériques, le nerf vague, le plexus
brachial, le nerf sciatique et les llots de Langerhans du pancréas ont clairement été identifiés
comme des sites possibles d’accumulation de la PrP anormale [Sigurdson et al. 2001]
[Sigurdson et al. 2002].
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lIl - Identification des souches d’agent infectieux dans les maladies a prion

Les premiéres descriptions de formes différentes de tremblante chez le mouton ont été faites
par Stockman en 1926 qui décrivait deux formes cliniques, I'une de type «nervous »
(nerveuse), I'autre de type «itching » (démangeaisons) [Pattison 1966]. Ce n’est que bien
plus tard, en 1961, que Pattison et Milson rapportent I’existence de deux formes de
tremblante chez la chévre ; une forme « drowsy » (nerveuse) qui est caractérisée par une
profonde dépression et une forme « scratching » (démangeaisons) qui présente une hyper-
excitabilité et du prurit [Pattison 1988]. Ces premiéres observations ont suggéré |I’existence de
différents types d’agent infectieux dans la tremblante des petits ruminants.

Actuellement, les méthodes de caractérisation de ces agents infectieux sont multiples et
reposent sur I’analyse des |ésions caractéristiques de ces pathologies et sur I’analyse du seul
marqueur spécifique, la PrP anormale. Cependant, la transmission a la souris, I’analyse des
périodes d’incubation et I’'analyse des Iésions du SNC est, historiquement, la méthode de
référence. Cette approche, portant sur la transmission d’isolats (agent infectieux non
caractérisé) a la souris, a permis de définir la notion de souche d’ESST qui repose sur la
caractérisation compléte de la maladie induite chez les rongeurs apres plusieurs transmissions

successives et apres clonage (transmission apres dilution limite de I'inoculum).

A - Caractérisation des agents infectieux par analyse des lésions cérébrales chez
I’h6te infecté
Chez les ovins atteints de tremblante naturelle, les Iésions de spongiose peuvent étre trés
variables et semblent dépendre de la race des animaux [Zlotnik 1958] mais aussi de I’age
auquel I'animal est mort de la maladie [Wood et al. 1997]. Une étude portant sur des
moutons atteints de tremblante naturelle ou expérimentalement infectés par I’isolat SSBP/1,
de 5 races et de 4 génotypes différents, montre qu’il existe des variations importantes entre
les moutons. Ces variations, qui semblent étre dues au génotype et a la race des animaux,
mais aussi a la nature de I’agent infectieux, ont conduit les auteurs a relativisé les possibilités
d’identification des isolats/souches de tremblante par cette méthode [BegaraMcGorum et
al. 2002]. Une autre étude, montre que différents phénotypes neuropathologiques peuvent
étre distingués dans différents troupeaux de moutons ARQ/ARQ atteints de tremblante.
Cependant, il est difficile de distinguer I’agent de I’ESB chez des moutons expérimentalement
infectés de ces cas de tremblante naturelle. En effet, chez des ovins de génotype ARQ/ARQ,
expérimentalement infectés par I’ESB, les profils |ésionnels obtenus sont trés proches de ceux

de cas de tremblante chez des moutons de méme génotype [Ligios et al. 2002].

Chez les bovins atteints d’ESB, I’étude des Iésions cérébrales montre une grande uniformité.

Ainsi, les profils observés dans les cas d’ESB chez des bovins au RU sont trés similaires [Wells et
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al. 1995] [Simmons et al. 1996] et des profils identiques ont été décrits dans des cas d’ESB au
Japon [Kimura et al. 2002], au Portugal [Orge et al. 2000], en Espagne [Badiola et al. 2002]
suggérant qu’une seule souche d’ESB est incriminée. Cependant, un nouveau phénotype a
été réecemment identifié chez deux bovins en Italie, suggérant la possibilité d’existence d’une

ou d’autres souches plus minoritaires.

L’utilisation de cette méthode d’identification des souches d’agent infectieux chez I’héte
d’origine ne permet cependant pas de comparer des souches chez différentes espéeces
atteintes ; en effet le développement des Iésions de spongiose dépend a la fois de la souche
d’agent infectieux mais aussi des criteres d’hétes : une méme souche n’induit pas la méme
neuropathologie chez deux especes différentes. La transmission a des modéles murins
permet donc de s’affranchir des facteurs d’hdte et de comparer les souches d’agent

infectieux provenant d’espéces différentes.

B - Caractérisation des souches sur modeles murins : le modeéle de référence

Suite a la description en 1961, de Pattison et Milson de deux types de tremblante chez la
chévre, Chandler teste la sensibilité de trois lignées de souris & ces deux isolats de tremblante
[Chandler 1961] [Pattison et al. 1961]. Quelques mois plus tard, les souris inoculées avec la
souche « Drowsy » développent une encéphalopathie spongiforme transmissible alors que la
maladie ne se développe que beaucoup plus tard chez les souris inoculées avec I’isolat de
type «Scratching », confirmant finalement I’existence de deux types d’agent infectieux
[Chandler 1961] [Chandler 1963].

L’étude de transmissions de différents isolats de tremblante a différentes lignées murines a
permis de mettre en évidence des variations de périodes d’incubation, de signes cliniques et
de lésions neuronales. En général, lors de transmissions successives a une lignée de souris, ces
critéres se stabilisent et sont alors représentatifs d’une souche donnée dans un modele murin

donné [Fraser et al. 1968].

1- Signes cliniques et périodes d’incubation chez la souris

L’inoculation des souris avec un homogénat de cerveau infecté peut se faire par voie
intracérébrale (IC) ou par voie périphérique (intra-péritonéale (IP) généralement). Certains
isolats, comme ceux de I’ESB, ont été transmis parfois plus facilement par voie IP que par voie
IC lors d’un premier passage a la souris; c’est pourquoi, pour optimiser les chances de
transmission de la maladie, les souris sont inoculées simultanément par voie IC et par voie IP
[Bruce 1996b].

Une fois inoculées, les souris sont régulierement suivies. Le comportement des animaux est
évalué systématiquement et enregistré sous les termes «non affectée » (pas de signes

cliniques), « possiblement affectée » (signes cliniques frustres) ou « affectée » (signes cliniques
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clairement identifiés) [Dickinson et al. 1968a]. Les signes cliniques généralement observés sont
I'inactivité ou une hyperactivité, un pelage ébouriffé, un dos vodté, une queue rigide, une
ataxie, une démarche vacillante accompagnée d’une incoordination motrice, une paralysie
flasque du train postérieur, du prurit et parfois une obésité en phase pré-clinique [Thackray et
al. 2002] [Carp et al. 1991] [Kim et al. 1988] [Dickinson et al. 1968a]. Ces symptomes
n’apparaissent pas forcément tous et certains peuvent étre plus ou moins caractéristiques
d’une souche donnée. Ainsi, la souche ME7, qui induit parfois une incontinence urinaire
[Dickinson et al. 1968a], provoque une inactivité prononcée et une faible coordination
motrice pendant les phases d’activité [Dickinson et al. 1969a] ; comparativement, la souche
22C induit chez les souris une forte incoordination motrice et un comportement actif normal
[Dickinson et al. 1969a]. Une étude systématique automatisée permet aussi de différencier de
facon précoce des souches grace a I’étude de I'activité circadienne : des souris inoculées
avec la souche 301C (ESB sur C57BL) montrent une trés importante baisse d’activité, bien
avant I'apparition des signes cliniques caractéristiques, contrairement a des souris inoculées
avec les souches ME7 et 139A [DellOmo et al. 2002].

La période d’incubation est définie par la période séparant le jour de I'inoculation et
I’euthanasie de I'animal (ou mort naturelle). Cette euthanasie est réalisée soit apres
I’observation de signes cliniques caractéristiques (« souris affectées ») pendant au moins trois
semaines consécutives, soit a un stade plus avancé de la maladie (in extremis) si I'animal a
présenté des phases de rémission transitoires [Dickinson et al. 1968a]. Ce systéme de score
des signes cliniqgues semble efficace dans la plupart des expérimentations. Cependant,
certaines souris, comme les VM, sont généralement moins actives que les autres lignées
murines et la mesure de I’activité peut étre alors plus difficile [Dickinson et al. 1968a].

La période d’incubation peut aussi dépendre du sexe des souris inoculées. Dans différents
modeles murins infectés avec I'agent de I’ESB (premier passage, IC), les méales C57BL ont
développé la maladie environ 280 jours avant les femelles [Abiola et al. 2002]; ce
phénomeéne avait déja été décrit avec de nombreuses souches de tremblante mais les
différences n’étaient que d’environ 20 jours au maximum avec des périodes d’incubation

plus longues chez les males [Outram 1976].

2 — Importance des facteurs génétiques sur la période d’incubation chez la souris - isolement
des souches d’ESST

Les ESST sont causées par un agent infectieux dont la réplication est sous le contrble
génétique de I’hote [Dickinson et al. 1968a]. Chez la souris, le géne Sinc (scrapie incubation)
de I’héte exerce une influence majeure sur la période d’incubation aprés infection avec
différentes souches de tremblante. C’est I’étude de la sensibilité de différentes lignées
murines a la souche de tremblante ME7 qui a permis de mettre en évidence I’existence de

ce déterminisme génétique [Dickinson et al. 1968a] [Dickinson et al. 1969b]. Deux alléles de
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ce géne ont été identifiés, et désignés sous les termes de s7 et p7. lls impliquent
respectivement une courte (short) ou une longue (prolonged) période d’incubation avec la
souche ME7Y.

En 1966, une lignée murine albinos (VM, p7p7), développée au Moredum Research Institute a
Edinburgh, montre cependant une plus grande sensibilité a la souche 22A comparativement
a des souris C57BL (s7s7) inoculées avec ce méme agent. Cette observation a révélé a la fois
I’existence de souches d’un autre type, différentes de ME7, qui se répliquent plus facilement
chez des souris p7p7, mais aussi I'intrication des facteurs d’hotes et des agents infectieux
dans ces maladies [Dickinson et al. 1979].

D’autres études ont permis de montrer que ce géne Sinc code pour la protéine prion. Les
souris s7s7 expriment la PrPa alors que les souris p7p7 expriment la PrPb. Ces protéines different
uniquement par deux acides aminés (PrPa: 108 leucine, 189 thréonine; PrPbr: 108

phénylalanine, 189 valine) [Westaway et al. 1987] [Hunter et al. 1992].

Pour caractériser une (ou des) souche(s) présente(s) dans un isolat, celui-ci est inoculé a des
lots de souris C57BL (s7s7), RIll (s7s7), VM (p7p7) et C57BL x VM F1 (s7p7). La durée des
périodes d’incubation peut varier en fonction des souches inoculées a des souris de type s7s7
ou p7p7 et a des souris hétérozygotes [Bruce 1996b]. C’est la comparaison des périodes
d’incubation relatives entre les différentes expérimentations qui caractérise en partie les
souches [Dickinson et al. 1979] ; ainsi, en ce qui concerne I’ESB, des périodes d’incubation
« courtes » sont observées chez des souris Rlll et successivement plus longues chez les C57BL,
VM et C57BLxVM ; des résultats différents sont obtenus avec d’autres souches et isolats de
tremblante (figure 22). Cependant, le génotype s7 ou p7 des souris ne contrble pas a lui seul
la transmission d’une souche ainsi que sa période d’incubation : des souris de génotype s7s7,
comme les C57BL ou les RIll, ont 100 jours de différence dans leur période d’incubation suite
a l'inoculation IC de I'ESB [Bruce et al. 1994a] [Fraser et al. 1992]. Cette différence de
périodes d’incubation observée au premier passage s’amenuise lors des passages successifs
chez une méme lignée murine, mais aussi lors de transmissions croisées entre les Rlll et C57BL

[Bruce 1993] [Bruce et al. 1994a] [Bruce et al. 2002].
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En ce qui concerne les souches de tremblante, elles peuvent induire des périodes
d’incubation plus courtes chez des souris de génotype s7, comparativement a des souris de
génotype p7, mais ce phénomeéne peut étre inversé pour d’autres souches.

Finalement, environ 14 souches de tremblante ont été isolées, la plupart provenant d’un seul
mélange de trois cerveaux de moutons (1 Cheviot et 2 Cheviot x Border Leicester) atteints de
tremblante disponible en 1955 : SSBP/1 (scrapie sheep brain pool/1) [Dickinson et al. 1979]. De
ce mélange ont été isolées et caractérisées sur souris les souches, 139A, 22A, 22C, 79A, 22F,
RML, 22H, 79V, 87V et 22L. De ce pool de cerveau (SSBP/1) plusieurs souches ont aussi été
isolées et entretenues chez le hamster : 263K (aussi nommée Sc237), 431K, 302K et 139H (voir
bilan sur les souches en annexe). A partir de cas de tremblante naturelle, trois souches sont
cependant plus fréequemment isolées : ME7 et 87A sur souris de génotype s7s7, et 87V sur
souris p7p7 [Bruce et al. 2002]. Récemment, une nouvelle souche, 221C, a été isolée a partir
de 4 isolats, entre 1989 et 1994, sur des moutons de races différentes atteints de tremblante

[Bruce et al. 2002].

Ces résultats révelent I’existence possible d’un grand nombre de souches isolées a partir d’un
pool de trois cerveaux de moutons atteints de tremblante. Cependant de nombreux
passages sur moutons, chévres, rats et hamsters ont été réalisés lors de ces expérimentations ;
on peut ainsi considérer que I’obtention de toutes ces souches est un résultat artéfactuel de
laboratoire. En effet, les résultats obtenus sur I’analyse de la stabilité des souches suite & une
transmission de la souris a une autre espéce comme le rat ou le hamster montrent que de
nouvelles souches peuvent étre obtenues (cf. paragraphe stabilité des souches). De plus,
cette hypothése est étayée par I'obtention de résultats similaires sur un modéle murin
transgénique exprimant une protéine prion chimére souris/hamster. Dans ce modéle,

I'inoculation de la souche Sc237 (entretenue sur hamster) conduit a I'obtention d’une
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nouvelle souche différente [Peretz et al. 2002]. Toutefois, une coexistence d’au moins deux
souches dans un méme isolat de tremblante naturelle a été suggérée [Bruce et al. 2002].

3 - Lésions neuropathologiques — définition du profil Iésionnel

Les premiéeres études concernant la neuropathologie des infections a prion incluent, entre
autre, I’'analyse comparée de I'intensité des Iésions médullaires dans des cas de tremblante
naturelle [Zlotnik 1958]. Ces données ont permis de mettre en place un systeme d’analyse
similaire dans des modeéles expérimentaux murins [Fraser et al. 1968].

L’analyse des lésions de vacuolisation dans le SNC de souris infectées par différentes souches
a permis d’identifier différents sites anatomiques variablement atteints. Sur des coupes
frontales du SNC de 7 um colorées a I’hématoxyline/éosine, la spongiose est recherchée : (1)
partie dorsale de la moélle allongée, (2) le cortex au niveau du quatriéme ventricule, (3) la
partie corticale des collicules supérieurs, (4) I’hypothalamus, (5) le thalamus, (6)
I’hippocampe, (7) le septum, (8) le cortex frontal en regard du corps calleux au niveau de
I’hippocampe, (9) le cortex frontal en regard du noyau septal [Fraser et al. 1968]. Dans la
substance blanche, trois sites sont aussi analysés : (1*) dans le cervelet, (2*) dans les collicules

et (3*) dans le thalamus (figure 23).

Pour chacune de ces aires anatomiques, un score compris entre 0 et 5 est attribué en
fonction du degré d’atteinte spongiforme. Le score 0 correspond a I’absence de vacuoles, 1
a quelques vacuoles, 2 a quelques vacuoles uniformément dispersées, 3 a un nombre
modéré de vacuoles uniformément dispersées, 4 & de nombreuses vacuoles avec quelques
confluences et 5 a une dense vacuolisation avec beaucoup de confluence [Fraser et al.
1968]. Les scores ainsi déterminés sont reportés sur un graphique : cette représentation
constitue le « profil Iésionnel ». La constitution finale du profil Iésionnel résulte d’'une moyenne
pour chaque site anatomique des scores obtenus dans le SNC d’un lot de souris sacrifiées au

stade final de la maladie.
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Figure 23: Profil lIésionnel et typage de souche: les sites anatomiques de référence (violet) sont numérotés puis
associés a un score de 0 a 5 proportionnel au degré de vacuolisation dans la substance grise; les sites 1*- 3*
correspondent & des aires vacuolisées de la substance blanche. La représentation graphique constitue le profil 1ésionnel
typique d'une souche donnée ; les profils de trois souches de tremblante (ME7, 87V, 79A) transmises a des souris VM sont
illustrés ci dessus. D’aprés [Bruce 19964a] et [Dickinson et al. 1968a].
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La vacuolisation peut toucher la substance grise, mais aussi la substance blanche. Cette
atteinte est a la fois dépendante de I’agent infectieux et du fond génétique de I’hbte ; ainsi,
la souche 22L induit une trés forte vacuolisation de la substance grise chez des souris Rlll et
une forte vacuolisation de la substance blanche chez des souris VM [Fraser 1979a]. Avec la
souche ME7, la vacuolisation de la substance blanche est le plus souvent non existante ou
rare ; parfois, elle peut étre au contraire trés importante, ce qui semble dépendre du
génotype du donneur (inoculum), de I’hdte, du sexe de I’'héte et de la voie d’inoculation
[Fraser 1976]. D’autres souches comme 139A ou 79A produisent d’importantes Iésions dans la
substance blanche chez toutes les lignées de souris étudiées, contrairement a 22C qui n’en
induit jamais [Fraser 1976]. Dans certains modeéles expérimentaux murins de la maladie de
Creutzfeldt-Jakob, d’importantes Iésions de la substance blanche sont observables dans le

cervelet, le pont et la moelle épiniere [Tateishi 1996].

Outre les lésions de vacuolisation, des dépbts de type amyloide peuvent étre mis en
évidence dans le systéme nerveux central des souris infectées. Ces dépbts peuvent étre de
type variable : sous forme de plaques (indistinctes, amorphes, stellaires, géantes), sous forme
diffuse ou péri-vasculaires [Bruce et al. 1975]. La formation de ces plaques amyloides dépend
a la fois de la souche considérée, de la lignée murine ainsi que de son génotype (s7ou p7)
[Bruce et al. 1976] [McBride et al. 1988]. Leur présence dans un site neuro-anatomique donné
dépend aussi de la voie d’inoculation [Bruce 1981]. Ainsi, certaines souches comme 87A et
87V induisent la formation de nombreuses plaques amyloides [Bruce et al. 1976] [Bruce 1981].
D’autres comme 111A produisent des plaques amyloides entourées d’une couronne de
vacuoles appelées « plaques florides » [Bruce et al. 1976]. D’autres souches comme 139A et

79A n’en produisent jamais [McBride et al. 1988].

4 - Les limites de la méthode d’identification des souches par transmission a la souris

Transmissibilité de la maladie et barriére d’especes

Certains isolats de tremblante ne sont pas transmissibles a la souris, tel que CH1641 qui est
entretenu sur mouton [Dickinson et al. 1979] [Foster et al. 1988] ainsi que d’autres isolats de
tremblante naturelle [Bruce 1996b] [Bruce et al. 2002]. Cette particularité montre qu’il existe
probablement d’autres souches inconnues, ‘non caractérisables’ sur modéles murins car non
transmissibles. De la méme facon, plusieurs expérimentations ont révélé I’absence de lésions
caractéristiques chez certaines souris inoculées avec I'agent de I’ESB lors d’un premier et
deuxieme passage en dépit de la mise en évidence de I’agent infectieux chez ces mémes
souris (C57BL/6) [Lasmézas et al. 1997]. Néanmoins, d’autres travaux montrent une
transmission de 100% lors d’un premier passage sur la souris (C57BL) [Fraser et al. 1992].

L’absence de lésions caractéristiques a aussi été rapportée chez des souris et chez des
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visons, malgré la présence de signes cliniques caractéristiques [Fraser 1979a] [Marsh et al.

1976].

Variabilité individuelle des Iésions de vacuolisation

Certains auteurs rapportent qu’en ce qui concerne la tremblante, la transmission a la souris
(premier passage) conduit a I’obtention de profils Iésionnels qui peuvent étre trés différents
dans un méme lot de souris (grande variabilité individuelle). Lors du deuxiéme passage, ces
variations individuelles semblent disparaitre et les profis obtenus sont beaucoup plus
homogenes méme si les inocula du deuxieme passage sont issus de souris ayant présenté des
profils différents en premier passage [Ryder, communication personnelle]. Ce résultat peut
correspondre a I’isolement de souches différentes et a la sélection lors du deuxiéme passage
de la souche la plus adaptée ou a une variabilité individuelle d’expression de la maladie qui
n’est pas reliée a I'existence de plusieurs souches. Seule la transmission d’inocula a des

dilutions limites (clonage) peut apporter des éléments de réponses.

Importance de la voie d’inoculation

La voie d’inoculation joue un rdle important pour le typage de souche. Une étude
comparative d’infections avec la souche 139A inoculée par voie IC ou IP montre des profils
|ésionnels similaires ; cependant I'intensité des lésions de vacuolisation est plus faible lors
d’une infection par voie périphérique pour ce modeéle de tremblante [Cole et al. 1985]. Ce
phénomeéne a aussi été observé avec d’autres souches [Fraser 1976] [Outram 1976].
Cependant, certaines souches comme 22A peuvent induire des profils Iésionnels trés similaires
suite a des inoculations IP ou IC sur des souris C57BL alors qu’ils sont relativement différents

chez des souris VM comme lillustre la figure 24 [Fraser 1976].

. . Score
Souris C57BL Souris VM

5 r S s R -~ 5

{ |
4 4 . St A .

" Figure 24 : Profils Iésionnels et voie d’inoculation
3| | 3 Profils Iésionnels obtenus chez des souris C57BL et

: VM inoculées avec la souche 22A suite a des
2| [ | 2 inoculations intracérébrales (traits pleins) ou intra-
; e \\/\\ ! ' péritonéales (pointillés). D’aprés [Fraser et al. 1976].
0 — 0
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Sites anatomiques

Dans d’autres modeéles expérimentaux qui utilisent les souches Chandler et 302K, des
différences similaires ont aussi été observées suite a des inoculations IP ou IC [Kimberlin et al.
1978].

De la méme facon, le site d’inoculation intracérébrale peut modifier les propriétés d’une

souche donnée comme I’ont montré Kim et ses collaborateurs [Kim et al. 1987]. Des souris
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C57BL ont été inoculées de facon stéréotaxique avec les souches de tremblante 139A, ME7
et 22L. Pour toutes ces souches, des différences significatives ont été observées dans les
durées d’incubation et les temps de survie : par exemple, pour ME7, une différence de 36
jours dans le temps de survie a été mise en évidence en fonction du site d’inoculation (cortex
cérébral ou cervelet). De méme des différences majeures dans les sites de vacuolisation ont
été observées avec la souche 22L: si I'inoculation a lieu dans le cervelet, les lésions de
vacuolisation sont limitées a cette structure alors qu’elle produit une vacuolisation plus
généralisée dans le reste du SNC si elle est inoculée dans le cortex cérébral. Malgré ces
différences, les titres infectieux sont les mémes dans le cortex, le cervelet et la moelle,

indépendamment du lieu d’injection (cervelet ou cortex cérébral) [Kim et al. 1987].

Stabilité relative des souches

La plupart des souches sont généralement stables aprés plusieurs passages chez la souris.
Sept souches (ME7, 22A, 22C, 22L, 79A, 87V et 139A) ont clairement présenté des
caractéristiques stables apres plus de 10 passages chez les souris de génotype approprié [Cf.
bilan sur les souches en annexe]. Cependant plusieurs exemples montrent que les souches
peuvent avoir une stabilité trés relative. Certaines souches comme 87A présentent une
certaine stabilité si elles sont inoculées a faible dose sur des souris s7s7 mais elles peuvent
changer subitement au cours des passages successifs (cf. paragraphe Classification des
souches, classe lll). Cette souche 87A a été isolée a différentes reprises a partir de plusieurs
cas de tremblante naturelle et ce phénomeéne a toujours eu lieu [Bruce 1996b].
Difféeremment, une autre souche, 111A, isolée d’un cas de tremblante naturelle n’a
étrangement pas induit de réduction du temps d’incubation apres plus de 4 passages chez
la souris qui ne développe pas de signes cliniques apres plus de 700 jours d’incubation [Bruce
et al. 1976].

La relative stabilité des souches peut aussi étre approchée par transmissions croisées entre
différents types de souris ou par transmission a d’autres espéces. Certaines souches, comme
ME7 et 22C, stabilisées apres plusieurs passages sur des souris s7s7 (clonées), et 139A, non
stabilisée (non clonée) sur des souris s7s7, n’ont jamais changé aprés passage sur des souris
de génotype p7p7. Difféeremment, d’autres souches comme 22C, non stabilisée sur souris
s7s7, ou 22A stabilisée ou non sur souris p7p7, ont changé aprés passage sur souris de
génotype différent. Ces changements semblent dus soit & la coexistence de souches soit a

un effet ’'modification — mutation’ induit par I’h6te.

Coexistence de souches dans un méme isolat
Quand la souche 22C non clonée sur souris s7s7 (premier passage) est transmise a des souris

p7p7, un changement graduel apparait aprés plusieurs passages et donne une nouvelle
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souche, 22H. Ce changement de propriété n’apparait pas si la souche 22C est clonée sur
souris s7s7 avant d’étre transmise aux souris p7p7, ce qui semble indiquer que le changement
observé n’est pas di au nouvel hbte mais plutdt a la coexistence des deux souches dans
I"isolat de départ (cf. figure 25) [Bruce 1993]. Cette coexistence de souches dans un méme
isolat de tremblante a récemment été observée. En effet, chez des souris inoculées avec un

isolat de tremblante, deux types de profil Iésionnels ont été obtenus [Bruce et al. 2002].

Effet 'modification — mutation’ induit par I’hote

Cette constatation a été faite apres étude de la transmission de 22A stabilisée (clonée sur
souris p7p7) a des souris de génotype s7s7. Contrairement a ce qui a été observé avec la
souche 22C clonée, la souche 22A clonée n’est pas stable et change graduellement apres
plusieurs passages produisant une nouvelle souche, 22F. Cette nouvelle souche 22F semble
donc étre générée depuis 22A sur un nouveau type de souris présentant un génotype
différent (figure 25). Le méme changement a été observé avec 16 lignées murines différentes
présentant un génotype s7s7 ; cependant le nombre de passages nécessaire pour obtenir
une stabilisation de la nouvelle souche 22F varie considérablement d’une lignée a I'autre.
Ces observations laissent penser que ces changements sont dus a une sélection graduelle
d’une souche mutante, 22F, qui induit d’ailleurs une période d’incubation plus courte que la

souche parentale 22A chez les souris du nouveau génotype [Bruce 1993] [Bruce 1996a].

Souris s7s7 Souris p7p7
22C 22C ME7 139A 22A 22A
non clonée clonée clonée non clonée clonée non clonée
Souris p7p7 Souris s7s7
22H 22C ME7 139A 22F 22F

Figure 25 : Relative stabilité des souches en fonction des lignées murines utilisées
La transmission de souches de tremblante entretenues sur souris s7s7 ou p7p7 peut conduire ou non a la mise en évidence
de nouvelles souches aprés transmission a des souris de génotypes différents. D’aprés [Bruce 1993].

Cet effet 'modification — mutation’ peut étre aussi observé par I’étude de la transmission des
souches chez d’autres especes animales [Pattison et al. 1968]. Kimberlin et collaborateurs ont
passé une série de souches murines sur le rat et le hamster et avant de les transmettre de
nouveau a la souris pour les caractériser permettant de mettre en évidence d’éventuelles
modifications des souches [Kimberlin et al. 1987] [Kimberlin et al. 1989]. Les souches ME7 et
22A clonées n’ont pas été modifiées apres plusieurs passages chez le rat et le hamster. De la
méme facon, la souche 139A clonée n’a pas subit de modifications suite a son passage sur le

rat. Par contre, les propriétés des souches 139A clonée et 22C clonée sont systématiquement
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changées lors de passages sur le hamster et donnent de nouvelles souches stables chez la
souris (figure 26).

Souches murines clonées

ME7 22A 22C 139A 139A

Hamster

Rat

Nouveaux passages sur souris de génotype approprié

ME7 22A 22C-H/M

Différente de 22C

139A-H/M 139A

Différente de 139A

Figure 26 : Transmission de souches de tremblante clonées au rat ou au hamster. Cette transmission peut
conduire ou non a l'isolement de nouvelles souches. D'aprés [Bruce 1993].

5 - Proposition d’une classification des souches

Les souches de tremblante peuvent étre classées en trois groupes sur des bases de

transmissibilité a différents types de souris et de stabilité aprés transmissions croisées entre
différentes lignées murines [Bruce et al. 1987].

Les souches de classe | sont des souches du type ME7, 22C et 139A qui présentent des
caractéristiques biologiques stables indépendamment des génotypes des souris inoculées (

type s7 ou p7) sur lesquelles sont entretenues ces souches [Dickinson et al. 1979].

Score

1 /\\//\/ Souris VM

- T ) Figure 27 :

o I £t . Souris C57BL x VM X L. ez L

N e Profils 1ésionnels obtenus sur différentes lignées
Y fif A hd = B z

A A Souris C57BL murines inoculées (IC) avec la souche ME7.
“\

Y

\ D’apreés [Fraser et al. 1973].

Sites anatomiques

Cependant cette « grande stabilité » n’est pas toujours observée. Ainsi, la vacuolisation de la
substance blanche est généralement absente avec ce type d’agent mais elle peut parfois

étre sévere et semble dépendre du génotype du donneur, du receveur et du sexe du
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receveur. Chez les souris BALB/c les mémes observations ont été faites et I'importance de la

voie d’inoculation (IP ou IC) a de plus été mise en évidence [Fraser 1976].

Les souches de classe || comme 22A ou 22F posseédent des caractéristiques biologiques
stables si elles sont entretenues sur des souris de génotype (s7 ou p7) identique a celui des
souris sur lesquelles elles ont été isolées. Cependant, elles changent graduellement de

caractéristiques si elles sont entretenues sur des souris de génotypes différents.

Souris VM

Figure 28 :

Profils 1ésionnels obtenus sur différentes lignées
murines inoculées (IC) avec la souche 22A.
D’apreés [Fraser et Dickinson 1973].

Souris C57BL x VM

Souris C57BL

Sites anatomiques

Les souches de classe lll (31a, 51C, 87A, 125A, 138A, 153A) peuvent, apres plusieurs passages
sur la souris, présenter des caractéristiques biologiques soudainement changées
indépendamment du génotype des souris sur lesquelles elles sont entretenues. Les souches
de classe Il induisent des périodes d’incubation similaires, induisent la production de
nombreuses plaques amyloides et une fréquence importante de vacuolisation asymétrique
dans le systéme nerveux central. Le phénomeéne de «rupture (breakdown) » qui caractérise
ces souches est défini par une soudaine diminution de la période d’incubation au cours d’un
passage a un autre, accompagnée par un changement trés marqué de la neuropathologie
(cf. figure 29) [Bruce et al. 1987]. Ce changement soudain apparait généralement entre le
deuxieme et le septiéeme passage et concerne de 40% a la totalité du lot des souris d’une
expérimentation. La nouvelle souche, désignée sous le terme 7D, est caractérisée par une
période d’incubation plus courte, une plus faible production de plaques amyloides et un
profil Iésionnel plus étendu. Toutes ces données rapprochent la souche 7D de ME7 qui sont
parfois considérées comme identiques. Aussi, il est probable que toutes ces souches de

classe lll représentent une seule et méme souche [Bruce et al. 1987].

Score Score
87A 7D (=ME7)
Wi i .
i Figure 29 :
s lllustration du phénoméne de
ah « Breakdown » - «rupture » :
Profils lésionnels obtenus sur souris
18 ! C57BL inoculées avec la souche 87A.
Dans le lot, chez certaines souris, une
ul. jl SF T T T T T T autre souche, 7D identique & ME7 est
- b—i 11— =1 Py as e 78y parfois isolée.
Sites anatomiques Sites anatomiques D’aprés [Bruce et al. 1987].
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Ce phénomeéne de «rupture » est dose dépendant, comme cela a été montré avec la
souche 87A. En effet, I'apparition de cette rupture est d’autant plus fréquente que les doses
d’inoculum sont importantes : il apparait chez toutes les souris avec un inoculum dosé a 101

par voie IC, chez 40% a 102 et chez 15% des animaux a 103 [Bruce et al. 1987].

6 - Souche(s) d’encéphalopathie spongiforme bovine

Parmi toutes les souches connues et caractérisées sur modeéles murins, celle de I’ESB, montre
une trés forte stabilité. En effet, les profils Iésionnels obtenus a partir d’espéces
expérimentalement infectées (souris, mouton, porc, chévre, primate non humain) ou
suspectées d’étre atteintes par I’agent de I’ESB (nyala, grand kudu, chat, homme), montrent
une grande uniformité [Bruce et al. 1994a] [Bruce et al. 1997] [Lasmézas et al. 2001], et se
distinguent des souches de tremblante décrites ou des cas de MCJsp [Bruce et al. 1997]

[Lasmézas et al. 2001] [Bruce et al. 2002].

. Souris C57BL ____ .Souris RIll . Souris VM * Souris IM

4

Figure 30: Profils Iésionnels obtenus sur différentes lignées murines inoculées avec un cas de tremblante
naturelle (trait plein) ou avec quatre cas d’'ESB (pointillés) (passage primaire). D'aprés Fraser 1992.

Entre 1963 et 1994, 35 moutons et 2 chévres atteints de tremblante, 2 visons atteints d’EST et
un cervidé atteint de CWD ont fait I’objet de transmissions a la souris ; les profils Iésionnels
obtenus ont toujours été différents de ceux observés dans le cas de I’ESB [Bruce et al. 1997].

La stabilité de I’ESB, lors de transmission expérimentale au macaque (premier passage) ou
lors de transmission naturelle a I’homme, ne semble cependant pas absolue. En effet, la
transmission a la souris (C57BL/6) de ces deux maladies induit un polymorphisme Iésionnel
dans I’hippocampe accompagné d’une plus sévére vacuolisation comparativement a des
souris inoculées avec de I’ESB bovine. Suite a un deuxieme passage chez le macaque, la
transmission a la souris induit une plus grande homogénéité des profils Iésionnels, les souris
présentant des lésions importantes de I’hippocampe (signature hippocampique). Ceci
semble signer I’évolution ou I’adaptation de I’agent de I’ESB chez les primates [Lasmézas et

al. 2001].

Etrangement, les profils Iésionnels obtenus par Bruce et collaborateurs sur différents types de

souris apres transmissions de I’ESB divergent de ceux obtenus par Fraser en 1992 (figures 30, 31
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et 32). Ces différences illustrent peut étre une évolution des lignées murines utilisées qui ne
développent pas la pathologie de la méme maniére que les souris employées en 1992 par

Fraser. Par ailleurs, I’lhypothése de I’existence de plusieurs souches d’ESB peut étre aussi

envisageée.
5 -
RIll s7s7 CS57BL s7s7 VMP7p7 Figure 31 :
4 Profils Iésionnels obtenus sur souris RIll, C57BL
et VM apres transmission de la souche 301C
3 I-I I (ESB adaptée a la souris Sinc s7s7).

Pointillés : 301C adaptée ala C57BL
Traits pleins : 301C adaptée a la RIIl.
D’apreés [Bruce et al. 2002]

123 45867889 123 456789 1234567839

RIIl s7s7 | c57BL s7s7 VM P7p7
4 T Figure 32:

Profils Iésionnels obtenus sur souris RIll, C57BL
et VM apres transmission de la souche 301V
PR ] (ESB adaptée a la souris Sinc p7p7).

D’apreés [Bruce et al. 2002]

12345868789 1234567829 123465686789

Cette existence de souches différentes d’ESB est en partie suggérée par I’équipe écossaise
qui décrit la mise en évidence de deux souches, 301C (sur souris Sinc s7s7) et 301V (sur souris
Sinc p7p7) isolées systématiquement des cas d’ESB testés [Bruce et al. 2002]. Il est
généralement admis qu’il n’existe une souche majoritaire stable d’ESB comme le montre les
résultats précédemment décrits. Cependant la transmission de 301V sur Rlll ou 301C sur VM
ne conduit pas a des profils similaires dans chaque lignée murine comme l’illustrent les profils
des figures 31 et 32. Il est donc possible que I’ESB transmise & une espéece X n’induise pas un
profil Iésionnel similaire & 301C sur souris s7s7 ou a 301V sur souris p7p7 et qu’elle soit de ce fait
non reconnue par cette méthode de typage des souches. De méme, d’autres travaux
indiquent que la transmission de I’ESB a des modeles murins transgéniques exprimant la PrPc
humaine, peut conduire a I'obtention de deux signatures pathologiques différentes
suggérant I’existence d’au moins deux souches [Asante et al. 2002].

Cependant, il est aussi probable que les souris p7p7 exercent une influence majeure sur la
souche inoculée ; il n’existerait donc qu’une seule souche d’ESB qui serait modifi€e apres
passage sur souris p7p7 comme c’est le cas avec la souche 22A qui donne 22F sur souris s7s7

[Bruce 1993]. L’ESB pourrait de ce fait étre classée parmi les souches de classe Il
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C - Identification des souches par analyse du seul marqueur spécifique de la
maladie : la protéine prion anormale

1 - Analyse neuro-anatomique des sites d’accumulation de la PrP anormale

La transconformation de la PrPc en PrPsc joue un réle fondamental dans la pathogénie des
infections a prion. Cette transconformation aboutit & I’accumulation de la PrPsc notamment
dans le SNC [McKinley et al. 1983]. Cette accumulation de PrPsc peut étre visualisée in situ par
immunohistochimie (IHC), histoblot et PET-blot (Paraffine Embeded Tissue - blot). Cette
analyse des dépobts de PrP anormale a été partiellement réalisée sur des souches isolées sur
modéles murins par les équipes du Royaume Uni. Ainsi, les souches 87V, ME7, 22A et 79A ont
présenté des profils d’accumulation de PrP anormale différents les unes par rapport aux
autres (observation des profils dans I’hippocampe) [Bruce et al. 1989] [Bruce et al. 1994b]
[Manson et al. 1992]. La souche ME7 (souche de classe ), qui induit des profils |ésionnels
similaires sur des souris de génotype s7s7 ou p7p7, induit de la méme facon une
accumulation de PrP anormale identique chez les deux types de souris [Bruce et al. 1994b].
Aussi des profils différents ont été obtenus avec les souches 87V et 79A chez les souris p7p7 ou
s7s7 [Bruce 1993]. Dans ces modéles, 'accumulation de PrP anormale est corrélée a la

vacuolisation [Bruce et al. 1989] [Bruce et al. 1994b].

ME?7 sur ME7 sur 87V sur 79A sur
Souris s7s7 Souris p7p7 Souris p7p7 Souris s7s7

Figure 33 : Distribution neuro-anatomique de la PrP*® au niveau de I'hippocampe de souris
infectées par des souches de tremblante (immunohistochimie). (ME7, 87V, 79A). [Bruce et al.
1994b]

Ces variabilités d’accumulation de PrP anormale sont retrouvées chez différents modeéles
murins transgéniques infectés permettant de différencier des souches chez le hamster
[DeArmond et al. 1987] [DeArmond et al. 1993], d’identifier I’agent de I’ESB chez les patients
atteints du vMCJ (figure 34) [Scott et al. 1999], ainsi que différentes formes d’ESST chez
’homme (MCJsp, insomnie fatale familiale...) (figure 35) [Mastrianni et al. 2001] [Prusiner
1998].
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Figure 34 : Distribution neuro-anatomique de
la PrP™ (histoblot) sur deux sections
transversales de cerveaux de souris
Tg(bovPrP) révélant une grande similitude
entre les animaux inoculés avec l'agent de
'ESB et celui du vMCJ comparativement a un
cas de tremblante (sc). D'aprés [Scott et al.
19991.

Figure 35 : Distribution neuro-anatomique de
la PrP"™ (histoblot) sur une section
transversale de cerveaux de souris
Tg(Mhu2M) infectées avec l'agent d'un cas
dIFF (A) et un cas de familial de MCJ
(E200K) (B). D'apres [Prusiner 1998]

Chez le mouton atteint de tremblante, une analyse neuro-anatomique et cellulaire des
dépbts de PrP anormale (figure 36) permet de distinguer différents isolats de tremblante

[Gonzalez et al. 2002].

AR A
Stellate

:1 .,&— ..
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Rerivasgular s T
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Figure 36 : Identification des types d’accumulation de PrP anormale chez le mouton atteint de tremblante ou
expérimentalement infecté par I'ESB. D’aprés [Gonzalez et al. 2002]

L

Pour cela, chez des moutons cliniguement atteints, des immunomarquages de la PrP
anormale sont réalisés sur 7 sites anatomiques du SNC avec différents anticorps anti-prion (P4,
505, 521 et R486). Pour chaque anticorps utilisé, les différents types de marquage obtenus
sont quantifiés (a I’ceil) en fonction de leur localisation cellulaire et tissulaire : intra-neuronal
(IN), intra-glial (IG), associé aux astrocytes (AA) (stellaire, subpial, perivasculaire), dans le
neuropile (NR) (lineaire, périneuronal, ponctué fin, grossier particulaire et coalescent), en

plaque vasculaire (VS) et épendymaire (EP). Sur I’ensemble des sites étudiés, la moyenne des
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scores obtenus en fonction des types de marquages est comparée entre tous les anticorps
utilisés. Les scores les plus importants — détection de la plus grande quantité de PrP de
chaque type - sont représentés sur un graphique qui permet de différencier différents isolats

de tremblante de I’ESB chez les ovins comme illustré sur la figure 37 [Gonzalez et al. 2003].

24 Figure 37 : Identification de I'ESB ovine par

analyse des types cellulaires accumulant la
Prpsc

Représentation graphique de la détection
optimale de la PrP anormale en fonction des
différents types tissulaires et cellulaires
permettant de distinguer I'ESB, de [Iisolat
expérimental SSBP/1 et de différents cas de
tremblante chez le mouton.

on [

P aceumulabons oo e

T IN: intraneuronal; IG: intraglial; NR:
neuropile ; VS : vasculaire ; EP : épendymaire

a T T T =T 1 D’aprés [Gonzalez et al. 2003]
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Limites de la méthode
La principale limite de la méthode repose sur la lourdeur méthodologique qui nécessite de la
réalisation des immunomarquages de la PrP anormale. De plus, ’analyse des données peut
étre parfois trés lourde surtout en ce qui concerne la méthodologie employée par Gonzalez
pour le typage des isolats chez le mouton.
En outre, plusieurs cas de transmission d’ESST sans qu’aucune accumulation de PrP anormale
ne soit détectée ont été rapportés [Lasmézas et al. 1997] [Hill et al. 2000], ou avec des taux

trés faibles de PrP [Hsiao et al. 1994] [Manson et al. 2000].

2 - Résistance aux protéases

La détection de la PrP anormale peut étre réalisée par Western blot. Les différentes masses
moléculaires observées apres €électrophorése sont en partie dues au nombre de
glycosylation sur la PrPc. Ces glycosylations sur des résidus asparagine sont aux positions 180
et 196 de la protéine [Endo et al. 1989]. Trois formes sont donc observées : bi-glycosylée,
mono-glycosylée et non-glycosylée [Bolton et al. 1982] [Oesch et al. 1985].

La résistance aux protéases de la PrP anormale est mesurée par la détectabilité de la PrPsc
en WB apreés traitement plus ou moins long a la protéinase K (PK). Cette résistance est
variable en fonction des souches : ME7 et 87V sont plus résistantes que la souche 139A dont
la détectabilité diminue plus rapidement aprés un traitement a la PK [Kuczius et al. 1999].
L’effet du génotype de I’héte sur lequel sont entretenues ces souches est peu marqué si ce

n’est pour une seule souche étudiée, 22A [Kuczius et al. 1999]. Les souches 87V et I’ESB (301C
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et 301C passée sur souris VM) présentent des profils électrophorétiques treés similaires mais ne
montrent pas la méme résistance a la protéinase K, la PrPes étant remarquablement moins
résistante [Kuczius et al. 1999].

Les variations de résistance a la protéinase K observées avec les différentes souches de prion
se retrouvent sur des isolats de tremblante naturelle de différentes origines [Kuczius et al.
1999] [Horiuchi et al. 2002]. Certains rapportent que des isolats présentant une grande
résistance a la PK ne se transmettent pas ou peu a la souris, et les isolats présentant une faible
résistance a la PK se transmettent relativement bien a la souris [Horiuchi et al. 2002].

Chez le hamster infecté soit avec la forme DY (drowsy) soit avec la forme HY (hyper) issues de
I’encéphalopathie spongiforme du vison, des différences de résistance a la PK ont aussi été
décrites : la PrP anormale de la forme DY est plus sensible a I’action de la protéase que celle

de la forme HY [Bessen et al. 1992].

3 - Analyse des ratios de glycoformes

Par analyse en Western blot, trois formes de PrP sont observées: bi-glycosylée, mono-
glycosylée et non-glycosylée. Les quantités relatives des formes de PrP sont mesurées par
densitométrie sur des immunoblots.

L’analyse comparée des ratios de glycoformes permet de différencier diverses de souches
de tremblante murine [Somerville et al. 1997] [Kuczius et al. 1998]. Quatre glycotypes
différents sont rapportés : certaines souches, comme 79A et Chandler, ont un profil similaire
aux cas de MCJsp chez ’lhomme (bande mono glycosylée égale a plus de 50% du signal).
D’autres souches, comme 87V, présentent une bande bi-glycosylée de plus de 70%,
différemment de la plupart des souches de tremblante qui montrent pour cette bande moins
de 55% du signal. En ce qui concerne I’ESB, la forme bi-glycosylée représente 50-65% du
signal ce qui la rapproche de la souche 87V dont elle est difficilement discernable du fait
que ces deux souches présentent aussi une bande non-glycosylée de faible poids
moléculaire (environ 19 kDa) [Groschup et al. 2000]. Cette particularité du profil de glycotype
de la souche ESB a été retrouvée dans le vMCJ, chez le chat atteint d’ESF, et chez le
macaque, la souris et le mouton expérimentalement infectés par cet agent [Collinge et al.
1996] [Hill et al. 1997a] [Hill et al. 1998] [Hope et al. 1999] [Baron et al. 2000] [Stack et al. 2002].

Chez ’homme, différents types électrophorétiques ont permis de classer les formes humaines
de MCJ en 4 types principaux (description récente de nouveaux sous types [Hill et al. 2003])
(classification de I’équipe de Collinge) ou en trois types (classification de I’équipe de Parchi-
Gambetti). Un seul type, le type 4 « de Collinge », caractéristique du variant MCJ, peut étre
différencié des autres par analyse des glycotypes. En effet, il montre des ratios de

glycoformes similaires & ceux retrouvés dans I’ESB. Les autres types étant indiscernables par
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cette méthode les uns des autres (figure 38) [Collinge et al. 1996] [Parchi et al. 1996] [Parchi
et al. 1999].

504

Figure 38:

Analyse des ratios de glycoformes dans
différentes formes de MCJ chez I'homme
selon Collinge. Seul le type 4,
caractéristique du vMCJ se différencie par
cette méthode.
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Le développement récent de I’électrophorése bidimensionnelle dans les maladies a prion
ouvre de nouvelles voies d’investigations pour la caractérisation biochimique des souches
[Castagna et al. 2002]. Ainsi des cas de MCJsp présentant des expressions phénotypiques
différentes ont pu aussi étre différenciés biochimiquement par cette méthode qui permet

d’identifier des sous populations de glycotype, ce qui n’est pas possible avec un Western blot

classique [Zanusso et al. 2002].

En ce qui concerne les moutons atteints de tremblante naturelle ou expérimentalement
infectés avec Iisolat CH1641, les ratios de glycoformes sont relativement homogeénes,
I'intensité de la bande bi-glycosylée représentant environ 55% du signal. Un isolat de
tremblante expérimental, SSPB/1, se distingue cependant avec un signal pour cette bande
de 45 % [Stack et al. 2002]. Un cas particulier de transmission iatrogénique de tremblante a
des ovins et des caprins a été décrit [Caramelli et al. 2001]; chez certains de ces animaux
infectés, la bande bi-glycosylée représente environ 80 % du signal (cas présentant une
bande supplémentaire atypique de 17 kDa) [Zanusso et al. 2003].

Comparativement, I’ESB chez les bovins est difficilement discernable des cas de tremblante
par cette méthode pour laquelle la bande bi-glycosylée représente 60 % du signal [Baron et
al. 1999] [Stack et al. 2002]. L’ESB ovine induit quant a elle un signal d’environ 60 % pour la
bande bi-glycosylée [Stack et al. 2002] [Baron et al. 2000]. On peut noter que les profils
obtenus dans les cas d’ ESB chez les bovins sont tres différents de ceux obtenus chez des
bovins expérimentalement infectés avec un isolat de tremblante. Chez ces derniers, la
bande biglycosylée présente un pourcentage similaire a celle obtenue dans des cas de
tremblante ovine [Race et al. 2002].

La maladie du dépérissement chronique des cervidés, ou Chronic wasting disease (CWD),

affecte différents cervidés sauvages ou captifs des E.U. - Odocoileus hemionus (mule deer),
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O. virginianus (white-tailed deer) et Cervus elaphus nelsoni (Rocky mountain elk) - [Williams et
al. 2002]. L’analyse par Western blot de la PrP anormale révéle un signal plus important pour
la forme bi-glycosylée. Aussi des variations individuelles ont été identifi€es plus
particulierement chez Odocoileus hemionus suggérant I’existence possible de différentes

souches [Race et al. 2002].

Limites de la méthode
D’un point de vue méthodologique, le facteur limitant principal, rencontré dans cette
méthode d’analyse de souches est I’absence de standardisation de la méthode. En effet,
I"'utilisation d’anticorps différents peut conduire a I’obtention de ratios de glycoforme
variables sur un méme échantillon [Betemps et al. 2001]. Ainsi chez le mouton, les ratios de
glycoformes sont différents avec les anticorps 6H4 ou P4 ; I’anticorps P4 induisant un signal

plus fort que 6H4 pour la bande bi-glycosylée [Stack et al. 2002].

L’analyse des souches ou des isolats par glycotypage, aprés passage sur souris peut étre
modifiée en fonction du génotype du modéle murin utilisé: la souche Chandler est
relativement stable si elle est entretenue sur souris CD1 ou C57BL, mais I’ESB montre des profils
plutdt non-uniformes quand elle est entretenue sur C57BL, RIll ou VM95 [Groschup et al. 2000].
Ce phénomeéne a été décrit dans une autre étude qui montre que des souris FVB ou C57BL
inoculées avec Il'agent de [I’ESB montrent une accumulaton de PrP anormale
majoritairement bi-glycosylée caractéristique de I’ESB. Cependant des souris SJL et RIS
inoculées avec le méme inoculum produisent une PrP anormale majoritairement
monoglycosylée ; ce type d’accumulation de PrP étant toujours retrouvé lors de transmissions
successives a ces mémes souris [Asante et al. 2002]. Ce phénoméne suggére que la
transmission de I’ESB a d’autres especes peut produire une pathologie différente de celle

rencontrée habituellement.

Aussi, les profils obtenus avec la souche RML sont différents s’ils sont obtenus aprés infection
d’une culture cellulaire ou si le mélange se fait avec un lysat cellulaire de ces mémes
cultures. Ceci démontre que la cellule peut influencer les profils de glycoformes ; cependant
ces données ne sont pas retrouvées avec les souches 221, ME7 ou 87V ce qui pourrait étre
expliqué par des voies de métabolisation de la PrP anormale différentes lors de I’infection par

ces différentes souches [Vorberg et al. 2002].

L’analyse comparée de différents sites neuro-anatomiques (rétine/nerf optique ; substance
blanche/substance grise) révele aussi des variations dans les profils de glycotype (souche
139A et ME7) qui peuvent d’ailleurs changer au cours des différents stades de la maladie

[RusselakisCarneiro et al. 2002]. Ce phénomeéne pourrait étre expliqué par la propagation
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plus rapide de I'infection dans des cellules qui expriment la forme non-glycosylée de la PrPc

[Taraboulos et al. 1990].

4 - Analyse des sites de clivage de la PrP anormale

Profils électrophorétiques aprés digestion a la protéinase K

Deés 1985, des différences dans le poids moléculaire des fragments non glycosylés de la PrPres
(suite a une digestion par PK) ont été identifiées. Ainsi, la souche de tremblante 87V
présentait un poids moléculaire de la forme non-glycosylée d’environ 19 kDa, la plus grande
partie des souches présentant un poids moléculaire de ce fragment d’environ 21 kDa
[Kascsak et al. 1985].

Des différences similaires ont par la suite été identifieées dans les deux formes
d’encéphalopathies spongiformes chez le hamster doré aprés transmission d’une EST du vison
: dans la forme « hyper, HY », la PrP anormale présente un poids moléculaire plus élevé que la
PrP anormale de la forme « drowsy, DY » [Bessen et al. 1992]. Un séquencage de la partie N-
terminale de la protéine a été réalisé pour évaluer ces différences de 1 a 2 kDa observées
apres migration électrophorétique suite a un traitement a la PK entre ces deux souches : un
site majeur de clivage de la PrP a été identifié en position Gly-92 (avec deux autres sites
moins fréquents en GIn-98 et Lys-101) pour la forme DY alors que dans la forme HY, plusieurs
sites de clivage ont été identifiés dans la région des octapeptides aux positions 55, 80, 90 et
98 [Bessen et al. 1994].

Chez I’lhomme, trois masses moléculaires sont généralement décrites pour la bande non
glycosylée : 21, 20 ou 19 kDa (figure 39) [Collinge et al. 1996]. D’autres équipes ne décrivent
que deux poids moléculaires différents pour la forme non glycosylée (21 ou 19 kDa) [Parchi
et al. 1996] [Parchi et al. 1999] [Cardone et al. 1999]. L’analyse combinée du poids
moléculaire de la bande non-glycosylée et du ratio de glycoforme permet donc de
distinguer trois ou quatre types de MCJ : [type 1 et 2 de Collinge = type 1 Parchi ; type 3 de
Collinge = type 2a de Parchi ; type 4 de Collinge= type 2b de Parchi].

Mr (K) 1 2 3 4 Figure 39: Différents profils électrophorétiques chez
'homme
30— Profils électrophorétiques de la PrP*° obtenus aprés digestion a

la PK de cas sporadiques de MCJ (colonne 1 et 2), iatrogénique
(colonne 3) et du variant MCJ (colonne 4) illustrant
respectivement les différents types électrophorétiques chez
'homme : types 1, 2, 3 et 4. D'apres [Collinge et al. 1996].

20 __

Le type 1 de Collinge est toujours associé a des cas de MCJsp et a des cas iatrogenes
présentant un génotype Méthionine/Méthionine (M/M) au codon 129 du géne de la PrP. Le

type 2 est associé aux cas de MCJ présentant un génotype MM, M/Valine (V) ou V/V au

~ 89 ~



Apercu surla maladies a Prion

codon 129. Le type 3 est rencontré dans des cas iatrogénes, alors que le type 4 n’est décrit
que dans les cas de vMCJ [Collinge et al. 1996]. Une récente étude confirme que ces types
sont clairement associés au polymorphisme du codon 129 du géne de la PrP, a la durée de
la maladie et au phénotype neuropathologique [Hill et al. 2003]. Aussi, un autre type a été
identifié (type 6, M/M) suggérant I’existence de sous types multiples dans les cas de MCJsp

[Hill et al. 2003]

Chez ’lhomme, mis a part le cas du vMCJ lié a I’ESB, I’existence réelle de souches différentes
correspondant aux différents types de MCJsp n’est pas certaine. En effet, Puoti décrit
plusieurs cas de MCJsp ou chez un méme patient, une accumulation de PrP anormale des
deux types (21 ou 19 kDa) soit dans les mémes régions cérébrales soit dans des régions
différentes a été identifiée ; ces variations ne semblent pas corrélées au génotype du codon
129 [Puoti et al. 1999]. Ces deux formes électrophorétiques de PrP sont associées a différents
types d’accumulation de la PrP visualisée en IHC ; le type 1 (21 kDa) est associé a une
accumulation diffuse de la PrP (de type synaptique) et le type 2 (19 kDa) est strictement
associé a des dépobts péri-vasculaires et sous forme de plaques correspondant aux zones

cérébrales les plus vacuolisées (figure 40) [Puoti et al. 1999].

Figure 40 : Corrélation entre les formes d’accumulation de la
PrPsc et les types électrophorétiques.

Immunohistochimie de la PrP anormale chez un patient atteint
de spMCJ présentant deux formes d'accumulation de la PrP
anormale (a, b), soit sous forme de plaque (d) soit sous forme
diffuse (e). L’analyse en Western-blot (c) de deux régions
différentes du cerveau de ce patient révéle I'existence de
deux formes non glycosylées de 21 ou 19 kDa (colonnes 1 et
2) ; comparativement deux autres patients accumulant soit
une forme de 21 soit une forme de 19 kDa (colonne 3 et 4).
D’aprés [Puoti et al. 1999].

Dans les souches de tremblante caractérisées sur modéles murins, seules les souches 87V et
I’ESB (301C - 301V) montrent une forme non-glycosylée de plus faible poids moléculaire
(environ 19 kDa) [Kascsak et al. 1985] [Collinge et al. 1996]. La plus grande partie des souches
présente un poids moléculaire de ce fragment d’environ 21 kDa. Ces souches sont donc
caractérisées par des sites distincts de clivage a la PK. L’approche de la localisation des sites
de clivage peut-étre réalisée par I'utilisation d’anticorps dirigés contre différentes régions de
la protéine prion. Ainsi, I’anticorps 3B5 dirigé contre la région des octapeptides de la PrP (aa
79-92 de la PrP humaine) permet de différencier I’ESB des autres souches de tremblante chez
des souris C57BL, Rlll ou tg20 infectées expérimentalement. L’anticorps ne réagit pas avec la
PrPEse mais réagit trés bien avec la PrP anormale d’autres souches de tremblante comme 22A
ME7, Chandler et étrangement avec 87V qui montre comme I’ESB un plus faible poids
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moléculaire de la bande non-glycosylée [Groschup et al. 2000]. Cette particularité de 87V
pourrait étre due a un site de clivage de la PrP Iégerement différent de celui de la PrPess,
permettant une réactivité avec I’anticorps. Certains résultats montrent aussi que la séquence
de la PrP de I’h6te peut avoir un impact sur le site de clivage par la PK: quand I’ESB et les
autres souches de tremblante sont entretenues sur souris VM (génotype différent des autres
lignées murines précédentes : p7p7), I'anticorps 3B5 réagit alors contre la PrPres de toutes les

souches de tremblante y compiris celle de I’ESB [Groschup et al. 2000].

Chez le mouton atteint de tremblante naturelle, des études ont montré que le traitement a la
PK conduit a I'obtention d’un fragment non-glycosylé de «haut poids moléculaire »
comparativement a des cas d’ESB ovine expérimentaux qui présentent un fragment de plus
faible poids moléculaire [Hill et al. 1998] [Hope et al. 1999] [Baron et al. 2000] [Stack et al.
2002]. Cependant, I’obtention d’un plus faible poids moléculaire de la bande non glycosylée
a été décrite dans d’autres études dans des cas de tremblante expérimentaux chez le
mouton [Hill et al. 1998] [Hope et al. 1999]. Une souche particuliere, CH1641, isolée d’un cas
de tremblante naturelle chez un mouton Cheviot en 1971 en GB [Foster et al. 1988], montre
un poids moléculaire de la bande non glycosylée similaire a celui trouvé dans I’ESB ovine
[Hope et al. 1999] [Baron et al. 2000]. L’analyse fine du poids moléculaire de ce fragment
révele tout de méme une faible différence [Stack et al. 2002]. De plus, I’analyse des ratios de
glycoformes est différente entre CH1641 et I’ESB ovine [Stack et al. 2002]. Dans le cas
particulier de transmissions iatrogénes de tremblante a des ovins et des caprins [Caramelli et
al. 2001], certains animaux infectés ont présenté une bande supplémentaire atypique de 17
kDa (en plus des trois formes habituellement décrites en WB) [Zanusso et al. 2003] ; cette
bande qui révéle I'existence de plus petits fragments de PrP anormale, pourrait étre due,

selon les auteurs, a I’absence de la région des octapeptides dans cette fraction de PrP.

La détermination du site de clivage peut aussi étre abordée chez les ovins grace a I'utilisation
d’anticorps dirigés contre la région proche du site de clivage. La comparaison du signal
obtenu avec I'utilisation d’un anticorps comme 6H4 (reconnaissant un épitope de la partie
résistante de la PrP) et de I’anticorps P4 (épitope proche du site de clivage par la PK, 89-104
de la PrP ovine) permet ainsi d’obtenir des signaux comparables dans les cas de tremblante
naturelle. Par contre, une trés nette diminution du signal est observée avec I'isolat CH1641,
I’ESB ovine, et I’ESB chez les bovins (ces trois cas présentant une bande non glycosylée plus
basse) [Stack et al. 2002].

L’ESB, qui montre de fortes potentialités dans le franchissement des barriéres d’espéeces, et
qui a été identifice dans le vMCJ et dans d’autres especes animales, transmise

expérimentalement au macaque, a la souris, au porc et au mouton (cf précédemment)
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présente en WB, dans toutes ces especes une bande non-glycosylée de faible poids
moléculaire (environ 19kDa) (figure 41) [Collinge et al. 1996] [Hill et al. 1997a] [Hill et al. 1998]
[Hope et al. 1999] [Baron et al. 2000] [Stack et al. 2002].

1

Figure 41 : Profils électrophorétiques et identification de la souche d’ESB dans
différentes espéeces

protéinase K issue d’un cerveau de vache atteinte d’ESB (1), de souris FVB
inoculées avec I'extrait utilisé en 1(2), de vMCJ (3), de souris FVB inoculées
avec |'extrait utilisé en 3 (4).

Les profils de migration de la PrPres sont similaires. D’aprés [Hill et al. 1997a].

2 3 4
”. Western-Blot illustrant les profils similaires de migration de la PrP résistante a la
e i,

Limites de la méthode

D’un point de vue méthodologique, plusieurs traitements chimiques peuvent induire des
variations de la mobilité électrophorétique de la PrPres, Ainsi, Iutilisation de chélateurs de
cations (EDTA), avant traitement a la PK, induit un changement de migration
électrophorétique de la PrPres dans les cas de MCJ type 1 et 2, mais pas des types 3 et 4
(classification de Collinge) [Wadsworth et al. 1999]. De la méme facon, I’extraction de la
PrPres en milieu acide ou basique peut induire, dans certains types de MCJ et dans des cas
de tremblante naturelle, des modifications de la masse moléculaire apparente de la PrPres
[Zanusso et al. 2001] [Zanusso et al. 2003]. L'utilisation de I’acide phosphotungstique, utilisé
pour précipiter la PrP anormale, avant le traitement a la PK, induit une augmentation de la
taille des fragments de PrPres dans des cas de vVMCJ, ce qui semble indiquer une moindre
action de I’enzyme sur la PrP anormale lors de ces extractions [Wadsworth et al. 2001]. Aussi
la standardisation des méthodes de mesures est difficile a mettre en place, et seules des
différences de poids moléculaires peuvent étre mesurées entre les échantillons testés.

La nature des échantillons peut aussi induire des variations de profils électrophorétiques :
chez ’homme (vVMCJ) comme chez le mouton atteint de tremblante, les profils obtenus sur
les organes lymphoides sont différents de ceux réalisés sur le SNC [Hill et al. 1997b] [Madec et
al. 2000].

Ce critere d’identification de la souche d’ESB lors de transmissions inter-espéces est, tout
comme le critére d’identification par ratio de glycoformes, a prendre avec circonspection.
En effet, des passages inter-espéces (ou dans différents génotypes d’'une méme espéce) de
souches clonées peuvent conduire a l'isolement de nouvelles souches, totalement
différentes biologiquement. Ce phénoméne ne peut étre exclu en ce qui concerne la
souche ESB. Ceci peut étre en patrtie illustré par certaines données de I’équipe de Collinge
qui montrent que I’agent de I’ESB peut se transmettre a des lignées murines transgéniques
(huPrPMM129) et se développer phénotypiquement soit comme le variant MCJ soit comme

des cas de MCJsp; ces souris inoculées avec I'ESB peuvent produire un profil
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électrophorétique de type 2 (20 kDa) ou de type 4 (19 kDa) [Asante et al. 2002]. Ceci avait
déja été observé dans d’autres lignées murines transgéniques (huPrPVV129), qui produisaient
des types électrophorétiques différents de ceux des inocula de cas de MCJsp [Collinge et al.
1996] (figure 42). Ce phénomeéne n’est pas observé dans d’autres modeéles transgéniques qui
propagent le méme type électrophorétique que I'inoculum de départ (cas naturels de

tremblante ou ESB ovine) [Crozet et al. 2001b] [Crozet et al. 2001a].

1314 1516 5 6 7 8

Figure 42: Transmission du MCJ a des souris Tg(huPrP) - Profils
électrophorétiques

(13) : MCJ iatrogénique type 3 produit chez la souris un type 3 (14)
(15) : MCJ iatrogénique type 2 produit chez la souris un type 2 (16)
(5) : MCJ iatrogénique type 1 produit chez la souris un type 2 (6)
(7) : spMCJ type 1 produit chez la souris un type 2 (8)

Hu Mo. Hu Mo u ‘Mo Hu Jo D’aprés [Collinge et al. 1996.]

Analyse du métabolisme de la PrP anormale par les cellules

En plus de I’analyse du profil électrophorétique, I'identification d’une infection par I’'ESB chez
le mouton peut aussi étre réalisée par une approche immunohistochimique centrée sur
I’analyse des voies de métabolisation de la PrP anormale dans les cellules présentant une
activité de phagocytose. Ainsi, en utilisant des anticorps dirigés contre la partie limitant la
zone de clivage a la PK, une plus grande dégradation de la PrPEs® peut étre mise en
évidence comparativement a la PrPsc de cas de tremblante (la partie résistante de la PrPEese
étant plus courte que celle de la PrPsc, cf. profils électrophorétiques). Cette particularité
physiopathologique a été identifiée dans les macrophages des centres germinatifs des
follicules lymphoides (TMB : tingible body macrophages) (figure 43), dans des cellules gliales

et dans certains neurones (vésicules d’endocytose) du SNC (figure 44) [Jeffrey et al. 2001a].

Figure 43 :

Immunomarquages de la PrP anormale sur des coupes d’organes lymphoides de
moutons atteints de tremblante (en bas) ou expérimentalement infectés par I'ESB
(en haut). L’utilisation d’anticorps dirigés contre la partie résistante de la PrP
anormale révéle une accumulation de PrP dans les macrophages (marquage en
gros grains) (a, b, d, e). Par contre, I'utilisation d’anticorps dirigés contre la partie
proche de la zone de clivage de la PrPres par la PK montre que les macrophages
(TBMs) digérent plus la PrPESB que la PrPsc (c, f), ce qui permet de différencier les
deux types d’infection. D*apres [Jeffrey et agz0Q1a].
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Figure 44 : Identification des sites de clivage
de la PrP anormale par les cellules

Extracellular
Diagramme schématique représentant les
épitopes reconnus par différents anticorps
sur la protéine prion ovine (rose).

P P ( ) Intraneuronal
L’accumulation de la PrP chez les moutons
peut se faire sous forme native, ou sous
différentes formes tronquées.

Intra-glial

L’utilisation des anticorps P4, 521 et 505
permet de mettre en évidence des Intra-TBM
difféerences dans le processus de
dégradation de la PrPsc dans trois types
cellulaires chez des moutons infectés par la
tremblante (jaune) ou par I’ESB (rouge).
D’apres [Jeffrey et al. 2003]

Limites de la méthode

L’identification de I’ESB par cette méthode n’est pas certaine, car il existe une souche de
tremblante expérimentale, CH1641, qui est caractérisée par un profil électrophorétique
proche de celui de I’ESB, et qui est difficilement discernable sur ces critéres d’analyse de
poids moléculaire [Hope et al. 1999] [Baron et al. 2000]. L’analyse des processus de
métabolisation de la PrP anormale chez des moutons infectés par cette souche (CH1641) n’a
pas été décrite mais il est probable qu’elle se rapproche de celle de I’ESB ovine. Seule une
analyse fine du site de clivage pourrait peut-étre permettre de différencier ces deux souches
étant donné qu’une faible différence de poids moléculaire a tout de méme été observée en
Western-blot [Stack et al. 2002].

Aussi en cas de co-infection par I'agent de I'ESB et par une souche de tremblante
‘classique’, dans I’hypothése d’une réelle co-existence des deux souches, I’ESB serait
masquée par la tremblante du fait que seule I'absence de marquage de la PrPesB permet
d’identifier cette souche (figure 44).

De plus cette approche a été décrite trés récemment et peu de données sont disponibles

actuellement, le nombre d’échantillons testés étant tres limité.

5 - Analyse immuno-conformationnelle de la PrP anormale (CDI — conformation dependant
immuno-assay)

Dans ce type d’approche, la PrPsc est identifiée sur le principe par des différences d’affinité
d’un anticorps pour la PrPsc et la PrPc dénaturées ou non [Safar et al. 1998]. En fait
limmunoréactivité de la PrPsc est augmentée lors de la dénaturation. Dans ce test, les
quantités des deux isoformes de la PrP sont évaluées ainsi que I’affinité de I’anticorps pour
son épitope dans des conditions dénaturées ou non.

L’analyse du rapport des affinités d’un anticorps anti-PrP pour son ligand (PrP) dénaturé ou

non permet aussi de différencier différentes souches chez le hamster. Ainsi, le test permet de
~ 94 ~
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mettre en évidence différentes conformations de la PrPsc associées a différentes
caractéristiques de souches. Certaines souches qui présentent la méme durée d’incubation
et des profils électrophorétiques identiques (HY et Sc237 par exemple) peuvent étre
différenciées par cette méthode. Cette analyse semble indiquer que la PrP anormale
supporte I'information de souche par sa conformation secondaire et tertiaire [Safar et al.
2000].

Cette méthode est potentiellement un outil utile qui permettrait de distinguer la PrP anormale
issue de vVMCJ comparativement a des cas de MCJsp et aussi I’ESB ovine de différentes
souches de tremblante. Cependant, I’existence d’une grande variabilité des propriétés des
souches et des isolats de tremblante, ne permettra probablement pas de distinguer

facilement I’ESB ovine de cas de tremblante.

Conclusion
Les parametres qui permettent de distinguer les souches peuvent étre classés en deux

catégories :

Données Qualitatives
1 - Signes Cliniques
2 - Distribution des Iésions de vacuolisation dans le SNC
3 - Distribution de I’laccumulation de la PrP anormale dans le SNC
4 - Analyse des sites de clivage de la PrP anormale
5 - Analyse conformationnelle de la PrP anormale
Données Quantitatives
1 - Durées d’incubation aprés inoculation sur modele animal
2 - Résistance de la PrP anormale aux traitements physico-chimiques et aux protéases
3 - Analyse des ratios de glycoformes

4 - Titrage de I’agent I'infectieux

En plus de son intérét pour le diagnostic, I’analyse de la PrP anormale offre de nombreuses
possibilités d’investigations permettant d’aborder la notion de souche. Cependant, ces
méthodes restent trés complémentaires les unes des autres étant donné qu’elles sont de
développement relativement récent, et qu’elles sont généralement mal standardisées.

Leurs utilisations présentent néanmoins un intérét majeur puisqu’elles permettent de
s’affranchir du temps relativement long nécessaire au typage de souche sur modéle murin.
Ainsi des analyses peuvent étre effectuées rapidement sur un grand nombre d’échantillons.
Dans le cadre de la recherche de I’'agent de I’ESB dans les troupeaux de petits ruminants par

exemple, la détection d’une signature de type ESB sur un échantillon par une de ces

~ 05 ~
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méthodes nécessiterait cependant I'inoculation a des modéles murins pour pouvoir

caractériser définitivement la (les) nature(s) de la souche(s) présente(s) dans I’isolat étudié.

~ 06 ~



Objectifs du travail de these

Les premiéres transmissions de I’lESB au mouton, initi€es en 1988 a Edimbourg par Foster et ses
collaborateurs, démontrérent la sensibilité des ovins a cet agent infectieux. En 1996, les
premiers cas du vMCJ ont été décrits et le lien avec I'ESB a clairement été identifié par
différentes équipes. Dés lors, la question des éventuelles sources de contamination humaine
a été posée, notamment en ce qui concerne les troupeaux ovins suspectés d’avoir pu étre
infectés par des farines de viande contaminées. L’identification de Ilagent de I’ESB chez le
mouton nécessite donc la mise en place de modéles expérimentaux afin de caractériser et

de comprendre la physiopathologie de la maladie chez les ovins.

Deés 1997, le laboratoire de I’Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA) de
Lyon a initié le développement d’un modéle d’ESB ovine expérimental. Quatre brebis de
race Lacaune ont été infectées par I’'agent de I’ESB. Deux ovins présentant un génotype
connu pour induire une sensibilité a la tremblante naturelle (PrPARQ/ARQ), et deux autres de
génotype conférant une importante résistance a la tremblante (PrPARR/ARR) ont été inoculés

par voie périphérique avec un extrait de cerveau de vache francaise atteinte d’ESB.

Dans ce travail, le premier objectif a été de caractériser, notamment par
immunohistochimie, chez ces moutons expérimentalement infectés par I’ESB, les sites
d’accumulation de la PrP anormale dans le SNC mais aussi dans les organes périphériques
comparativement a des ovins atteints de tremblante naturelle. Cette approche permet a la
fois d'aborder les caractéristiques physiopathologiques de la maladie (types cellulaires
impliqués, voies de dissémination de I’agent...), de mettre en évidence les tissus
potentiellement infectieux et d’identifier éventuellement des particularités permettant de
différencier les deux pathologies.

Par ailleurs, nous avons étudié les sites d’accumulation de la PrP anormale chez un guépard
atteint d’encéphalopathie spongiforme féline. L’étude de cette maladie, considérée
comme étant liée a I’ESB, nous a permis de considérer un autre exemple de transmission

inter-espéces de cet agent infectieux.

Le deuxieme objectif du travall a été de mettre en place des méthodes permettant
d’identifier I'agent de I’ESB chez les ovins comparativement a des cas de tremblante. Pour
cela deux approches ont été utilisées.

La premiére approche a consisté a analyser les sites de cl