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INTRODUCTION






1 LES ENCEPHALOPATHIES SPONGIFORMES TRANSMISSIBLES

Les Encéphalopathies Spongiformes Transmissibles (EST) sont des maladies
neurodégénératives affectant naturellement ’'Homme et de nombreuses autres especes de

mammiféres.

1.1 Encéphalopathies Spongiformes Transmissibles de 'Homme

Il est possible de classer les EST de 'Homme sur des bases épidémiologiques et cliniques.
Les circonstances d’apparition permettent ainsi de distinguer :
— les EST sporadiques dont la cause est inconnue
— les EST familiales ou génétiques, liees a des mutations ou des insertions ponctuelles
au sein du genBRNP (cf. 1.4.4.2) et transmises selon un mode autosomal dominant
avec une pénétrance parfois incomplete
— les EST «infectieuses », acquises accidentellement, par contamination alimentaire ou
iatrogene.
La maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ) est la seule EST humaine représentée dans ces trois

groupes (tableau 1).

Tableau 1 : Classification des EST humaines

Origine Maladie Fréquence

85 % des cas d’EST humaines

Sporadique Maladie de Creutzfeldt-Jakob sporadique 1 cas/million d'individus/an

Maladie de Creutzfeldt-Jakob familiale

10-15 % des cas d’EST humain

Familiale ou génétique Insomnie fatale familiale 188 cas en France depuis 199

N

Syndrome de Gerstmann-Stralssler-Scheincker

= 460 cas dans le monde du 1
ao(t 2012, dont 128 en France
224 cas dans le monde dtido0t
2012, dont 27 en France
Maladie décrite uniguement en
Papouasie-Nouvelle Guinée

Maladie de Creutzfeldt-Jakob iatrogene

Infectieuse ou iatrogene Variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob

Kuru




1.1.1 La Maladie de Creutzfeldt-Jakob sporadique

L’expression « maladie de Creutzfeldt-Jakob » a été utilisée pour la premiere fois en 1922 par
Walther Spielmeyer suite a lidentification par Hans Gerhard Creutzfeldt et Alfons Maria
Jakob de Iésions cérébrales ne pouvant étre associées a aucune maladie précédemment connue
chez six patients atteints de troubles neurodégénératifdéme si des études rétrospectives

ont montré que certains de ces cas ne pouvaient pas étre considérés, selon les criteres
diagnostiques actuels, comme de véritables cas d*8STette dénomination fut néanmoins
conservee.

La MCJ sporadique atteint généralement des patients agés de plus de 50 ans (4 a 5 cas/million
d’individus/an dans cette tranche d’age) avec un pic d’incidence entre 60 et 65 ans. La mort
survient le plus souvent moins de 6 mois aprés le début des symptémes

C'est une pathologie difficile a diagnostiquer du fait de la diversité des signes cliniques qui
peuvent lui étre associés. Hormis une démence rapidement progressive, qui est le seul
symptébme quasi-constant, le tableau clinique de la MCJ sporadique peut comprendre des
myoclonies, de l'ataxie, des troubles visuels, un syndrome pyramidal ou extra-pyramidal et
peut évoluer vers un mutisme akinétigtrd **° Face & cet éventail de manifestations
cliniques le recours a I'électroencéphalogramme (activité pseudo-périodique typique dans 70
% des cas}® *** ***'imagerie par résonance magnétique (hypersignal du noyau caudé et/ou

505

du putamen)®® ou la recherche de protéine 14-3-3 dans le liquide céphalorachidiest

indispensable pour établir une suspicion de MCJ ante moftabieau 2).



Tableau 2 : Criteres utilisés pour établir une suspicion de MCJ sporadique ante mortem
(d’aprés [625])

I Démence rapidement progressive

Myoclonies

Anomalies visuelles ou cérébelleuses

Syndrome pyramidal ou extrapyramidal

Mutisme akinétique

i EEG typique

v Hypersignal du noyau caudé ou du putamen a I'lRM cérébrale

MCJ sporadique probabld + 2 symptédmes de Il + Ill ou IV
ou
cas possible + présence de protéine 14-3-3 dans le LCR

MCJ sporadique possibid + 2 symptdomes de Il + durée d’évolution < 2 ans

1.1.2 Encéphalopathies Spongiformes Transmissibles familiales

1.1.2.1 Maladie de Creutzfeldt-Jakob familiale

C’est la plus frequente des EST humaines d’origine génétique.
La forme familiale de la MCJ se déclare plus précocement (25-60 ans) que la forme
sporadique. Les signes cliniques different en fonction de 'anomalie génétique impliquée et la

durée d’évolution varie de quelques mois a quelques années (plus de 10 ans dans certains

casf>??
1.1.2.2 Insomnie fatale familiale

L’'Insomnie Fatale Familiale (IFF) se déclare entre 40 et 50 ans (extrémes : 20-63 ans) et
évolue en moyenne en 18 mdéf8 *°” Les principaux signes cliniques sont une insomnie
d’apparition progressive, une dysautonomie, des troubles moteurs (ataxie, tremblements,

myoclonies, hyperréflexie) et des troubles de I'attention et de la méfibite



1.1.2.3 Syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker

L’incidence du syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) est estimée a 1 a 10
cas/100 millions d'individus/af™ Les premiers symptémes apparaissent chez des individus
ageés de 40 a 60 ans; I'évolution est souvent longue (5 a 6 ans en moyenne). A chaque
mutation correspond une forme clinique particuliere. Malgré ce polymorphisme, les
symptémes les plus fréquemment rapportés sont une ataxie cérébelleuse progressive et une

démence tardivé®.
1.1.3 Encéphalopathies Spongiformes Transmissibles infectieuses ou iatrogénes

1.1.3.1 Kuru

Le kuru a été découvert dans les années 1950 au sein de la communauté Fore de Papouasie-
Nouvelle Guinée'®” ®* Les rites anthropophages pratiqués lors de cérémonies funéraires
étaient a l'origine de la transmission horizontale de la maladie. L’hypothese la plus probable
pour expliquer I'apparition du kuru est une contamination initiale a partir d'un cas d’'EST
sporadique, dont I'agent aurait ensuite été propagé grace au canniaiéme

La période d’incubation moyenne du kuru a été estimée a 12 ans. Cependant, I'étude des cas
apparus apres l'interdiction des pratiques anthropophages par les autorités australiennes a
permis d'établir que la phase asymptomatique pouvait atteindre au moins 5&. dres

maladie, caractérisée par une ataxie progressive, évolue en quelqué¥ ibis

1.1.3.2 Variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob

La premiére description du variant de la MCJ (vMCJ) date de ¥89Rapidement, il a été
démontré que cette nouvelle EST était causée par I'agent responsable de I'encéphalopathie
spongiforme bovine (ESB), mettant ainsi en évidence une contamination par voie alimentaire
a partir de viande bovin®& 3% 2* Au 1*" ao(it 2012, 224 cas de VMCJ ont été recéfsés

dont 27 en France, auxquels viennent s’ajouter 4 cas « secondaires » attribués a des
transfusions sanguines réalisées avec du sang d’'individus en phase asymptomatique de la

_ 354, 608, 624
=3j o

maladie (n u & I'utilisation de facteurs de coagulation contaminés (fr51)



Le vVMCJ se distingue des autres formes de MCJ par ses caractéristiques épidémiologiques et
cliniqgues. L’age moyen d’apparition (28 ans) est plus faible que lors de MCJ sporadique ou
familiale. Des troubles psychiatriques (dépression, anxiété, apathie, retrait, illusions)
précedent les troubles moteurs (ataxie, myoclonies), qui n'‘apparaissent qu’'au-dela de 6 mois
d’évolution. Des troubles sensitifs douloureux persistants sont rapportés dans plus de la

moitié des ca& %

1.1.3.3 Maladie de Creutzfeldt-Jakob iatrogene

Les individus atteints par la MCJ iatrogéne ont été contaminés par un agent responsable de
MCJ sporadique a l'occasion d’actes médicaux ou d’interventions chirurgicales. Trois
modalités de contamination ont été décrites :

— L’injection intramusculaire d’hormone de croissance (226 cas répertoriés dans le
monde dont 119 en France) ou de gonadotrophines, extraites d’hypophyses prélevées
sur des cadavres humaifs "® Dés la fin des années 1980, le remplacement des
homones extractives par des hormones de synthése a permis d’éliminer cette source
de contamination. Les individus atteints étaient des jeunes adultes (environ 30 ans)
développant un syndrome ataxique avec une démence en fin d’évolution (17 mois en
moyenne)* 2%

— La greffe de dure-mere (228 cas répertoriés dans le monde en 2012, dont les deux tiers
au Japon) ou, plus rarement, de corflé€® '’ Dans ce cas, la maladie apparaissait
plusieurs années apres lintervention chirurgicale et évoluait en quelques mois. Le
tableau clinique était proche de celui de la MCJ sporadrjui® 3%

- L'utilisation d'électrodes intracérébralésou de matériel chirurgical contamif&.

Ce mode de contamination est extrémement rare (5 cas dans le monde) et aucun

nouveau cas n'a été décrit depuis 35ané

Par ailleurs, la transfusion sanguine a partir d’'un donneur atteint de MCJ sporadique, n’'a
jamais été décrite comme modalité de contamination humaine, contrairement a ce qui a pu

étre observé avec le vMCJ.



1.2 Encéphalopathies Spongiformes Transmissibles des animaux

Six EST ont été décrites chez les animaux (tableau 3), dont trois sont dues au méme agent

(Encéphalopathie spongiforme bovine, encéphalopathie spongiforme féline, encéphalopathie

spongiforme des ongulés exotiques).

Tableau 3 : caractéristiques épidémiologiques des EST animales

Nom Espéces atteintes Mode de contamination Fréquence et répartition
(premiére description)
Contamination « verticale » [ Endémique dans tous legs
Mouton placenta, colostrum, lait | pays ou I'élevage de petits
Tremblante R L . . ; . s
(1750) Chévre 'I_'ransmlss!on ho_nzont\ale :| ruminants est developpg, a
Mouflon - directe (salive, urine, féces PYexception de ['Australie
- indirecte (environnement) | et de la Nouvelle-Zélande
. . . . 190 626 cas dans le monde
Encéphalopathie Alimentaire : .
i . : : . , au 16 avril 2012, dont
spongiforme bovine Bovins farines de viande et d'os 184 619 au Rovaume Uni
(1986) contaminées yaur
3 cas chez des chévres
Chat
Guépard
, . , o . L 115 cas dans le monde au
sEpg(r:]Zﬁg?rl'r?g ?énlr?e Leopﬁirgnd hste viande Q:Lg]aerggigg bar I'agemt 16 avril 2012 (94 chats et
(1990) Ocelot de 'ESB 21 felidés sauvages en
Puma captivité)
Tigre
Bison
Eland
Encéphalopathie Grand koudou Alimentaire :
spongiforme des ongulés Nyala farines de viande et d'os 19 cas au Royaume-Uni
exotiques Oryx algazelle contaminées par I'agent de entre 1986 et 2007
(1988) Oryx gazelle 'ESB
Oryx d’Arabie
Watusi
o _Maladle du . Cerf ml_JIe_t _ Transmission horizontale - Endémique aux Etats-Unis
dépérissement chronique| Cerf de Virginie . ; . N et au Canada
Y L - directe (salive, urine, féces .
des cervidés Wapiti - indirecte (environnement) 2 cas en Corée du Sud,
(1967) Elan importés du Canada
Encéphalopathie Alimentaire : Maladie  rare, décrite
transmissible du vison Vison viande contaminée par un | uniquement aux Etats-Unis
(1947) agent d'origine indéterminée




1.2.1 Tremblante

La tremblante (ou scrapien anglais) est la plus ancienne EST connue. Sa description dans
les cheptels ovins européens est signalée dés le®X¥ibcle. Elle atteint naturellement les
petits ruminants domestiques (moutddyis aries et chevre,Capra hircus) et sauvages en
captivité (mouflon, Ovis amon musimonf°®.

Chez les ovins, la réceptivité/sensibilité a la tremblante est étroitement contrdlée par le
génotypePRNP (cf. 1.4.4.2). L'incidence la plus élevée est observée chez des animaux ages
de 2 & 5 ané®. La durée de la phase clinique varie de quelques semaines & quelques mois.
Cependant, des cas évoluant en moins de deux semaines ont ét&décrits

Dans sa forme classique, chez les ovins, la maladie est caractérisée par des troubles
locomoteurs (parésie, ataxie), des tremblements, du prurit et un amaigrissement prégressif
127,160, 183 chez les caprins, le tableau clinique est dominé par une perte de poids avec une

moindre intensité ou fréquence des troubles locomoteurs et du*pfurit

1.2.2 Encéphalopathie spongiforme bovine

L’Encéphalopathie Spongiforme Bovine (ESB), appelée communément « maladie de la vache
folle », a été identifiée pour la premiére fois au Royaume-Uni en novembré®?1986
multiplication rapide des cas d’ESB dans ce pays puis en Europe continentale, couplée a la
démonstration de son caractére zoonotique (vMCJ chez I'Hofimi&) 2°* ont provoqué une

crise sanitaire majeure en Europe a partir des années 1990.

La consommation de farines de viande et d’os (FVO) contaminées a été rapidement
incriminée pour expliquer I'apparition et la diffusion de I'E®® L'origine de I'agent causal

de la maladie est cependant incertaine. L'adaptation a I'espece bovine d'un agent de
tremblante présent dans des FVO fabriquées a partir de carcasses de petits ruminants est
souvent évoquée. Le recyclage de cet agent «adapté » aurait ensuite permis sa
disséminatior’® °°7 Une autre hypothése est la propagation d’'un agent d’EST bovine
sporadique préexistant, permise par l'utilisation des E¥/¢f: 106 568

Cliniguement, 'ESB se manifeste d’abord par des troubles du comportement et de la
sensibilité. Les animaux atteints sont nerveux et semblent inquiets, méme dans un

environnement familier. Une hyperesthésie aux sons et au toucher est rapportée dans 80 %



des cas. Ces symptoémes sont particulierement visibles chez les vaches laitieres en production
qui refusent fréquemment d’entrer en salle de traite et réagissent violemment lorsque I'éleveur
manipule la mamelle. Les troubles locomoteurs (ataxie, tremblements) sont discrets en début
d’évolution mais leur aggravation progressive entraine des difficultés au relever et des
chutes® Ces symptdmes nerveux s'accompagnent de signes généraux, tels qu'un
amaigrissement et une réduction de la production laitiere. La mort survient en quelques
semaines (moyenne : 2 mois), mais les animaux sont souvent euthanasiés en phase terminale.
L’interdiction de l'utilisation des FVO dans I'alimentation des bovins (1990), puis des petits
ruminants (1994) et enfin de toutes les espéces animales dont la chair ou les produits sont
destinés a la consommation humaine (2000) a permis de maitriser la diffusion de 'ESB au
sein des populations animales. L'association des ces mesures et du dépistage systématique de
la maladie chez les bovins entrant dans la chaine alimentaire a réduit trés fortement les risques

de contamination humaine.

1.2.3 Encéphalopathie spongiforme féline

Les résultats de transmission expérimentale de I'Encéphalopathie Spongiforme Féline (ESF)
et de 'ESB a la souris ont démontré que ces deux maladies étaient causées par le méme agent
infectieux 3 191 Les félidés auraient donc été contaminés en consommant de la viande
provenant de bovins atteints d’'ESB. Cependant, la possibilité d’'une transmission maternelle
de I'ESF a été évoquée chez un jagéairionyx jubatus) *.

Le tableau clinique de I'ESF est tres proche de celui de 'ESB, avec des troubles du

comportement, de I'ataxie et une hyperesth®sje

1.2.4 Maladie du dépérissement chronique des cervidés

Initialement décrite aux Etats-Unis dans les états du Colorado et du Wyoming, la maladie du
dépérissement chronique des cervidébr¢nic Wasting Disease — CWD) est désormais
identifiée dans 18 états américains et 2 provinces canadiennes, chez des animaux sauvages ou
en captivité®® ®22 En Europe, un programme de surveillance de cette EST a été mis en place
entre 2006 et 2010 mais aucun cas n'a été détecté parmi les 13 000 animauX’tdstés

seuls cas détectés hors du continent américain, en Corée du Sud, concernaient des wapitis
importés du Canadd® °*°
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Cliniguement, apres une période d’incubation de plusieurs années (au minimum 16 mois), les
seuls symptdmes véritablement constants sont une émaciation progressive, a I'origine du nom
de la maladie, et des modifications comportementales parfois frustes. Du ptyalisme, causé par
des troubles de la déglutition, est parfois présent. La mort survient en quelgues semaines a

quelques moi&®* %3

1.2.5 Encéphalopathie transmissible du vison

L'‘encéphalopathie transmissible du visdmansmissible Mink Encephalopathy — TME) est

une maladie rare du vison d’élevage. Suite a des enquétes épidémiologiques menées dans les
premiers €élevages atteints, I'’hypothése de la consommation de viande ovine ou bovine
contaminée par un agent d’'EST a été évoquée pour expliquer I'apparition de & TRIE
Cependant, les tentatives expérimentales de transmission orale de la tremblante au vison ont
échoué®". Par ailleurs, des visons inoculés par voie intracérébrale ou orale avec I'agent de
I'ESB ont développé une EST différente de la TME sur les plans clinique et
histopathologiqu&® Malgré ces résultats, I'intervention d’un agent d’origine bovine ne peut
étre totalement exclue, comme le suggerent les similitudes observées entre les propriétés de
I'agent de la TME et celles d’'un agent d’ESB atypique dans un modéle murin transgénique

La phase asymptomatique de la TME dure au moins 7 foi&’ Des troubles du
comportement (malpropreté, excitabilité, agressivité) sont ensuite observés, suivis par des
troubles locomoteurs (incoordination motrice, démarche anormale). Les animaux atteints ont
souvent une posture anormale (queue relevée ou rabattue sur le dos) et 'automutilation est
fréequente. En phase terminale de la maladie, aprés 2 a 7 semaines d’évolution, les animaux

deviennent somnolents’.

1.3 Caractéristigues communes aux Encéphalopathies Spongiformes Transmissibles

1.3.1 Caracteéristiques cliniques

La période d'incubation (ou phase asymptomatique) des EST est généralement longue par
rapport a la durée moyenne de vie des espéces atteintes. L'incubation varie de quelques mois
a quelques années chez les animaux et de quelques années a quelques décennies chez

'’Homme.
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La phase clinique, caractérisée par l'apparition de troubles nerveux, évolue de maniéere
subaigué a chronique (quelques semaines a quelques mois). Les symptdomes associent des
troubles moteurs (ataxie, tremblements, myoclonies), sensitifs (prurit, douleurs),
comportementaux, auxquels s’ajoutent chez 'Homme des troubles cognitifs (démence).

L’aggravation progressive des signes cliniques conduit inexorablement a la mort.
1.3.2 Caractéristiques lésionnelles

1.3.2.1 Lésions macroscopiques

Il n'existe aucune lésion macroscopique pathognomonique des EST. Seules des Iésions non
spécifiques, secondaires a la réduction de la mobilité (amyotrophie), au décubitus (myosite,
escarres) ou a des troubles sensitifs (délainement consécutif au prurit lors de tremblante ovine

classique) peuvent étre observées.

1.3.2.2 Lésions microscopiques

En histologie conventionnelle, les Iésions microscopiques sont limitées au systéme nerveux
central. Elles consistent en :
— une vacuolisation neuronale périkaryonique et une vacuolisation neuropilaire, a
I'origine du qualificatif de spongiosg®
— uneperte neuronale dont la répartition et I'intensité sont variables, en fonction de la
région cérébrale examinée. L'absence de réaction inflammatoire et d'infiltration
lymphocytaire suggére que la mort neuronale est de nature apoptotique.
— une gliose caractérisée par une hypertrophie et une hyperplasie astrocytaires et
microgliales. La surexpression des marqueurs liés aux astrocfies Fibrillary
acidic protein ou GFAP) et aux cellules microgliales (CD11 et CD68) démontre la
forte activation de ces cellulés
- des dépdbts amyloides, biréfringents apres coloration au rouge Congo, dans la
substance grise. Ces dépbts sont généralement péri-vasculaires et de taille réduite mais
peuvent parfois prendre I'allure de grandes plaques intra-parenchymai®u s
plaques multicentriques sont pathognomoniques du syndrome d&*:8& plaques

entourées d'une couronne de vacuoles (« plaques florides ») sont évocatrices de
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vMCJ® et des plaques arrondies entourées d’épines radiaires (« plaques kuru ») sont
déectées dans le cortex cérébelleux de 50 a 75 % des malades atteints*8fe&bru

Ces lésions microscopiques sont détectables en fin de période d’incubation et ne précedent que de

peu I'apparition des premiers signes cliniques.

1.3.3 Transmissibilité

Le caractére transmissible des EST a été démontré pour la premiere fois dans les années 1930
pa deux vétérinaires, Jean Cuillé et Paul-Louis Chelle, qui réussirent a reproduire une
tremblante clinique chez deux brebis inoculées par voie intraoculaire avec un broyat de
moelle épiniére provenant d’ovins naturellement infe¢t€sDans la suite de leurs travaux,

ils découvrirent d’autres voies d’inoculation efficaces (intracérébrale, épidurale, sous-
cutanée), confirmérent le pouvoir infectieux du systéme nerveux central des animaux en phase
clinique de tremblanté*’ et réalisérent la premiére transmission interspécifique (de I'ovin
vers le caprin)*®

Ces observations associées aux analogies cliniques et lésionnelles entre la tremblante et le
kuru ont suggéré que le kuru pouvait étre provoqué par un agent transnfisillette
hypothése fut confirmée par la reproduction des symptdmes du kuru chez des chimpanzés
inoculés par voie intracérébrale avec des extraits de cerveaux d’humains morts de cette
maladie'®®. Dés lors, la tremblante et le kuru ont été classés dans un nouveau groupe de

maladies neurodégénératives transmissibles, les EST, dont I'agent causal était inconnu.

Dans les années 1960, la transmission hétérospécifique de la tremblante du mouton a la

120 ot au hamste$?® constitua une étape importante dans I'étude des EST.

sourig®®, au rat
L’utilisation de rongeurs de laboratoire permit de s’affranchir partiellement des contraintes
inhérentes a l'entretien de grandes especes animales, notamment en réduisant les colts
d’expérimentation. Toutefois, ces modeles montrérent rapidement leurs limites puisque
certains isolats d’EST, infectieux lors de transmission homospécifique, sont tres difficiles

voire impossibles & transmettre aux rongétits
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Par alilleurs, la transmissibilité de certaines EST, déja démontrée en conditions
expérimentales, a pu étre constatée lors de contaminations iatrogénes :

— dans les années 1930, au Royaume-Uni, la tremblante a été transmise a 1500 ovins
suite a l'utilisation d’'un lot de vaccins contreltping ill (flavivirose neurotrope),
préparés a partir de tissus ovins contamffiés

— un épisode similaire a eu lieu en Italie dans les années 1990, suite a l'utilisation de
vaccins contréMycoplasma agalactiae (bactérie responsable de mammite, d’arthrite et
de kératite) chez des ovins et des capfitf8

— des les années 1970, des cas de transmission de la MCJ lors d’actes médicaux et
chirurgicaux ont été rapportésf.(1.1.3.3)

— l'agent de la vMCJ a été transmis lors de transfusion de sang provenant d’individus en
incubation de la maladief( 1.1.3.2)

1.4 Etiologie

1.4.1 Un agent de petite taille

Dans les années 1960, des expériences d’irradiation avait permis d’estimer la taille de I'agent
de la tremblante & environ 7 nm et son poids moléculaire a 150" D&ette estimation

initiale a été ultérieurement affinée. Lors d’expériences de sédimentation en gradient de
sucrose, réalisées a partir dhomogénats de cerveaux de hamster inoculés avec un isolat de
MCJ, le coefficient de sédimentation des fractions les plus infectieuses était d& 120S
diamétre de I'agent infectieux contenu dans ces fractions 120S a été estimé a 25-30 nm par
une technique de fractionnement (couplage flux-force de sédimentation) et son poids
moléculaire, évalué en chromatographie en phase liquide a haute performance, était compris
entre 1000 et 10005°

1.4.2 Un agent non immunogene

La transmission des EST par inoculation prouve que ce sont des maladies infectieuses.
Cependant, aucune réaction immunitaire humorale spécifique n’est détectée chez les individus
atteints d’'EST, ce qui suggere que le systeme immunitaire de I'h6te tolére I'agent pathogéene,

autrement dit, que celui-ci n’est pas immunog&fe
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1.4.3 Un agent transmissible non conventionnel

Les études physico-chimiques visant a déterminer de maniéere indirecte la nature des agents
responsables des EST ont mis en évidence leur exceptionnelle résistance aux procédés de
décontamination classiques, ce qui leur a valu la dénomination d’« agents transmissibles non

conventionnels » (ATNC).

1.4.3.1 Résistance aux procédés physiques de décontamination

Les ATNC sont résistants aux rayonnements ultra-violets, y compris a des longueurs d’onde
dtérant les acides nucléiques (254 ntn). Les rayonnementg & 100-200 kGy peuvent
réduire les titres infectieux de tissus contaminés par I'agent de la tremblante, du kuru ou de la
MCJ #°. En revanche, les radiations micro-ondes, les rayons X et les ultrasons sont sans
effet®®,

Les ATNC sont particulierement thermostables. L'efficacité des traitements thermiques
(chaleur séche, autoclavage) de décontamination varie en fonction :
— de la nature du prélévement a décontaminer. A traitement identique, le tissu cérébral
intact est plus difficile & décontaminer qu’un homogénat de cefeau
— del'état d’hydratation du prélevement. La déshydratation augmente la thermostabilité
des ATNC® *° La dessiccation de tissus macérés (homogénats) provenant d’animaux
atteints de tremblante sur une surface en verre ou en netehr] rend la
décontamination plus difficile. Ainsi, alors qu'un autoclavage a 134°C pendant 18
minutes suffit & décontaminer 340 mg d’'un pool de cerveaux de hamsters infectés par
la souche de tremblante 263K, la méme masse de cerveau préalablement maceérée
conserve un pouvoir infectieux aprés un traitement & 134°C pendant 1 h
— dela souche de prion considérég 2.4.1)
— dela combinaison des parametres de température et de temps utilisée. Un autoclavage
a 136°C pendant 4 ou 9 minutes a permis de décontaminer 50 mg de cerveau de souris
infectées par la souche 22A alors que, de maniere paradoxale, des échantillons soumis
& 138°C pendant 9 minutes sont restés infecti®ux®® Pour la souche 301V, 60 %

des souris inoculées avec des extraits de cerveaux autoclavés a 134°C ont déclaré la
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maladie, alors que ce pourcentage s’élevait a 72 % pour des inocula préalablement
chauffés & 138°¢>3

1.4.3.2 Résistance aux procédés chimiques de décontamination

Les ATNC sont peu sensibles a I'action des solvants organiques, des agents alkylants, des
agents chaotropes et des agents oxydants. Par ailleurs, le formol renforce méme leur

résistance a I'autoclavage >*

Les solutions d’acides et de bases dont le pH est compris entre 2 et 10 ont peu d’effet sur les
ATNC **,

Parmi les acides, seul I'acide formique, qui a la propriété de solubiliser les protéines, permet
de réduire de maniére significative les titres infectieux de tissus fixés au fGrmdP*?

Par ailleurs, I'exposition d’homogénats de cerveaux bovins ou murins, infectés
respectivement par 'ESB ou les souches de tremblante ME7 et 263K, a de la soude 1M ou
2M pendant 2 heures a permis de réduire fortement leur pouvoir infectieux sans toutefois le
faire disparaitré*’. L'efficacité de la soude peut cependant étre améliorée en I'associant & un
traitement thermique, de maniére séquentielle ou simultanée. Ainsi, les souches
thermorésistantes 263K et 22A peuvent étre complétement inactivées par autoclavage,
respectivement a 121°C pendant 90 minutes en soude molaire, et a 121°C pendant 30 minutes

en soude 2M°>% 553

Les détergents ont une action limitée sur les ATNC. Cependant, le dodécylsulfate de sodium
(SDS) dilué a 3 ou 5 %, couplé a un traitement thermique (autoclavage ou ébullition) permet

de réduire le titre infectieux des tissus contamiffeg*> 52 613

L’hypochlorite de sodium sous forme de solution aqueuse a la capacité d’inactiver totalement
les souches de tremblante 26313 22A et 139A%* ainsi que 'ESB™’, sous réserve que la
quantité de chlore libre disponible soit suffisante. Pour obtenir une efficacité optimale, il est
recommandé d’effectuer un traitement d’'une heure avec des solutions contenant au minimum
20000 ppm de chlore librf&
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Parmi les procédés enzymatiques de décontamination, seule I'action prolongée de protéases a
large spectre, telles que la protéinase K (PK) ou la pronase permet de réduire
significativement les titres infectied®® *’* En revanche, les nucléases n’ont aucun effet sur

I'infectiosité > 470471

1.4.4 Un agent protéique ?

Les caractéristiques physico-chimiques singulieres des ATNC (extréme résistance a la chaleur
et aux autres procédés modifiant les acides nucléiques, sensibilité a I'action des protéases,
petite taille) ont rapidement suggéré qu'ils pouvaient étre de nature prot@tye
L’identification de polypeptides associés a l'infectiosité dans le systeme nerveux central
d’individus atteints d’EST apporta du crédit a cette hypothése.

1.4.4.1 Les Scrapie-Associated Fibrils

La microscopie électronique a contraste négatif a permis d’identifier des agrégats fibrillaires,
ou Scrapie-Associated Fibrils (SAF), de 10-20 nm de diamétre et de 100 a 200 nm de long, a
partir de la fraction synaptosomale-mitochondriale de cerveaux de souris et de hamsters
infectés par la tremblante, aprés digestion par la PK en milieu détéfgebes SAF ont

aussi été détectées chez des brebis naturellement atteintes de tremblante, des élans atteints de
CWD et des humains atteints de MCJ, de kuru ou du syndrome dé%¢&% 3% 492gn
revanche, elles sont systématiquement absentes des tissus nervetl% sains

Les SAF sont associées a l'infectiosité, comme I'ont démontré les purifications des fractions
infectieuses a partir de cerveaux de hamster et de souris inoculés avec les souches de
tremblante 263K et ME?°" #’3 et leur principal constituant est un polypeptide de 27-30
kDa57, 167, 387, 47'3

La production d’anticorps dirigés contre ce polypeptide a révélé qu'il dérive d’'une protéine de
33-35 kDa, détectable par western blot, a la fois chez les individus sains et chez les individus

infectés**?

. Cette protéine est codée par un geéne cellulaire et existe sous deux isoformes dont
les propriétés biochimiques sont différentes. En effet, elle est partiellement résistante a la PK
dans les tissus infectieux, ou elle est dégradée en polypeptide de 27-30 kDa, alors qu’elle y est

sensible dans les tissus saing®?
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A la suite de ces découvertes, la nomenclature suivante a été établie:
— la protéine de 33-35 kDa est dénommeée PrP Paiease resistant Protein
— le géne cellulaire codant la PrP est dénommé PRNP
- lisoforme normal de la PrP, sensible a la PK, est appelée PrP cellulaife (PrP
— I'isoforme anormale de la PrP est appelée Rrapie (PrP) et la PrP de 27-30 kDa
obtenue aprés digestion par la PK est dénommé€ Preu Pris

1.4.4.2 Le gene PRNP

Localisation et structure

Un genePRNP a été identifié chez toutes les especes de mammiferes étudiées ainsi que chez
certaines espéces d'oiseali% °*/ de reptiles® et d’amphibiens®®. Chez les Téléostéens,
plusieurs genes paralogues PIRNP ont été décrits. Deux géenes codant respectivement les

protéines PrP1 et PrP2 ont ainsi été décrits chez le poisson Réhiererio) **'.

Le génePRNP est situé sur le bras court du chromosome 20 chez I'Hofimsur le

chromosome 13 chez les ruminants domestiques et sur le chromosome 2 chez la souris. |l

posséde un nombre variable d’exons selon I'espéce considérée : 1 seul chez les primates non-

humains, le lapin et les oiseaux, 2 chez 'lHomme et le hamster, 3 chez la souris, le rat, les

bovins et les petits ruminants. Toutefois, la totalité du cadre ouvert de |g@pgreReading

Frame — ORF), composé de 759 a 792 nucléotides, est toujours comprise dans le dernier
475

exon' ™. Cet exon est constitué d’environ 2000 nucléotides, excepté chez le mouton (4000

nudéotides), en raison d’une région non traduite, plus longue en 3.
Régulation

Le promoteur du genBRNP est dépourvu de boite TATA mais contient des ilots CpG et
plusieurs sites de fixation du facteur de transcription 8pf® 47> 49 497 9Bjan que ces
caractéristiques rappellent celles des genes domestiques, il semble pourtant que I'expression
de la PrPsoit régulée. En effet, 'activité du promoteur est dépendante de la conformation de

la chromatin®° et d’autres sites spécifiques de facteurs de transcription, tels que AP-1, AP-2,
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MyoD et NF-IL6, ont été identifiés au sein de la région flanquante 5’ duRf@NP ou dans

son premier intror®® 49639

Par ailleurs, chez les ovins, la détection de deux types d’ARNm (2.1 et 4.6 kb) produits par
polyadénylation alternative et présents en quantités difféerentes dans le névraxe et la rate,

suggére une régulation post-transcriptionnelle tissu-spécifique de I'expression dé'RNP
Polymorphisme et sensibilité génétique aux EST

La séquence du gemRNP est trés conservée au sein des différentes espéces ce qui suggere
un réle physiologique important de la PrP. Dans certaines espéces, des polymorphismes de ce

gene, associés a la sensibilité/résistance aux EST, ont été découverts.

Chez les ovins,26 polymorphismes majeurs du gemRNP ont été décrits. Les
polymorphismes des codons 136 (A/V), 154 (R/H) et 171 (R/Q/H) sont des déterminants
majeurs de la résistance/sensibilité génétique aux3g& oL 128 198, 177, 218, 220, 221, 237, 251, 269,

328, 429,513, 564, 58has études cas-témoins ont ainsi montré que l'alléle ARR était associé & une
forte résistance a la tremblante classidlfe 2% 270 %% %9 a5 animaux ARR/ARR ne
développent pas de signes cliniques et l'incidence de la maladie chez les animaux
hétérozygotes ARR est trés faible. De méme, les animaux porteurs de l'allele AHQ ne sont
gue rarement atteints. A l'inverse, les alleles VRQ et ARQ conférent une forte sensibilité a la

maladiel??, 269, 270, 564, 5('39

Chez 'Homme, des mutations ponctuelles sont associées aux EST familiales dont les plus
fréquentes sont :
- la mutation E200K pour la MCJ familiafé 1> 217 264. 406
— la mutation D178N associée a la présence en cis d’'une méthionine en position 129
(D178N — 129M) pour I'|FFE16 4%
- la mutation P102L — 129M pour le syndrome de G3S**° (la mutation P105L —
129V est également fréquente au Japh)

En outre, le polymorphisme au codon 129 (M/V) influe sur la sensibilité aux MCJ sporadique,

iatrogene et au v-MCJ.
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Ainsi, dans la population générale 51 % des individus sont hétérozygotes M/V, 37 % sont
homozygotes M/M et 12 % sont homozygotes VWA alors que les patients atteints de MCJ
sporadique sont & plus de 80 % homozygotes M/M ou /%> Des résultats comparables

sont observés parmi les cas francais de MCJ iatrogéne contaminés par l'injection d’hormone
de croissanc®&" **°

L’homozygotie M/M est également un facteur de risque majeur du v-MCJ. Parmi les 228 cas
recensés dans le monde, a I'exception de deux individus hétérozygotes M/V contaminés par
voie sanguine, tous étaient homozygotes MVt **® Toutefois au Royaume-Uni, une
suspicion de v-MCJ a été établie chez un homme hétérozygote M/V sur la base de I'age
d’apparition de la maladie (30 ans), du tableau clinique et des résultats d’'EEG et d'IRM.
Toutefois, comme aucun examen histopathologique n’a été réalisé a la mort de ce patient, le

diagnostic n'a pu étre confirnté 2%

Chez les cervidésensibles au CWD, plusieurs polymorphismes ont été décrits:

— un polymorphisme au codon 225 (S/F) chez le cerf mulet. Les animaux hétérozygotes
S/F et homozygotes F/F représentent 9.3 % de la population générale, mais seulement
0.3 % des individus atteints. En outre, I'incidence de la maladie est 30 fois plus élevée
chez les animaux homozygotes S/S que chez les hétérozygoté$ S/F

— trois polymorphismes aux codons 95 (Q/H), 96 (G/S) et 116 (A/G) chez le cerf a
queue blanché! 2% %81 Dans cette espéce, les animaux porteurs de l'alléle QGA
semblent moins fréquemment atteints que les porteurs de l'alléle?SE

- unpolymorphisme au codon 132 (M/L) chez le wapiti des montagnes rocfféufés
Des études épidémiologiques et expérimentales (transmission par voie orale)
suggérent que l'alléle L pourrait avoir un effet protecteur contre le G52 43

— quare polymorphismes aux codons 2 (V/M), 129 (G/S), 138 (S/N) et 169 (V/M) chez
le renne. Bien qu'aucun cas naturel de CWD n’ait été décrit dans cette espece, les
résultats d’essais de transmission par voie orale suggerent que I'hétérozygotie au

codon 138 pourrait avoir un réle protecteur vis-a-vis de cette mafadie
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1.4.4.3 LaPrF°

Structure

La PrP native est composée de 253 acides aminés chez 'Homme, 256 chez le mouton, 264

chez la vache et 254 chez la sodffs®'’ Dans la suite de ce paragraphe, nous adopterons la

numérotation correspondant a la PrRurine.

La PrP est une sialoglycoprotéine dont la structure comporte cing régions distinctes (figure

1):

un peptide signal de 22 acides aminés qui permet la translocation dé @aRsHe
réticulum endoplasmique et qui est clivé au cours de la maturation post-
traductionnelle de la protéine

une extrémité N-terminale (23-94) qui contient quatre a six (chez les bovins)
répétitions d'une séquence octapeptidique, riche en proline et en glycine
(PHGGGWGQ) et dont les résidus histidine peuvent fixer des iofisa@ec une forte

affinité °* >%

un domaine central (95-134) constitué d’'diuster chargé positivement (95-110) et

d’un cceur hydrophobe (111-134). Les acides aminés 103 a 111 forment une séquence
d’'arrét de transfertSop Transfer Effector) qui intervient dans la translocation de la

PrP dans le réticulum endoplasmigtré °*°

la région 135-231 au sein de laquelle se situent deux sites de glycosylation sur des
résidus asparagine (180 et 196} a I'origine des trois glycoformes de la Pi@-,

mono- et bi-glycosylée), et un pont disulfure reliant deux résidus cystéine (178 et
214y3

une séquence C-terminale hydrophobe (acides aminés 232-254), clivée et remplacée
par une ancre glycosyl-phosphatidylinositol (GPI) qui vient se greffer sur le résidu
sérine en position 231 lors de la maturation protéfjfieCette ancre GPI permet la
fixation de la PrP aux microdomaines lipidiques riches en sphingolipides et en
cholestérol (rafts de la membrane plasmique, tout en lui assurant la mobilité au sein

de la bicouche lipidiqué&®
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Figure 1: Structure de la Pfmurine (adapté de [421])

SP : peptide signal ; ORoctarepeat ; CD : domaine central ; CCcharge cluster ; HR :
hydrophobic core ; H : hélice ; GPI : ancre glycosyl-phosphatidylinositol

La structure spatiale de la Prfaturelle est mal connue car les quantités de protéine tissulaire
extraites par les techniques actuelles de purification sont généralement insuffisantes pour
réaliser des analyses biophysiques structurales (Résonance magnétique nucléaire,
cristallographie¥. La plupart des données concernant les structures secondaire et tertiaire de
la PrP ont donc été obtenues avec des protéines recombinantes, non glycosylées et dénuées
d’ancre GPI, produites par des bactéfies®® 227 360. 362, 485, 6l%rqtefois, la structure
tridimensionnelle et la stabilité thermique de la PrP recombinante bovine, déterminées par
RMN et dichroisme circulaire, sont similaires & celles de |4 frafirelle®®?

D’aprés ces étudem vitro, I'architecture générale de la PrBst semblable chez tous les
mammiferes (figure 2). Le cceur globulaire de la protéine est organisé en trois tlitks
144-154, H2 : 175-193 et H3: 200-219), dont deux sont reliées par un pont disulfure,
associées a deux feuillgtsantiparalléles (128-131 et 161-184§°% 485 486617 5 région N-
terminale (23-120) n'a pas de conformation bien définie, du fait de sa flexibilité (figlre 2)

Par ailleurs, la fixation d’ions Cii dans la région des OR pourrait jouer un réle dans la

stabilisation de la structure de la protéftte
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Figure 2 : structure tridimensionnelle de la Ph@maine obtenue par RMN

(d’aprées [617])

Biosynthése et cycle intracellulaire

Apres la synthése nucléaire, la protéine codée par leRigMe subit plusieurs modifications
post-traductionnelles dans la lumiére du réticulum endoplasmique (RE) rugueux : clivage du
peptide signal et de I'extrémité C-terminale hydrophobe, ajout de I'ancre GPI, glycosylation
et formation du pont disulfure. Elle transite ensuite par I'appareil de Golgi, ou les chaines
oligosaccharidiques sont modifié€§ avant d'étre exportée vers la membrane plasmique, o
elle se fixe aux raftgrace a son ancre GBf +8

Bien que la PrPmature soit localisée majoritairement a la surface de la cellule, trois formes
intracellulaires de la protéine ont également été décrites. Parmi ces formes minoritaires, deux
NMPrP et“™PrP) sont fixées au RE grace & leur coeur hydrophobe transmembranaire et sont
orientées dans deux sens opposés : I'extrémité N-terminale "y8PiP est située dans la
lumiére réticulaire alors qu'il s’agit de I'extrémité C-terminale pouf'f®rP 2°% >* |es
mécanismes moléculaires régulant la synthés&"terP et“™PrP sont complexes et font
intervenir a la fois la séquence sigid la séquence d'arrét de transfert, qui stoppe la
translocation de la protéine dans la lumiére réticufdite®® et les domaines hydrophobes

transmembranaire et C-termirfal.
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La troisiéme forme intracellulaire de la PrP est cytosoliftRrP). Cette localisation pourrait
provenir de la rétro-translocation (du RE vers le cytosol) d’'une faible quantité de PrP mal
repliée, pour permettre sa dégradation par le protéa¥8n@ependant, méme si 'inhibition

du protéasome provoque effectivement 'accumulation de PrP dans le cytosol, une partie de
cette®PrP est porteuse d’un peptide signal, suggérant la possibilité d’une voie alternative de

transfert de la PrP, indépendante du'RE

La PrP membranaire subit réguliérement des cycles d’endocytose/recyclage. La durée de ces
cycles a été estimée a 60 minutes en culture de cellules N2a (neuroblastome) transfectées avec
de la PrP aviaire ?*® mais elle semble étre bien plus courte (< 10 min) dans des cultures
primaires de neurones exprimant uneRaftlogéné*.

L’endocytose de la PfReut étre induite par la présence d'ions’Gat Zrf* dans le milieu

extracellulaire. La PrPinterviendrait ainsi dans le maintien de 'homéostasie cupriug®

Figure 3 : Cycle intracellulaire de la PTRI’aprés [352])
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Suite a son internalisation, la Pt colocalisée avec des marqueurs endosomaux tels que le
récepteur a la transferrine, FM4-64 ou RaF5°*? indiquant sa présence dans des vésicules
recouvertes de clathrine. L’endocytose de |&° P& la voie dépendante de la clathrine peut
paaitre surprenante car, comme toutes les protéines dotées d’une ancre GPI, elle ne possede
pas de domaine cytoplasmique lui permettant d’interagir directement avec la clathrine ou avec
des protéines adaptatric€8. Par ailleurs, la région N-terminale de la Ps@mble jouer un

réle clé dans ce phénomene : sa délétion empéche I'endocytose, alors que son insertion sur
Thy-1, une autre protéine a ancre GPI, est suffisante pour provoquer son internalisation dans
des vésicules recouvertes de clathriffe La PrP interagirait doncyia son extrémité N-
terminale, avec une protéine transmembranaire portant un signal de localisation lui permettant
d'étre endocytée par la voie dépendante de la clatftheette protéine pourrait étre le
récepteur & la laminiA% ou le récepteur des LDL LRP®. En outre, de maniére alternative,

la PrP pourrait aussi étre endocytée par la voie cavéoline-dépendante, ou par la voie
dépendante des raff§> >"

La plupart des molécules de Peghdocytées est directement recyclée a la surface cellulaire
mais un faible pourcentage (1-5 %) subit un clivage avant d’étre exporté vers la membrane
plasmique®**. Enfin, une fraction de la PtRnternalisée est transportée jusque dans des

lysosomes ou elle est dégrad®e

Distribution tissulaire

La PrP est exprimée dans de trés nombreux tissus : névraxe, appareil digestif, foie, cceur,
muscles squelettiques, poumon, rate, nceuds lymphatiques, reins, tissu mammaire, ovaires,
testicules, san¥2 Les niveaux de PfRes plus élevés sont retrouvés dans le systéme nerveux
central (SNC). Chez les ovins, les quantités de€ BaRs I'encéphale sont ainsi 20 a 16000

fois plus élevées que dans les autres orgahes

Au sein de I'encéphale, la PrBst exprimée par les neurones et, dans une moindre mesure,

par les cellules gliale§®® % La quantité de PfPvarie aussi en fonction de la zone et des

popuktions neuronales considéré&s®®
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Les cellules souches hématopoiétiqgues CD34+ expriment {a/&oPs que I'expression de la

PrP° est maintenue tout au long de la différenciation des monocytes et des lymphocytes, elle
semble réprimée au fur et & mesure de la différenciation des lignées granulo&§ftaires

Parmi les cellules sanguines matures, la°RrEté détectée a la surface des lymphocytes B et
T, des monocytes, des cellulldatural Killer (NK) et des plaquettel 26 9> 346. 353. 484

outre, les cellules dendritiques et les cellules dendritiques folliculaires expriment trés

fortement la protéin& 9 346. 364, 386
Fonctions

Malgré une expression quasi-ubiquiste, les fonctions de [arRrRont pas connues avec
précision. Toutefois, des études vivo utilisant des animaux transgéniques dépourvus de
PrP, couplées a des expérimentatiomsitro, visant principalement a identifier les molécules
capables d’interagir avec cette protéine, ont permis d’émettre plusieurs hypothéses.

Phénotype des animaux dénués de PrP

Chez la souris, l'invalidation du genernp par délétion ou interruption (recombinaison
homologue a partir de cellules souches embryonnaires) a conduit a la création de plusieurs
lignées avec des phénotypes différents.

Lorsque les modifications génomiques sont limitées au cadre ouvert de lecture édurgene

les animaux (sourisPrnp®®

[zurich 1] ou Prnp” [Edinburgh]) se développent et se
reproduisent normalement **3 Aucune pathologie nerveuse n’est observée, méme si une
démyélinisation des nerfs périphériques peut étre mise en évidence chez certains individus

agés'®. Toutefois, des études comportementales ont démontré que, comparées a des souris de

type sauvage, ces soufsnp”

etPrnp” sont atteintes de troubles du rythme circadfén

du sommeil®®’ et de I'apprentissage spatfaf. En revanche, les ligné&snp” [Nagasaki],

[Zurich 1] et RcmQ?8% 408. 489, 500. 5170ha7 |esquelles 'ORF du gémenp ainsi que ses
séquences flanquantes sont délétés, développent spontanément une ataxie accompagnée d’'une
perte massive des cellules de Purkinje (cervelet). Ce phénotype apparait tardivement et peut
étre aboli en induisant I'expression de P !

La discordance phénotypique observée entre les différentes lignées de souris Prnp kaock-out
éte expliquée par la découverte du geénad, situé 16 kb en aval du geRenp, avec lequel il
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partage environ 25 % d’homolodi® “®? Prnd code une protéine nomme&eppe (Dpl) qui

est exprimée en tres faible quantité dans le systéeme nerveux central des souris de type
sauvage et des souris transgéniciep”’ [Ziirich 1] et Prnp” [Edinburgh]*®® A I'opposé,

dans les lignée®rnp”” [Nagasaki], [Zurich I1] et RemO, la délétion des séquences flanquantes
du gene Prnp place Prnd sous le contrble du promoteur d&np, entrainant ainsi la
surexpression de Dpl dans I'encéphdfé *®® Les troubles nerveux observés chez ces
animaux seraient donc dus a la présence de Dpl en 'absence‘qéuRdPqu’a I'absence de

PrP° elle-méme.

Par ailleurs, plus récemment, aucune anomalie clinique ou physiologique n’'a été détectée

chez des bovins et des caprins PR\ 616

Fonction cytoprotectrice

De nombreuses étudasvitro suggérent une fonction cytoprotectrice de la“PeR relation

avec une activité anti-apoptotique et/ou anti-oxydante.

Des premiéres observations ont démontré que les neurones issus derspiirigNagasaki]
(surexprimant Dpl), étaient plus sensibles a I'apoptose induite par la privation de sérum que
les neurones de souris de type sauvideet que la restauration de la Prbolissait ce
phénoméne?®. Le réle anti-apoptotique de la B@été définitivement prouvé, en excluant un

r6le possible de Dpl, suite a la reproduction de ces résultats dans des neurones issus de souris
Prnp’ [zurich 1] (sans Dplf?*

Par ailleurs, la PrPest capable d’inhiber la mort cellulaire induite par la surexpression de la
protéine pro-apoptotique Bax dans des neurones primaires hufidens ce contexte, la

forme cytosolique de la PrBmpécherait le changement de conformation de Bax, nécessaire a
son activation®" %% ! e mécanisme a I'origine de cette inhibition est mal connu mais
semble faire intervenir la troisieme hélice de la PrP %% et la région des OR®: cette

derniere possede en effet des caractéristiques communes avec le domaine BH2 des protéines
Bcl-2, impliquées dans la régulation de I'apoptose et capables d'interagir avé&'Bax

La PrP pourrait également inhiber I'apoptose induite par le @NPes cellules tumorales
mammaires résistantes a 'action cytotoxique du dN&priment la PrPa des niveaux 10

fois supérieurs a ceux observés dans les cellules sensibles MCF-7. En outre, le transfert du

géne Prnp dans des cellules sensibles leur confére un phénotype ré%istant
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Parallélement a sa fonction anti-apoptotique, la° R&® impliquée dans les mécanismes de
défense cellulaire contre le stress oxydatif. Comparées a des cellules de type sauvage, les
cellules de souri®rnp®® ont une sensibilité accrue a I'action des agents oxydants tels que les
ions Cd* ou le peroxyde d’hydrogéne. Cette sensibilité est associée & une réduction de
I'activité superoxide dismutase (SOBY) 8 glutathion réductase et catalaSé La PrP
paticiperait donc a la protection cellulaire soit indirectement, en stimulant I'activité
d’enzymes anti-oxydantes, soit de maniére directe, en exercant elle-méme une activité anti-
oxydante. Une activité SODke a été démontréa vitro pour la PrPrecombinante de souris

et de poulet ainsi que pour la Priurine immunoprécipitée a partir d’homogénats de
cerveaux®. Cependant, ces résultats n'ont pas été reproduits avec Yae@dPnbinante

280 ot semblent difficilement transposables in Vi{b

humaine
La PrP pourrait également exercer une activité anti-oxydante en interagissant avec les
radicaux libres oxygénés. La PijBuerait alors le role de molécule « suicide » en neutralisant
I'activité oxydante des radicaux hydroxyles libérés lors de I'oxydation du ctivreCe
mécanisme s’accompagnerait du clivage de la° Ri&hs la région des octapeptidds (

clivage)*®® *8!

Les fonctions anti-apoptotique et anti-oxydante de |& poBrraient ne pas étre exclusives,
du fait de l'activation de certaines voies apoptotiques lors de stress oxydatif. Ainsi lors
d’exposition prolongée au peroxyde d’hydrogémeitro, la production de radicaux libres et
I'activation de la voie caspase 9/caspase 3/®Ktaient significativement plus faibles dans
des neurones exprimant la PdRie dans des neuronesp” °. Dans ce cas, I'activité anti-
apoptotique de la PfRpouvait donc étre expliqguée par son activité anti-oxydante seule, ou
combinée a une activité inhibitrice de la voie des caspases.

A I'opposé, l'induction d’'un stress réticulaire a I'aide de brefeldine A et de tunicamycine a
permis de mettre en évidence un possible role pro-apoptotique deld.@fBnction de la

PrP° pourrait ainsi étre modulée par la nature de I'agression celltffaire
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Transport du cuivre

Une mosaique de résultats expérimentaux suggere que’lp@erit un role de transporteur

du aivre.

La PrP a la capacité de fixer cet élément avec une forte affinité. Quatre iGhpélivent se

lier de maniére coopérative sur les chaines latérales des motifs histidine contenus dans les
octapeptides® °% En outre, deux sites supplémentaires de fixation ont été décrits dans le
domaine central de la Pfumaine (Hs et Hiig) 2”2

La présence de cuivre dans le milieu extracellulaire provoque I'endocytose de” im PrP
vitro® 4% Lutilisation de protéines tronquées a permis de montrer que ce phénoméne était
dépendant des octapeptidé®. La capture des ions €upar la PrP pourrait donc étre
responsable de son internalisation.

In vitro, les ions Ct" captés par les octapeptides sont réduits sous forme d'iohs Cu
L’efficacité de cette réaction est optimale a un pH de 6.5, trés proche de celui des endosomes
précoced®

En résumé, la PfPcapterait des ions €U dans le milieu extracellulaire et aprés
internalisation, ces ions seraient réduits dans les endosomes précoces. Les ions Cu+ ainsi
produits seraient ensuite transférés dans le cytosol grace a un transporteur transmefhbranaire

qui pourrait étre Ctri®®. La PrP serait quant a elle recyclée & la surface de la cellule.
Neurogenese et différenciation cellulaire

Lors de I'embryogenése, la Prést abondamment exprimée dans le neuroectodéfni@ >

mais sa répartition n’est pas homogéne au sein de I'encéphale en développemeritesa PrP
absente de la zone ventriculaire, qui contient les cellules progénitrices en phase de mitose,
alors qu’elle est fortement exprimée par les neuroblastes post-mitotiques qui migrent vers les
couches intermédiaires et margindl&s>*® >’°En outre, I'expression de la Pugmente au

fur et & mesure que la différenciation neuronale progrésée’ >3

Ce profil spatial et temporel d’expression de la “PsBmble étre en relation avec son
implication dans le processus de différenciation cellulaire. En éffettro, I'utilisation de
cellules neurales multipotentes provenant de souris sauvages, tga20 (surexprimant le géene
PRNP) etPrnp”, a permis de démontrer que le niveau d€ Pifiait sur le taux et la vitesse

de différenciation neuronal®® De la méme facon, la réduction du niveau d’expression de la
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PrP endogéne dans des cellules souches embryonnaires de type sauvage a l'aide d’ARN
interférent, retarde la différenciation celluldiré

Par ailleurs, I'addition de PfPrecombinante dans des cultures de neurones, provenant de
feetus de rat, stimule le développement d’axones et de dendrites et induit la formation de
synapse$®® Ces effets semblent étre le résultat de I'interaction entre faePdes molécules
d’adhésion, telles que la laminiff@' >*° le précurseur du récepteur de la lamirfitfeou N-

CAM °%,

Signalisation cellulaire

Grace a sa localisation a la surface cellulaire et a son ancrage membranaire aursés) des
la PrP pourrait intervenir dans plusieurs voies de signalisation cellulaire. En outre,’la PrP

interagirait aussi avec des facteurs de signalisation suite a son endocytose.

L’interaction entre la PrPet N-CAM ainsi que I'utilisation d’anticorps dirigés contre la PrP
provoquent I'activation de la tyrosine kinase Fyh°** Les conséquences de cette activation
ont été bien étudiées dans les cellules souches neuroectodermiques murines 1C11, qui
peuvent se différencier en neurones sérotoninergiques {I®1bu noradrénergiques
(1C11¥5). Dans ces modéles cellulaires, I'activation de Fyn conduit & la phosphorylation de
ERK1/2 °% et & I'activation du facteur de transcription CREB, soit par I'intermédiaire de la
cascade PI3 kinase / P®C NADPH oxydase, soit par une voie alternative, indépendante de
la NADPH oxydase (uniquement dans les cellules différencfé&s¥® La phosphorylation
de CREB entraine la transcription des genes précoces Egr-1 et c-fos, impliqués dans la
prolifération cellulaire et les mécanismes de plasticité synaptique dont fait partie la
potentialisation & long terme (PLT$® Ces résultats sont cohérents avec les troubles de la
PLT mis en évidence par électrophysiologie sur des coupes d’hippocampes de smifis P
132 et avec I'observation de difficultés d’apprentissage spatial, potentiellement imputables a
des troubles de la plasticité synaptique, chez ces aninfaux
Par ailleurs, d’autres perturbations électrophysiologiques décrites de maniere récurrente dans
des neurone®rnp”, tels que des troubles de la phase d’hyperpolarisation consécutive au
potentiel d’action (AHP)!3! 194467 ont été attribués au role probable que joue 14 BaRs
I’'hnoméostasie calcique. Les perturbations de 'AHP seraient dues essentiellement a la plus
faible concentration de calcium libre dans le cytosol des neuRymed. Deux mécanismes
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ont été évoqués pour I'expliquer: un dysfonctionnement des canaux calciques voltage-
dépendants permettant I'entrée d’ions’Cdans la cellulé®® et une augmentation du piégeage

du alcium, notamment dans le réticulum endoplasmf§le

In vitro, I'interaction entre la PfPet STI1 diminue la sensibilité des cellules (explants de
rétine ou neurones) a des signaux apoptotiffiied®et/ou stimule la formation de neurites

Ces deux effets sont la conséquence de l'activation de deux voies distinctes de signalisation
cellulaire™®. En effet, le signal neuroprotecteur fait intervenir I'’AMP cyclique et la PKA alors
quele signal de croissance neuritique nécessite 'endocytose de’let @EPSTI1 et emprunte

la voie des MAP kinases (MEK/ERKS.

Un lien entre Priet voie des caspases a été démontré lors de stress oxydatif (cas-12, 8, 9 et 3)
ou réticulaire (cas-9 et 3) avec un effet inhibiteur dans le premier cas et un réle activateur
dans le secondcf( fonction cytoprotectrice}®. Par ailleurs, la PfPpourrait aussi interagir

avec la voie PI3-kinase/Akt pour empécher I'apoptose lors de stress oxydatif. En effet,
lactivité de la PI3-kinase mesurée dans des lignées celluRirgS”® est significativement

plus faible que celle détectée dans les mémes lignées transfectées avec Rengeha
protection contre le stress oxydatif conférée par cette activité semble dépendante de la région
des OR"® De maniére similaire, la forme phosphorylée de Akt est nettement plus abondante
dans des lysats d’encéphales de souris de type sauvage que dans des lysats Rlestris

gue ce soit a I'état basal ou aprés l'induction d’'un stress ischémique. Dans ce contexte, le
niveau d’activation d’Akt est inversement corrélé & celui de la caspdde-3

La PrP pourrait intervenir dans certains mécanismes physiopathologiques de la maladie
d’Alzheimer. Chez les patients atteints par cette maladie, des plaques constituées de peptides
B-amyloides (8) de 40-42 acides aminés s’accumulent dans I'encéphale. Les oligomeres
ABi-42 solubles sont neurotoxiques, interferent avec la potentialisation a long terme et
provoquent des troubles de la mémoire et de I'apprentigéage **° Ces oligoméres peuvent

se fixer avec une forte affinité a la P> **°et ne provoquent pas de modification de la PLT

dans des coupes d’hippocampe préalablement traitées avec des anticorps anti-PrP ou
provenant d’animauPRNP’ 192 33¢ syggérant que la PriBourrait étre 'un des récepteurs
membranaires des oligomére§ Anpliqué dans la transmission du signal neurotoxique. Les

résultats obtenus vivo sont néanmoins plus mitigés. En effet, alors qu’aucun trouble de la
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mémoire n'a été observé chez des souris transgéniques APPswe/BSémbileles de la
maladie d’Alzheimer) croisées avec des so@RNP” ?'3 il semble que dans d'autres
modeéles, le niveau d’expression de la‘Phflue pas sur l'intensité du déficit cognitif causé
par les oligoméres @ %+ 192

A linverse, la PrP pourrait également avoir un réle protecteur vis-a-vis de la maladie
d’Alzheimer en « piégeant » [&sécrétase (BACEL), responsable du clivage de la protéine
précurseur de I'amyloide (APP) en peptidds dans I'appareil de Golgi, ce qui limiterait la

formation des plaques amyloid@s *>*

1.4.4.4 La PrP¢

La PrP° dérive de la PfPpar un processus post-traductiofhePrP et PrB° ont une
structure primaire identique et aucune modification biochimique ne permet de distinguer la
PrP de son isoforme anormafé En revanche, leurs structures secondaires et tertiaires sont

clairement différentes.

Des mesures en spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) et par dichroisme
circulaire ont ainsi permis de déterminer que la°RRg? composée majoritairement d’hélices

a (42% contre 3 % de feuillefy) alors que la PP est riche en feuillet® (43 % contre 30 %
d’hélices 0)**. Ces différences structurales peuvent expliquer que certaines des propriétés
physico-chimiques de la PfRt de la Prf divergent (tableau 4). L'abondance de feuil[gts

serait notamment & l'origine de la résistance partielle de |&°RrAa digestion par la
protéinase K, car seuls les acides aminés situés en partie N-terminale seraient facilement
accessibles a cette enzyme ; la proportion de feufie(S4 %) contenue dans le coeur
protéique de 27-30 kDa (PYP% obtenu aprés protéolyse est d'ailleurs comparable a celle
mesurée dans la PtPentiérd®. Par ailleurs, « I'épine dorsale » des SAF serait constituée
d'un empilement de feuillet§ stabilisé par des liaisons hydrog&fie Ces agrégats
interféreraient avec le catabolisme de la PrP pliisgitro, le temps de demi-vie de la PfP

(>24 h) est nettement supérieur & celui de |4 R hy°.
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Tableau 4 : Propriétés comparées de la°ritRie la Pr&

Prp°

Prps

Monomérique

Soluble

Digestion compléte par les protéases

42% d’hélicesu et 3% de feuillet§

Turnover intracellulaire rapide et demi-vie

courte

Distribution ubiquiste

Forme des agrégats

Insoluble (hydrophobe)

Digestion partielle par les protéases

30% d’hélicesy et 45% de feuillet

Catabolisme lent

Dép6bts principalement dans le SNC et les organes

lymphoides
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L'insolubilité de la PrE® ainsi que sa tendance a former des agrégats constituent des obstacles
majeurs a I'étude de sa structure tridimensionnelle par cristallographie ou par RMN en phase
liquide. En outre, les tentatives de RMN en phase solide ont été limitées du fait de la taille de
la PrP et des difficultés & produire de la¥rRarquée™.

Plus récemment, I'étude de cristaux 2D, découverts en microscopie électronique dans des
préparations de PfP*’ et de « miniprion » de 106 acides aminés °* a fourni des
contraintes additionnelles. Un modéle de ®riormé de deux hélices et de feuilletsp
paralleles organisés en hélice lévrogyre, capable de s’assembler sous forme de triméres a ainsi

été proposé (figure 452

Figure 4 : Structure tridimensionnelle hypothétique de la°PtPaprés [228])

A: La PrP° serait composée de 2 hélicegen rouge) et d'une hélice constituée de feuilRt§-hélice, en

jaune) enroulée a gauche. La structure 3D d@-kelice représentée ici s'inspire de celle de 'UDP N-
acétylglucosamine O-acyltransféras&atherichia coli.

B : Les monoméres de PfRReraient capables de s'assembler pour former des triméres grace aux interactions
entre lesB-hélices. La structure du trimére modélisé ici est inspirée de celle des triméres d’anhydrase carbonique

de Methanosarcina thermophila.
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1.4.4.5 Lathéorie de la « protéine seule >pfotein only)

Historique

Dés 1967, Pattison et Jones avaient suggéré que « I'agent de la tremblante pouvait étre, ou
pouvait étre associé &, une petite protéine basi§tre ba méme année, John Stanley Griffith
formula une théorie selon laguelle une protéine capable d’autoréplication était responsable de
la tremblanté®®. Une quinzaine d’années plus tard, Stanley Prusiner, reprenant en partie les
idées de Giriffith, proposa le concept de priproteinaceous infectious particle), protéine
infectieuse dont la structure serait trés proche de celle d’une protéine celf(faite
découverte des SAF, de la PrP et du géene PRMIPsupporter cette hypothése.

Selon la théorie de la « protéine seule », |&Fs€rait 'agent infectieux responsable des EST

et se propagerait en interagissant avec la“ ll® maniére a lui faire adopter sa propre
conformation. A I'époque ou elle a été formulée, cette théorie a bousculé de nombreux
paradigmes dans le domaine de l'infectiologie et de la biologie cellulaire. En effet, le concept
d’'un agent infectieux dépourvu d’acide nucléique, codé par un gene cellulaire et capable de
transmettre une information conformationnelle pouvait paraitre surprenant. Néanmoins,
I'hnypothése prion a rapidement été exploitée pour expliquer des observations réalisées chez la
levure Saccharomyces cerevisiae. Dans les années 1960 et 1970, plusieurs équipes avaient
découvert chez cet organisme I'existence de deux facteurs cellulaires, noRSEs‘f et

[URE3] 3% associés a I'apparition de phénotypes biochimiques particuliers, transmissibles
horizontalement par cytoduction et dont la ségrégation se faisait selon un mode non-
mendélien. L’origine et la nature exacte de ces facteurs cytoplasmiques demeurérent obscures
jusqu’en 1994, année ou Wickner démontra que [URE3] se comportait comme un’brion
Comme lindiquaient des travaux antériedrsl confirma que I'expression du getRE2,

codant la protéine Ure2, était nécessaire a la propagation de [URE3], prouva que la
surexpression dgRE2 augmentait la fréequence d’apparition du phénotype associé a [URES3]
d’un facteur 100 et montra qu’a I'inverse, I'emploi de chlorhydrate de guanidine permettait de
supprimer ce phénotype de maniere réversible. Fort de ces résultats et par analogie avec la
théorie de Prusiner, il suggéra donc que [URE3] était la forme prion de Ure2 et que la

conversion Ure2 JURE3] s’accompagnait d'une perte de fonction de la protéine pouvant

35



expliquer le phénotype observé. Par la suite, il fut également démontr®Stieétait un

prion et plusieurs autres prions de levure et de champignons furent découverts (cf. tableau 5).

Tableau 5 : Prions décrits chez les levures et les champignons filamenteux (d’aprés [241])

2]

Protéine Prion . Fonction de la protéine .
. Organisme . Conséquences
cellulaire | correspondant cellulaire
Répression de la transcription Utilisation non discriminante
Ure2 [URE3] S cerevisiae de génes intervenant dans lg :
: . des sources d’azote
catabolisme azoté
Translecture des codons sto
. o . décalage du cadre de lecture
Sup35 [PST S cerevisiae | Terminaison de la traduction modification de la stabilité de
ARNmM
Rnql [PIN] S cerevisiae Inconnue Favorise | apparition d’autres
prions
. Incompatibilité des Inhibition de la fusion entre
HET-s [Het-s] P. anserina hétérocaryons les mycéliums [Het-s] diet-S
Swil [SWI S cerevisiae | Régulation de la transcription A!te!“'?‘“oﬂ de la capacité
d’utilisation du carbone
Mcal [MCA] S cerevisiae Regula_\tlon de l'apoptose : Inconnue
Progression du cycle cellulaire
Altération de la capacité
Cyc8 [OCT] S cerevisiae | Répression de la transcription  d'utilisation du carbone,
floculation
Mot3 [MOT31 S cerevisiae | Régulation de la transcription Altération de Ia composition
de la paroi cellulaire
Pmal/stdl] [GAR S. cerevisiae Pompe a proton Pmal Utilisation non discriminante
des sources de carbone

Une théorie cohérente

Le concept de prion est cohérent avec le fait que les saup€%et Fnp” sont cliniquement

résistantes aux EST et sont incapables de propager I'agent infé¢tiEtd®® *2°En outre, le

niveau d’expression de la PrBst inversement proportionnel a la durée d’incubation de la

maladie

92,

374
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Outre le fait qu’elle fournisse une explication aux EST « infectieuses », la théorie de la
« protéine seule » est compatible avec la survenue des EST familiales. Les mutations,
polymorphismes ou insertions associés a l'apparition de ces maladies modifieraient la
structure tertiaire de la Prlee qui favoriserait sa transconformation spontanée ; le noyau de

PrP>° endogéne ainsi créé initierait le processus patholodfdue

Limites et hypotheses alternatives

Bien que séduisant, le mécanisme théorique aboutissant au développement des EST familiales
n'a été que partiellement confirn@vivo avec la création de lignées de souris transgéniques
surexprimant une PfPmurine porteuse de mutations ou d’insertions homologues a celles
rencontrées chez les patients humains atteints du syndrome de GSS (A117V,?P16%L)

12 d'IFF (D178N)*"® 2% ou de MCJ familiale (insertion de 9 octapeptid&) Comme

attendu, ces animaux ont développé spontanément des troubles nerveux, des lésions similaires
a celles des EST naturelles ont été observées dans leur SNC et de faibles quantités de PrP
insoluble et partiellement résistante a la PK ont pu étre détectées dans leur encéphale.
Toutefois, méme si l'inoculation intracérébrale d’homogénats de cerveaux préparés a partir de
ces souris a permis de reproduire les signes clinigues avec une durée d’incubation réduite
chez des animaux porteurs des mémes mutations, elle n’a pas provoqué de maladie chez des
animaux exprimant une PrP sauvage. Ces observations suggéraient donc une accélération du
processus neurodégénératif lié aux formes mutées de PrP plutdét que la gédératiem

d’un véritable priorf*®.

D’autres résultats expérimentaux suggerent un découplage possible entre le pouvoir infectieux
et la présence de PP

Lors de transmission interspécifique d’EST, un pouvoir infectieux a été mis en évidence en
I'absence de Pf® détectable, dans divers modétéds®’” 4’8 En outre, les quantités détectées

de PrP®® ne sont pas systématiquement corrélées au titre infectieux. A titre d’exemple, des
cellules microgliales purifiées a partir de cerveaux de souris inoculées avec un isolat de MCJ
possédaient le méme pouvoir infectieux que les homogénats de cerveaux de départ, alors
qu’elles contenaient 50 fois moins de PiP¥ De méme, le pouvoir infectieux de cellules
hypothalamiques immortalisées et infectéesitro par un isolat de MCJ a été multipliée par

650 au cours de passages successifs alors que leur niveau“tdes®Presté constant. En
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parallele, des expériences de fractionnement cellulaire ont montré que plus de 75 % de la
PrP>° pouvait étre retrouvée dans les fractions non infectiege& >4

Par ailleurs, bien que les premiéres tentatives de conversion in vitro derPPPSS, réalisées

en mélangeant de la PtRde hamster en excés avec de |a°PeBombinante de hamst&f,

de souris®®* ou chimérique hamster/souffs, aient effectivement permis la production de PrP

résistante a la PK, cette derniére était dénuée de pouvoir infectieux.

Ces breches dans la théorie du tout protéique ont amené certains auteurs a proposer des
hypothéses alternatives.

La possibilité d’'un « virino », agent infectieux composé d’un petit acide nucléique entouré de
protéines et de lipides cellulaires a ainsi été évofiié€ette hypothése a le double avantage
d’apporter une explication a I'absence de réaction immunitaire, puisque le génome de 'agent
est protégé par des protéines de I'héte, tout en attribuant un réle structural potentiel a la PrP.
L’hypothése de l'intervention d’un virus « classique » est également proposée de maniére
récurrente depuis de nombreuses années sur la base de résultats expérimentaux. Des
complexes protéines/acides nucléiques ont été mis en évidence au sein des fractions
infectieuses 120S obtenues par sédimentation en gradient de $ttré3e*” °**En outre, le
diametre (25-30 nm) de I'agent infectieux contenu dans ces fractions est compatible avec
celui de particules virale¥® et des images évoquant de telles particules ont été obtenues en
microscopie électroniqué’® Par ailleurs, il est possible d’observer des particules « tubulo-
vésiculeuses » de 27-35 nm sur des coupes de cerveaux d’individus infectés naturellement ou
expérimentalement par des EST ou dans des cultures cellulaires infectées par des souches de
tremblante et de MGZ. Ces particules sont visibles dés la période d’incubfforf” 348 416

ne sont pas marqueées par les anticorps anti-PrP et dans la plupart des modeles animaux, leur
nombre est corrélé au titre infectied®. Bien que le role de ses particules dans la
pahogenése des EST reste inconnu, certains suggérent qu’il pourrait s’agir de lI'agent viral
responsable des EST

Ces deux hypothéses alternatives, «virino» ou «virus classique », impliquent
obligatoirement la présence d’acide nucléique dans les fractions infectieuses. L’affinité de la
PrP pour I'ARN a été prouvéd* *®**et des images de SAF associées & une structure simple
brin, réagissant au bromure d’éthidium et sensible aux nucléases ont été écties que

ces observations ultrastructurales apportent des éléments en faveur de I'hypothése « virino »,
les SAF ne sont observées que dans des préparations traitées avec des détergents et il est donc
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probable qu'il s’agisse d'artéfacts plutét que de structures naturelles. En revanche, il a été
clairement établi que des préparations de SAF purifiées et traitées aux nucléases peuvent
encore contenir de petits acides nucléiiieé$®® Cependant, leur dégradation n’entraine pas
deréelle altération du titre infectiedx* %%’

Des quantités conséquentes d’acides nucléiques ont également été signalées dans les fractions
120S > °2° Récemment, Manuelidis @. ont identifié, parmi ces acides nucléiques, des
petites molécules circulaires d’ADN de 1.8 et 2.4 kb, résistantes aux nucléases dont il est
toutefois difficile de déterminer l'origine et le rble. En effet, ces molécules d’ADN ont

également été détectées dans des tissus sains, & des niveaux tré&%aibles
Des preuves définitives ?

Pendant plus de deux décennies la préséance du concept prion sur la théorie virale a été
davantage basée sur l'incapacité des défenseurs de I'hypothése virale a fournir des éléments
forts en faveur de I'implication d’un virus que sur des arguments expérimentaux fondateurs.

Toutefois, depuis le début des années 2000, trois éléments majeurs en faveur de la théorie de

la protéine seule sont venus bouleverser cette situation.
Obtention de fibrilles amyloides infectieuses a partir de PrP recombinante

Des fibrilles amyloides ont été produites par des méthodes physico-chirfiGuesrtir de

PrP recombinante murine pure, tronquée en partie N-terminale (rPrP89-231) et correspondant

a la PrB3™® Ces fibrilles, lorsqu’elles sont inoculées par voie intracérébrale & des souris
transgéniques surexprimant la PrP murine tronquée, entrainent le développement de troubles
neurodégénératifs et de Iésions compatibles avec une EST. L’inoculation d’homogénats de
cerveaux issues de ces souris transgéniques a des souris de type sauvage a permis de propager
la maladie®®?,

Plus récemment, I'inoculation intracérébrale de fibrilles amyloides obtenues a partir de PrP
recombinante de hamstdul( length) a permis de provoquer une EST, aprés deux passages

itératifs dans cette espétd
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Génération de prions in vitro

La PMCA @Protein Misfolding Cyclic Amplification), une méthode permettant la conversion
efficace de PrPen PrBin vitro a été développée & partir de 2081 Schématiquement, un
substrat contenant un large excés de®RitPune faible quantité de PfPsubit des cycles
successifs d’incubation et de sonication en présence de détergents. Au cours de chaque cycle,
la quantité de PfP® augmente du fait de la transconformation de la° RtPles facteurs
d’amplification (plusieurs log) sont tels que le produit final ne contient plus de quantité
significative du matériel infectieux initial.

Dans un premier temps, il a été démontré que I&Edformée par ce procédé possédait un

réel pouvoir infectieux®. Par ailleurs, des expériences visant & comprendre la nature des
meécanismes de la propagation des prions en PMCA ont permis d’identifier le role crucial de
composés polyanioniques dans le phénoméne de conversion déea Prd¢ 1> 1°°

De maniére inattendue, lors de ces travaux, il a été possible de générer un prion par PMCA
sans avoir recours & un noyau initial de r® partir d’'un mélange composé uniquement de

PrP° tissulaire purifiée, de lipides co-purifiés avec la“PFePde polyanions®. Suite a ces
résultats, de nombreux doutes ont été émis sur la possible contamination des réactifs (PrP et
lipides purifiés) ou des dispositifs expérimentaux (locaux, sonicatedrputefois, une étape
deécisive pour la validation du concept prion a été franchie en 2010 avec la géndeatovn

de Pr®°par PMCA a partir de PfPecombinante de souris (PrP 23-230) produite en systéme
bactérien et mise en présence de phospholipides anioniques synthétiques (1-palmitoyl-2-
oleoylphosphatidylglycerol) et de polyanions (ARN} Cette PrB° néoformée s’est révélée
infectieuse lors de bioessais sur souris de type sauvage : 100 % des animaux inoculés ont

développé une EST.

Génération spontanée de prions in vivo

Chez le wapiti, contrairement a ce qui est observé chez les autres especes de mammiféres, la

boucleB2-a2 de la PrPest rigide. Cette particularité structurale est due a la présence d’une

asparagine en position 170 et d’'une thréonine en position®474Jn modéle de souris

transgéniques sur-exprimant une PrP portant les substitutions S170N et N174T a donc été

créé afin de déterminer si, dans cette espéce, l'altération de la structure tridimensionnelle de la

protéine pouvait avoir des conséquences pathologiques. Ces animaux ont tous développé une
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maladie neurologique progressive caractérisée par de [l'ataxie, une cyphose, un
amaigrissement et de la Iéthargie (incidence de 50 % a un an) et des dépotS°amtPefe

mis en évidence dans diverses zones de leur encéphale. L'inoculation d’homogénats de
cerveaux issus de souris atteintes a des souris transgéniques sur-exprimant la PrP murine
sauvage (Tga20) a conduit a l'apparition d’'une maladie neurologique ayant toutes les
caractéristiques d'une EST. Des passages en série successifs, réalisés sur des souris Tga20
puis C57BL/6 a permis une adaptation progressive de I'agent infectieux, illustrée par la
réduction des durées d'incubation et 'augmentation de la résistance a la PK dé'fa ®eP

prion était le premier exemple d’agent d’EST généré spontanément dans un modéle animal et
capable de se propager chez des individus porteurs d’'une séquence PrP sauvage. Il constitue
une preuve formelle gii vivo certains polymorphismes du géne PrP peuvent entrainer le
développement spontané d’'une EST.

Trés récemment, des résultats comparables ont été obtenus a partir de souris transgéniques
sur-exprimant une PrP chimérique murine/humaine portant une mutation (E199K) analogue a
la mutation E200K, rencontrée chez de nombreux patients atteints de MCJ fditiiliakns

cette étude, I'EST spontanée apparue chez les animaux transgéniques a pu étre transmise

directement, sans passage par des hétes intermédiaires, a des souris C57BL/6.

Plus de 40 ans aprés qu'ait été émise pour la premiere fois I'hypothése d’'un agent pathogene
protéique, les progres réalisés en matiere de propagatno etin vivo des agents des EST

sont donc en passe de valider définitivement le concept prion. Toutefois, malgré ces avancées
spectaculaires, de nombreuses inconnues demeurent quant a la structure physique exacte des

particules infectieuses et leur mode de réplication.
Réplication des prions : quel mécanisme ?

La génératiorde novo d’un prion a partir de PFRecombinante et de composés synthétiques
indique que la conversion de la Pen Pri° est I'événement central dans la réplication des
agents des EST® Historiquement, plusieurs modéles théoriques de conversion ont été
imaginés. Au modéle d’hétérodimeére, initialement proposé par Prusiesnt ainsi succédé

les modéles de polymérisation a partir d'un noyau de nucléation et d’autocatalyse
coopérative, plus cohérents d’un point de vue thermodynamigu&’ Cependant, jusqu’a
présent, la pertinence de ces modeles n'a pu étre véritablement évaluée a l'aide d’outils
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expérimentaux. Le développement récent de méthodes performantes de production et de

propagation de prions in vitro ouvre de nouvelles perspectives dans ce domaine.

2 DIVERSITE BIOLOGIQUE ET  BIOCHIMIQUE DES  AGENTS DES
ENCEPHALOPATHIES SPONGIFORMES TRANSMISSIBLES

A la fin des années 1950, Pattison observa que des chévres inoculées agvam un
d’homogénats de cerveaux d'ovins atteints de tremblante (SSBP/1) développaient deux
formes distinctes de la maladie. L'une était caractérisée par de la somndreney)(alors

que l'autre était dominée par un prurit intense et précsmatchy). Ces deux tableaux
cliniques étaient reproductibles par inoculation intra-spécifique, suggérant que le phénotype
de la maladie était lié & I'agent transtis*>*

Ces résultats, associés a la mise en évidence de la variabilité de la thermostabilité des ATNC
issus de différents isolat§* contribuérent & développer le concept de diversité biologique

des agents responsables des EST, bien qu’a cette époque, leur nature soit totalement inconnue.

2.1 Notion de souche de prion

Historiquement, I'étude de la biodiversité des ATNC a d’abord été réalisée en inoculant des
isolats d’EST & des rongeurs par voie intracéréBfafé 2°° 302

Lorsqu’un isolat d’'EST est transmis a des souris conventionnelles de la méme lignée, on
observe généralement en premier passage une phase asymptomatique longue, variant de
guelques mois a plus de deux ans et une efficacité variable de transmission (nombre de souris
malades/nombre de souris inoculées). Au cours des passages suivants, la durée d’incubation
diminue progressivement et I'efficacité de transmission augmente. Ces deux paramétres se
stabilisent généralement aprés deux a trois passages etl.Seni@utre, la stabilisation de la

durée d’incubation s’accompagne d’une uniformisation de la sévérité et de la distribution des
lésions vacuolaires cérébrales chez les souris infetfées

La durée dincubation et le profil Iésionnel cérébral sont les deux criteres essentiels
permettant de caractériser une souche de prion chez la¥pur&me si d’autres paramétres

peuvent également étre pris en compte pour compléter la définition de souche (tableau 6).
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Tableau 6 : Critéres utilisables pour distinguer expérimentalement des souches de prion
(d’apres [46])

Phénotype Techniques/protocoles utilisés

Période d’incubation dans des modeles
animaux

Mesure de la période d’incubation ou de la durée de suryie

Signes cliniques chez I'animal

Tableau Cllmque Tests comportementaux

Clivage protéolytique (protéinase K/thermolysine)
Ratio des glycoformes
Dénaturation par des agents chaotropiques
Propriétés biochimiques de la BfP Résistance a la chaleur
Ratio PrP native / PrP dénaturée
Spectroscopie infra-rouge, dichroisme circulaire, spectrosdopie
par transformée de Fourier

Distribution de la Pr¥¥ dans I'encéphale Immunohistochimie / Histoblot

Histologie, coloration au rouge Congo ou a la thioflavine S/T

Nature des dépots de PFP Mapping épitopique des dépots de ¥rP

Distribution et intensité de la spongiose Histologie (profil Iésionnel)

Pour le systeme lympho-réticulaire

Tropisme .
P Pour les cultures cellulaires

2.2 Principaux critéres de souche in vivo

2.2.1 Durée d’incubation

Pour une méme souche, la durée d’incubation est hautement reproductible si les conditions
expérimentales restent constantes.
En effet, la durée d’incubation peut varier en fonction :
— du titre infectieux de linoculum, qui est inversement proportionnel a la durée
d’incubation®®
— dugénotypePrnp de la lignée de souris utilisée. Chez la souris, il n'existe que deux
alleles du genérnp (désignésPrnp-a et Prnp-b) qui codent des protéines dont les
séquences en acides aminés different aux codons 108 (L/F) et 189 °ft/V)
L’'inoculation d’'un méme isolat a des souris de génotypam-a et Prnp-b peut
aboutir & des différences de durée d'incubation de plusieurs centaines d&.jbars
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durée d’incubation chez les souris issues du croisementrRji-#B) est variable : elle
peut étre intermédiaire ou plus longue que la durée observée chez lePamiaset
Prnp-b.

Lorsque ces deux parameétres sont contrélés, la comparaison des durées d’incubation

stabilisées observées dans des lignées de souris de géndtypes Prnp-b et Prnp-ab

permet de distinguer différentes souches de prion (figure 5).

22L QD Souris
139A OAO O Prba
79A O A A PiP-b
§ ME7 O O A [ prP-ab
S 22C O O A
? 301C O A ]
22F £ [
87A O L A
0 100 200 300 400 500 600 700

Dureée d’incubation (jours)

Figure 5 : Durées d’incubation de huit souches d’EST chez des souris de génotypes Prnp-a,
Prnp-b et Prnp-ab (d’aprés [87])

Le typage biologique des souches de prion est théoriquement réalisable dans d’'autres espéces
de rongeurs que la souris mais, en pratique, I'absence de lignées congéniques avec des

297, 302, 304

génotypesPRNP différents limite son intérét. Toutefois, le hamsfér et le

campagnol (Clethrionomys glareolus *?°

sont des modéles qui ont prouvé leur utilité pour
différencier certaines souches d’EST.

Chez les especes naturellement atteintes d’EST, outre I'absence de lignées consanguines, la
caractérisation biologique de souches de prion se heurte aux difficultés a effectuer des

passages en série sur des effectifs suffisants d’animaux.Hormis le recours aux rongeurs
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conventionnels, une alternative a l'utilisation de ces especes consiste a réaliser un typage de

souches dans des modéles murins transgéniques exprimant une PrP hétérblddua)(
2.2.2 Profil Iésionnel et profil de distribution de la PrP>*

Une méthode standardisée basée sur I'évaluation semi-quantitative (notes de 0 a 5) de la
sévérité des lésions vacuolaires dans douze zones (neuf zones de la substance grise et trois
zones de la substance blanche) de quatre plans de sections cérébrales prédéfinis permet

d'établir un profil [ésionnet®® 1%

Dans I'espece murine, le profil Iésionnel est 'un des principaux criteres permettant d’établir
le phénotype biologique de souche. Toutefois, lorsqu’il est utilisé seul, son pouvoir
discriminant peut étre insuffisant car des souches de prions différentes peuvent avoir des
profils lésionnels similaires, voire identiques. Récemment, le profil Iésionnel de certains
isolats de tremblante inoculés a des souris RHhg-a) s’est ainsi révélé proche de celui de
'ESB %,

Afin d’améliorer la caractérisation des souches, d’autres criteres morphologiques tels que
I'astrogliose, la microcytose, la présence de plaques amyloides ou la perte nelifcuale

pafois utilisés en complément du profil Iésionnel.

D’autres méthodes complémentaires basées sur la distribution tissulaire de la PrP anormale
sont plus fréquemment mises en ceuvre, a I'échelle macroscopique (Histo blotPREATTiA

Embeded Tissue - blot) *°® *®ou microscopique (immunohistochimi&)?*°

Alors que Iintérét du profil Iésionnel et du profil de distribution de I&PuBns le typage des
souches de prion est largement documenté chez la souris, leur utilisation semble plus
hasardeuse chez les hotes naturels des EST. En effet, comme la transmission en série d’isolats
est rarement réalisée chez les grandes especes, les principales données neuropathologiques
sont obtenues a partir d’isolats primaires. De nombreux facteurs individuels, notamment
génetiques, interferent alors avec les résultats et génent la discrimination phénotypique des
agents.

La situation complexe de la tremblante chez les petits ruminants illustre bien ces difficultés.
Bien que différents phénotypes de lésions nerveuses aient été identifiés chez des ovins atteints
de tremblante classique, il semble que cette variabilité apparente soit autant attribuable au

37, 223, 350, 334913 la diversité des agents responsables de cette

45

génotypePRNP de I'h6te



maladie?®® ?** Deux hypothéses peuvent étre avancées: (i) un agent unique est responsable de
tous les cas de tremblante classique et le gén®RDE de I'héte détermine le phénotype
des lésions nerveuses, (ii) différents agents sont impliqués, chacun ciblant un geRbilype

particulier.

De la méme fagon, chez I'Homme, plusieurs phénotypes de lésions nerveuses sont décrits

dans les cas de MCJ sporadidre **°

sans qu'’il soit possible de déterminer quelle part de
cette variabilité est attribuable aux propriétés intrinseques de l'agent infectieux et/ou au
génotype de I'héte au codon 129 (M/V) du gERNP.

Dans les EST familiales, il existe pratiquement autant de phénotypes de lésions nerveuses
que de mutations associées & ces malatfie’® Toutefois, dans de rares cas de syndrome de
GSS, deux phénotypes distincts ont été identifies chez des individus porteurs de la méme
mutation (P102L — M129), suggérant une possible implication d’agents diffét&nts

A Tlinverse, l'uniformité des profils Iésionnels et des profils de distribution de la PrP
anormale dans les cas de v-M&3 suggére que cette maladie est provoquée par un agent
unique. Cette hypothése est soutenue par I'existence d’'un seul phénotype de Iésions nerveuses

dans tous les cas d’'ESB classique étutfigs'® 8’

2.2.3 Lymphotropisme

Le caractére lymphotrope d’'une souche de prion peut étre mis en évidence par la présence de
PrP anormale et/ou d’infectiosité dans les tissus lymphoides des individus infectés. Il a ainsi
éete démontré que la plupart des souches de tremblante classique et les prions responsables du

CWD et du v-CJD ont un lymphotropisme mardtié’® 3> 578

La quantité de PrP dans les différents tissus lymphoides peut toutefois varier sous
I'influence de facteurs indépendants de la souche de prion, notamment:

- la voie dinoculation. La dissémination de la PrP anormale dans les organes
lymphoides est moins large lors d’inoculation intracérébrale que lors d’inoculation
orale?’” 38 En outre, chez les individus contaminés par voie sanguine, la rate semble
contenir de plus grandes quantités de>P.

- le génotype’RNP de I'hote. De la Pr¥ est détectée dans les organes lymphoides des
ovins ARQ/ARQ infectés expérimentalement par voie intracérébrale avec I'agent de
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'ESB alors que chez des ovins ARR/ARR inoculés avec le méme isolat, la
distribution de la Pr® semble limitée au SN&?

- la durée d’évolution de la maladie. Lors d’une étude portant sur 36 patients atteints de
MCJ sporadique, de la Pifa pu étre détectée dans la rate des 10 individus ayant eu la

plus longue phase clinigd&”.
2.2.4 Tableau clinique

Les travaux de Bessen réalisés dans les années 1990 sur la TME illustrent bien la possibilité
de distinguer des souches difféerentes de prion en fonction des signes cliniques observés.
Chez le hamster syrien, la propagation de l'isS8tatsonville de TME provoque deux formes
cliniues distinctes d'EST, caractérisées respectivement par de la somnolence ou de
I'hyperexcitabilité. Aprés plusieurs passages dans cette espece, d’autre criteres tels que la
durée d'incubation, le profil Iésionnel, la présence deRiens les organes lymphoides ou
encore la virulence envers le vison permettent de différencier deux souches de prion,

baptisées DY (pour drowlet HY (pour hyperexcitability *°.

Toutefois, le tableau clinique demeure, dans de nombreux cas, peu discriminant. Ainsi, chez
la souris, la plupart des souches de prion provoquent les mémes signes cliniques (ataxie, poil
terne et cyphoséf®. Chez les petits ruminants, la tremblante et 'ESB provoquent des signes

cliniques indifférenciabled™® 3!/
De manieére plus anecdotique, certains tests comportementaux ou visant a évaluer la
sensibilité a la douleur pourraient permettre de différencier des souches de prion dans I'espece

murine, avant I'apparition de signes cliniques évidétts

2.3 Application du typage biologique des souches de prion

2.3.1 Etude de la biodiversité des agents des EST animales

Les différentes souches d’EST animales identifiés dans des modeles murins et cricétidiens

conventionnels sont répertoriées dans le tableau 7.
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Tableau 7 : Origine et diversité des souches d’'EST chez les rongeurs conventionnels
(d’apres [46])
Nom Origine Passage intermédiaire Héte
ME7 Tremblante ovin& Non SourisPrnp-a
87A Tremblante oving Non SourisPrnp-a
221C Tremblante oving Non SourisPrnp-a
87V Tremblante ovirfel SSBP/1 Non, chévre Soufsnp-b
79A SSBP/1 Chévré SourisPrnp-a
79V SSBP/1 Chévré SourisPrnp-b
139A° SSBP/1 Chévré SourisPrnp-a
22A SSBP/1 Non SourisPrnp-b
22F 22A non clonée Non SourisPrnp-a
22C SSBP/1 Non, chévré SourisPrnp-a
22H 22C non clonée Non, chévré SourisPrnp-b
221 SSBP/1 Non SourisPrnp-a
301C ESB Oui ou hon Souri®rnp-a
301V ESB Oui ou non Souri®rnp-b
139H 139A clonée Non Hamster syrien
263K’ SSBP/1 Chévre, souris, rat Hamster syrier
ME7-H ME7 clonée Non Hamster syrien
HY? TME" Non Hamster syrien
DY TME" Non Hamster syrien

2. jsolat de terrain?: passage de SSBP/1 chez la chévre : isbtatsy ; ©: passage de SSBP/1 chez la chévre :
isolatscratchy ; ¢: aussi connue sous la dénomination Chandler ou RMion ne sait pas si 301C donne 301V
chez des souri®rnp-b; ": Sc237 est un sous-clone de 263K:; similaire a 263K ? "': TME : isolat

Stetsonville.

48



La transmission expérimentale de plus d’'une centaine d’isolats d’ESB a des lignées de souris
consanguines a conduit a l'identification de deux souches distinctes grace a leur phénotype
biologique (durée d’incubation et profil Iésionnel) : 301C chez les souris de gérutypa

(RIII, C57BL/6) et 301V chez les souris de génotype For{yM) 8% & 232

Plus récemment, l'inoculation de souris transgéniques pour le BBN® bovin avec des

isolats d'ESB « atypiques » a permis de mettre en évidence I'existence de deux agents dont
les caractéristiques phénotypiques étaient différentes de celles de I'agent responsable de

I'ESB classiqué® 44 99110

De nombreux phénotypes biologiques ont été identifiés lors de la transmission d'isolats de
tremblante a des souris conventionnelles. Dans un premier temps, pres d’'une quinzaine de
souches ont ainsi été décrit8s***dont neuf étaient issues de I'isolat SSBP/1, transmis soit
directement a la souris soit aprés passage intermédiaire chez la chévre disulayset
scratchy). Toutefois, une diversité beaucoup plus réduite a été rapportée a partir d’isolats de
terrain provenant de troupeaux britanniques. Dans ces conditions, seules quatre souches ont
été identifiées : ME7, 87A et 221C chez des sdemip-a et 87V chez des sousnp-b®* &

%2 (tableau 7). Par ailleurs, I'utilisation de souris transgéniques pour le Rigxie ovin

(allele VRQ ou ARQ) a également permis de distinguer des souches différentes, dont une

associée & une forme de tremblante dite « atypitfu@*3,33% 1. 562

Les résultats issus de la transmission d’'un panel d’isolats de CWD a des lignées murines
transgéniques exprimant la PrP du cerf ou du wapiti suggérent qu’au moins deux agents

différents pourraient étre responsables de cette'E&*f

Pour finir, comme évoqué précédemment, deux souches, HY et DY, ont été obtenues par

passages en série d’'un isolat de TME a des hamsters syriens (cf. 2.2.4).
2.3.2 Démonstration du caractere zoonotique de 'ESB

Suite a I'apparition de I'ESB dans les années 1980, un réseau européen de surveillance des

MCJ a été initié dans le but de détecter 'émergence d’'une éventuelle EST humaine due a

'agent de 'ESB. Une nouvelle forme de MCJ a pu étre identifiée au Royaume-Uni des

1996 Ce variant de la MCJ se distinguait de la MCJ sporadique par un age d’apparition
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précoce, une durée d’évolution prolongée et la prédominance de symptdomes psychiatriqgues
associés a des troubles sensitifs persist3ihtEn outre, chez les individus atteints, aucune
activité pseudo-périodique typique de la MCJ sporadique n'était visible a fERst-

mortem, Le vMCJ pouvait étre différencié des autres formes de MCJ grace a ses lésions
nerveuses, incluant notamment la présence de plagues florides dans I'encéphale et a la
présence de PrP anormale dans les organes lympfioidés

D’'un point de vue épidémiologique, I'apparition du vMCJ dans le pays ou I'exposition
humaine a I'agent de 'ESB avait été la plus large permettait d’envisager une cause commune
a ces deux maladies. Cette hypothése fut validée aprés des essais de transmiss&ion

Dans chacune des trois lignées murines (C57BI6, RIll et VM), les durées d’incubation et les
profils Iésionnels (figure 6) obtenus aprés inoculation intracérébrale d’'isolats de vMCJ ont été
similaires a ceux observés avec des isolats d’ESB, démontrant I'identité des deux agents
infectieux®> 332

La méme méthodologie fut adoptée pour démontrer que I'agent de I'ESB était également

responsable de 'ESF et de I'encéphalopathie des ongulés exdfiddes

vClD

-==- BSE

Score moyen
(3]

0 } f } } } ;
1 2 3 K| 5 6 7 8 9
Zones cerebrales

Figure 6 : Comparaison des profils Iésionnels obtenus chez des souris RIll inoculées avec des
isolats de v-MCJ (n=3) ou un isolat d’ESB (d’apres [87])
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2.4 Typage biochimique des souches

Les souches DY et HY de TME identifiégsvivo chez le hamster, ont été associées a deux
types de PrP® caractérisés par leur solubilité dans le N-laurylsarcosyl, leur résistance a la
digestion par la PK et leur profil électrophorétidfie®

Ces résultats ont laissé entrevoir la possibilité de discriminer certaines souches de prion en se
basant sur le phénotype biochimique de la>PrPrésentée comme une alternative a
I'utilisation des modeles rongeurs, ce typage biochimique a l'avantage d’étre plus rapide
(résultats en quelques jours) et moins colteux.

Depuis vingt ans, I'amélioration des techniques de détection de Y4 #permis d'élargir

progressivement le panel des critéres utilisables pour caractériser les souches de prion in vitro.

2.4.1 Thermorésistance

L’étude des propriétés physiques des ATNC a permis de montrer que, dans des conditions
expérimentales équivalentes (nature du prélevement et du traitement theohique3.1 ),

leur degré de résistance a la chaleur varie en fonction de la souche considérée.

Il est ainsi communément admis que les souches dérivées de 'ESB (301V et 301C) sont trés
thermostables alors que la situation des souches de tremblante est héterggéte*’ >

A titre d’exemple, l'autoclavage a 126°C pendant 30 minutes d'échantillons macérées
d’encéphales de souris infectées par les souches 301V, ME7, 22A, 22C ou 139A a permis de
réduire leur titre infectieux de maniére variable. Aucun titre infectieux résiduel n’a été détecte
pour la souche 22C (soit une réduction 3 Dy/g), alors, qu’aprés traitement, les titres des
tissus contaminés par la souche 301V ont été estimés DIPg (soit une réduction
d’environ 18 DIsy/g). Les souches ME7, 139A et 22A ont, quant a elles, donné des résultats
intermédiaires®.

L’influence du génotyp®RNP de I'héte sur la thermostabilité des souches est controversée.
Dans l'étude précédemment citée, pour chaque souche, les résultats obtenus avec des
échantillons provenant de souris SRrrfp-a) ou VM (Prnp-b) étaient comparabléd’. A
I'inverse, la transmission des souches 79A, 301C et 301V a des souris ayant un genotype
différent de celui sur lequel elles avaient été initialement propadieap-& pour 79A et

301C, Prnp-b pour 301V) réduisait leur résistance a I'autoclavige
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2.4.2 Profil électrophorétique

Il est possible d’établir le profil électrophorétique de la>PeRtraite de tissus contaminés par
migration sur gel en conditions dénaturantes (western blot). Toutefois, en l'absence
d’anticorps reconnaissant spécifiquement la PrP anormale, il est nécessaire d’éliminer la PrP
de I'échantillon avant d’effectuer I'électrophorése. Pour cela, les propriétés biochimiques
respectives des deux isoformes de la PrP sont exploitées (tableau 4). L’hnomogénat est soumis
a un traitement protéolytique (généralement a I'aide de PK) en milieu détergent.‘lestPrP
ainsi complétement dégradée alors que seule la partie N-terminale de’l@frigsée. La

PrP® insoluble dans les détergents non-ioniques, est ensuite récupérée par
centrifugation/précipitation. L'électrophorése est effectuée en conditions dénaturantes (SDS)
et réductricesf{-mercaptoéthanol) de maniére a ce que la vitesse de migration des protéines
dépende « uniguement » de leur masse moléculaire.

Apres le transfert des protéines du gel d’électrophorése sur membrane, la révélation
immunologique permet de visualiser un profil composé classiquement de trois bandes,

correspondant aux formes bi-, mono- et non glycosylées de'fa PrP

2.4.2.1 Glycoprofil

La comparaison de l'intensité du signal correspondant a chacune des bandes permet d’estimer
les proportions relatives des trois glycoformes de 18°PtRe glycoprofil ainsi établi est un

des criteres biochimiques majeurs utilisés pour caractériser une souche ou un isolat.

Chez les ovins, les isolats expérimentaux d’ESB, caractérisés par une forte proportion de
PrP® bi-glycosylée, peuvent, de cette maniére, étre différenciés de la plupart des isolats de
tremblante classiqu&”. Néanmoins, des exceptions existent puisque la souche expérimentale
CH1641 et quelques isolats de terrain ont un glycoprofil similaire & celui dePESB®" 2

Chez 'Homme, le glycoprofil associé a I'ESB est retrouvé dans les cas de vMCJ. Cette
signature spécifique permet de distinguer le vMCJ des cas de MCJ sporadique, caractérisés

par une prédominance de la forme mono-glycosylée de & BrP

En complément de I'approche purement quantitative visant a déterminer le ratio des
différentes glycoformes de la PtPil est possible de discriminer certains isolats de prion en
fonction de la nature des groupements glucidiques attachés a*f4 #¥p
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En effet, ces derniers modifient non seulement la masse moléculaire de la protéine mais
également son point isoélectrique. La diversité des groupements glucidiques peut donc étre
appréciée indirectement par électrophorese bidimensionnelle, qui inclue une étape de
migration en gradient de pH. Cette méthode a permis de distinguer deux isolats de MCJ
sporadique (MM2 cortical et thalamique, tableau 8), indifférenciables par les techniques

classiques de western bfé?.

Une alternative a I'électrophorese bidimensionnelle consiste a utiliser des lectines d’origine

végeétale se fixant spécifiquement a certains groupements oligosidiques a la place des

anticorps anti-PrP lors de I'étape de révélation du westerfi'filot

Toutefois, la nature de la souche n’'est pas toujours l'unique facteur déterminant le
glycoprofil. Ainsi, chez des souris infectées par les souches ME7 et 38Dy chez des
humains atteints de MCJ sporadiqtfé le profil de glycosylation de la PfPvarie selon la

zone du cerveau considérée. Par ailleurs le génd®gdP de I'hdte semble moduler la
glycosylation de certaines souches murines (22A et 361@) de certains isolats de M3

La glycosylation différentielle de la PYP est donc vraisemblablement le résultat
d’interactions complexes entre la souche de prion, 13 Bries cellules de I'hote, comme le
suggérent des essais de conversion de |adrPrBin vitro >’

2.4.2.2 Masse moléculaire de la bande non glycosylée

L’analyse fine des profils électrophorétiques obtenus avec différentes souches ou isolats
permet d’'observer des variations de la masse moléculaire de la bande non glycosylée de la
PrP®s

Chez 'Homme, deux types principaux de PiBnt ainsi été identifiés : le type 1, caractérisé

pa une bande non glycosylée de 21 kDa et le type 2, avec une bande non glycosylée de 19
kDa**® **(figure 7).

Chez les ovins, les isolats de tremblante classique peuvent également étre classés en deux
catégories principales, selon que la bande non glycosylée de'fanfigPe a 21 kDa (ex :
SSBP/1) ou a 19 kDa (ex : CH1641). Sur ce seul critere, les isolats appartenant a la deuxieme

catégorie sont indifférenciables des isolats d’ESE" 2%
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Figure 7 : Profilsélectrophorétiques des deux types humains dé€’RrPwestern blot

La variabilité de la masse moléculaire de la bande non glycosylée est expliquée par le clivage
de la PrP® par la PK & des sites différents de I'extrémité N-termitfa® Le type 1 humain

résulterait ainsi d’'un clivage au niveau de I'acide aminé 82 alors que le type 2 serait le produit
d'un clivage en position 9%°

Les résultats précédents ont permis d’envisager la possibilité de différencier certaines souches
de prions en utilisant des anticorps dirigés contre des épitopes situés a proximité des sites de
clivage de la Pre* 4%

L’anticorps monoclonal 12B2, dont I'épitope correspond aux acides aminés 89 a 93 de la PrP
humaine est utilisé pour détecter spécifiguement IRt type 1. En outre, cet anticorps,

tout comme Il'anticorps P4, qui reconnait les acides aminés 89 a 104 de la PrP ovine, ne
détecte pas la PfPissue d'isolats d’ESB. Des tests basés sur la comparaison de lintensité
des bandes obtenus avec ces anticorps ou avec des anticorps dont les épitopes sont situés dans
le cceur de la PrP permettent ainsi de différencier 'ESB de la tremblante ovine cldSsique

535, 565.

Par ailleurs, un anticorps polyclonal détectant uniquement IS°RIE type 2 a été produit
récemment en immunisant des lapins contre un peptide synthétique correspondant aux acides
aminés 97 & 103 de la PrP humaiffeCet anticorps a été utilisé pour le typage biochimique
d’isolats de MCJ sporadiqd®.
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2.4.3 Résistance a la digestion par les protéases

La PrP anormale n’est que partiellement digérée par les protéases. Toutefois, cette notion de
résistance partielle a la protéolyse doit étre nuancée.

La comparaison des cinétiques de dégradation de f§ Bd®mise & 'action prolongée de la
protéinase K ou de la trypsine, permet de différencier certaines souches ou agentSd’EST

287, 319, 437(ﬁgure 8)

HYPER DROWSY

PK: -+ + -+ - + - +
Temps (h): 0 2 12 24 0 2 12 24

Figure 8 : Cinétique de dégradation par la PK de ld®PaRsociée aux souches HY et DY
(d’aprés [48])

Il a ainsi été montré que la PfRassociée & 'ESB est particuliérement PK sensileCette
propriété a été exploitée pour mettre au point un test ELISA sandwich capable de discriminer
les isolats d’ESB des isolats de tremblante classitfu®ans ce test, I'anticorps de capture
reconnait la partie N-terminale de la PrP (région des octapeptides) alors que I'épitope de
I'anticorps conjugué est situé dans le coeur de la protéine (figure 9). Chaque échantillon subit
une digestion par la PK dans deux milieux différents, A et A’. Dans le milieu A (détergents et
agents chaotropiques) la digestion est modérée et la région des octapeptides est préservée, que
la PrP° soit issue d’un isolat de tremblante ou d’un isolat d’ESB. En revanche, dans le milieu
A’, la digestion est effectuée avec une forte concentration de PK et seul&lafRdeiée a la
tremblante conserve sa partie N-terminale. La mesure des absorbances permet de calculer un
ratio A/A’ qui est beaucoup plus faible avec la tremblante classique (<2) qu'avec 'ESB (6-
10).
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Octapeptides Région (142-160)
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Ac de capture (SAF34)  Ac conjugué (Bar224)
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Digestion PK en milieu A
Tremblante etESB I Y ¥

Digestion PK en milieu &

Tremblante classique i\ Y
ESB i\ Y C

@]

Figure 9 : Principe d’'un test ELISA permettant de discriminer 'ESB de la tremblante
classique (d’apres [522])

2.4.4 Conformation/Résistance a la dénaturation

L’existence de souches d’EST semble difficile a expliquer dans le cadre de la théorie de la
« protéine seule ». En effet, quel peut étre le support de la biodiversité chez des agents
infectieux dépourvus d’acide nucléique ?

L’identification de souches différentes chez des individus de méme gémRifedémontre

que la structure primaire de la PrRintervient pas dans ce phénomeéne. En outre, la
possibilité de distinguer des souches de prion en fonction des propriétés biochimiques de la
PrP° suggére que les caractéres de souche sont portés par cette protéine, probablement par
I'intermédiaire de sa conformation.

Cette hypothese a été confortée par la conservation des caractéristiques biochimiques de la
PrP® issues d'isolats d’IFF et de MCJ, lors de leur propagation a des souris transgéniques

exprimant une PrP chimérigue humaine/murine (MHuU2M). Bien que la séquence primaire de
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la PrP soit identique chez tous ces animaux, la masse moléculaire d€Jad?rglycosylée
déectée chez les souris inoculées avec les isolats d’IFF était de 19 kDa alors qu’elle était de
21 kDa chez les souris inoculées avec les isolats de MCJ. La différence de masse moléculaire

reflétait donc I'existence de deux conforméres de IZPIU2M >°°.

Des preuves supplémentaires en faveur de ce concept ont été appores. Lors
d’expériences de conversion de la PeR PrP anormale, les PfRHY et DY avaient la
capacité de transmettre leurs phénotypes biochimiques respectifs &ladafermée™. Par
ailleurs, le lien entre la conformation de la PyReflétée par son phénotype biochimique, et

le biotype de souche a été établi par PMCA. Ainsi, |&Ryenérée a partir de différentes
souches d’EST murines (RML, ME7, 79A, 139A et 301C) conservait-elle non seulement la
signature biochimique de ces souches, mais pouvait aussi reproduire leur phénotype

biologique (durée d’'incubation, profil Iésionnel) lorsqu’elle était inoculée a des Buris

Des mesures en spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier ont mis en évidence des
variations dans la structure secondaire de differentes souches de prion propagées chez le
hamster'8: 533 %63 Cette technique étant relativement lourde & mettre en ceuvre, des méthodes
dternatives, basées sur I'évaluation de la résistance de [& BrR dénaturation par le
chlorhydrate de guanidine (GdnHCI) ont été imaginées pour détecter de maniére indirecte les
variations de conformation de cette protéine.

Un test immunologiqueconformation-dependent immunoassay) dans lequel un anticorps
monoclonal (3F4) reconnaissant un épitope conformationnel située dans la partie N-terminale
de la PrP a été élaboré pour comparer 'immunoréactivité de |& RaBve et de la PI®
dénaturée. Lors d’'un essai effectué chez le hamster, ce test a permis de distinguer clairement
huit souches de prioff® Par ailleurs, ces huits souches ont été classées en quatre groupes
distincts en utilisant une autre approche, consistant a évaluer par ELISA la résistance de la
PrP & la PK aprés dénaturation par des concentrations croissantes de $84nHCI
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2.5 Applications du typage biochimique de souche

2.5.1 Classification des cas de MCJ sporadique

Pendant plusieurs décennies, les cas de MCJ sporadique ont été classés uniquement sur la
base de criteres clinico-pathologiques. Ont ainsi été décrits (i) la forme typique (ou
myoclonique) caractérisée par de la démence, des myoclonies et des crises épileptiformes, (ii)
le variant de Heidenhain, différenciable de la forme typique par la prédominance de troubles

visuels 253, 396, 57'2

(ii) le variant de Brownell-Oppenheimer dont la symptomatologie est
dominée par une ataxie cérébelleuse et une démence tardif/e iii) le variant thalamique
indiscernable cliniquement de I''F*, (iv) le variant panencéphalopathique dans lequel, & la
spongiose de la substance grise classiquement observée, s’ajoutent des Iésions séveres de la

substance blanché 1#° 404 %%t (v) le variant « plaques kuru'3.

A partir d’'une étude menée dans les années 1990 et portant sur 300 patients, Blaai et
proposé une nouvelle classification des cas de MCJ sporadique, basée sur le @iridRype
au codon 129 (M/M, M/V, V/IV) des individus et le type biochimique d€*Pdétecté dans
leur encéphal&”.

Cette classification permet de définir six catégories (MM1, MV1, MM2, MV1, MV2, VV1 et

VV2), chacune associée a un tableau clinique et Iésionnel particulier (tableau 8).
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Tableau 8 : Qassification des cas de MCJ sporadique proposée par Parchi (d’aprés [445])

tex
nles
PrP

vent
AUX

utres
ale ;
ans

ches

Durée
)
Type Classification précédente c{aos d’évolution Caractéristiques cliniques Caractéristiques neuropathologiques
(mois)
Démence rapidement progressive, myocloniE, . .
; S eésions souvent importantes dans le co
, , précoce, EEG pseudo-périodique . P ,
MM1 Variant myoclonique o occipital. Dépbts synaptiques de PrP. Vacu
. , . 70 3.9 caractéristique. N » .
MV1 Variant de Heidenhain ; . ‘s . confluentes et dépbts périvacuolaires de
Troubles visuels en début d’évolution dans
dans 1/3 des cas.
40 % des cas.
Lésions importantes dans les régions sous-
. . . . : rticales dont les noyaux du tronc cérébral ;
. . Ataxie précoce, démence tardive, pas d'E . .
VV2 Variant ataxique 16 6.5 L ans le néocortex, la spongiose est sou
caractéristique dans la plupart des cas. L o
limitée aux couches profondes. Dépots foc
et périneuronaux de PrP.
Ataxie et démence progressive, pas d’EEI .
. L s . 1 1dem VV2 avec présence de plaques kuru dans
MV2 Variant « plaques kuru » 9 17.1 | caractéristique, durée d’évolution longue (» A
le cervelet. Dépdts focaux de PrP.
ans) dans quelques cas.
Atrophie du thalamus et de I'olive bulbaire (pas
Insomnie et hyperactivité psychomotricde spongiose), peu de Iésions dans les a
MM2 . . : i X .
thalamique Variant thalamique 2 15.6 dans_ _Ia plupart des cas, ataxie et trou blE3NEes ; spongiose parf0|_s absentg ou foc
cognitifs. Pas d’EEG caractéristique. PrP° détectée en plus faible quantité que d
les autres variants.
. . g karges vacuoles confluentes avec dépots
MMZ Non établi 2 15.7 Demerjc_e _ brogressive, pas d EE'%érivacuolaires de PrP dans toutes les cou
cortical caractéristique. \ . ) . .
corticales ; cervelet relativement épargné.
Lésions séveres dans le cortex cérébral et le
W1 Non établi 1 15.3 Demer]c_e ~ progressive, pas d EE:C?‘trlaturrl ; _noyaux du tronc cérébral et cervelet
caractéristique. eépargnés ; pas de larges vacuoles conflue

tres peu de PrP synaptique.
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Plus récemment, une classification plus complexe, a été établie par &lilF€t L'analyse
systématique du profil électrophorétique (poids moléculaire de la bande non glycosylée et
glycoprofil) de la PrP extraite de I'encéphale de 89 patients atteints de MCJ sporadique a
permis de distinguer 4 types de BtRlont un détecté chez un seul patient), en plus du profil

observé chez les patients atteints de vMCJ (type 4 ; figure 10).

Figure 10 : Profil électrophorétique de la PiRlans les 9 catégories de cas de MCJ définies
pa Hill et al. (d’apres [258]).

* . un seul cas décrit

La comparaison de ces deux classifications permet d’'identifier certaines similitudes. Ainsi, les
cas MM1, MM2, MV2 et MV3 de la classification de Hill correspondent-ils respectivement
aux cas MM1, MM2 corticaux, MV1 et MV2 de la classification de Parchi. En outre, le
groupe VV2 de Hill pourrait comprendre a la fois les cas VV1 et une partie des cas VV2 de

Parchi, I'autre partie appartenant au groupe V73
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2.5.2 Deécouverte d’ESB atypiques

Suite a lI'apparition de 'ESB et & la démonstration de son caractere zoonotique, des plans de
dépistage de cette maladie ont été mis en place en Europe par recherche systématigtie de PrP
dans I'obex des bovins adultes abattus, morts ou euthanasiés, a l'aide de tests biochimiques
(WB et ELISA) dits « rapides ».

Lors de ce dépistage a grande échelle, deux signatures biochimiques « atypiques » ont été
identifiées par western blot' *° chez des animaux agés, et pour lesquels aucun signe
clinique d’EST n’avait été rapporté. Ces signatures pouvaient étre differenciées de celle de
'ESB classique grace a la masse moléculaire de la bande non glycosylée d€ lapRis

faible dans les cas d’ESB-L (pouow) et plus élevée lors d’ESB-H (potieavy). En outre,

le glycoprofil typique de 'ESB, caractérisé par une nette prédominance de 'fa rieniP

glycosylée, n’était pas retrouvé dans les cas d’'ESB-L (figure 11).

A0kDa - -
[ e ]

Figure 11 : Profil électrophorétique de la Piflssue d'isolats d’ESB classique et atypiques
(d’apres [514])

Des analyses immunohistochimiques effectuées sur I'encéphale de bovins atteints d’ESB
classique et d’ESB atypique ont par ailleurs révélé des différences dans le profil de
distribution de la P % 1% 318 Dans les cas d’ESB-L, le tronc cérébral, 'obex et le noyau
moteur dorsal du nerf vague sont relativement épargnés alors que de grandes quantités de
PrP>, formant des plaques amyloides, sont détectées dans le cervelet, la substance blanche
corticale, le thalamus et le bulbe olfactif. L'ESB-H est quant & elle caractérisée par la
présence de PrPintra-neuronale et intra-gliale dans la substance blanche du cétvéfet
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L’inoculation d’isolats d’'ESB-L et dESB-H a des bovins a permis de reproduire ces
phénotypes biochimiques et biologiques particuliers et de démontrer que ces maladies étaient
de véritables EST, dues & des agents distincts de celui de 'ESB claSsitjje®>® 33
Toutefois, 'origine de ces agents demeure énigmatique. La distribution géographique des cas
d’ESB atypique, leur faible incidence (0.35 a 0.41 cas / millions d’individus testés) et I'age
relativement élevé (> 8 ans) des bovins détectés pdSiifermettent de penser qu'il pourrait

sagir de maladies spontanées sans qu’aucune preuve expérimentale ne soit venue jusqu’a

présent étayer cette hypothése.
2.5.3 Découverte de cas de tremblante atypique

En 1998, des cas de tremblante ovine caractérisés par une signature biochimique inédite ont
été identifiés en Norved8. La PrP™ détectée par WB dans I'encéphale des animaux atteints
avait un profil électrophorétique constitué de 5 bandes dont la masse moléculaire variait de
11-12 kDa & 31 kDa envirofi ** * Ce phénotype biochimique particulier contrastait avec le

profil « 3 bandes » décrit jusqu’alors dans les cas classiques de tremblante (figure 12). Par
ailleurs, la résistance a la dégradation de la PrP anormale par la PK apparaissait, dans les cas

atypiques, beaucoup plus réduite par comparaison aux cas de tremblante classique

Figure 12 : Comparaison des profils électrophorétiques de I3 sraites d’isolats de
tremblante classique et atypique

Pistes 1-4 et 6-8: tremblante classique ; Piste 5: tremblante

atypique ; MM : marqueur de masse moléculaire
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Sur le plan histopathologique, les cas de tremblante atypique pouvaient étre distingués des cas
de tremblante classique par une distribution des lésions vacuolaires et de Sfa PrP
essentiellement dans le cervelet et le cortex cérébral, alors que I'obex était relativement
épargné. En outre, les organes lymphoides des individus atteints semblaient dépourvus de PrP

anormale’® 4

La preuve gue la signature biochimique détectée chez les animaux norvégiens était associé a
un authentique agent d’'EST a été apportée lors de la transmission d’isolats de tremblante

9521t & des souris transgéniques exprimant une PrP Bvifie 3%

atypique a des ovin
Les animaux inoculés ont développé une maladie nerveuse et 'fa éxtRaite de leur
encéphale avait les mémes propriétés biochimiques que celle de I'isolat primaire.

L’origine de ce « nouvel agent » est a ce jour indéterminée. Comme I'ESB-L et 'ESB-H, la

tremblante atypique pourrait étre une maladie neurodégénérative spontanée.

2.6 Limites des typages biologique et biochimique des souches de prion

L'utilisation du typage biochimique comme moyen d’étude de la diversité des souches de
prion ne peut étre envisagé que si a une souche ne correspond qu'un seul phénotype
biochimique et si & un phénotype biochimique ne correspond gu’une seule souche. Or, dans la
plupart des cas, ce préalable n'est pas vérifié. A titre d’exemple, la transmission d’isolats de
tremblante ovine possédant un profil électrophorétique et un glycoprofil identiques a des
souris C57BL/6 n'a pas modifié leur phénotype biochimique, suggérant que le méme agent
était présent dans ces isolats. Pourtant, I'analyse des durées d’incubation et des profils
lésionnels obtenus chez ces animaux a conduit a l'identification de plusieurs souches (87A,
ME7, 221C)**% °%2

Le typage des souches a l'aide de rongeurs conventionnels est donc resté pendant longtemps
la méthode de référence pour étudier la diversité des agents des EST. Pourtant, il est
rapidement apparu que le recours a ces modeles animaux n'était pas dépourvu
d’inconvénients. En effet, beaucoup d'isolats d’'EST ne sont pas transmissibles & 1§°souris

8. 87, 187, 261, 338t de nombreuses interrogations sur les conséquences de la transmission
interspécifique des prions, en termes de propriétés biologiques et biochimiques, ont été

soulevées.
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Cet obstacle peut aujourd’hui étre partiellement contourné grace aux modeles animaux
transgéniques pour le geRNP qui ont été créés suite a I'étude des facteurs influant sur
I'efficacité de la transmission interspécifique des prions.

3 FRANCHISSEMENT DES BARRIERES DE TRANSMISSION ET CONSEQUENCES
SUR LES PROPRIETES BIOLOGIQUES DES PRIONS

3.1 Un probleme conceptuel aux implications sanitaires majeures

Alors qu’expérimentalement la propagation intraspécifique des prions est relativement aisée
146 |la transmission d'isolats d’'EST entre individus d’espéces différentes est généralement
d’une efficacité limitéé’. Au-dela de l'intérét académique que peut avoir la compréhension

des mécanismes responsables d'un tel phénomeéne, lidentification des barrieres de
transmission limitant la diffusion interspécifique des prions et I'évaluation de leur
perméabilité constituent des enjeux majeurs de santé publique. En effet, I'ensemble des
données épidémiologiques indiquent clairement que les agents des EST circulent a des
niveaux significatifs dans les populations d’animaux de réfte’®® Or, bien que la
démonstration du lien entre 'ESB et le vMCJ ait conduit a la mise en place de mesures
réduisant les risques d’entrée de ces agents dans la chaine alimentaire (dépistage des EST,
retrait des matériaux a risques spécifiés), il demeure impossible de garantir I'absence totale
d’exposition des populations humaines aux prions d’origine animale.

Dans ce contexte, il apparait donc primordial (i) d’estimer le potentiel zoonotique des
différents agents d’EST circulant dans les populations d’animaux de rente, (ii) d’évaluer leur
capacité a se propager chez des especes différentes de celle(s) de leurs hétes naturels et (iii)
de déterminer quelles sont les conséquences de telles propagations interspécifiques sur leurs
propriétés biologiques.

Par ailleurs, le dépistage rapide des EST animales reposant sur l'utilisation de tests de
détection biochimique de la PYP il semble également pertinent de caractériser les
éventuelles modifications de signature biochimique associée au franchissement des barriéres

de transmission.
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3.2 Evolution des propriétés des prions lors de transmission interspécifique

Les tentatives de transmission interspécifique des agents d’EST peuvent aboutir a des

résultats radicalement différents, variant en fonction de I'agent et des espéces considéres.
3.2.1 Absence totale de transmission / Infection asymptomatique chronique

Un h6te donné peut étre totalement réfractaire a l'infection par les prions provenant de
certaines especes. Ainsi, tous les essais de transmission d’EST humaines (MCJ, kuru) et
animales (tremblante, ESB) au lapin se sont soldés par des &thé&ms la méme facon, la

plupart des isolats de tremblante classique issus d’ovins de géRR)NFEARQ/ARQ % &7

187, 261 ainsi que les isolats de tremblante atypitfié® **®et de CWD? ne provoquent pas
d’EST chez la souris conventionnelle. Le hamster syrien, quant a lui, ne semble pas sensible

a 'ESB (isolats bovins) et & 'ESB-#2

Toutefois, alors que le principal critére utilisé pour évaluer I'efficacité de la transmission des
EST est le développement d’'une maladie neurologique chez les animaux inoculés, il semble
gue I'absence de symptémes ne puisse suffire a garantir 'absence réelle de propagation d’'un
prion.

Ainsi, malgré des observations récurrentes faisant état de I'impossibilité de transmettre la
souche de tremblante 263K (adaptée au hamster) & la souris conventiGihetles
investigations plus poussées ont permis de montrer que I'encéphale des souris inoculées
restait infectieux pour le hamster pendant plusieurs mois, et ce méme en I'absenc¥ de PrP
déectable®™® *’® Ce phénoméne semblait étre dépendant de I'expression de®lmiRe
puisqu’aprés la méme période d’observation, aucun pouvoir infectieux résiduel n’était détecté
chez des souriBrnp™ inoculées avec la méme soudfie Il est donc probable que la souche
263K ait la capacité de se répliquer a bas bruit chez la souris sans entrainer de manifestations
cliniques. De la méme facon, alors que la transmission d’isolats de MCJ sporadique a des
souris conventionnelles n’aboutit que rarement au développement d’'une maladie clinique
(méme aprés plusieurs passages itératifdps tissus issus de ces animaux sont capables de
provoquer une EST chez le campagnol, modele par ailleurs décrit comme tres sensible a la
MCJ sporadiqué®.
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Il est par ailleurs important de rappeler que les EST sont des maladies a incubation longue.
Chez 'Homme, des cas de kuru ont ainsi été rapportés plus de cinquante ans apres la derniére
exposition des patients a I'agent infectiédx Outre le fait que I'on puisse dés lors émettre

des doutes légitimes sur la pertinence de certaines publications rapportant I'absence de
propagation de I'agent de 'ESB au poulet ou au porc apres respectivement quelques semaines
ou quelques mois d’observatiéf ** il est possible d’imaginer que, dans certains cas, la
durée d’incubation de la maladie dépasse I'espérance de vie des modeles animaux utilisés,
laissant croire & tort & un échec de transmis$fof>” Il est sur ce point utile de rappeler que

69.560at de |a voie

la durée d’'incubation varie en fonction du titre infectieux de I'inocfl
d’inoculation utilisée. En effet, les voies d’inoculation périphériques (voie orale notamment)

sont généralement moins efficaces que la voie intracéréftaf®

3.2.2 Conservation/Altération des propriétés de souche

Apres transmission interspécifique d’un prion, des similitudes peuvent parfois étre mises en
evidence entre le phénotype observé chez I'héte donneur et celui obtenu chez 'hoéte receveur
(ex : signature biochimique de la FrPdistribution des Iésions dans I'encéphale). Cependant,

il est extrémement difficile d’évaluer a l'aide de cette seule comparaison phénotypique si
I'agent propagé chez I'espéce receveuse a effectivement conservé ses propriétés initiales.

Deux stratégies principales sont donc couramment utilisées pour vérifier si la transmission
d’'un agent issu d’'une espéce A a une espéce B a modifié ses propriétés biologiques.

La premiére consiste a réinoculer I'agent de I'espéce B a l'espéce A et a comparer le
phénotype ainsi obtenu a celui initialement décrit. Il a été prouvé de cette facon que la souche
de tremblante murine ME7, propagée chez des souris de gerfitgp@, conserve ses
propriétés, méme aprés plusieurs passages intermédiaires chez le ffAmster

La seconde méthode repose sur l'utilisation d'une espéce tierce, dite «rapporteuse ». Le
recours a la souris conventionnelle a ainsi permis de mettre en évidence la stabilité des
caractéres phénotypiques de I'agent de 'ESB, malgré des passages intermédiaires chez des
hotes variés, infectés naturellement (Homme, félidés, ongulés exotiques) ou
expérimentalement (ovins, caprins, porcs, macaques). En effet, dans I'espéce murine, la

transmission d’'isolats d'ESB, de vMCJ, d’ESF ou d’encéphalopathie spongiforme des
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ongulés exotiques a abouti invariablement & la propagation des souches 301C 8t 301V

332 (cf. 2.3.2).

Toutefois, cette approche possede des limites, comme lI'ont montré des expériences de
transmission d’isolats d’ESB provenant d’ovins de génotype ARQ/ARQ et de bovins a des
souris transgéniques exprimant la PrP bovine. En effet, dans ce modele, les durées
d’'incubation obtenues avec les isolats ovins étaient significativement plus courtes que celles
observées avec les isolats bovins alors que les profils Iésionnels, profils de distribution de la
PrP>° et propriétés biochimiques de la BtRétaient similaires chez tous les animaux
inoculés’. Dans la mesure ol cette différence persistait lors de passages successifs, elle ne
pouvat étre expliquée par une différence de titre infectieux entre les isolats. Il semble donc
gue le passage de l'agent de I'ESB dans l'espéce ovine altére véritablement son
comportement biologique sans modifier son phénotype chez la souris conventionnelle.

Des travaux récents ont par ailleurs montré que ce changement se manifestait aussi par une
capacité accrue a se propager chez des souris transgénique porteusesPeNB&wecin®

ou hunain %

Bien que ces observations suggerent que la capacité a conserver des propriétés stables est une
propriété intrinseque de l'agent, les expériences menées sur les souches de tremblante
adaptées a la souris ont montré qu’aucune regle simple ne semblait exister. La souche 139A,
par exemple, demeure stable apres plusieurs passages intermédiaires chez le rat mais subit une
modification radicale de son phénotype aprés seulement deux passages intermédiaires chez le

r302, 304

hamste (émergence de la souche 139H).

3.2.3 Emergence d’'un nouvel agent

Lors de transmission interspécifique, il est possible de voir émerger un prion dont les
caractéristiques et les propriétés biologiques sont clairement différentes de celles de I'agent
inoculé.

L'un des exemples illustrant le mieux ce phénoméne, initialement dénommé « mutation » en
référence a l'‘évolution brutale des caractéristiques biologiques d’autres agents infectieux
(virus, bactérie), est la propagation des souches DY et HY chez des hamsters inoculés avec
lisolat Stetsonville de TME“. Aprés trois passages dans cette espéce, ces deux souches sont
non seulement différenciables par leurs phénotypes biologiques (tableau clinique, durée
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d’incubation, profil Iésionnel, lymphotropsime) et biochimiques respectifs mais aussi par leur
capacité a infecter le vison. En effet, la souche DY conserve un pouvoir pathogéne pour cet
animal, contrairement & la souche HY qui en est dépoufvudéme si ces observations
semblent indiquer que seule la souche DY était initialement présente chez le vison et que HY
est apparue a la faveur d’'une « mutation » de I'agent infectieux, une autre explication possible
pourrait étre que l'isolat de départ était constitué d’'un mélange des deux souches dans lequel
HY était minoritaire. Afin d’écarter cette éventualité, l'isolat de TME a été cloné par passages
successifs en dilution limite d’infectiosité et inoculé a des hamsters. La encore, HY et DY ont
pu étre isolées indiquant que HY ne préexistait pas dans l'isolat de départ mais ademerge

Nnovo.

L’émergence d'un agent ayant un phénotype différent de celui de départ peut aussi étre
observée lors de transmission intraspécifique entre individus ayant des gérieies
différents (barriére de transmission génotypique). Ainsi, lorsque la souche 22C, maintenue
habituellement sur des lignées de so®risp-a, est propagée chez des so®inp-b, il est

possible de voir apparaitre progressivement une nouvelle souche, nomnfée@abtndant,

s la souche 22C est préalablement clonée, son phénotype ne change pas, démontrant que 22H
est un composé minoritaire contenu dans la souche 22C non clonée. A linverse, la souche
22A, issue de sourBrnp-b, peut générer la souche 22F lorsqu’elle est transmise a des souris
Prnp-a. Ce résultat ayant été obtenu que la souche 22A ait été ou non clonée, il est clair que
22F est un « mutant » de 23A

Bien que le clonage des souches de prions soit une technique couramment utilisée pour
distinguer les changements de phénotype dus a des « mutations » de ceux liés a la présence de
plusieurs agents dans un méme isolat, il apparait que certaines souches clonées demeurent
instables, méme lorsqu’elles ne franchissent aucune barriére de transmission (transmission
intraspécifiqgue chez des individus ayant le méme gén®iRP). C’est le cas de la souche

87A, propagée chez des souris C57BL6, dont le phénotype peut évoluer brutalement
lorsqu’elle est inoculée a forte dose alors qu'il reste stable lors d’inoculation a faible dose.

L’agent obtenu présente alors toutes les caractéristiques de la souche ME7
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3.3 Déterminants des barriéres de transmission

3.3.1 Séquence de la PrP

Historiquement, les travaux meneés sur les premiers modeles d’animaux transgéniques pour le
genePRNP ont démontré que le degré d’homologie entre les séquences de la PrP de I'héte
donneur et de I'h6te receveur avait une influence majeure sur l'efficacité de la transmission
interspécifique des prions. A la fin des années 1980, Scaltta@it en effet prouvé qu’il était
possible d’abolir I'apparente barriere de transmission « absolue » empéchant la propagation
de la souche 263K chez la souris en faisant exprimer a cette derniére IERjPealu
hamster®®.

Le réle capital joué par la structure primaire de la PrP dans le phénoméne de barriere de
transmission est également illustré par l'influence de certains polymorphismes deR)#he

sur la sensibilité aux EST dans les espéces ovine et hurohifet(4.2). De la méme facon,

dans des conditions expérimentales, la substitution d’'un seul acide aminé (101L) au sein de la
séquence de la PrP murine, modifie la capacité de certaines souches (ME7, 22A, 263K) ou
isolats d’EST (VMCJ, GSS) a se propager chez la souris conventiotinéfle

Toutefois, la réussite de la transmission d’un isolat d’'EST semble ne pas toujours dépendre
uniguement des séquences PrP du donneur et du receveur. A titre d’exemple, il est plus
difficile de transmettre le vVMCJ a certains modeles murins transgéniques surexprimant la PrP
humaine qu'a des souris conventionnelfés Il est donc clair que d'autres facteurs

interviennent dans le phénomeéne de barriere de transmission.

3.3.2 Nature de I'agent

Dans certains cas, l'issue de la transmission interspécifiqgue d’'un agent d’'EST semble dictée
par sa nature méme. L'agent de I'ESB peut par exemple infecter des hotes ayant des
séquences PrP trés varié8s Par ailleurs, des résultats de transmission d'isolats d’'EST
humaines a la souris conventionnelle vont également dans ce sens. En effet, le®Paquris (

a) sont sensibles au vMCJ alors gu’aucun signe cliniqgue n’est détecté lorsque ces animaux

sont inoculés avec des isolats de MCJ sporadique (cas FPME§ Pourtant dans les deux
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cas, la séquence de la PrP des donneurs est identique (PrP humaine, homozygotie M/M en

postion 129).

3.4 Meécanismes moléculaires impliqués

Malgré la mise au point de modéles de conversioritro de la PrP en PrB¢ 3% |es
phéhomeénes moléculaire exacts mis en jeu lors du franchissement des barriéres de
transmission ne sont pas connus avec précision. L'’ensemble des connaissances acquises au
cours des deux dernieres décennies a toutefois permis d’élaborer un modele permettant
d’'unifier les notions de souche de prion et de barriere de transmission, qui ne seraient, d'apres
Collinge et Clarke, que les « deux faces opposées d’une méme pidce »

Selon ce modéle, la PrPprésente chez un individu atteint d’'EST adopterait un éventail de
conformations dont I'étendue serait déterminée a la fois par les contraintes liées a la séquence
PrP de I'héte, la stabilité thermodynamique des différents conformeres et leur capacité a se
répliqguer a un niveau suffisant pour permettre leur persistameyo. La « force » d’'une
barriere de transmission serait dés lors dépendante du degré de compatibilité entre I'éventalil
des conformeéres existant chez I'h6te donneur et celui pouvant étre potentiellement géenéré
chez I'héte receveur. Ainsi, la transmission d’'un agent d’EST sera d’autant plus facile que la
Pr® du receveur pourra étre convertie en molécules de°Ripables d’adopter la
conformation d’au moins un des conforméres deRi& donneur (figure 13)

Figure 13: Principe du modele de sélection conformationnellagies [135])
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Chez un héte donné, diverses sous-populations d& Rk propriétés physico-chimiques
différentes, seraient donc générées au cours du processus réplicatif de*Padéhtet le
phénotype de souche observé refléterait celles de la sous-population majoritaire ou dominante
62 ors de la transmission d'un isolat ’EST & un individu d’une autre espéce ou de la méme
espece mais ayant une séquence PrP différente (polymorphisme duPBBi, le
conformeére le plus adapté au nouvel hdte serait sélectionné (figure 14). Si celui-ci est
différent du conformére majoritaire dans l'isolat de départ, on observe un changement de
phénotype. Cette plasticité dynamique de I'agent, dont le principe est calqué sur le concept
des quasi-espéces virdl®s permettrait également d'expliquer qu’un prion biologiquement
cloné dans un modéle de culture cellulaire chroniquement int&t&” ou dans un modéle

|49

animal ™ puisse, sous l'effet d’'une pression de sélection environnementale, voir ses propriétés

biologiques évoluer (figure 14).

Figure 14 : Explication du phénoméene de mutation selon le modele de sélection
conformationnelle (d’aprés [135])

3.5 Modélisation du franchissement des barrieres de transmission

La multiplicité des facteurs impligués dans le modele théorique de sélection
conformationnelle et leurs interactions complexes, rendent impossible, en 'état actuel des

connaissances, la prédicti@npriori du résultat de la transmission d’'un prion issu d’'une
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espéece A a une espece B et/ou de I'évolution de son phénotype lors de cette tranghssion.
lors, la perméabilité des barrieres de transmission ne peut étre testée qu’expérimentalement,

essentiellement a I'aide de modéles animaux.

3.5.1 Bio-essais sur hodtes conventionnels

L’approche la plus logique pour évaluer la capacité d'un agent d’EST a franchir une barriere
detransmission interspécifique est de I'inoculer directement a des individus de I'espece cible.
De nombreuses expériences ayant pour but de déterminer le spectre d’hétes potentiel de
I'agent de 'ESB ont ainsi été mises en ceuvre chez des petits rurtiihatgs porcs®® **ou

encore des cervidé®: Il a été démontré par la méme méthode que certains agents de
tremblante ovine pouvait potentiellement infecter les botths®® **°ou que certains isolats

de MCJ sporadique pouvaient étre propagés chez les captins

Toutefois, pour des raisons éthiques et financiéres, il n'est pas envisageable de réaliser dans
chaque espece dintérét de tels bio-essais, qui, pour donner des résultats pertinents,
nécessiteraient I'inoculation d’'un nombre significatif d’individus et un suivi pendant toute
leur durée de vie. En outre, si cette méthode permet d’apporter des informations relatives a la
capacité des prions a contaminer les animaux de rente, elle ne peut évidemment pas étre
utilisée pour évaluer leur potentiel zoonotique.

Le recours aux primates non-humains a longtemps été considéré comme la seule solution a ce
probléme. Le macaqu@caca fascicularis) 33 332333 |e ouistiti (QGallithrix jacchus) et le
microcébe (Microcebus murinus 8 ont ainsi servi de modéles pour évaluer les risques de
transmission de 'ESB a 'Homme. La comparaison des phénotypes biologiques obtenus chez
des macaques inoculés par voie intra-cérébrale avec des isolats d’'ESB et de vMCJ a contribué
a révéler le lien entre ces deux maladies, en complément des données issues des bio-essais sur
rongeurs conventionnef8% En outre, cette espéce a permis de démontrer que le vMCJ est
transmissible par transfusion sangufifte

D'autres EST animales telles que la tremblante classfoe 'ESB-L *4°

ont été également
transmises a des primates. Toutefois, il semble délicat de tirer des conclusions définitives de

ces travaux du fait du faible nombre d’isolats inoculés et/ou des faibles effectifs impliqués.
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3.5.2 Modéles animaux transgéniques

Les résultats démontrant le role de la séquence de la PrP dans le phénomeéne de barriere de
transmission, combinés au perfectionnement des techniques de transgénese ont conduit au
développement de trés nombreux modeles murins exprimant la PrP d’espéces hétérologues

(tableau 9 en annexe).

Ces modéles transgéniques sont généralement créés sur un fond gémépllipour éviter

tout phénomeéne d’interférence da a I'expression de la PrP murine endogéne. En effet, il a par
exemple été démontré que des isolats de MCJ ne pouvaient pas étre propageés chez des souris
transgéniques co-exprimant les geREBINP murin et humain alors gu’ils provoquaient une

EST chez des souris exprimant uniquement la PrP hurtidine

Deux techniques peuvent étre utilisées pour créer des souris transgéniques pour le géne
PRNP : (i) la transgénése additionnelle qui consiste a injecter directement des fragments
d’ADN contenant le gen®RNP hétérologue dans des ovocytes fécondés et qui conduit a
l'intégration au hasard de une a plusieurs copies du transgene dans le génome et (ii) la
transgénése ciblé&nock-in) dans des cellules souches, qui permet d’insérer le transgene a
I'emplacement exact du gérRRNP murin par recombinaison homologd®. Les souris
transgéniques geénérées par transgénese ciblée expriment donc la PrP a des niveaux
comparables a ceux observés chez des souris sauvages (WT) alors que les animaux créés par
transgénése additionnelle surexpriment le plus souvent la protéine. Cette différence se traduit
par une moindre efficacité des modeke®ck-in a propager certains prions pourtant issus
d’hotes exprimant une PrP de séquence homold§uen effet, la durée d'incubation est
généralement inversement proportionnelle au niveau d’expression de la PrP et il est possible
que dans certains cas, la durée de vie de ces souris (environ 2 ans), qui est bien plus réduite
que celle des hotes naturels d’EST, ne soit pas suffisante pour permettre le développement

d’une maladie clinique ou tout du moins I'accumulation d€ReR quantité détectabié

La méthodologie permettant d’évaluer la capacité d’'un prion issu d’'une espéce A a infecter
une espéce B a I'aide modéles murins transgéniques est simple. Il suffit de I'inoculer a des
souris transgéniques exprimant le g&RNP de I'espece B et de comparer le taux d’attaque
avec celui obtenu lors de l'inoculation d’'un prion issu de I'espece B au méme modéle

(contréle)®*2 Par exemple, afin d’évaluer la capacité d'isolats de tremblante ovine & franchir
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la barriere de transmission bovine, ceux-ci sont inoculés a des souris transgéniques pour le
genePRNP bovin, et I'efficacité de transmission de ces isolats est comparée a celle observée
avec des isolats d’'ESB.

La création de souris transgéniques pour le geRBIP a révolutionné I'étude de la
perméabilité des barrieres de transmission en permettant notamment d’évaluer le potentiel
zoonotique des prions circulant dans les populations d’animaux de rente. Néanmoins, il n’est
pas certain que les résultats obtenus avec ces modeéles soient totalement extrapolables aux
especes naturellement atteintes par les EST. En effet, méme si certains travaux suggerent que,
malgré la surexpression du geRBNP, les animaux transgéniques ont une sensibilité aux
EST similaire & celle des hétes naturéi§®® cette question fait toujours déb&t En outre, il

ne peut étre exclu que des facteurs de I'hGte autres que la séquence de la PrP puissent
intervenir dans le phénomeéne de barriere de transmission. A titre d’exemple, I'inoculation de
l'agent de I'ESB a des souris conventionnelles appartenant a deux lignées différentes
(C57BL/6 et SJL) mais ayant une séquence PrP identRjne-6) a conduit & la propagation

de deux souches de prions distintte’s®

Par ailleurs, hormis pour les EST iatrogenes, nous ne disposons que de peu d’éléments de
comparaison entre les durées d’incubation obtenues expérimentalement chez des animaux
transgéniques surexprimant la PrP et celles observées naturellement chez des hétes tels que
’Homme. Ainsi, méme si la surexpression de la PrP permet souvent de réduire le rapport
durée d’incubation/durée de vie, rien ne permet d'affirmer qu'un prion incapable de se
propager dans un modele murin transgénique pour le BBN® humain ne pourrait pas
contaminer des populations humaines dont I'espérance de vie moyenne serait supérieure a 80
ans. A linverse, il reste difficile d’évaluer quels sont les risques encourus par une population
exposee par voie orale a de faibles doses d’un prion capable, comme I'agent responsable de
'ESB-L, de se propager chez des souris transgéniques humaines inoculées par voie

intracérébralé® 3

3.5.3 Vers une modélisation in vitro ?

Dés le début des années 90, il a été démantuitro qu'un noyau de PrP était capable
d’entrainer la conversion de la Pren PrP anormale tout en conférant ses propriétés

biochimiques & cette derniéf®. Toutefois, il est rapidement apparu que lefficacité de la
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conversion était limitée si PTRet PrP° n'étaient pas issues de la méme espéce. En effet, &
I'instar des observations réalisées a l'aide de modéles animaux conventiohral$rP°
provenant de hamsters inoculés avec la souche de tremblante 263K était incapable de
convertir de la PrPrecombinante muriné'’. Ces résultats ont permis d’envisager que
I'efficacité avec laquelle la PTPissue d’une espéce A était capable de convertir [ad?uRe

espece Bin vitro pouvait refléter la « force » de la barriere de transmission entre ces deux
especes. Des expériences ont partiellement validé cette approche en prouvant par exemple
que, comparée a la PfRextraite d'isolats de MCJ, la PrP anormale issue d'isolats d’'ESB, de
tremblante et de CWD avait une capacité réduite & convertir fehBrkaine®® “8! suggérant
I'existence de barriéres de transmission susceptibles de limiter la propagation des agents des
EST animales dans I'espece humaine. De la méme facon, il a été démontré que, en accord
avec ce qui est observé invivo, I'efficacité de conversion de fadvife par de la PRissue

d’isolats de tremblante classique est dépendante des polymorphismes de la PrP aux positions
154 et 171°% Néanmoins, les rendements de la méthode de conversion utilisée étant trés
faibles, y compris lorsque les séquences de [&°BtRle la PrPsont homologues, des doutes
peuvent subsister quant a la fiabilité de ces résultats (risque de faux négatifs).

Plus récemment, le développement de techniques telles que la PRGAI le QuiC

20598 qui permettent de convertir la Prén Pri® avec des

(Quacking Induced Conversion)
facteurs d’amplification de plusieurs lgd*> " **'et dont la sensibilité de détection des
prions est au moins équivalente a celle des bio-e%¥ai2®a laissé entrevoir la possibilité de
quantifier plus précisément la «force » des barrieres de transmission. Il semble que, de
maniéere paradoxale, I'incroyable efficacité de conversion de ces techniques rende cet exercice
hasardeux. En effet, a titre d’exemple, alorsimwivo il existe une forte barriere de
transmission entre la souris et le hamster, il est relativement facile de générer par PMCA un
prion infectieux pour le hamster en mélangeant de 'homogénat de cerveaux de souris
inoculées avec la souche de tremblante RML et de 'homogénat de cerveaux de hamsters
sains. Inversement, il est également possible de générer un agent infectieux pour la souris a
partir d’homogénat de cerveaux de hamsters inoculés avec la souche 263K et d’homogénat de
cerveaux de souris saingS. En outre, dans les deux cas, le phénotype du prion généré est
différent de celui de toutes les autres souches décrites dans ces deux espéeces.

Par ailleurs, il a été rapporté récemment que, lors d’expériences de PMCA>lasBub
d’isolats de tremblante ovine ou murine, d’ESB et de CWD étaient capables de convertir la
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PrP de lapin en PrP anormafé? alors quin vivo, toutes les tentatives de transmission

d’isolats naturels d’EST & cette espéce se sont soldées par des®checs

3.5.4 Bilan

Les outils permettant d’estimer la capacité des prions a franchir les barrieres de transmission
ont formidablement évolué au cours des deux derniéres décennies. Les modéles animaux
transgéniques pour le geRBNP et les méthodes de conversiarvitro sont venus compléter

les bio-essais sur hétes conventionnels. Ces progres méthodologiques ont dans le méme temps
souligné avec encore plus d’acuité le peu de compréhension gque nous avons des mecanismes
moléculaires régissant la réplication et la transmission hétérospécifique des prions, nous
laissant souvent incapables de juger de la validité des résultats obtenus dans certains systemes
expérimentaux.

Au-dela de ces limites et de ces interrogations, les animaux transgéeniques pouPBNféne
représentent sans nul doute aujourd’hui I'approche la plus pertinente (& conditions d’utiliser
des contrOles appropriés) pour évaluer la perméabilité des barrieres de transmission et

'impact d’'une transmission hétérospécifique sur les caractéristiques d’un prion.
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Malgré quatre décennies d'efforts et d’'innovations nous ne disposons toujours pas aujourd’hui
d’un systéme cohérent permettant de décrire la diversité biologique des agents des EST et leur

capacité a évoluer au gré de leur transmission homo et hétérospécifiques.

L’étude de la diversité des agents des EST s’est pendant longtemps appuyée uniquement sur
les données issues des essais de transmissivo a des hétes conventionnels (rongeurs et
especes cibles). Au-dela des contraintes matérielles et financiéres inhérentes a I'utilisation de
ces modeles animaux, l'impossibilité de propager certains prions chez les rongeurs
conventionnels et I'impact potentiel du franchissement des barrieres de transmission sur les
caractéristiques biologiques de ces agents (mutation) constituent des écueils majeurs a
I'utilisation de cette approche.

Dés le début des années 1990, le développement de méthodes permettant d’établir le
phénotype biochimique de la Pfra laissé entrevoir la possibilité d’'un typage « haut débit »

des agents d’EST circulant sur le terrain, tout en s’affranchissant des limites associées aux

bio-essais sur hétes conventionnels. Toutefois, de nombreux doutes subsistent sur la capacité
de la classification des isolats I’EST en fonction des caractéristiques biochimiques de la PrP

anormale a refléter de maniere pertinente la diversité biologique des prions.

La récente diffusion de lignées murines transgéniques exprimant le RRNE de
nombreuses autres especes de mammiferes permet aujourd’hui de réaliser des bio-essais en
abrogeant ou en reproduisant le phénoméne de barriere de transmission. Malgré leurs
imperfections, ces modéles animaux offrent des opportunités uniques (i) d’évaluer la capacité
des prions a franchir les barrieres de transmission interspécifique, (ii) d’étudier les
conséquences du passage des barrieres de transmission sur le phénotype de ces agents et (iii)
de vérifier la corrélation entre les données issues du typage biochimique et celles provenant

du typage biologique des prions.

Dans ce contexte, les objectifs de notre travail étaient :
— d’évaluer la cohérence d’une classification des prions reposant essentiellement sur les
caractéres biochimiques de la PrP anormale, au travers de I'étude d’'un panel d’isolats

de MCJ sporadique et iatrogéne
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- de caractériser I'évolution du phénotype et des propriétés biologiques de I'agent
responsable de 'EST la plus répandue sur le terrain, la tremblante atypique, lors du
franchissement de diverses barriéres de transmission interspécifique

— d’évaluer, a l'aide de modeles murins transgéniques exprimant différents variants du
géne PRNP humain, le potentiel zoonotique d'un panel d'isolats de tremblante

classique.
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1 DIVERSITE DES PRIONS RESPONSABLES DE LA MALADIE DE CREUTZFELDT -
JAKOB ET HETEROGENEITE DES SIGNATURES BIOCHIMIQUES DE LA PRP""®

1.1 Problématique de la diversité des agents de la maladie de MCJ sporadique

Pendant de nombreuses années, les cas de MCJ sporadique ont été classés uniquement sur la
base de criteres clinico-lésionnels ; de nombreux variants ont ainsi été @éarttequction,

2.5.1). Les observations réalisées chez les animaux ont montré que des souches différentes
d’EST pouvaient étre différenciées en fonction des signes cliniques qu’elles engerfdraient
452434 par analogie, il a été suggéré que la variabilité des tableaux cliniques et lésionnels
deécrits dans les cas de MCJ sporadique pouvait étre attribuée a I'implication d’agents
distinct§*®

Toutefois, alors que la MCJ sporadique est facilement transmissible aux prifiaies
difficultés de transmission a la souris (échecs ou faible efficacité) ont considérablement freiné
I'exploration de la diversité des agents responsables de cett& EST

Les techniques de typage biochimique, et l'identification par western blot de deux types de
PrP® distincts dans I'encéphale des patients atteints ont contribué a I'évaluation de la
diversité des isolats. Ces observations ont permis la classification, apparemment cohérente,
des cas de MCJ sporadique, basée a la fois sur le type 'GeePgr le génotypPRNP au

codon 129 des patients (tableau 8).

La classification établie par Parchiat **°, permet de fournir une explication pratique aux
phénotypes clinico-lésionnels de MCJ sporadique. En effet, il a clairement été démontré que
certaines souches de prion peuvent étre distinguées en fonction des propriétés biochimiques
de la PrF° 8. Dans le cas de la MCJ sporadique, les deux signatures différentes™de PrP
suggérent I'implication d’au moins deux agents distincts. La diversité des phénotypes
résulterait principalement de l'interaction entre ces agents et des hotes ayant des séquences

PrP différentes (polymorphisme au codon 129 du géne PRNP
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Cette hypothése séduisante, se heurte néanmoins a certaines observations
anatomopathologiques et biochimiques.

Au sein d'un méme groupe, certains aspects cliniques ou lésionnels (intensité de la perte
neuronale, morphologie des dépodts de PrP) peuvent varier de maniére importante ; de
véritables variants phénotypiques, tels que des cas MM1, VV1 et MV1 avec des plaques
amyloides, ont méme été identiffds 29% 307. 36

Sur le plan moléculaire, deux types de "Priupplémentaires ont été identifiés par western
blot % °'" avec en conséquence une classification alternative des cas de dfICJ (
introduction, 2.5.%°. Plus récemment, un profil électrophorétique atypique caractérisé par
I'absence de bande biglycosylée et associé a une distribution anatomique originale tfe la PrP
a été détecté chez une patiente italietiePar ailleurs, des observations récurrentes font état

dela coexistence des deux types de'®dRez certains patient® 44° 465 476,504

Ces observations soulévent de sérieuses interrogations sur la pertinence de la classification
des cas de MCJ sporadique basée sur la dichotomie phénotypidtial@®itiype 1/Pr° de
type 2. La diversité biochimique et biologique des agents responsables de cette EST pourrait

étre plus complexe.

1.2 Les formes iatrogenes de MCJ : une opportunité pour I'étude de la diversité des
agents de la MCJ sporadique ?

Les cas de MCJ iatrogéne sont la conséquence de la transmission inter-humaine d’agents de
MCJ sporadique, a l'occasion d’actes médicaux (injection d’hormones de croissance) ou
chirurgicaux (greffes de cornée ou de dure-mére, pose d'électrodes intracéf&bfalB&En

que nous ne disposions ni des génotyg®RNP des donneurs, ni des caractéristiques
phénotypiques des agents chez ces individus, I'analyse des propriétés biochimiques de la
PrP° chez les receveurs, par d'autres méthodes que le western blot, pourrait permettre
d’évaluer la pertinence de la dichotomie type 1/type 2. Si a chaque type"dedrEBspond
unagent, les propriétés biochimiques de la®PcRez les cas de MCJ sporadique et iatrogéne

de méme génotypBRNP et porteurs du méme type de PiRlevraient étre identiques. Dans

le cas contraire, la comparaison des signatures biochimiques de’lasBuB des isolats de

MCJ sporadigue et des isolats de MCJ iatrogéne pourrait potentiellement révéler des liens
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épidémiologigues (donneur/receveur) entre certaines catégories de patients, ce qui permettrait
d’étudier I'influence du génotype PRNSr le phénotype de la PfRaccumulée.

Dans ce contexte, la premiere partie de notre travail de these a été consacrée a I'étude de la
diversité intra- et inter-individuelle des propriétés biochimiques de I& BeRs différentes

zones de I'encéphale de patients atteints de MCJ sporadique (n=41) ou iatrogene (n=12), dont
le génotypePRNP était connu et chez lesquels le type de'Pdvait été préalablement
déerminé par western blot. Pour cela, nous avons utilisé des tests biochimiques évaluant la

résistance de la PtPa la dégradation par la PK dans différentes conditions.
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Abstract

Sporadic Creutzfeldt-Jakob disease (sCJD) cases are currently subclassified according to the methionine/valine
polymorphism at codon 129 of the PRNP gene and the proteinase K (PK) digested abnormal prion protein (PrP™*)
identified on Western blotting (type 1 or type 2). These biochemically distinct PrP™* types have been considered to
represent potential distinct prion strains. However, since cases of CJD show co-occurrence of type 1 and type 2 PrP"™ in the
brain, the basis of this classification system and its relationship to agent strain are under discussion. Different brain areas
from 41 sCJD and 12 iatrogenic CJD (iCJD) cases were investigated, using Western blotting for PrP™* and two other
biochemical assays reflecting the behaviour of the disease-associated form of the prion protein (PrP*) under variable PK
digestion conditions. In 30% of cases, both type 1 and type 2 PrP™* were identified. Despite this, the other two biochemical
assays found that PrP>° from an individual patient demonstrated uniform biochemical properties. Moreover, in sCJD, four
distinct biochemical PrP*° subgroups were identified that correlated with the current sCJD clinico-pathological classification.
In iCJD, four similar biochemical clusters were observed, but these did not correlate to any particular PRNP 129
polymorphism or western blot PrP™* pattern. The identification of four different PrP*® biochemical subgroups in sCJD and
iCJD, irrespective of the PRNP polymorphism at codon 129 and the PrP™* isoform provides an alternative biochemical
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Introduction

Transmissible spongiform encephalopathies (I'SE) are neuro-
degenerative disorders affecting a large spectrum of mammalian
species that share similar characteristics, including a long
incubation period (which in man may be measured in decades)
and a progressive clinical course resulting in death [1].

The most common form of human TSE is an idiopathic
disorder named sporadic Creutzfeldt-Jakob disease (sCJD). sCJD is
not a uniform disorder in terms of its clinical and neuropatholog-
ical phenotype. It remains unclear whether this variability is
related to variations in the causative TSE agent strains, or to the
influence of the methionine/valine polymorphism at codon 129 of
the PRNP [2,3].

A key event in the pathogenesis of TSE is the conversion of
the normal cellular prion protein (PrP“, which is encoded by the

@ PLoS Pathogens | www.plospathogens.org

PRNP gene) into an abnormal discase-associated isoform (PrP*)
in tissues of infected individuals. Conversion of PrP into PrP*
is a post-translational process involving structural modifications
of the protein and resulting in a higher f-sheet content [4]. PrP®
is completely degraded after controlled digestion with proteinase
K (PK) in the presence of detergents. PrP5 is N-terminally
truncated under such conditions, resulting in a PK resistant
core, termed PrP™ [5]. PrP™, also named PrP 27-30, is a
disease marker for TSE and the presence of PrP* seems to
correlate with infectivity [5,6]. According to the prion
hypothesis, PrP* is the infectious agent in TSE [7] and, in
the last decades, several lines of evidence have indicated that
particular biochemical properties of PrP%, such as solubility in
N-lauroylsarcosine, PK resistance and electromobility in western
blotting (WB) can be used to distinguish between different prion
agents or strains [8,9].
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Author Summary

Prion diseases are transmissible neurodegenerative disor-
ders characterized by accumulation of an abnormal
isoform (PrP>°) of a host-encoded protein (PrP%) in affected
tissues. According to the prion hypothesis, PrP>° alone
constitutes the infectious agent. Sporadic Creutzfeldt-
Jakob disease (sCJD) is the commonest human prion
disease. Although considered as a spontaneous disorder,
the clinicopathological phenotype of sCJD is variable and
substantially influenced by the methionine/valine poly-
morphism at codon 129 of the prion protein gene (PRNP).
Based on these clinicopathological and genetic criteria, a
subclassification of sCJD has been proposed. Here, we
used two new biochemical assays that identified four
distinct biochemical PrP*¢ subgroups in a cohort of 41
sCJD cases. These subgroups correlate with the current
sCJD subclassification and could therefore represent
distinct prion strains. latrogenic CJD (iCJD) occurs follow-
ing presumed accidental human-to-human sCJD transmis-
sion. Our biochemical investigations on 12 iCJD cases from
different countries found the same four subgroups as in
sCJD. However, in contrast to the sCJD cases, no particular
correlation between the PRNP codon 129 polymorphism
and biochemical PrP*¢ phenotype could be established in
iCJD cases. This study provides an alternative biochemical
definition of PrP°¢ diversity in human prion diseases and
new insights into the perception of agent variability.

In sCJD, two major PrP™ types have been described by WB: in
type 1 PrP™, the unglycosylated fragment is 21 kDa, while in type
2, the apparent molecular weight of this unglycosylated fragment is
19 kDa [3]. Protein N-terminal sequencing revealed that type 2
isoform derives from preferential cleavage of the protein during
PK digestion at amino acid 97, while in type 1 preferential
cleavage occurs at amino acid 82 [10]. sCJD cases can be
subclassified according the PrP™ isoform and the PRNP codon
129 methionine (M)/valine (V) polymorphism, resulting in 6 major
subypes: MM1, MM2, MV1, MV2, VV1 and VV2. Interestingly,
these subtypes appear to carry distinct pathological and clinical
features, [2,3], and it has been proposed that type 1 and type 2
isoforms in sCGJD might correspond to different T'SE agent strains.
However, the description of PrP™ isoforms which appear to be
distinct from type 1 and type 2, and the increasing number of
reports describing the coexistence of type 1 and type 2 PrP™ in
different areas or the same area in the brain from a single sCGJD
patient, calls into questions the subclassification system described
above in sCGJD [11-14]. Here, in a large group of cases including
41 sCGJD and 12 iCJD patients, we confirmed that type 1 and type
2 PrP™ can be observed as a mixture in a substantial number of
patients. However, using two novel assays described here, PrpS
from these patients with mixed PrP™ types are homogeneous
irrespective of the brain area considered. Moreover, based on
these novel PrP> biochemical properties, four distinct subgroups
were observed in our cohort of sCJD patients. Similar findings
were observed in iCGJD cases from two countries and differing
sources of infection.

Materials and Methods

Cases Studied

A total of 41 French cases of sCJD, each of which had frozen
tissue (2—4 g) available from preferentially 5 brain regions:
(occipital, temporal and frontal cortex, cerebellum and the caudate
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nucleus), were included in this study. All six currently defined
classes of s-CJD patients (MM1-MM2-MV1-MV2-VV1-VV2)
were represented in our panel (Table 1). Moreover, 12 cases of
iatrogenic CJD (1iCJD), linked to contamination by growth
hormone (GH) or dura mater grafts, from patients originating
either from United Kingdom (UK) or France, were also
mvestigated (Table 1). None of the patients had a familial history
of prion disease and, in each case, the entire PRNP coding
sequence was analyzed, either by denaturating gradient gel
electrophoresis and/or direct sequencing. All patients died from
CJD during the period 1997-2004. Additionally, five cases of
Alzheimer’s disease were included as non-GJD controls.

In all cases, informed consent for research was obtained and the
material used had appropriate ethical approval for use in this
project.

Tissue Homogenate Preparation

For each sample, a 20% brain homogenate (weight/volume) in
5% glucose was prepared using a high-speed homogenizer (TeSeE
Precess 48 system). The homogenates were then filtered through a
20 Gauge needle before storage at —80°C.

Western Blot PrP*® Banding Pattern

Various factors have been reported to influence the results of
PrP™ analysis by WB, including tissue pH and the effect of Cu**
ions [15-17]. In order to limit these factors, each homogenate was
diluted a 100-fold in a single non-CJD control brain homogenate
prior to further investigation.

A WB kit (TeSeE WB kit Bio-Rad) was used following the
manufacturer’s recommendations.

Three different monoclonal PrP-specific antibodies were used
for PrP detection: Sha3l (1 pg/ml) [18], 8G8 (4 pug/ml) [19] and
12B2 (4 pug/ml) [20], which recognized the amino acid sequences
YEDRYYRE (145-152), SOWNKPSK (97-104) and WGQGG
(89-93) respectively. After incubation with goat anti-mouse IgG
antibody conjugated to horseradish peroxidase, signal was
visualized using the ECL western blotting detection system by
enhanced chemiluminescent reaction (ECL, Amersham). Molec-
ular weights were determined with a standard protein preparation
(MagicMark, Invitrogen).

PrP> Resistance ELISA

PrP* detection was carried out using sandwich ELISA test
(TeSeE CJD, Bio-Rad) used following the manufacturer’s recom-
mendations. The assay protocol includes a preliminary purification
of the PrP* (TeScE purification kit) consisting in (i) digestion of
PrP® with PK, (i) precipitation of PrP* by buffer B and
centrifugation, (i) denaturation of PrP* in buffer C at 100°C,
before immuno-enzymatic detection. In this ELISA, the capture
antibody 3B5 recognizes the octarepeat region of PrP [19], while the
detection antibody 12F10 binds to the core part of the protein [18].

PK resistance of the PrP> portion recognized in the ELISA test
was determined by measurement of the ELISA specific signal
recovered from a series of homogenate aliquots digested with
different concentrations of PK in buffer A" reagent (TeSeE Sheep/
Goat purification kit). Each sample was first diluted in normal
brain homogenate (between 100- and 10,000-fold) until obtaining
a signal between 1.5 and 2 absorbance units after digestion with
50 ug/ml of PK. Triplicate of equilibrated samples were then
submitted to a PK digestion with concentrations ranging from 50
to 500 pg/ml, before PrP% precipitation and ELISA detection.
Results were expressed as the percentage of residual signal when
compared to the 50 pug/ml PK digestion (lowest PK concentra-
tion). In each assay, two standardized controls (scrapie and BSE
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Figure 1. PrP"* Profiles in sCJD Patients. (A) PrP™* from cerebellum (lane 1), caudate nucleus (lane 2), frontal cortex (lane 3) and occipital cortex
(lane 4) of a single MV patient was extracted and submitted to WB. Detection with antibody Sha31 reveals different PrP™* profiles. (B-D) PrP™* in
cerebellum from seven different patients using Sha31 mAb (B), 8G8 mAb (C), and 12B2 mAb (D). Because of their epitope, Sha31 and 8G8 can detect
both type 1 and type 2 PrP™* while 12B2 detects type 1 only. Lane 1, MM patient; lane 2, MV patient; lane 3, VV patient; lane 4, MV patient; lane 5, MV
patient; lane 6, VV patient; lane 7, MM patient; line 8, sheep BSE control. (E, F) PrP™* profile in temporal cortex from three MV patients revealed by

Sha31 mAb (E) or 12B2 mAb (F).
doi:10.1371/journal.ppat.1000029.g001

from sheep) were used as an internal standard. About 20% of
samples were randomly selected and submitted to two indepen-
dent tests separated in time as to assess inter-assay variation.

“Strain Typing” ELISA
The ELISA test used in this study was adapted from the Bio-
Rad TeSeE test, validated at CEA for EU strain typing studies in

@ PLoS Pathogens | www.plospathogens.org

ruminants and designed to distinguish BSE in sheep from scrapie.
The principle was to measure conformational variations in PrPS¢
by applying two differential PK digestions under the modification
of detergent conditions (SDS sensitivity). For each sample, PK
digestion was performed under two conditions: (i) two aliquots of
250 ul of 20% homogenate were mixed either with 250 ul of A
reagent (TeSeE purification kit) containing 20 ug of PK, (ii) with
250 pul of A’ reagent (N-lauroylsarcosine sodium salt 5% (W/V),
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Figure 2. PrP"** Profiles in iCJD Patients. PrP™* (frontal cortex) was
revealed in WB by antibodies Sha31 (A) and 12B2 (B). Lane 1, MM UK
dura mater patient; lane 2, VV French dura mater patient; lane 3, MM GH
French patient; lane 4, French MV GH patient; lane 5, MV UK GH patient;
lane 6, VV UK GH patient.

doi:10.1371/journal.ppat.1000029.9002

sodium dodecyl sulfate 5% (W/V) containing 55 pg of PK, All the
tubes were then mixed by inversion 10 times and incubated at
37°C (in a water bath) for exactly 15 min. Subsequently, 250 pl of
reagent B (Bio-Rad purification kit)/PMSF (final concentration
4 mM) were added, mixed and the tubes were centrifuged for
5 minutes at 20,000 g at 20°C. Supernatants were discarded and
tubes dried by inversion onto an absorbent paper for 5 min. Each
pellet was denatured for 5 min at 100°C with 25 ul of C reagent
(Bio-Rad purification kit). The samples were diluted in 250 pUL of
R6 buffer containing 4 mM of serine protease inhibitor AEBSF (4-
2-aminoethyl benzenesulfonyl fluoride hydrochloride), and, if
desired, further serially diluted in R6 buffer. ELISA plates were
then incubated for two hours at room temperature and, after three
washes, antibody detection (TeSeE CJD, Bio-Rad) was added for
two hours at 4°C. The ratio of the absorbance obtained in the two
conditions (A/A’) was calculated using appropriate dilutions
providing absorbance measurements ranging from 0.5 to 2.5
absorbance units in A conditions. For each plate, the same three
control samples (one MMI1, one VV2 and one MM GH) were
included. To avoid inter-assay variations, final results were
expressed as a normalized ratio established by dividing the ratio
obtained for the analyzed sample by the one obtained for a VV2
sample selected as standard.

Results

Intra-Individual Variability of WB Banding Pattern

For cach sCJD case, PrP™ profile was determined from five
brain areas using both Sha31 and 8G8 antibodies. A single PrP™
type (type 1 or type 2) was observed in investigated brain areas of
most of the MM1 (n=11), and all the areas from MV1 (n=8),
VV1 (n=1) and MM2 (n=3) sCJD cases of our panel. However,
in several cases initially classified as MMI1 (n = 2), and in a majority
of VV2 (n=5) or MV2 (n=6) cases, some brain areas harboured
mixed electrophoretic pattern characterized by two distinct bands
at 19 and 21 kDa, indicating the coexistence of PrP™ type 1 and
type 2 (Table 1 and Figure 1A). Moreover, in individual patients
some brain areas were found to be type 1, while another area
could be found to be type 2 (Table 1 and Figure 1A). Since both
Sha31 and 8G8 gave similar results this phenomenon cannot be
attributed to some antibody peculiarity in PrP recognition
(Figure 1B and 1C).

@ PLoS Pathogens | www.plospathogens.org
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Antibody 12B2 is specific for the amino acid sequence 89-93 that
is located N-terminally of the type 2 cleavage site (amino acid 97). In
principle, this antibody is unable to recognize type 2 PrP™.
Systematic western blotting with 12B2 consistently demonstrated
the presence of the 21 kDa band, characteristic for type 1 PrP*, in
nearly all type 2 classified samples, regardless of the PRNP codon 129
polymorphism (Figure 1D). In a limited number of type 2 samples,
12B2 failed to detect a type 1 band (Figure 1E and 1F, lane 2,3).

Using Sha31 or 8G8, mixed type 1/type 2 PrP™ profiles were
observed in several iGJD cases (Figure 2A), regardless of their
national origin or mode of infection. In most (but not all) samples
initially classified as type 2, the 12B2 antibody revealed the
presence of a 21 kDa band, characteristic of type 1 PrP™
(Figure 2B).

Together these findings point to the existence of variable
amounts of type 1 PrP™ molecules in all or nearly all type 2
classified patients (Table 1).

All Brain Areas from a Single Patient Have Similar PrP>
Features

In sCJD and iCJD patients who harboured a single WB PrP*
type in the different brain areas, as assessed by Sha3l, a single
ELISA PK resistance profile (Table 1 and Figure 3A) and a
comparable ratio in strain typing assay (Table 1 and Figure 3B)
were observed in all brain areas. Surprisingly, in each patient
harbouring both type 1 and 2 PrP™, cither in the same or in
different brain areas, a single ELISA PK digestion profile (Table 1
and Figure 3C and 3D) and a comparable signal ratio in strain
typing assay (Table 1 and Figure 3B) was also observed,
irrespective of region assayed.

MMI1 and VV2 samples but also MM2 and VVI samples,
which harboured similar apparent PrP* content (as assessed by
ELISA) were artificially mixed in different proportions. Using WB,
a mixed type 1+2 profile could, or could not, be observed
depending on the mixture proportions (Figure 3E and 3F). Both
PrP% resistance ELISA assay (Figure 3G and 3H) and strain
typing ELISA (not shown) were able to discriminate the different
mixtures from the original isolates and from each other. These
results clearly demonstrate that the uniformity of PrP® biochem-
ical properties, as demonstrated by both PrP™ resistance ELISA
and strain typing ELISA, in patients harbouring different PrP™
1soforms cannot be attributed to a lack of discriminative power of
these techniques.

Together, these data strongly indicate that, despite possible
variations in PrP™ type on WB analysis, patients with either sCJD
or iCJD appear to harbour a single PrP* isoform in their brain.

Four Distinct PrP>¢ Biochemical Signatures Are Observed
in iCJD and sCJD Patients

According to the results from PrP® PK resistance assay and
strain typing ELISAs, sCJD patients could be split into four groups
(Table 1, and Figure 3A and 3B). The first group was
characterized by a strong PK resistance (Figure 3A) and a low
ratio in strain typing assay (Figure 3B). Group 1 could be readily
differentiated from Group 2 which showed a higher sensitivity
regarding PK digestion, as well as an increased signal ratio in
strain typing assay, when compared to Group 1. Two other PrPS¢
groups were also observed. Group 3 harboured an intermediate
PK lability in the PrP% resistance ELISA and ratio in the strain
typing ELISA, when compared to Group 1 and 2. Group 4 had a
very high PK-sensitivity and ratio in the strain typing ELISA. No
overlapping in PK resistance profile or ratio value in strain typing
assay were observed between the four determined groups (T'able 1).
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Figure 3. PrPsc PK Resistance and Molecular Strain Variations in sCJD and iCJD Brain Samples. Each investigated brain sample was
initially characterized by WB using antibody Sha31. Symbol patterns represent type 1 in white, type 1+2 in grey and type 2 in black. (A) Results from
PK resistance ELISA carried out on three different brain areas (cerebellum, caudate nucleus and temporal cortex) from a MM1 (open circles), a VV1
(open triangles), a VV2 (inverted filled triangle) and a MM2 (filled squares) sCJD patient. Values obtained are expressed as percentage of signal
obtained with the lowest PK concentration (50 pg/mL). (B) Results from CEA strain typing ELISA (one symbol per patient—3 to 5 different areas by
patients). PrP> signal intensity was measured after PK digestion into two different detergent solutions. Normalized A/A’ ratio was calculated for each
sample (see Methods section). MM1 and MV1 had a low ratio indicating an absence of alteration of PrP* PK sensitivity linked to the modification
detergent digestion conditions. This ratio was higher in MV2, VV2, MV1+2, and VV1+2, while, in the unique VV1 case, an intermediate ratio was
observed. In MM2 patients, the huge ratio indicated a strong increase in PK sensitivity by modification of detergent conditions. (C, D) PK resistance
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assay in three areas from a (C) VV (triangles) or MM (circles) patient and in (D) a MV (triangles) patient harbouring distinct PrPSc WB type in their
different brain areas. Artificial mixtures of MM2/VV1 or MM1/VV2 samples were prepared. All homogenates were first equilibrated by dilution into
negative brain homogenate to obtain an equal PrP> signal in ELISA. (E, F) Mixtures were then tested by Western Blot (200 pg PK digestion—Sha31
anti PrP antibody). (E) Lane 1: MM1 100%; Lane 2: MM1 75%/VV2 25%; Lane 3: MM1 50%/VV2 50%; Lane 4: MM1 25%/VV2 75%; Lane 5: VV2 100%. (F)
Lane 1: VV1 100%; Lane 2: VV1 75%/MM2 25%; Lane 3: VV1 50%/MM2 50%; Lane 4: VV1 25%/MM2 75%; Lane 5: MM2 100%. (G, H) Same mixtures
were tested in the PK resistance ELISA assay. (G) VV2 100% (filled circles), VV2 75%/MM1 25% (filled triangles), VV2 50%/MM1 50% (filled inverted
triangles), VV2 25%/MM1 75% (open triangles), MM1 100% (open circles). (H) MM2 100% (filled circles), MM2 75%/VV1 25% (filled triangles), MM2
50%/VV1 50% (filled inverted triangles), MM2 25%/VV1 75% (open triangles), VV1 100% (open circles).

doi:10.1371/journal.ppat.1000029.g003

Groupl was composed of sGJD MM and MV patients,
harbouring predominantly type 1 PrP™ while Group 2 consisted
in VV and MV patients harbouring predominantly type 2 or type
142 PrP™. Groups 3 and 4 were respectively composed with VV1
and MM2 patients from our sCJD panel.

Striking differences were observed in the PrP%¢ properties
between the different iCJD cases and all four groups relying on
PrP%* signatures observed in sCJD cases were identified (Table 1,
and Figures 3B and 4).

As it might have been expected from sCJD cases observations,
Group 1 PrP® properties was identified in MM1 UK dura mater
graft patients (n = 2) (Figure 4A) while Group 2 PrP® features were
observed in UK VV2 (n=2) (Figure 4D) and MV2 (n=1)
(Figure 4B) GH patients. Surprisingly, a typical Group 2 PrP*
signature was also observed in one out of the three MV1 French
GH patients (type 1 in all brain areas). Meanwhile, all investigated
MM1 and two out of the three MV1 French GH cases (Figure 4A)
harboured identical PrP® properties than Group 3 sCJD
(Figure 4E). Finally, a Group 4 sCJD Prp®° signature (Figure 4F)
was observed, using both PrP* resistance ELISA (Figure 4E) and
strain typing ELISA (Figure 3B), in a French dura mater VV1 case
(n=1), which harboured a type 1 PrP™ WB profile in every
investigated area.

Taken together, these observations support the concept that, in
iCJD patients, variability in the PrP*¢ biochemical properties is not
related to the route of infection or the PRNP codon 129 genotype.
It also indirectly suggests that the range of different PrpS
properties observed in iCJD might be related to those in the
source of infection (likely to have been a sGJD case).

Discussion

Coexistence of Different PrP™* Types in the Same Subject

In this study, detection, by WB, of the coexistence of two PrP™*
types in about 30% (13/41) of cases is consistent with already
published data [12,14]. This observation could suggest the
existence in brain from a single patient of different abnormal
PrP species. Although two main PK cleavage sites are associated
with PrP™ type 1 and type 2 (respectively amino acid 82 and 97),
N-terminal sequencing revealed in all investigated cases the
presence of a whole spectrum of overlapping cleavage sites.
Moreover in a part of investigated cases this technique
demonstrated the presence (i) of variable but consistent level of
type 1 PrP™ in patients classified type 2 using WB and (ii) in some
patient classified type 1, of low amount of type 2 PrP™* [10]. These
observations could suggest that, rather than a pure type 1 or type 2
PrP™, PK digestion of a PrP* specific conformer generate
variable mixture of PrP™ fragments (with presence of dominant or
sub dominant type 1 or type 2 PrP™), which WB usually failed to
reveal accurately because its intrinsic technical limits [14].
Antibodies either harbouring higher affinity to PrP (like Sha31)
[18] or probing specifically type 1 PrP™ (like 12B2) [20], now
allow a better perception of such mixture. However, investigations

@ PLoS Pathogens | www.plospathogens.org

carried out using artificial mixture of type 1 and type 2 brain
homogenate, even using high affinity anti-PrP antibodies, clearly
indicate the current limits of WB discriminative power [14].
Together, these data suggest that WB analysis of PrP™ on its own
could be misleading for adequate discrimination between PrP>
variants in CJD.

Both PrP% PK resistance ELISA and strain typing ELISA are
based on the characterization the N terminal part of the PrP> PK
digestion either by increasing PK amount or modifying detergent
conditions. While WB profile could be compared to a snapshot
picture of PrP™ fragments generated by PK digestion process,
these assays reflect the dynamics of the PK cleavage rather than its
final result (different forms of PrP™). Consequently they could
provide different but also more accurate perception of the Prp*
conformers.

Our findings from the PrP%° capture immunoassays clearly
indicate that in a single patient, irrespective of brain area, sCJD
associated PrP® displays uniform biochemical properties, regard-
less of the regional variation of type 1 and type 2 isoforms
determined by WB. Such findings support the idea of the presence
of a specific TSE agent in each brain and the accumulation of a
single associated PrP® conformer.

sCJD Classification

Because the limited size of our cohort of cases, an in depth
comparison between the PrP* signature (as established in this
study) and the Parchi classification system is not possible.

However, despite this limitation, two major groups were
identified in our panel according to the PrP* properties. The
first major group was constituted with patients harbouring a highly
PK resistant PrP% (MM1 and MV1 patients). The second group
included patients harboring a PK labile PrP% (VV2 and MV2
patients). Using both lesion profile and clinical parameters [2], two
major forms of sCJD are commonly recognized. The first sCJD
form, named “classical”, is characterized by a “rapid evolution™
(usually around 4 months), and affects most of the MM1 and MV1
patients. The second sCJD form, named “atypical”, affects VV2
and MV2 with a longer symptomatic evolution (usually longer
than 6 months) and a late dementia. Despite inter-individual
variations, sCJD Groups 1 and 2, as we defined them on
biochemical criteria were consistent with this classification.

Both VVI and MM2 sCJD cases are extremely rare; they
respectively represent 1% and 4% of the identified sCJD cases.
According to the literature, these patients have clinical features
and lesion profiles that are very different from other sCJD patients
[2]. However, in our study as in previously published studies, WB
did not identify any distinct biochemical difference from other type
1 and type 2 cases. In contrast, both the strain typing ELISA and
PrP% resistance assays clearly differentiated these cases from
Group 1 and Group 2 cases. This finding, which is consistent with
clinico/pathological observations carried out in patients, could
indicate that there are indeed differences in PrP* that distinguish
these VVI and MM2 cases from other sCJD groups.
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Figure 4. PK Resistance ELISA in Frontal Cortex from sCJD and French or UK iCJD (Growth Hormone and Dura Mater Cases). sCJD
(solid line) and i-CJD (dashed line) frontal cortex samples were investigated by PK resistance assay. (A) MM1 sCJD cases (open circles, hexagons and
squares), MM1 iCJD UK dura mater cases (open diamonds), MM1 French GH cases (open triangles). (B) MV2 sCJD cases (filled circles, hexagons and
squares) and MV2 UK GH case (filled triangles). (C) MV1 sCJD (open circles, diamonds and squares) and MV1 French GH (open triangles) cases. (D) VV2
sCJD (filled circles and hexagons) and VV2 UK GH (filled triangles) cases. (E) VV1 sCJD case (open circles) and VV1 dura mater French case (open
triangles). (F) MM2 sCJD cases (filled circles and triangles).

doi:10.1371/journal.ppat.1000029.9g004
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Prion Strains and PrP*¢ Phenotype

Although prion strains can only be identified definitively by
bioassay, molecular in vitro tools to characterize PrP® are more
and more widely used for the rapid identification of particular
agents, such as BSE in cattle, sheep, rodent and humans (vC]JD)
[20,21]. This has come to be termed “molecular strain typing”
and although widely employed, the exact relationship between
PrP*¢ biochemistry and the biological properties of the agents
responsible remain to be determined. In sCJD, the presence of
four distinct PrP® biochemical forms apparently correlated to
clinico-pathological phenotypes as defined by Parchi et al. [2]
could be an indication of the involvement of different TSE agents.

iCGJD cases are a consequence of accidental human to human
TSE transmission, most likely representing transmission of sGJD.
The identification in iCJD cases of the four PrPS signatures
identified in sGJD is consistent with the existence of distinct prions
associated with these biochemical forms.

Three examples of human-to-human transmission of variant
CJD through blood transfusion have now been identified. While
all blood donors were MM at codon 129 PRNP, the recipients had
cither a MM (n=2) or a MV genotype (n=1). Despite this
genotype difference there appears to have been conservation of the
disease phenotype and PrP™ type in all “secondary” vC]JD cases
[22-25]. These observations could suggest that in case of inter-
human transmission, difference in donor/recipient genotype could
result in un-altered abnormal PrP signature.

Our identification of MM GH iCJD cases harbouring similar
PrP® signature as a VV1 sGJD case or of a VV dura mater iGJD
case similar to MM2 sCJD might indicate preservation of a specific
PrP* biochemical signature after human to human transmission
between individuals of different codon 129 genotypes.
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Treatment with extracts of GH contaminated by CJD has lead
to a high number of iGJD cases in France and the UK. The codon
129 genotypes of the affected individuals in the two countries
differ, with the French cohort predominantly MM and MV and
the British cohort MV and VV [26]. In the absence of any clear
explanation for this finding, it was suggested that it might be due to
contamination of different batches of GH with different prion
strains from individuals of differing PRNP codon 129 genotypes.
Our identification of different biochemical forms of PrP* in GH
French patients and in UK patients is consistent with this
hypothesis. The variability observed within the French GH cases
could signify involvement of different prion strains, consistent with
multiple contaminated GH batches in the French epidemic.

Conclusion

The identification in this study of different PrP¢ species in CJD
patients with the same PRNP polymorphism at codon 129 and WB
PrP™ profile offers a new perspective on our understanding of the
relationship between PrP biochemistry, prion disease phenotype
and agent strain. We highlight two novel approaches to analysing
PrP* in sCJD and iCJD and offer evidence that these analyses
provide potentially-strain associated information, which appears to
be lacking from the conventional WB assay.
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2 FRANCHISSEMENT DESBARRIERES DE TRANSMISSION INTERSPECIFIQUES
PAR LES PRIONS RESPONSABLES DE TREMBLANTE ET CONSEQUENCES SUR
LEURS PROPRIETESBIOLOGIQUESET BIOCHIMIQUES

La synthése des données issues du typage biochimique dans les espéces ovine et caprine et
des bio-essais réalisés chez des rongeurs conventionnels et transgéniques polrRBIgene

ovin suggeéere que plusieurs agents distincts responsables de la tremblante classique et atypique
sont présents dans les élevagésiftroduction, 2.3.1 et 2.5.3).

Suite a I'épidémie d’ESB, linterdiction de l'utilisation des farines de viande et d’os (FVO)
dans l'alimentation des bovins (1990), des petits ruminants (1994) et enfin de toutes les
espéeces dont la chair ou les produits sont destinés a la consommation humaine (2000) a
permis de maitriser les risques de transmission interspécifique des prions d’origine animale.
Cependant, la tremblante étant présente dans les cheptels ovins et caprins depuis plusieurs
dizaines (forme atypiqu¥°®? voire plusieurs centaines d’années (forme classique), les
popuhtions d’animaux d'élevage ont probablement été exposées aux agents responsables de

ces maladies avant la mise en place de ces mesures restrictives.

Actuellement, deux types de mesures sont prises pour réduire les risques d’entrée des agents
des EST animales dans la chaine alimentaire humaine : (i) la détection des individus et des
troupeaux infectés, soit par l'identification de cas cliniques (surveillance passive) soit grace a
I'utilisation de tests biochimiques de détection de la>PdBns I'obex des animaux abattus
(surveillance active) et (ii) le retrait systématique des tissus susceptibles d’étre infectieux
(« matériels a risque spécifié » ou MRS). Toutefois, le dépistage des EST n’est réalisé que sur
un nombre restreint de petits ruminants et le retrait des MRS ne permet pas de garantir
'absence totale d’infectiosité des carcasses des animaux infectés par la tremblante classique
ou atypique'™ Il est donc probable que les populations humaines aient été et soient encore
exposées aux agents responsables ces maladies.

Bien que les systemes d’épidémiosurveillance passive des maladies animales et humaines
aient permis par le passé de détecter I'apparition de 'ESB puis du vMCJ, la diffusion large et
soudaine de ces EST a vraisemblablement été un des facteurs majeurs ayant contribué a leur

identification rapide. Des doutes subsistent sur la capacité de tels systéemes a détecter une
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transmission interspécifique ponctuelle des prions. Face a ces incertitudes, il apparait donc
crucial d’évaluer expérimentalement les risques liés a I'exposition des populations humaines
et animales aux prions présents en élevage afin de permettre la mise en place de mesures

sanitaires préventives rationnelles.

Dans ce contexte, et a I'aide de modéles murins transgéniques, la deuxiéme partie de notre

travail a consisté a évaluer :

- la capacité de l'agent de la tremblante atypique a franchir les barrieres de

transmission porcine et bovine

- la capacité d'isolats de tremblante classique a franchir la barriere de transmission

humaine

- les conséquences du franchissement de ces barriéres de transmission sur les propriétés

biologiques et biochimiques de ces agents.
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How susceptible pigs are to infection with sheep prions
is unknown. We show, through transmission experiments in
transgenic mice expressing porcine prion protein (PrP), that
the susceptibility of this mouse model to bovine spongiform
encephalopathy (BSE) can be enhanced after its passage
in ARQ sheep, indicating that the pathogenicity of the BSE
agent is modified after passage in sheep. Transgenic mice
expressing porcine PrP were, nevertheless, completely re-
sistant to infection with a broad panel of classical scrapie
isolates from different sheep PrP genotypes and with dif-
ferent biochemical characteristics. The atypical (Nor98 like)
isolate (SC-PS152) was the only scrapie isolate capable of
transmission in these mice, although with a marked trans-
mission barrier. Unexpectedly, the atypical scrapie agent
appeared to undergo a strain phenotype shift upon trans-
mission to porcine-PrP transgenic mice and acquired new
strain properties, suggesting that atypical scrapie agent
may exhibit different phenotypes depending on the host cel-
lular PrP or other genetic factors.

Transmissible spongiform encephalopathies (TSES) are
infectious diseases that affect humans and several live-
stock species, causing fatal neurodegeneration. TSEs are

Author affiliations: Centro de Investigacion en Sanidad Animal,
Madrid, Spain (J.-C. Espinosa, M.-E. Herva, D. Padilla, J. Castilla,
J.-M. Torres); Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse, Toulouse,
France (O. Andréoletti, C. Lacroux, H. Cassard); and Centre Institut
National de la Recherche Agronomique de Tours, Nouzilly, France
(I. Lantier)

DOI: 10.3201/eid1508.081218

1214

linked to the conversion of cellular prion protein (PrP¢)
to the aberrant form associated with the disease (PrPsc).
Sheep scrapie, the most widely known TSE (1), has been
documented in Europe for >2 centuries and is thought to
have spread to other countries worldwide throughout the
1900s (2). Classical scrapie is caused by a variety of prion
strains that can be distinguished by their biological and bio-
chemical features (3), although several so-called atypical
scrapie strains that have remarkably different biochemical
and transmission characteristics have been recently de-
scribed (4,5). Other TSEs include bovine spongiform en-
cephalopathy (BSE), which reached epidemic proportions
in Europe at the end of the past century due to the use of
animal feed containing BSE-contaminated feedstuffs (6).
A human variant of BSE, called variant Creutzfeldt-Jacob
disease (vCJID) (7), was discovered in 1994 and reported in
1996 as linked to the BSE epidemic in the United Kingdom
and elsewhere.

No reports exist of naturally occurring TSEs in pigs.
However, the experimental inoculation of pigs and trans-
genic mice overexpressing porcine PrP has indicated that
swine are susceptible to BSE infection by the parenteral
route, although with a considerable transmission barrier
(8,9). The oral transmission of BSE in pigs has not been
demonstrated to date.

The potential spread of BSE to animals in the human
food chain such as sheep, goats, and pigs needs assess-
ing because a risk for human infection by animals other
than BSE-infected cattle cannot be excluded. Moreover,

1These authors contributed equally to this article.
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the use of pigs as graft donors could cause concern, given
a recent report of vCJD in the recipient of a porcine dura
mater graft (10).

The transmission barrier limits TSE infection between
different species. Sheep can be experimentally infected
with BSE that is not easily distinguished from some scrapie
strains showing a 19-kDa atypical proteinase K-resistant
PrP (PrP™) unglycosylated band (11-13). Susceptibility
and resistance to TSE infection in sheep is determined by
polymorphisms at PrP amino acid positions 136, 154, and
171; sheep have the VRQ and ARQ alleles that are most
susceptible to scrapie infection (14). Although ARQ is con-
sidered to show the highest susceptibility to BSE infection
(15), the ARR allele was until recently thought to confer
full resistance to BSE and scrapie (16,17). However, the
successful transmission of BSE prions to ARR/ARR sheep
(18) and the detection of natural cases of classical scrapie
in sheep with the ARR/ARR genotype (19) have shown that
this resistance is penetrable. Moreover, the identification of
previously unrecognized atypical scrapie strains in sheep
with various genotypes, including ARR/ARR, further sup-
ports this statement (20,21).

Although only 1 case of BSE in a goat has been con-
firmed, several putative field cases of BSE infection af-
fecting goats and sheep have been detected in Europe,
and the infectious properties of the resulting TSEs are not
well known (22,23). In addition, a rise in scrapie outbreaks
among flocks in Europe has been described; it is possible
that some cases of alleged sheep scrapie could be ovine
BSE. In a previous report, we demonstrated that BSE ex-
perimentally passaged in homozygous ARQ sheep showed
enhanced infectivity (compared with cattle BSE) as deter-
mined in transgenic mice expressing bovine PrP protein
(24).

Previous experiments showed that transgenic mice ex-
pressing porcine PrP (PoPrP-Tg001) can be infected with
cattle BSE, but that infection is limited by a strong bar-
rier (8): only some BSE inocula were able to infect Po-
PrP-Tg001 mice in primary transmission experiments, and
when transmission occurred only a reduced percentage of
the inoculated mice were affected. In the present study, we
used the PoPrP-Tg001 mouse model to compare the por-
cine PrP transmission barrier to BSE infection before and
after passage in sheep. In parallel, we also analyzed the sus-
ceptibility of PoPrP-Tg001 mice to a broad panel of scrapie
isolates from different ovine PrP genotypes and with differ-
ent biochemical characteristics.

Materials and Methods
Transgenic Mice

The PoPrP-Tg001 mouse line was generated and char-
acterized as previously described (8). These mice express
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porcine PrP protein under the control of the murine PrP
promoter in a murine PrP0/0 background. The animals ex-
press ~4x the level of porcine PrP in the brain compared
with the levels expressed in pig brains.

TSE Isolates

Cattle BSE

Three isolates of different origins were used: cattle-
BSE1, a pool of material from 49 BSE-infected cattle
brains (TSE/08/59) supplied by the Veterinary Labora-
tory Agency (New Haw, Addlestone, Surrey, UK); cat-
tle-BSE2, material obtained from the brainstem of 1 cow
naturally infected with BSE supplied by the same agency
(RQ 225:PG1199/00); and cattle-BSEO, an isolate obtained
from the brainstem of 1 cow naturally infected with BSE
(case 139) supplied by Institut National de la Recherche
Agronomique (INRA) (Nouzilly, France).

Sheep BSEO

Sheep BSEQ came from a pool of brainstems from 7
ARQ/ARQ sheep experimentally infected by intracerebral
inoculation with the same cattle-BSEQ described above.
That work was part of the project “BSE in sheep” QLRT-
2001-01309 (INRA, Nouzilly, France).

Sheep Scrapie Isolates

Eight scrapie isolates of different origins and bio-
chemical characteristics obtained from sheep with dif-
ferent PrP genotypes were also used in this study. These
isolates were SC-UCD-99, obtained from the brainstem of
an Irish ARQ/ARQ sheep naturally infected with scrapie
(provided by the Veterinary Research Laboratory, Abbot-
stown, Ireland); SC-Langlade, obtained from the brainstem
of an ARQ/ARQ sheep from France naturally infected with
scrapie (provided by INRA, Toulouse, France); SC-N662-
97, obtained from the brainstem of an ARQ/ARQ sheep
from Spain naturally infected with scrapie; SC-JR01, ob-
tained from the brainstem of an infected VRQ/VRQ sheep
provided by J. Requena (Santiago de Compostela Univer-
sity, Santiago de Compostela, Spain); SC-PS13, obtained
from the brainstem of an ARQ/ARQ sheep from France
naturally infected with scrapie (provided by INRA, Tou-
louse); SC-PS48, obtained from the brainstem of a VRQ/
VRQ sheep from France naturally infected with scrapie
(provided by INRA, Toulouse); SC-PS83, obtained from
the brainstem of a ARR/ARR sheep from France naturally
infected with scrapie (provided by INRA, Toulouse [19]);
and SC-PS152, obtained from the brainstem of a AfRQ/
AfRQ sheep from France naturally infected with atypical
(Nor98-like) scrapie (provided by INRA, Toulouse).

SC-UCD/99 adapted to BoPrP-Tg110 was obtained
after 2 subpassages of the SC-UCD-99 isolate in BoPrP-
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Tg110 mice expressing bovine PrP (24). For subpassages,
equivalent amounts of brain homogenates from all PoPrP-
Tg001 mice collected from primary passage were pooled
and used as inocula. Brainstem from healthy homozygous
ARQ sheep was inoculated in PoPrP-Tg001 mice as a neg-
ative control.

All inocula were prepared in sterile 5% glucose as
10% homogenates. To minimize the risk for bacterial in-
fection, we preheated inocula for 10 min at 70°C before
inoculation.

Transmission Studies

Groups of 12-20 mice (6—7 weeks of age) were housed
according to the guidelines of the Code for Methods and
Welfare Considerations in Behavioural Research on Ani-
mals (Directive 86/609EC). Mice were inoculated in the
right parietal lobe by using a disposable 25-gauge hypoder-
mic needle. Twenty microliters of 10% brain homogenate,
containing similar amounts of PrP™ (as estimated by West-
ern blot), was delivered to each animal.

The neurologic status of the inoculated mice was as-
sessed twice a week. The presence of 3 of 10 signs of neu-
rologic dysfunction established diagnostic criteria (25) was
needed to score a mouse positive for prion disease. The ani-
mals were killed for ethical reasons when progression of
the disease was evident or when considered necessary due
to old age (650 days), and their brains were harvested for
subsequent biochemical and histologic analysis.

Prpres Assay

Frozen brain tissue samples from mice were homog-
enized in 5% glucose in distilled water by using grinding
tubes (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) and ad-
justed to 10% (wt/vol) with TeSeE Precess 48 Ribolyser
OGER (Bio-Rad) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Brain samples were analyzed by using the TeSeE
Western Blot 355 1169 kit (Bio-Rad) but with some adjust-
ments for the different amount of sample used. To arrive at
the volume proposed in the manufacturer’s recommenda-
tions, 100 uL of the 10% brain homogenates to be tested
was supplemented with 100 pL of 10% brain homogenate
from PrP null mice (26). Processed samples were loaded
on Criterion 12% acrylamide gels (165.6001; Bio-Rad)
and electrotransferred to immobilon membranes (IPVH
000 10; Millipore, Billerica, MA, USA). For the immu-
noblotting experiments, Sha31 (27) and 12B2 (28) mono-
clonal antibodies (MAbs) were used at concentrations of
1 pg/mL. Immunocomplexes were detected by horserad-
ish peroxidase—conjugated anti-mouse immunoglobulin
G (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA).
Immunoreactivity was visualized by chemiluminescence
(Amersham Pharmacia Biotech).
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Lesion Profiles and Paraffin-embedded Tissue Blots

All procedures involving mouse brains were performed
as previously described (29). Briefly, samples were fixed
in neutral-buffered 10% formalin (4% formaldehyde) be-
fore paraffin embedding. Once deparaffinated, 2 pm-thick
tissue sections were stained with hematoxylin and eosin.
Lesion profiles were established according to the standard
method described by Fraser and Dickinson (30). For paraf-
fin-embedded tissue (PET) blots, the protocol described by
Andréoletti et al. (31) was used.

Results

Biochemical Properties of TSE Isolates

Samples of each TSE isolate were processed and ana-
lyzed by Western blotting. As shown in Figure 1, PrP™ in
sheep BSE showed the characteristic unglycosylated band of
19 kDa (32); when compared with the original cattle BSEQ
isolate, only slight differences could be observed in terms
of the electrophoretic mobility of the PrP™s, probably due to
PrP amino acid sequence differences. ARQ/ARQ isolates
SC-UCD/99, SC-Langlade, and SC-662/97 showed a PrPre
unglycosylated band of 21 kDa, and isolate SC-PS13 from
the same sheep PrP genotype showed a smaller band of
20 kDa. The SC-JR01 and SC-PS48 isolates from a VRQ/
VRQ sheep showed unglycosylated bands of 21 kDa and
19 kDa, respectively. An unglycosylated band of 21 kDa
was detected in the ARR/ARR SC-PS83 isolate. Finally,
the SC-PS152 isolate, whose genotype is widely associated
with Nor98 cases (33,34), showed the characteristic band
pattern of the atypical (Nor98-like) scrapies (4,35).

All scrapie isolates showing a 20-21-kDa ungly-
cosylated band and the atypical SC-PS152 isolate were
recognized by the Sha31 antibody (Figure 1, panel A)
and the 12B2 antibody (Figure 1, panel B), which probe

Figure 1. Electrophoretic profiles and antibody labeling of atypical
proteinase K-resistant prion protein (PrPs) detected with
monoclonal antibodies Sha31 (A) and 12B2 (B) in different isolates
used for inoculating porcine PrP transgenic mice. Panels A and B
were loaded with the same quantities of extracted PrPs from each
sample. MW, molecular mass in kilodaltons.
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the WGQGG epitope (amino acids 93-97 of sheep PrP).
However, SC-PS48 and sheep-BSE (showing a 19-kDa un-
glycosylated band) were poorly recognized by 12B2 MAb
(Figure 1, panel B), suggesting that the 12B2 epitope is not
protected against digestion with proteinase K in these iso-
lates, as in cattle BSE.

Susceptibility of PoPrP-Tg001 Mice to TSE Isolates

To evaluate the susceptibility of PoPrP-Tg001 mice to
ARQ sheep BSE as opposed to the original cattle BSE, the
BSE agent was inoculated in parallel before and after passage
in ARQ/ARQ sheep in these mice. As shown in the Table, all
PoPrP-Tg001 mice survived the cattle BSEO infection and
were culled without clinical signs at 650 days postinocula-
tion (dpi), but when assessed for the presence of PrP™ in the
brain, 3 (19%) were positive. In the second passage, all mice
died at 197 * 4 dpi. Similar results were obtained when 2
other BSE inocula (cattle BSE1 and cattle BSE2) were used
(Table). In contrast, in PoPrP-Tg001 mice inoculated with
BSE passaged in ARQ sheep (sheep BSE), an attack rate of
100% and survival time of 458 + 11 dpi were observed, in-
dicating that the PoPrP-Tg001 mice were fully susceptible
to sheep BSE. Secondary subpassage in these mice led to
a considerable reduction in the survival time (162 + 4 dpi),
which was maintained in subsequent subpassages. These re-
sults suggest the increased infectivity of BSE after passage
in sheep in the PoPrP-Tg001 mouse model.

To evaluate the susceptibility of PoPrP-Tg001 mice to
other sheep TSEs, we inoculated these mice with a panel
of sheep scrapie isolates from different genotypes and with
different strain properties. As shown in the Table, the atypi-
cal scrapie SC-PS152 isolate was the only one able to infect
PoPrP-Tg001 mice at a low attack rate (16%) and survival

BSE and Scrapie in Porcine-PrP Transgenic Mice

time of 300 to 600 dpi. Secondary passage rendered a 100%
attack rate and survival time of 162 + 13 dpi. The other
scrapie isolates included in the panel were not transmitted
in the PoPrP-Tg001 mice either in primary or subsequent
passages. We verified that the infectivity of the different
scrapie isolate used in this work was sufficiently high for
efficient transmission in transgenic mice expressing ovine
PrP (data not shown).

PoPrP-Tg001 mice inoculated with healthy homozy-
gous ARQ sheep brain material as controls were also eu-
thanized after 600 dpi without showing clinical signs after
first and second passages. None were positive for PrP™ in
their brains.

Biochemical Characterization of PrP™s in Inoculated
PoPrP-Tg001 Mice

PrPs from BSE adapted to porcine PrP in PoPrP-
Tg001 mice showed a different glycoprofile than the
original inoculated BSE (Figure 2, panel C), although it
preserved biochemical properties such as electrophoretic
mobility (Figure 2, panel A) and lack of immunoreactivity
to the 12B2 MADb (Figure 2, panel B). The 12B2 MADb is
able to recognize porcine PrP¢ as confirmed by Western
blotting when samples not treated with proteinase K are
used (data not shown).

In PoPrP-Tg001 mice, cattle BSE and sheep BSE
agents produced identical PrP™ signatures and shared
similar PrP™ biochemical properties (Figure 2, panel A).
These features persisted after subsequent passages (data
not shown).

In contrast, Western blot analysis of the porcine prion
generated through the inoculation of atypical scrapie iso-
late (SC-PS152) showed a dramatic molecular shift after

Table. Transmission of cattle BSE, sheep BSE, and sheep scrapie isolates in transgenic mice expressing porcine prion protein*

First passage

Second passage Third passage

PrP™,  Survival % Survival % Survival %
TSE isolate Genotype kDa time, dpi  (Attack rate) time, dpi  (Attack rate) time, dpi  (Attack rate)
Cattle-BSE1 - 19 >650 0 (0/12)t 269+3 100 (10/10) 204 £ 12 100 (9/9)
Cattle-BSE2 - 19 498 +9 17 (2112)t 198+6 100 (15/15) 193+ 17 100 (6/6)
Cattle-BSEO - 19 >650 19 (3/16)t 197+4 100 (12/12) 190 + 10 100 (7/7)
Sheep-BSEO ARQ/ARQ 19 458 +11 100 (15/15) 162+4 100 (13/13) 166+ 7 100 (7/7)
SC-662/97 ARQ/ARQ 21 >650 0 (0/10) >650 0 (0/12) ND ND
SC-UCD/99 ARQ/ARQ 21 >650 0(0/12) >650 0 (0/9) ND ND
SC-Langlade ARQ/ARQ 21 >650 0(0/12) >650 0(0/12) ND ND
SC-PS13 ARQ/ARQ 20 >650 0(0/12) >650 0(0/12) ND ND
SC-JRO1 VRQ/VRQ 21 >650 0(0/12) >650 0(0/12) ND ND
SC-PS83 ARR/ARR 21 >650 0(0/12) >650 0(0/12) ND ND
SC-PS48 VRQ/VRQ 19 >650 0 (0/9) >650 0 (0/10) ND ND
SC-PS152 AfRQ/AfRQ  ~7-14  300-600 16 (2/12) 162 + 13 100 (9/9) 172 + 16 100% (7/7)
SC-UCD/99 adapted — >650 0(0/13) >650 0 (0/10) ND ND
to BoPrP-Tg110
Healthy sheep brain ARQ/ARQ >650 0 (0/14) >650 0 (0/9) ND ND

*BSE, bovine spongiform encephalopathy; TSE, transmissible spongiform encephalopathy; PrP™®, atypical proteinase K—resistant prion protein; dpi, days

postinoculation; ND, not determined.

1No. animals positive for the aberrant form of PrP associated with disease / no. inoculated animals.
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Figure 2. Brain atypical proteinase K—resistant prion protein (PrP™s) of porcine PrP transgenic mice infected with cattle bovine spongiform
encephalopathy (BSE) (lane 2) or sheep BSE agents (lane 4). Electrophoretic profiles and antibody labeling of PrP™s detected with
monoclonal antibodies Sha31 (A) or 12B2 (B). Profiles produced by cattle (lane 1) and sheep BSE (lane 3) before passage in the porcine
mouse model are shown for comparison. MW, molecular mass in kilodaltons. C) Triangular plot of the glycosyl fractions of PrPs after
proteinase K digestion and Western blotting using the Sha31 antibody. Data shown are the means of 5 or more measurements obtained
from density scans in 2 or more Western blots. To interpret the plot, read the values for the diglycosyl, monoglycosyl, and aglycosyl
fractions along the bottom, right and left axes of the triangle, respectively. For each point, the sum of the 3 values is 100.

passage in the porcine PrP mouse model (Figure 3). A
3-band PrPs pattern with an unglycosylated band of 19
kDa, which differed substantially from the molecular signa-
ture of atypical scrapie PrP', was observed Moreover, this
porcine prion was indistinguishable from the porcine prion
generated by inoculation of sheep BSE in terms of Prpr
electrophoretic mobility (Figure 3, panel A), 12B2 MAb
immunoreactivity (Figure 3, panel B), or its glycoprofile
(Figure 3, panel C), characteristics that were maintained in
subsequent passages in the same mouse model.

Lesion Profile and PrPSc Deposition Pattern
in Inoculated PoPrP-Tg001 Mice

Brain material from PoPrP-Tg001 mice inoculated with
the BSE-infected brains of either cattle or sheep showed

consistent similarities in lesion profiles and PrPS¢ deposition
patterns in PET blots, although some differences could be
observed, mainly in areas G7 and G9. These features per-
sisted after a second passage in PoPrP-Tg001 mice (Figure
4). PrPsc was also detected in the spleens of PoPrP-Tg001
mice inoculated with either cattle BSE or sheep BSE in first
and second passages (data not shown). In mice inoculated
with the different classical scrapie isolates, no typical brain
lesions associated with prion infection were detected. We
observed no differences between animals inoculated with
classical scrapie isolates and those inoculated with brain
tissue from healthy homozygous ARQ sheep or noninocu-
lated PoPrP-Tg001 mice (data not shown).

Although some similarities were observed between the
brains of PoPrP-Tg001 inoculated with SC-PS152 and the

Figure 3. Brain atypical proteinase K—resistant prion protein (PrP™s) of porcine PrP transgenic mice infected with an atypical scrapie (SC-
PS152) agent (lane 4) versus sheep bovine spongiform encephalopathy (Sheep-BSE) agent (lane 2). Electrophoretic profiles and antibody
labeling of PrP's detected with monoclonal antibodies Sha31 (A) or 12B2 (B). Profiles produced by atypical scrapie (SCPS152) (lane 3)
and sheep-BSE (lane 1) before passage in the porcine mouse model are shown for comparison. MW, molecular mass in kilodaltons.
C) Triangular plot of the glycosyl fractions of PrPres after proteinase K digestion and Western blotting using the Sha31 antibody. Data
shown are the means of >5 measurements obtained from density scans in >2 Western blots. To interpret the plot, read the values for the
diglycosyl, monoglycosyl, and aglycosyl fractions along the bottom, right and left axes of the triangle, respectively. For each point, the sum
of the 3 values is 100.
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Figure 4. Lesion profiles and regional distributions of atypical proteinase K-resistant prion protein (PrP™) in the brain of porcine
PrP transgenic mice infected, either in 1st passage (white column) or in 2nd passage (black column) with cattle bovine spongiform
encephalopathy (BSE) (panels A and D), sheep BSE (panels B and E), or atypical scrapie (panels C and F) agents. A—C) Lesion scoring
of 9 areas of gray matter (G) and white matter (W) in mice brains: dorsal medulla (G1), cerebellar cortex (G2), superior colliculus (G3),
hypothalamus (G4), medial thalamus (G5), hippocampus (G6), septum (G7), medial cerebral cortex at the level of the thalamus (G8) and
at the level of the septum (G9), cerebellum (W1), mesencephalic tegmentum (W2) and pyramidal tract (W3). Error bars indicate SE. D—F)
Histoblots of representative coronal sections at the level of the hippocampus.

brains of those inoculated with cattle BSE and sheepBSE,
some differences could be observed mainly in region G6
and G8 (Figure 4, panels A-C). Moreover, PrPsc distribu-
tions in the PET blots showed some differences when com-
pared with those observed in samples from both cattle and
sheep BSE-inoculated mice (Figure 4, panels D—F). These
differences mainly appeared in the cortex, the medial pre-
tectal nucleus, the posterior commissure, the zona incerta
and hypothalamic lateral area in which PrPS¢ deposition
was more intense in cattle and sheep BSE-inoculated mice
than in the SC-PS152—-inoculated animals.

Discussion

In this study, transgenic mice expressing porcine PrP
(8) were used to assess the transmission capacity of a wide
range of TSE agents from sheep. Our results indicated that
none of the classical scrapie isolates tested was transmitted
to our porcine PrP mouse model after intracerebral inocula-
tion (Table), suggesting a highly (if not completely) resis-
tance to the classical scrapie strains tested independently
of their origin and biochemical signature. The absence of
successful transmission of the SC-PS48 isolates with an
unglycosylated bands of 19 kDa-like BSE suggests a BSE-
unrelated origin for these BSE-like scrapie strains.

The atypical isolate SC-PS152 was the only scrapie
isolate able to infect the Po-PrP mouse model after intrac-
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erebral inoculation (Table), albeit with a low efficiency
of infection in the first passage (attack rate 16%). These
results suggest the potential ability of atypical scrapie pri-
ons to infect pigs, although with a strong transmission bar-
rier. Given the increasing number of atypical scrapie cases
found in Europe and in North America, the potential ability
of atypical scrapie to adapt to the pig becoming more easily
transmitted could raise concerns about the potential danger
of feeding ruminant meat and bone meal to swine.

In our transmission experiments, an obviously shorter
survival period (458 £ 11 dpi) and an increased attack rate
(100%) were observed in PoPrP-Tg001 mice inoculated
with sheep BSE (Table) compared with those inoculated
with the original cattle BSE (>650 dpi, 19%). These last
figures correlate well with those reported for other cattle
BSE isolates (Table). Differences in survival times were
maintained after subsequent passages in this mouse model
(Table), suggesting that the increased infectivity of sheep
BSE cannot be linked to a higher infectious titer in the
initial inoculum but must be the outcome of a modifica-
tion in the pathogenicity of the agent. We can also rule out
that the primary amino acid sequence of the ovine PrpsC
leads to more efficient conversion of porcine PrP¢ because
scrapie isolates from sheep with the same ARQ-PrP gen-
otype were not able to infect these mice (Table). Taken
together, the increased infectivity of sheep BSE in the por-
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cine PrP mouse model must be considered as increased
pathogenicity of the agent attributable to its passage in
sheep. These features support previous results indicating
that the BSE agent modifies its biological properties after
passage in sheep, with the result that its pathogenicity in-
creases in transgenic mice expressing bovine PrP (24). An
increased pathogenicity of ovine BSE was also reported in
conventional RIIl mice when compared with retrospective
cattle BSE experiments (36). In other prion strains, pas-
sage through an intermediate species has also been noted
to alter host susceptibility (37).

The enhanced infectivity of the BSE agent after its
passage in ARQ sheep raises concern about its potential
danger for other species, including humans. This question,
as well as others related to the infectivity of the new por-
cine prion generated in this study, is currently being ad-
dressed in transmission experiments using transgenic mice
expressing human PrP.

Upon passages in porcine PrP transgenic mice, the
BSE agent retained most of its biochemical properties, ex-
cept for its PrP™ glycoprofile in which some differences
were appreciable. Our comparative analysis of cattle BSE
and sheep BSE upon transmission in porcine PrP transgen-
ic mice showed that both agents exhibit similar molecular
(Figure 2) and neuropathologic properties (Figure 4). These
features were preserved after subsequent passages. These
results suggest that, despite their modified pathogenicity,
the 2 porcine prions generated share the same biochemical
and neuropathologic properties, regardless of whether the
BSE agent used to inoculate the mice was obtained from
ARQ sheep or cows. In agreement with these results, the in-
creased infectivity of sheep BSE previously observed upon
transmission in bovine PrP transgenic mice was not reflect-
ed in its molecular or neuropathologic properties (24).

The atypical scrapie (SC-PS152) agent appeared to un-
dergo a strain phenotype shift upon transmission to porcine
PrP transgenic mice. Surprisingly, this novel strain pheno-
type was similar to that of sheep BSE propagated in the
same mice in terms of several features: 1) survival times
observed after stabilization in PoPrP-Tg001 mice (second
passages) were similar (Table); 2) PrP™ molecular profiles
of the 2 agents in porcine PrP mice were indistinguishable
(Figure 3); and 3) vacuolation profiles observed in second
passages largely overlapped (Figure 4).

These findings could reflect the evolutionary potential
of prion agents upon transmission to a foreign host able
to promote strain shift and emergence of new properties
(38,39). The converging molecular, neuropathologic, and
biological properties of atypical scrapie and sheep BSE
upon propagation in porcine transgenic mice could be the
consequence of a restriction imposed by the porcine PrP¢,
which might only admit a few options as it changes its con-
formation to PrPsc.
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Our results could also suggest a common origin for
sheep BSE and atypical scrapie agents, which may exhibit
different phenotypes depending on the host PrP¢ or other
host factors. Although this last explanation seems to be less
likely, so far we cannot draw any definitive conclusion on
this issue. Whichever the case, the ability of an atypical
scrapie to infect other species and its potential capacity to
undergo a strain phenotype shift in the new host prompts
new concerns about the possible spread of this uncommon
TSE in other species as a masked prion undistinguishable
from other strains.
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Introduction

Transmissible spongiform encephalopathies (TSE) are neurodegenerative disorders that
naturally affect a wide range of mammalian species, including small ruminants (scrapie),
cattle (bovine spongiform encephalopathy — BSE) and human beings (Creutzfeldt-Jakob
disease). Though the mechanisms involved in the pathogenesis of TSE are not fully
understood, the conversion of the cellular prion proteili, Rritoded by thBRNP gene, into

an abnormal isoform (PP is considered to be a key event [1]. PrRccumulates in the
tissues of infected individuals, its presence seems to correlate with infectivity and, according
to the protein only hypothesis, Pfftself is the infectious agent in TSE [2]. Currently, ¥rP

is the only molecular marker available for the diagnosis of TSE and some of its biochemical
properties such as solubility in detergents, resistance to digestion with proteinase K (PK) and
electromobility in western blot can be used to distinguish between prion strains [3, 4].

Atypical scrapie was first identified in Norway in 1998. PrBetected in the brain of the
affected sheep displayed a multiple band WB pattern that strongly contrasted with the 3-band
pattern usually observed in other TSE of ruminants [5]. Moreover, atypical scrapie could be
distinguished histologically from classical scrapie or BSE thanks to the distribution of
vacuolar lesions and PtP deposits in the central nervous system. Following the
implementation of an active surveillance programme of TSE in sheep in 2002, many similar
cases have been detected in most countries of the European Union [6]. A few cases have also
been reported outside Europe [7-9].

In sheep, susceptibility to TSE is tightly linked to polymorphisms at codons 136 (A/V), 154
(R/H) and 171 (R/H/Q) of th@RNPgene [10, 11]. Epidemiological studies have revealed
that the distribution of PrP genotypes among atypical scrapie cases is different from that

among classical scrapie cases. Atypical scrapie can notably affect sheep moderately
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susceptible (ARQ or ARR allele carriers) and resistant (ARR/ARR) to classical scrapie [12-
15]. Furthermore, an additional polymorphism at codon 141 (F/L) co-modulates susceptibility
to atypical scrapie with the AFRQ allele conferring a high risk to develop the disease [15].
Cross-species transmission of a TSE agent generally results in a low attack rate (number of
infected animals/number of inoculated animals) and a long incubation period. This limited
efficiency can be explained by the existence of a transmission barrier, the exact determinants
of which remain unclear. It has been proved that the variation in the PrP sequence between the
host and the donor species is a major parameter involved in this phenomenon [16], which has
led to the creation of several transgenic mouse lines expressing heterologous PrP [17].
Additionally, the prion strain can also have a major impact as illustrated by the capacity of the
BSE agent to infect hosts from different species without alteration of its phenotype [18].
Atypical scrapie can easily be transmitted to sheep [19-21] and to transgenic mice expressing
ovine PrP [13, 22, 23]. However, despite the potential exposure of other livestock species to
the atypical scrapie agent, few data are available concerning its ability to cross transmission
barriers. In a recent report, intracerebral inoculation of porcine PrP transgenic mice with an
atypical scrapie isolate (PS152) has led to the propagation of a prion with a BSE-like
phenotype [24].

Within this context, the aim of our study was to verify that the agent propagated in the porcine
PrP transgenic mice was really the BSE agent and to assess the capacity of the atypical
scrapie agent to cross other transmission barriers. For these purposes, we used ovine, bovine
and murine PrP transgenic mice and we assessed the stability of the phenotype of the atypical

scrapie agent with biochemical methods.
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Materials and methods

Scrapie isolates

The PS152 isolate was obtained from a French AFRQ/AFRQ sheep naturally infected with
atypical scrapie. In some transmission experiments, we also used a classical scrapie isolate
obtained from a Romanov sheep born and bred in the Langlade flock where natural scrapie

has been occurring at a high incidence since 1993 [10].

BSE isolates

Two BSE isolates were used: a cattle BSE isolate obtained from a case detected in France
through the active BSE surveillance programme (case number 237) and a sheep BSE isolate
obtained from a ARQ/ARQ sheep experimentally infected with cattle BSE (graciously

provided by Frédéric Lantier, INRA Nouzilly, France).

Porcine PrP transgenic mice-adapted isolates
Isolates obtained from porcine PrP transgenic mice (Tg001) inoculated either with the PS152
isolate (first or second passage) or with a BSE isolate (second passage) were used in mouse

bioassays. The biochemical features of these isolates had been previously described [24].

Brain homogenates preparation

All brain tissues were collected and handled with disposable equipment. To avoid cross-
contamination we used an instrument set for each sample.

For each isolate, a 10 % brain homogenate (weight/volume) in 5 % glucose was prepared in
single use grinding microtubes using a high-speed homogenizer (TeSeE Precess 48 System).

The homogenates were then filtered through a 25 Gauge needle (single use syringe), aliquoted
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in 2 mL tubes and stored at -20°C. Before inoculation, each homogenate was thawed and

heated at 60°C for 10 minutes to reduce the risk of bacterial infection.

Sheep and mouse transmission assays

Two AHQ/AHQ Cheviot ewes (12 month-old) were challenged intracerebrally with the
PS152 atypical scrapie isolate. Each sheep received 300 pL of 10 % brain homogenate in the
right frontal lobe under general anesthesia (Diazepam 4mg/kK{etamine 0.2 mg/kg
intravenously).

Mouse bioassay experiments were carried out in three PrP transgenic mouse lines previously
described. Tga20 mice express murine P g-a allele) at a level ten-fold higher than wild

type mice [25]. The Tg338 line overexpresses ovine PrP (VRQ allele) at levels eight to ten-
fold higher than sheep [26]. Tg110 mice express bovine PrP at a level eight-fold higher than
in cattle brain [27]. For each isolate, at least six mice (6-12 week-old) were inoculated
intracerebrally in the right parietal lobe with 20 pL of 10 % brain homogenate under general
anesthesia.

Sheep and mice were monitored daily and were killed when they showed severe locomotor

disorders or any impairment in their capacity to feed.

End-point titration experiment

The cattle BSE isolate was endpoint titrated in Tg110 mice. Serial ten-fold dilutions of the
original BSE homogenate (10 %) were prepared using negative brain homogenate and, for
each dilution (neat, 1 102 10° 10* 10° 10°), 6 mice were inoculated intracerebrally (20

pL). The mice were killed when they showed severe nervous disorders or at 800 dpi if no

clinical signs of TSE were observed.
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Western blot

A commercially available WB kit (TeS&Ewestern blot, Biorad) was used following the
manufacturer’'s recommendations. For each sample, 200 puL of 10 % brain homogenate were
incubated for 10 min at 37°C with 200 pL of buffer A containing proteinase K (120 pg/mL).
PrP®® was recovered as a pellet after addition of 200 pL of buffer B and centrifugation for 7
min at 15,000 g at 4°C. The supernatant was discarded and the tube was dried inverted over
absorbent paper for 5 min. The pellet was solubilised in 20 uL of Laemmli’'s buffer and
heated at 100°C for 5 min. After a centrifugation step (15,000 g for 15 min at 4°C), the
supernatant was recovered and heated at 100°C for 4 min before being loaded on a 12 %
acrylamide gel. Proteins were electrophoretically transferred onto PVDF membranes.
Membranes were blocked with a 2 % BSA blocking solution (30 min)."PrP
immunodetection was performed using Sha31 monoclonal antibody which recognizes the
amino acid sequence YEDRYYRE (145-152). Peroxydase activity was revealed using ECL

substrate (Pierce).

Lesion profiles and parrafin-embedded tissue blot (PET blot)

Lesion profiles were established according to the standard method described by Fraser and
Dickinson [28].

Pet Blots were performed using the protocol described by Schulz-Schaefiér [80].

Briefly, sections (4 um) of paraffin-embedded tissue were collected on a prewetted
nitrocellulose membrane and dried at 56°C. The membrane was deparaffinized before
digestion with proteinase K. PFPimmunodetection was carried out using Sha31 (4 pg/mL)

followed by application of an alkaline phosphatase labeled secondary antibody (Dako
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reference D0314 — 1/500 diluted). Enzymatic activity was revealed using NBT/BCIP substrate

chromogen.
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Results

The PS152 agent has an atypical scrapie phenotype in sheep and ovine transgenic mice

Two AHQ/AHQ sheep were challenged intracerebrally with an atypical/Nor98-like scrapie
isolate (PS152) obtained from a naturally infected AFRQ/AFRQ case. They both displayed
progressive ataxia with behavioural disorders and they were killed 665 and 884 days post
inoculation (dpi) respectively. For each sheep,Pgdpofile was determined in 3 brain areas
(obex, cerebral cortex and cerebellum) and lymphoid organs by western blotting (WB). In all
brain areas investigated, a FtBanding pattern identical with that of the PS152 isolate was
observed although the signal in the obex was low (Figure 1). N6°RvRs detected in the
lymphoid organs (data not shown).

Inoculation of the original PS152 isolate or brain homogenates from the two AHQ/AHQ
sheep into Tg338 mice resulted in similar mean survival times (250+19, 229+11 and 237+12
dpi respectively). WB analysis of brain from these mice showed identicaf Bighatures
characterized by a multibanding pattern with a low molecular mass barid &Da (Figure

2A). Lesion profiles (Figure 2B) and PfRlistribution patterns in PET blots (data not shown)
were also similar. These biochemical and biological features were undistinguishable from
those of Norwegian, French and British atypical scrapie isolates previously transmitted to the
same transgenic line [13, 22, 30].

Together, these data confirmed that the PS152 isolate was a bona fide atypical scrapie isolate.
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Passage across the murine transmission barrier doesn’t modify the properties of the

PS152 agent

The PS152 isolate induced a neurological disease in all inoculated transgenic mice
overexpressing the murif®RNP gene (Tga20). On primary passage, the mean survival time
was long (540+70 dpi) and was clearly reduced after a secondary subpassage (299+11 dpi),
reflecting an adaptation of the agent to its new host®Ri€tected in the brain of Tga20 mice
showed a WB profile similar to that obtained in sheep and in Tg338 mice although slight
differences concerning the relative proportions and the electrophoretic mobility of the protein
fragments could be observed (Figure 3A). Furthermore, the Tga20-passaged PS152 prion
retained the biological and biochemical properties of the original PS152 agent as indicated by
the survival time, the lesion profile (data not shown), the PET Blot profile (Figure 3B) and the

PrP®*WB pattern (Figure 3 A) obtained following transmission to Tg338 mice.

Emergence of the BSE agent in porcine transgenic mice

It has been previously shown that mice expressing porcine PrP (Tg001) could be infected with
the PS152 isolate despite a strong transmission barrier. Surprisingly, in these mice, the PS152
prion underwent a phenotype shift and became indistinguishable from sheep BSE using
biochemical parameters (PTPWB profile, glycoprofile) and biological criteria (survival

time, lesion profile) classically used to differentiate between TSE strains [24]. As these results
could be explained either by the emergence of the BSE agent or by a phenotypic convergence
between the PS152 and the BSE agents, we examined the properties of the porcine-adapted
PS152 isolate in Tg338 and Tg110 mice. In these transgenic mouse lines, it produced survival

times (Table 1), P'P signatures (Figure 4), vacuolar lesion profiles and PET blots patterns
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(data not shown) similar to those obtained with a sheep BSE isolate or a Tg001l-passaged
sheep BSE isolate. These data unequivocally confirmed that the BSE agent had emerged upon

transmission of the PS152 isolate to TgO01 mice.

The BSE agent did not pre-exist in the original PS152 isolate

To determine if the emergence of the BSE agent in Tg001 mice was due to a mutation of the
PS152 agent or if it pre-existed in the original PS152 isolate and was selected, we inoculated
the PS152 isolate into Tg1l10 mice. On primary passage, the mean survival time almost
reached their lifespan (804+52 dpi) but it clearly decreased on second passage (319+86 dpi).
As in Tg001 mice, WB analysis of the brain from Tg110 mice showed a dramatic shift in the
electrophoretic mobility of PfP with the emergence of a three-banding pattern with a 19 kDa
ungycosylated band (Figure 5A). However, lesion profiles and®*Pdeposits distribution

were different from those observed in mice inoculated with a sheep BSE isolate (Figure 5B-
C). Additionally, we showed in an end-point titration experiment that the maximal survival
time of Tg110 mice inoculated with a BSE isolate didn't exceed 500 dpi (Table 2). Therefore,
if the BSE agent had been present in the PS152 isolate, it should have emerged on primary

passage in this transgenic mouse line.

The properties of the PS152 agent are irreversibly altered following the passage across

the bovine transmission barrier

In order to find out if the PS152 agent maintained its original properties despite the passage
across the bovine transmission barrier, we inoculated Tg338 mice with the Tgl10-passaged

PS152 isolate. The PPPdetected in the brain of these mice retained a three-banding WB
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pattern with an unglycosylated band at 19 kDa (Figure 6A). These biochemical features were
obviously different from those observed in Tg338 mice inoculated either directly with the
original PS152 isolate (multibanding pattern) or with a classical scrapie isolate
(unglycosylated band at 21 kDa). Moreover, the diglycosylated band was only slightly
predominant when compared to a sheep BSE isolate. The bovine-adapted PS152 prion could
also be distinguish from the original PS152 isolate by its biological phenotype in Tg338 mice
as assessed by the survival times (Table 3), lesion profiles (Figure 6B) and PET blot analysis
(data not shown).

Taken together, these results demonstrate that transmission of the PS152 isolate to Tg110

mice has resulted in the emergence of a new TSE agent.
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Discussion

In our study, transmission of an atypical scrapie isolate (PS152) to transgenic mice expressing
either porcine or bovine PrP led to radical alterations of its properties. Espinalsehatl
previously shown that the agent recovered in the brain of mice overexpressing porcine PrP
inoculated with this isolate had biochemical features undistinguishable from those of the BSE
agent [24]. We confirmed here that this porcine-passaged prion was actually the BSE agent by
comparing its phenotype to that of two BSE isolates in ovine (Tg338) and bovine (Tgl110)
transgenic mice.

The PS152 agent also lost its atypical 'Préignature when it was directly transmitted to
Tg110 mice. This molecular shift was definitive as indicated by the absence of phenotype
reversion observed when the bovine-adapted PS152 agent was inoculated into Tg338 mice.
Interestingly, this prion had biological properties different from those of the original PS152
agent and could be easily distinguished from the BSE agent.

Several studies using rodent models have shown that the emergence of new TSE strains on
experimental cross-species transmission is an unpredictable event. Although in some
experiments this phenomenon could be explained by the presence of a mixture of strains in
the initial inoculum [31, 32], it is clear that some strains are intrinsically unstable and can
evolve in different ways, depending on the PrP sequence of the host [33, 34]. For instance, the
cloned 139A murine scrapie strain conserves its original properties in mice after three
intermediate passages in rats whereas two intermediate passages in hamsters before
reinoculation into mice lead to the emergence of a new strain (139H/M) with properties
different from 139A [34]. The atypical scrapie agent we used in our transmission experiments
was not biologically cloned but it is unlikely that the agents that have emerged in porcine and

bovine PrP transgenic mice preexisted in our original inoculum. Indeed, Tgl110 mice
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inoculated with the original PS152 isolate didn’'t develop any neurological disease within 700
dpi whereas, in an end-point titration experiment in the same transgenic mouse line, a BSE
isolate produced a maximal survival time of 500 dpi. Similarly, direct transmission of the
PS152 isolate to Tg338 mice led to a mean survival time (230 dpi) significantly longer than
that observed with the bovine-passaged PS152 agent (140 dpi). Thus, our results rather
suggest that the original atypical scrapie agent underwent sudden mutations while crossing the
porcine and the bovine transmission barriers, leading talé¢heovoemergence of distinct

TSE agents.

The origin of the BSE agent still remains unknown. It has been proposed that the BSE agent
has originated from an endemic prion strain that would have evolved following a cross-
species infection via the oral route [35, 36]. Our work supports this hypothesis by
demonstrating that the BSE agent can emerge from an atypical scrapie agent under
experimental conditions.

The data collected through the active TSE surveillance programme implemented in the
European Union show that atypical scrapie is a widespread disease. In a study carried out in
11 countries that had reported at least one case of atypical scrapie between 2002 and 2007, its
mean apparent prevalence was 5.5 (5.0-6.0) cases per ten thousand in sheep slaughtered for
human consumption and 8.1 (7.3-9.0) cases per ten thousand in the fallen stock [37].
Furthermore, retrospective analyses suggest that this prevalence has remained stable over this
period [38, 39]. Together, these epidemiological data indicate that the European sheep and
goats populations have been and are still largely exposed to the atypical scrapie agent. The
capacity of this common field scrapie agent to cross species barriers, as demonstrated here,
may represent a threat for animal health. Nowadays, the possibilities of TSE cross-species
infections are limited by the ban on the feeding of processed animal proteins (PAP) to farmed

animals that was introduced in 2001 as a result of the BSE epidemic. However, the marked
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decrease of the BSE incidence has called into question the interest of this drastic measure and
a gradual relaxation of the feed ban leading to a future reuse of small ruminants PAP can’t be
excluded. Within such a context, other non-ruminants or ruminants species would inevitably
be exposed to the atypical scrapie agent because of our limited ability to detect infected
animals and to prevent their entry in the animal food chain. Indeed, the screening tests
currently available for TSE detection in small ruminants have lower performance for
identifying atypical scrapie cases than classical scrapie cases [5, 6, 12, 40, 41]. Moreover, it
has been recently demonstrated that the peripheral tissues (lymphoid tissues, nerves, muscles)
of atypical scrapie incubating sheep can be infectious despite the absence of detectable PrP
[40]. According to our results, this situation could potentially lead to the brutal emergence and
the dissemination of multiple TSE agents in animal populations which may indirectly have a
major impact on public health as illustrated by the emergence of the BSE agent in porcine PrP
transgenic mice.

So far, a single Pr® biochemical signature has been described in sheep naturally or
experimentally infected with atypical scrapie [19-21] and all field isolates that have been
transmitted to ovine PrP transgenic mice (Tg338) shared the same phenotype.[13, 22, 42]
Although this apparent homogeneity suggests that atypical scrapie is caused by a single TSE
agent, the biological behavior of this agent in hosts expressing heterologous PrP has only been
assessed with the isolate used in our work. It is therefore questionable whether the results
reported here can be extrapolated to other isolates and supplementary studies with more

atypical scrapie sources are needed before drawing any definitive conclusions.
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Table 1.
Survival times of ovine (Tg338) and bovine (Tg110) PrP transgenic mice inoculated with the
original PS152 atypical scrapie isolate or with a sheep BSE isolate before and after

intermediate passages in porcine PrP transgenic mice (Tg001).

PS152 PS152/Tg001PS152/Tg00%2 Sh-BSE  Sh-BSE/Tg00Xk2
Tg338 250+19 73177 732192 663178 848+101
Tgl1l10 804+52 265+12 257440 290+19 291+20

Each mean survival time (£ SD) was calculated for a group of at least 6 mice and is expressed
in days.

Table 2. Endpoint titration of a French cattle BSE isolate in bovine PrP transgenic mice
(Tgl110)

Positive mice Survival time

neat 6/6 31616
10! 6/6 397+60
102 6/6 444482
10° 6/6 482+108
10° 217 480-498*
10° 217 480-498*
10° 0/7 >800

Survival times are expressed in days (mean + SD) except in cases where less than 3 mice were
positive (*)
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Table 3. Survival times of ovine PrP transgenic mice (Tg338) inoculated with an atypical
scrapie isolate before (PS152) or after one or two intermediate passages in bovine PrP
transgenic mice (Tgl110)

PS152 PS152/Tg110 PS152/Tg1182
Tg338 25019 24052 145+9
Tg338x2 2325 141+4 143+4

Survival times are calculated for a group of at least 6 mice and are expressed in days (mean *
SD)
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Figure 1.

WB detection of Prf® in the brain of two AHQ/AHQ sheep inoculated with the PS152
atypical scrapie isolate (lanes 3-8). For each sheep, three brain areas (obex, cerebellum,
cerebral cortex) were investigated. The original PS152 isolate (lane 2) and a classical scrapie
isolate (Langlade, lane 1) were also analyzed for comparison (Sha 31 antibody; epitope:
145YEDRYYRE;5)).

Figure 2.

(A) WB detection of Pri®*in the brain of ovine PrP transgenic mice (Tg338) inoculated with

the PS152 atypical scrapie isolate before (lane 1) or after (lanes 2-3) an intermediate passage
in AHQ/AHQ sheep (Sha 31 antibody; epitopgY EDRYYRE;s)).

(B) Lesion profiles (vacuolar changes) in Tg338 mice inoculated with the PS152 atypical
scrapie isolate (PS152) before (open inverted triangles and dashed line) or after an
intermediate passage in an AHQ/AHQ sheep (filled diamonds and solid line). For each

isolate, the mean scores with SEM were calculated in 6 mice.

Figure 3.

(A) WB profiles of PrP°detected in the brain of transgenic mice overexpressing murine
(Tga20; lanes 5-8) or ovine (Tg338; lanes 2-3) PrP inoculated with the PS152 atypical scrapie
isolate or with the Tga20-passaged PS152 isolate. The original PS152 sheep isolate was also
analyzed for comparison (lane 10). Lanes 1, 4 and 9. molecular mass markers (Sha 31
antibody; epitopejssYEDRYYRE;s)).

(B-C) PET Blots (Sha31l antibody NBT/BCIP black deposits) of brain coronal section
(thalamus level) from Tg338 mice inoculated with the PS152 atypical scrapie isolate before

(B) or after an intermediate passage in Tga20 mice (C).

Figure 4.

WB profiles of Pr®®in transgenic mice overexpressing bovine (Tg110) or ovine (Tg338) PrP
inoculated with a cattle BSE isolate (lanes 3 and 7), a Tg001-passaged sheep BSE isolate
(lanes 1-2) or the PS152 isolate after one (lane 4) or two (lanes 5-6) intermediate passages in
Tg001 mice (Sha 31 antibody; epitopeY EDRYYRE;s)).
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Figure 5.

(A) WB profiles of PrP° detected in the brain of Tg110 mice inoculated with a sheep BSE
isolate (lane 2), a Tg0Ol-passaged sheep BSE isolate (lane 2), the PS152 atypical scrapie
isolate (lane 3) and a Tg338-passaged sheep BSE isolate (lane 4). Lanes 1 and 6: molecular
mass markers (Sha 31 antibody; epitapefEDRYYRE;s)).

(B) PET blots (Sha31 antibody NBT/BCIP black deposits) of brain coronal section
(thalamus level) from Tg110 mice inoculated with the PS152 atypical scrapie isolate (B) or a
sheep BSE isolate (C).

Figure 6.

(A) WB profiles of PrP® detected in the brain of Tg338 mice inoculated with the PS152
atypical scrapie isolate (lane 1), a sheep BSE isolate (lane 2), the PS152 isolate after an
intermediate passage in Tgl10 mice (lane 3) or a classical scrapie isolate (Langlade, lane 4).
Lane 5: molecular mass markers (Sha 31 antibody; epig@y&EDRYYRE;s)).

(B) Lesions profiles (vacuolar changes) in Tg338 mice inoculated with the PS152 isolate
before (open inverted triangles and dashed line) or after two intermediate passages in Tg110

mice (filled diamonds and solid line).
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Transgenic mice that express the methionine and/or valine 129 variant of the human
PrP protein wereintracerebrally challenged with four different sheep scrapieisolates. A
low attack rate and/or abnormal prion protein accumulation was observed after first or
second passage of these isolates. Scrapie positive human PrP expressing mice displayed a
similar strain phenotype to those inoculated with certain sporadic Creutzfeldt Jakob
disease isolates. These resultsindicate that scrapie could have a zoonotic potential. They

also raise new questions about the potential link between animal and human prions.

Dietary exposure to the bovine spongiform encephalopathy (BSE) agent is considered to be
the cause of variant Creutzfeldt-Jakob (vCJD) disease in humans. While scrapie agents have
been circulating for centuries in small ruminants, a limited number of epidemiological studies
failed to demonstrate a link with human prion disease. This apparent lack of zoonotic
transmission is considered to be a consequence of the species-barrier that naturally limits
Transmissible Spongiform Encephalopathies (TSE) agents’ propagation from one species to
another. It is now established that the host prion protein (PrP) amino-acid sequence is the
major determinant of the species barrier phenomenon and mice genetically engineered to
express human prion protein are considered to be a relevant source of information for gauging
the relative permeability of the human species bartie2)

In this study, mice expressing the methionine (tgMebr the valine (tgVaby) variants at

codon 129 of the human PrP, and their cross-bred (tgMetg)alvere intracerebrally (IC)
inoculated with a panel of human, cattle and sheep TSE isolates (see method and
supplementary table).

On first passage, 100% of the mice inoculated with sporadic Creutzfeldt-Jakob (sCJD, n=3)
brain homogenate from methionine homozygote patients developed a clinical TSE. Variant-

CJD (n=1) propagated only in tgMet and tgMet/Valy (figure 1a). No reduction of the
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incubation period was observed on second passage of sCJD and vCJD isolates, indicating the
absence of a measurable species batrrier.

In tgMeti29 and tgMet/Val,g mice challenged with cattle BSE isolates (n=2), a very low or

null transmission was observed in first passage. The attack rate significantly increased on
second passage (supplementary table). No transmission '6rad@d@mulation was observed

in tgVah,e These results concur with those previously reported in similar human PrP
expressing mouse models, (2) and indicate the existence of a substantial species barrier that

limits the cattle BSE transmission to human PrP expressing hosts.

In parallel, groups of the same human PrP expressing mice were inoculated with four different
sheep scrapie isolates. On first passage, none of the inoculated mice challenged with the sheep
isolates developed a clinical disease. However low but consistent level G detected

in the brain of three tgMet/VVab mice that were inoculated with two different scrapie isolates
(figure 1b). Despite the lack of transmission, brains collected from first passage in.tgMet
mice were re-inoculated into tgMe$ (6 per isolate). These bioassays are still incomplete at

the time of writing (550 days post inoculation), but some animals (n=3) challenged with two
other scrapie isolates have already developed clinical TSE affd waR detected in their

brain by Western Blot (WB) (figure 1c, d). Neither clinical TSE nor abnormal PrP*jPrP

were observed in mice inoculated with PBS or healthy controls’ brain homogenates, which

indicate that Human PrP transgenic mice do not develop spontaneous prion disease.

In positive scrapie challenged tgMgtmice, the Pr®® WB banding pattern clearly differed
from those observed in the original sheep isolates (figure 1e). In contrast sCJD and scrapie
PrP*®® positive TgMet129 mice shared similar WB banding patterns (figure 1c, d) and also

displayed an identical abnormal PrP distribution pattern in the brain (figure 1f). Further
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experiments will be necessary to confirm that the prion(s) which propagated in human PrP
expressing mice following scrapie inoculation are biologically identical, or different, to sCJD
agent(s). However, the results already obtained combined with previously reported scrapie
transmission in Primates8) support the contention that certain scrapie agents could have

similar abilities to cattle BSE with regard to crossing the human species barrier
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figure 1. Western Blot detection and distribution of abnormal PrP in the brain of

transgenic mice that express human PrP.

Transgenic mice that over-express the methionine (ighletr the valine (tgVabg) variants

at codon 129 of the human PrP, and their cross-bred (tgMeté/alere inoculated with
healthy human brain controls (cont), sporadic Creutzfeldt-Jakob Disease (sCJD) and variant
CJD (vCJD) isolates. The same mice lines were challenged with four different sheep scrapie
isolates (MF17-PS21-PS42 and PS48). In clinically affected or found dead mice, abnormal
PrP detection was carried out by Western Bdeg)(and/or Paraffin Embedded Tissue BIjt (

of the brain (Sha31 antibody; epitopgYEDRYYRE;s)).
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Methods

TSE isolates

Human sCJD and variant CJD samples were obtained from the United-Kingdom National
CJD surveillance unit (Edinburgh Scotland). According to United Kingdom regulation
patients families’ written consent was obtained for the use of this biological material. Cattle
BSE and sheep scrapie isolates are field clinical cases that were collected in France between
1996 and 2001. The four scrapie isolates corresponded to sheep from four different breeds and
flocks. Sheep harboured either ARQ/ARQ (MF17, PS21) or VRQ/VRQ (PS42, PS48)
polymorphisms at codons 136, 154 and 171 ofitiegene. They were aged between 2 and 6
years old when they developed clinical scrapie. They were selected for this experiment
because they displayed different phenotypes after transmission in ovine PrP expressing

transgenic mice (incubation period and vacuolar lesion profile) (to be published elsewhere).

Mouse bioassay

Mouse bioassays were carried out in human PrP transgenic mice expressing either the
methionine (TgMeby) or the valine (TgVabko) variants at codon 129 of the hunmarP gene.

Both lines were homozygote for the transgene, and heterozygote Methionie/Valine mice
(TgMet/Val 29 were obtained by cross breeding them. The tgM€Tg340) mouse line was
dready described by Padilla et 4).(The TgVal,g was obtained using the same construction.
Both TgMet,s and TgValys lines express the same level of Prias assessed by
immonumetric assay) in their brain. Groups of mice were intra-cerebrally inoculated with
10% brain homogenates (20uL). Mice were clinically monitored until the occurrence of TSE
clinical signs, at which time they were culled. CNS was collected from each mouse and

individually analyzed by Western blot (WB). In euthanized mice, half of the brain was
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formalin fixed for conventional histology. In found dead animals all the brain tissue was

frozen. Brain were collected and handled under strict TSE sterile conditions.

PrP>°Western-blot detection (WB)

A Western blot kit (TeSeE Western Blot, Bio-Rad) was used following the manufacturer’s
recommendations. Immunodetection was performed using Sha31 which recognizes the 145-
152 sequence of PrP (YEDRYYRB)( conjugated to horseradish peroxidase (at 0,06 ug per

ml). Peroxidase activity was revealed using ECL substrate (Pierce).

Paraffin-embedded tissue blot (PET blot)

PET blot was performed using a method previously descriked).(Immunodetection was
carried out using Sha31 monoclonal antibody (4pg/ml), followed by application of an alkaline
phosphatase labeled secondary antibody (Dako ref D0314 — 1/500 diluted). Enzymatic

activity was revealed using NBT/BCIP substrate chromogen.
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Supplementary table:Intracerebral inoculation of transgenic mice that express the methionine ggyMetaline (tgVal,g) variants at codon
129 ofthe human PrP, and their cross-bred (tgMetAdalvith a panel of human, bovine and ovine TSE isolates.

Tg Met129 TgMet/VaI 129 Tgvallzg
Passage 1 Passage 2 Passage 1 Passage 1
Isolate origin Positive Incubation Positive Incubation Positive Incubation Positive Incubation
9 mice (dpixSD) mice (dpixSD) mice (dpixSD) mice (dpixSD)
sCJD MM1 Hu 6/6 210417 6/6 2197 6/6 243114 6/6 327419
sCJD MM1 Hu 6/6 221+7 6/6 200+11 6/6 297+11 6/6 377114
sCJD MM1 Hu 6/6 230+13 6/6 201+11 6/6 267+10 6/6 31547
vCJD Hu 6/6 595+25 6/6 581+45 6/6 615+65 0/6 >750
BSE Bov 0/6 >750 3/6 572+64 0/6 >750 0/6 >750
BSE Bov 1/6 739 6/6 633t32 0/6 >750 0/6 >750
MF17 Ov 0/6 >750 0/6'- - 206 743 760° 0/6 >750
PS21 Ov 0/6 >750 2/6" 369,579 0/6 >750 0/6 >750
PS48 Ov 0/6 >750 o/6' 1/6 708" 0/6 >750
PS42 Ov 0/6 >750 1/6' 475 0/6 >750 0/6 >750
Control brai Hu 0/12 >750 0/12 >750 0/12 >750 0/12 >750
ontrofbrain— 0/12 >750 0/12 >750 0/12 >750 0/12 >750
PBS control 0/18 >800 ND 0/12 >750 0/12 >750

Mice groups (n=6) from each of the three human PrP transgenic mice were intra-cerebrally (20pL per mouse) challenged with 10% brain
homogenate from (i) sporadic Creutzfeldt-Jakob (sCJD) variant Creutzfeldt Jakob (vCJD) methionine homozygous patients, (ii) bovine (Bov)
spongiform encephalopathy-affected cattle, (iii) ovine (Ov) scrapie cases (MF17, PS21, PS48 and PS42). After first passage, clinically affected
TgMeto9 or asymptomatic mice that had lived for more than 500 days post inoculation were pooled and used for second passage(in tgMet
indicate still ongoing second passage (over 500 days post inoculation). Mice were considered positive when abnormal PrP deposition was
detected in the brain)(indicate abnormal PrP animals found dead animals without symptoms. Incubation periods are shows#5&% eneapt

when less than 50% of mice were found positive. In that case incubation period of the positive mice are individually presented.
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1 PRP*°ET DIVERSITE DES AGENTS DES ENCEPHALOPATHIES SPONGIFORMES
TRANSMISSIBLES: UN MIROIR AUX ALOUETTES ?

La diversité des tableaux cliniques et lésionnels associés aux EST a rapidement conduit a
I'élaboration de « classifications » des cas, reposant sur ces criteres phénotypiques. En
'absence de connaissances précises sur |'étiologie de ces maladies, l'idée sous-jacente était
gue la variabilité des phénotypes clinico-lésionnels observés chez les individus atteints d’'EST
pouvait refléter la diversité des agents responsables. Pendant pres de cinquante ans, une large
part des travaux consacrés aux EST a ainsi consisté a explorer cette diversité de maniére
indirecte, en répertoriant les différents phénotypes biologiques naturels ou obtenus lors de
bio-essais sur rongeurs conventionnels.

L’avenement du concept de prion et la découverte de la PrP ont bouleversé cette situation. La
corrélation entre le phénotype biologique de certains isolats de prion et les propriétés
biochimiques de la PrP associée, a suggéré que cette protéine était le support de
I'information de « souche » et de la diversité biologique des agents dé&. EST

Toutefois, comme lillustrent nos travaux sur les propriétés biochimiques de>fadar® les

cas de MCJ sporadique (Uro-Costeakt 2008), il n'est pas toujours possible d’établir une
relation cohérente entre les divers critéres phénotypiques utilisés pour caractériser les agents
d’'EST.

Actuellement, la classification des cas de MCJ sporadique repose (i) sur le gétiRiPeau

codon 129 des patients atteints (M/V) et (ii) sur la mobilité électrophorétique de la forme non
glycosylée de la PrP anormale aprés digestion par la protéinase K et western Biot€PrP

type 1 ou 2f*> La concordance entre les groupes définis selon ces deux critéres et les divers
profils clinico-lésionnels des patients suggere de distinguer des agents différents sur la base de
la dichotomie PrP° de type 1/Prf® de type 2. Cependant, comme nous avons contribué a le
démontrer, la diversité biochimique de la Pte semble pas se résumer a cette simple
dichotomie.

Le premier argument est I'hétérogénéité des propriétés biochimiques de>igp@rRi les

isolats de MCJ sporadique contenant un seul type d& MBus avons ainsi pu distinguer

deux sous-groupes biochimiques parmi les isolats classés «type 1 » (sous-groupe 1:
MM1/MV1 et sous-groupe 3 : VV1) ou « type 2 » (sous-groupe 2 : MV2/VV2 et sous-groupe

4 : MM2). En outre, I'étude des cas de MCJ iatrogéne démontre sans ambiguité que le profil
de migration de la Pf® n’est pas corrélé a la résistance a la digestion par la PK de la partie
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N-terminale de la Pr. A titre d’exemple, dans notre panel, les quatre sous-groupes e PrP
guenous avons définis étaient représentés parmi les isolats contenant uniquement'tfe la PrP
detype 1.

Le second argument sur linsuffisance de la dichotomie®*Pde type 1/Prf® de type 2
repose sur l'uniformité des propriétés biochimiques de |&°PeRtraite de I'encéphale
d’individus porteurs des deux types de'Pridans une ou plusieurs zones de leur encéphale.
Ce phénoméne a été également décrit par une autre équipe, lors de travaux visant a évaluer la
résistance de la PtR(issues de cas MM) & la dégradation par la PK aprés dénaturation par le
GdnHCI (conformation stability immunoassay’™ ** Dans cette étude, les propriétés de
PrP>¢ issue d'isolats « mixtes » étaient intermédiaires entre celles de Y4 jrdvenant
d’isolats de « type 1 » et de la P¥provenant d'isolats de « type 2 », suggérant I'intervention

detrois agents différents.

2 QUELLE DIVERSITE BIOLOGIQUE POUR LES AGENTS RESPONSABLES DE LA
MALADIE DE CREUTZFELDT -JAKOB SPORADIQUE ?

Méme si ces résultats suggerent de s'interroger sur la pertinence des critéres biochimiques
utilisés actuellement pour classer les cas de MCJ sporadique, faut-il pour autant rejeter en

bloc les conclusions de Parchi sur la diversité des agents responsables de MCJ sporadique?

Depuis les travaux de Dickinson au NPNe(ropathogenesis Upit®® la transmission
d’'isolats d’'EST a des souris conventionnelles s’est imposée comme la méthode de référence
pour caractériser les prions et leurs propriétés biologiques. Toutefois, l'incapacité a propager
de maniere efficace la plupart des isolats de MCJ sporadique dans ces modeles est apparue
comme un handicap insurmontable pour I'exploration de la diversité biologique des agents
responsables. Bien que la MCJ sporadique soit transmissible aux primates non humains, les
contraintes lourdes liées a ces modeles n'ont pas permis d’utiliser ces animaux a une échelle
suffisante (nombre d'individus, nombre d'isolats) pour en tirer des résultats signifiatifs

Les lignées murines transgéniques pour le §&RIEP humairt” 4> 313438 38 nt permis de
surmonter ces difficultés (abaissement/abolition de la barriere d’espéce). L'inoculation a des
souris transgéniques pour le geR&NP humain de huit isolats de MCJ sporadique

appartenant aux différentes catégories établies par Parchi, a permis de mettre en évidence des
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similitudes entre les phénotypes biologiques (durée d’incubation, profil Iésionnel, répartition
anatomique de la Pr® et biochimiques (type de Pf® des isolats MM1 et MV1 d’une part

et des isolats MV2 et VV2 d'autre part. En outre, pour un isolat VV1, des caractéres
distincts de souche ont été observés ; la propagation dans ces modeles de deux isolats MM2
« corticaux » s'est avérée difficile, a la différence d’'un isolat MM2 « thalamigfié'®: De

la méme facon, des isolats MM1/MV1, VV2/MV2 et MM2 « cortical » ont pu étre distingués
sur la base de leurs propriétés biologiques respectives chez le singe écureuil et le
campagndf® 448

Ces résultats suggeérent I'existence d’au moins cing souches de MCJ sporadique, associees
respectivement aux cas MM1/MV1, MV2/VV2, MM2 « corticaux », MM2 « thalamiques » et
VV1. Ainsi malgré ses incohérences sur le plan biochimique, la classification clinico-
Iésionnelle de Parchi pourrait refléter, au moins en partie, la diversité des agents impliqués. Le
faible nombre d’isolats et les limites intrinséques des modeles animaux (sowoksin dont

la durée de vie pourrait étre potentiellement inférieure a la durée d’'incubation de la maladie)
nous incitent cependant a ne pas tirer de conclusions définitives a partir de ces données. Des
travaux supplémentaires, a I'aide de souris transgéniques sur-exprimant différents variants du
génePRNPhumain** ** **®devraient permettre de dépasser ces limites et d’'améliorer notre

perception de la diversité biologique des agents responsables de la MCJ.

Par ailleurs, la méme approche pourrait étre utilisée pour déterminer la nature du ou des
agents présents chez les cas porteurs a la fois féderB/pes 1 et 2. Les phénotypes clinico-
Iésionnels de ces patients sont, la plupart du temps, intermédiaires entre ceux observés chez
les patients de méme génotyPRNP et porteurs uniqguement de 'Prée type 1 ou de PP

detype 293447449 Ces observations pourraient étre attribuées a un phénomeéne d'interférence
entre deux souches co-infectantes. Pourtant, I'inoculation d’isolats MM1+2 (n=4) a des singes
écureuil a permis d’obtenir un seul phénotype (profil Iésionnel, répartition anatomique de la
PrP9), similaire & celui observé avec des isolats MM1 ou M1
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3 BARRIERES DE TRANSMISSION ET EVOLUTION DES AGENTS DES
ENCEPHALOPATHIES SPONGIFORMES TRANSMISSIBLES © DU CONCEPT A LA
REALITE SANITAIRE

L’évolution des agents des EST lors de transmission interspécifique a été largement
démontrée chez les rongeurs conventionnels. Certaines souches « murinisées » de prion
acquierent, lors de transmission interspécifique, un phénotype radicalement différent de celui
de la souche originelle. Ainsi, le passage en série de la souche murine 22C sur le hamster,
puis sa ré-inoculation a la souris entraine I'émergence d’'une nouvelle souche (22H/M),
identifiable par sa durée d’incubation et son profil lésioftiel

Ce phénomene dépend a la fois de la nature de la souche considérée mais également de la
séquence PrP de I'hGte récepteur. Par exemple, la souche 139A (stable chez la souris), est
modifiée lors d’'un passage en série sur le hamster, tandis qu’elle demeure stable lors d’'un
passage en série sur le Fal. En revanche, la souche ME7 conserve un phénotype
extrémement stable chez la souris, méme apres plusieurs passages intermédiaires chez le
hamster®,

Les mécanismes moléculaires expliquant I'évolution des propriétés des agents d’ EST ne sont
pas connus avec précision. Un modéle dit « de sélection conformationnelle », calqué sur le
concept de quasi-espece virale et cohérent avec la théorie de la « protéine seule », a été

proposé pour expliquer les observations réaliséeio et in vitro> 3

Dans ce contexte, I'émergence de nouveaux prions chez des souris transgéniques pour le géne
PRNP porcin ou bovin, inoculées avec un isolat de tremblante atypique ovine (Espaigsa et
2009), parait peu originale. Toutefois, dans notre travail, c’est la nature du prion utilisé et des

agents ayant émergeé de ces expériences de transmission, qui se révele intéressante.

La tremblante atypique a été identifiée pour la premiére fois en Norvége ef’190Be & la
démonstration de la transmissibilité de 'ESB aux petits ruminants, un programme européen
de dépistage des EST ovines et caprines a été instauré des 2002. Ce programme a permis de
mettre en évidence la présence de la tremblante atypique dans la plupart des états membres de
I'UE 8% 182y compris dans des pays ol aucun cas n'avait été suspecté aupafatant*

% La prévalence apparente (nombre d’animaux positifsinombre d’animaux testés) de la
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tremblante atypique en Europe a ainsi été estimée entre 0.5 et 1 %o et semble relativement
stable, quel que soit le pays consid&fée®*
La mise en place de dispositifs similaires de surveillance a permis de détecter cette EST dans

4% ou les iles Malouine¥®,

des pays extra-européens, tels que les Etats*{nie Canad
En outre, deux cas de tremblante atypique ont été récemment rapportés dans des pays
jusqu'alors considérés par I'OIE comme indemnes d’EST : I'Australie et la Nouvelle-
Zélandé®. Le cas néo-zélandais a été identjiigt-mortemchez un ovin alors que le cas
australien a été confirmé suite a une suspicion clinique.

Ces données épidémiologiques suggerent fortement que la tremblante atypique est présente

dans tous les pays détenant une population significative de petits ruminants.

L'existence de cas de tremblante atypique antérieurs a la mise en place des mesures de
maitrise des risques de diffusion des agents des EST animales (dépistage, interdiction de
l'utilisation des farines de viande et d'os dans l'alimentation des animaux destinés a la
consommation humaine, retrait systématique des matériels a risque spécifié) est longtemps
restée hypothétique. L'examen rétrospectif de banques de tissus a permis de démontrer que
cette maladie était présente au Royaume-Uni dés les année&1980Cette observation,

méme si elle demeure isolée et ne permet pas de proposer une estimation de la prévalence
passée de la tremblante atypique, suggére que les populations humaines et animales ont
probablement été exposées a I'agent responsable de cette EST depuis de nombreuses années.
Des lors, il semblait pertinent d’évaluer la capacité de transmission interspécifigue de cet

agent.

Lors de nos travaux, la transmission d’un isolat de tremblante atypique a des hotes exprimant
une PrP bovine ou porcine a conduit a '’émergence d’au moins deux souches de prion.

Le prion obtenu chez les souris transgéniques pour le BBMNP porcin est, selon toute
vraisemblance, I'agent de 'ESB. Alors que I'éradication de cette EST est considérée comme
proche en Europe, la possibilité de voir émerger I'agent responsable a partir d’'um prion
priori sans caractere commun avec celui-ci et présent a I'état naturel dans les populations de
petits ruminants, est relativement préoccupante. Dans le contexte actuel, ou, sous la pression
des acteurs économiques et des filieres de productions, les mesures de maitrise des risques de
transmission des prions entre especes animales sont progressivement levées (réintroduction

progressive des protéines animales dans la chaine alimentaire animale), nos résultats
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soulevent la question de notre capacité a anticiper ou a détecter dans le futur une possible

réémergence de cette maladie.

L’échec de transmission d’isolats de tremblante atypique a des souris exprimant la PrP
humaine & des niveaux physiologiques a récemment été raffioBien que rassurantes, ces
donné&s doivent pourtant étre considérées avec une certaine circonspection. En effet les
modéles de souris utiliséknpck-in) dans ces travaux sont relativement peu efficaces pour
propager des prions humaitfs ce qui limite sans doute leur pertinence pour I'évaluation de

la capacité des prions animaux a se transmettre a 'lHomme. Au-dela de ces incertitudes, nos
résultats indiquent que l'agent de la tremblante atypique pourrait acquérir un potentiel
zoonotique a l'occasion de la transmission au porc. Toutefois, cette hypothése ne pourra étre
renforcée qu’avec la démonstration de la transmissibilité de I'agent de la tremblante atypique

adapté a I'espéce porcine a des souris transgéniques surexprimantRP&Ehaumain.

4 POTENTIEL ZOONOTIQUE DES PRIONS RESPONSABLES DE TREMBLANTE
CLASSIQUE ET RISQUES SANITAIRES ASSOCIES

A ce jour, 'ESB classique est la seule EST animale dont le caractere zoonotique est
définitivement établi. L'exposition alimentaire massive des populations humaines a l'agent
responsable de cette maladie a conduit, des 1996, a I'’émergence du vMCJ chez 'Homme. Si
un lien entre I'épidémie d’ESB et I'apparition du vMCJ a rapidement été suspecté, la
démonstration formelle d’'une cause commune a ces deux EST s’est avérée longue et
complexe. Dans un premier temps, la transmission expérimentale, d’isolats d’ESB classique
et de vMCJ a des souris conventionnelles a permis d’identifier des signatures biologiques
similaires (durée d’incubation, profil Iésionnel) chez les animaux inoculés, indiquant une
probable identité des agents responsables de ces deux m&fadies résultats ont été
complétés par les données issues d’enquétes épidémiologiques mais ce n'est qu'au début des
années 2000 que cette hypothése a été définitivement validée grace a des bio-essais réalisés

sur macaquesMacaca fascicularip 3%

et sur souris transgéniques pour le g&RNP
bovir’** ou humain'’
Les difficultés rencontrées pour confirmer que l'agent de I'ESB classique était bien

responsable d’une forme humaine d’EST amenent a s’interroger sur notre capacité a suspecter
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et a identifier un risque zoonotique, qui pourrait étre associé a une forme endémique ou bien

émergente d’'EST dans les populations animales.

L’EST humaine la plus fréquente, la MCJ sporadique, survient principalement chez des
individus agés avec une incidence relativement faible (environ 1 cas/million d’individus dans

la population généraléf La cause de cette EST demeure jusqu’a présent inconnue. Aucun
facteur de risque environnemental majeur n'a pu étre associé a la MCJ sporadique lors
d’études cas-témoirs°. Toutefois, étant donné I'age tardif d’apparition de cette maladie il
semble difficile d’exclure avec certitude certains facteurs de risque tels que la consommation
de produits d’origine animale (vecteurs potentiels d’exposition & des agents d?E&T)**

"1 | a prévalence apparente de la MCJ sporadique est comparable dans les pays ou les EST
animales sont endémiques et dans ceux ou ces maladies semblent rares. Cette observation a
conduit & considérer que tout lien entre MCJ sporadique et prions animaux pouvait étre
écart® 323 41259 5 démonstration récente de la présence de la tremblante atypique en
Nouvelle Zélande et en Australie, malgré leur statut indemne d’EST, démontre clairement les

limites de ce type d’argument.

Au-dela de ces aspects épidémiologiques le potentiel zoonotique des agents des EST animales
autres que I'ESB classique a d’abord été évalué a l'aide de primates, animaux considérés
comme des modeles pertinents pour la transmission a I'Homme. En effet, historiguement,
aprées de nombreuses tentatives infructueuses de transmission a divers modeles animaux, la
transmissibilité du kuru a été démontrée par I'équipe de Gajdusek suite a l'inoculation
d’homogénats de cerveaux issus de patients humains a des chimpanzés puis a différentes
autres espéces de sing&s'%

La réceptivité/sensibilité des primates non-humains a la tremblante classique a ainsi éte testée
par inoculation soit (i) de matériel cérébral provenant directement de petits ruminants, soit (ii)
d’isolats de tremblante propagés au préalable et de maniére itérative a un ou plusieurs hotes
intermédiaires.

L’isolat ovin Compton, passé 9 fois chez la chevre puis 8 fois chez la souris, a induit une EST
clinique chez le macaque cynomolgiataca fascicularis aprés 5 ans d’incubatiof?®.

D’autres especes telles que le macaque rhédasaca mulatta), le singe ver€Clorocebus
sabaeuy et le chimpanzéRan troglodytesont semblé moins permissives. Aprés 3 passages
supplémentaires chez le hamster, ce méme isolat a été également transmis par voie
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intracérébrale et par voie orale au singe écurendn(iri sciureud avec des durées
respectives d'incubation de 14 et 25-32 nfdis Dans cette espéce, des durées d'incubation
similaires ont été observées avec des isolats de MCJ sporadique inoculés par les mémes
voies?’. Ces résultats sont toutefois difficiles & interpréter dans la mesure oul les passages
intermédiaires chez les rongeurs pourraient avoir altérer les propriétés de I'isolat de départ.
Par ailleurs, I'isolatCompton passé uniqguement chez la chévre et un isolat ovin américain
n'ont pas provogué de maladie chez le chimpanzé ou le macaque (rhésus et cynomolgus)
apres 4 ans d’observation, alors qu’un isolat de tremblante ovine provenant du Royaume-Uni
(PG 85/02) a pu étre transmis directement par voie intra-cérébrale au ouistiti commun

(Callithrix jacchug, avec une période d’incubation plus courte que celle de I'SB

Face a ces données parcellaires, nos résultats chez les souris transgéniques exprimant la PrP
humaine (M/M2g 0u M/V1,9) permettent d’enrichir la discussion sur les risques zoonotiques
potentiels des prions d’origine ovine. Nous avons en effet démontré sans ambiguité la
capacité d’'un panel d’isolats de tremblante classique a se propager dans ces modeles animaux.
La faible efficacité de transmission (nombre d’animaux cliniquement atteints ou chez lesquels
de la PrP® a pu étre détectée) que nous avons observée lors de deux passages successifs
indiqgue néanmoins l'existence d'une forte barriere de transmission, pouvant expliquer
gu'aucune autre équipe de recherche n'ait a ce jour rapporté de résultats équivalents.
Toutefois, le fait que la transmission ait été observée pour au moins quatre isolats différents

suggere que cette propriété biologique ne peut étre considérée comme exceptionnelle.

Est-il réellement possible d’extrapoler les résultats obtenus chez des souris transgéniques
surexprimant le gen®RNP humain et inoculées par voie intracérébrale avec un isolat
contenant un titre infectieux élevé, a des humains exposés par voie orale a une ou plusieurs
doses infectieuses probablement moindres ?

L’inoculation en parallele de plusieurs isolats bovins d’ESB a ces souris permet d’atténuer ces
doutes. En effet, la consommation de produits bovins contaminés par I'agent de 'ESB étant
considéréee comme la cause du vMCJ, il semble cohérent d’utiliser cet agent comme témoin de
la capacité d’'un prion animal a contaminer 'lHomme. Toutefois, ce témoin ne permet pas de
lever toutes les interrogations sur la pertinence des résultats obtenus. La capacité relative d'un
prion & se propager par voie intracérébrale ou par voie périphérique chez un héte donné est
tres variable en fonction des souches. A titre d’exemple chez le hamster, 40Q@&aDloie
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intracérébrale (IC) de la souche 263K sont equivalents asd @al voie intrapéritonéale (IP)

alors que, chez la souris CW, 1 BUP de la souche 139A équivaut en moyenne a 430 DL50

pa voie IC ?°” 3% || semble donc impossible, & partir de nos seuls résultats, d’estimer le
risque de contamination humaine associés a une exposition orale aux agents de la tremblante

classique.

L'un des aspects les plus troublants de nos résultats est la similitude entre le phénotype
observé chez les souris inoculées avec les isolats de tremblante classique et le phénotype
obtenu chez les souris inoculées avec des isolats de MCJ. A linstar de ce que nous avons
observé avec la tremblante atypique chez les souris transgéniques pour &R bE@orcin
(émergence de I'ESB, seul agent apparemment transmissible a I'espéce porcine), le passage
de la barriére de transmission humaine entrainerait I'’émergence d’'un agent particulierement
adapté a son nouvel héte. Méme s'il est tentant d’en déduire que la MCJ sporadique pourrait
étre due a une contamination par des prions ovins, les éléments dont nous disposons
actuellement sont encore insuffisants pour I'affirmer avec certitude. En effet les similitudes
observées pourraient étre le fruit d’'une simple convergence phénotypique des agents de la
MCJ sporadique et de la tremblante classique dans les modéles murins utilisés. D’autres
expeériences telles qu'un troisieme passage dans les mémes modéles ou chez des souris
transgéniques surexprimant la PrP ovine (ex : Tg338) ou murine (Tga20) ou encore chez le

campagnol sont donc indispensables pour trancher entre ces deux hypothéses.

Dans l'attente de ces nouveaux essais, nos données apportent la preuve du concept qu’'une
propagation zoonotique d’un agent d’EST animale autre que celui de 'ESB est possible. Cet

état de fait contraste avec la volonté politique affichée par les autorités sanitaires européennes
de lever progressivement les mesures mises en place aprés I'épidémie d’ESB et visant a

limiter 'exposition des populations humaines aux prions d’origine animale.
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Tableau 1 : Moddes murins transgéniques pour le gene PRiN&prés [236] et [175])

Espece dont la PrP

Dénomination de la

Niveau d’expression

est exprimée lignée Transgene Vecteur de la PrP Références

Souris Tga20 MoPrP-A phgPrP 10 184
Souris TG 94 MoPrP-B CosSHa.Tet 4 265
Souris TG 117 MoPrP-B CosSHa.Tet 4 265
Souris Tg4053/FVB MoPrP-A CosSHa.Tet 8 109
Souris Tg46 MloxP MloxP Prnp a CosSHa.Tet 1 370, 371
Souris Tg37 MloxP MloxP Prnp a CosSHa.Tet 3 370, 371
Hamster Tg7 HaPrP CosHaPrP 1 265
Hamster Tgl10 HaPrP CosSHa.Tet ND 479
Hamster Tg81 HaPrP CosHaPrP 1 509
Hamster Tg71 HaPrP CosHaPrP 1 509
Hamster Tg52NSE HaPrP promoteur NSE ND 479
Homme Tgl52 HuPrPVv CosSHa.Tet 4-8 558
Homme Tg650 HuPrPM human DNA PAC 5-6 44, 45
Homme Tg340 HuPrPM MoPrP.Xho 4 438
Homme Tgl10 HuPrPVv CosSHa.Tet 4-8 557
Homme Tg440 HuPrPM CosSHa.Tet 558
Homme Tg35 HuPrPM CosSHa.Tet 17
Homme Tg45 HuPrPM CosSHa.Tet 17
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Homme Tgl HuPrPM phgPrP 2 313
Homme Tg40 HuPrPM phgPrP 1 313
Ovin/Caprin TgshpXI OvPrP allele ARQ phgPrP 2-4 320
Ovin/Caprin TgshplIX OvPrP allele ARQ phgPrP 4-8 320
Ovin/Caprin Tg301 OvPrP allele VRQ sheep DNA BAC 8 575
Ovin/Caprin Tg335 OvPrP allele VRQ BAC insert 1 575
Ovin/Caprin Tg338 OvPrP allele VRQ sheep DNA BAC 8 335, 338
Ovin/Caprin Tg(ShePrP) 1855 OvPrP allele ARQ CosSHa.Tet 591
Ovin/Caprin Tg(ShePrP) 83669 OvPrP allele ARQ CosSHa.Tet 591
Ovin/Caprin TgovPrP4 OvPrP allele ARQ promoteur NSE 3 144
Ovin/Caprin TgovPrP59 OVPrP allele ARQ promoteur NSE 3 141
Porcine PoTg001 PrP porcin phgPrP 4 112
Porcine PoTg027 PrP porcin phgPrP 16 112
Bovine TgbovXV PrP bovin (6 OR) phgPrP 8 96
Bovine BoPrP4125 PrP bovin (6 OR) CosSHa.Tet 8-16 510
Bovine BoPrP4092 PrP bovin (6 OR) CosSHa.Tet 8-16 510
Bovine Tg540 PrP bovin (6 OR) Promoteur CMV 8-10 43
Bovine boTg110 PrP bovin (6 OR) phgPrP 8 111
Bovine boTg035 PrP bovin (6 OR) phgPrP 6 111
Bovine boTg078 PrP bovin (6 OR) phgPrP 2 111
Bovine boTg022 PrP bovin (6 OR) phgPrP 0.5 89
Bovine boTg004 PrP bovin (5 OR) phgPrP 0.5 89
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Bovine boTg008 PrP bovin (5 OR) phgPrP 1 89
Bovine boTg007 PrP bovin (7 OR) phgPrP 4 113
Bovine boTg006 PrP bovin (7 OR) phgPrP 6 113
Bovine boTg012 PrP bovin (10 OR) phgPrP 1 114
Vison Mk7 PrP vison CosSHa.Tet 2 605
Vison Mk45 PrP vison CosSHa.Tet 1 605
Cervidés TgCerPrP1536 Cervid PrP CosSHa.Tet 5 80
Cervidés TgCerPrP1534 Cervid PrP CosSHa.Tet 3 80
Cervidés (wapiti) TgEIk Elk PrP CosSHa.Tet 2.5 324
Cervidés (wapiti) TQEIKPrP 12577 Elk PrP CosSHa.Tet 544
Cervidés (wapiti) TgEIKPrP 12580 Elk PrP CosSHa.Tet 544
Cervidés (wapiti) TgEIKPrP 3934 Elk PrP CosSHa.Tet 15 544
Cervidés (wapiti) TgEIKPrP 12584 Elk PrP CosSHa.Tet 3 544
Cervidés (cerf) TgDePrP 10945 Deer PrP E226K CosSHa.Tet 1 544
Cervidés (cerf) TgDePrP 10969 Deer PrP E226K CosSHa.Tet 1 544
Cervidés (cerf) Tg line 33 Deer PrP G96 phgPrP 1 389
Cervidés (cerf) Tg line 60 Deer PrP S96 phgPrP 0.7 389
Cervidés (cerf) Tg line 15 Deer PrP G96 phgPrP 0.5 389
Cervidés (wapiti) Tgl2 El-PrP-132M phgPrP 2 313
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