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1. Les maladies a prion

Les maladies a prion, ou Encéphalites Spongiformes Transmissibles
(EST) sont des syndromes neurodégénératifs toujours fatals, qui touchent aussi
bien les animaux que I’homme. Elles ont la particularit¢ de pouvoir se
présenter sous forme sporadique, familiale ou acquise. Toutes sont
caractérisées par Iaccumulation dans le cerveau de la protéine PrPS¢ sous

forme de plaques amyloides.

1.1. Historique

Décrite en Europe depuis la premiere moiti€é du XVIII® siecle, la
tremblante du mouton entrainait des pertes importantes pour l'industrie
anglaise de la laine. Sur le plan clinique, elle se caractérise par des troubles
locomoteurs, des démangeaisons importantes (d’ou le terme anglophone
«scrapie») et des tremblements. L'examen de coupes histologiques de
cerveaux d’animaux infectés montre une importante perte neuronale, qui
donne véritablement au cerveau un aspect d’éponge. Cet aspect est a I’origine
du terme d’«encéphalite spongiforme», utilisé pour décrire cette maladie. Les
|ésions se répartissent dans I’ensemble du systéme nerveux central (SNC),
mais touchent surtout le cervelet, qui est responsable de la coordination des
mouvements et de I'équilibre. Cette atteinte du cervelet explique les
symptémes locomoteurs de la tremblante. En inoculant des homogénats de
cerveaux d’animaux morts de tremblante, Cuillé et Chelle réussissent la
transmission expérimentale de la tremblante du mouton a la chevre des 1936.
lls suggérent donc le caractere infectieux de cette pathologie. En 1939, cette
hypothese sera fortuitement confirmée par I'apparition de la tremblante chez
bon nombre de moutons vaccinés contre une encéphalite virale par des

extraits de cerveaux de moutons contaminés.

Par ailleurs, H.G. Creutzfeldt publie en 1920 [|’étude d’une
encéphalopathie humaine avec dermatose herpétiforme. L’étude
neuropathologique montre une perte neuronale et une gliose, mais aucune
spongiose n’est observée. A. Jakob publie trois cas similaires 'année suivante.
L’éponyme de «maladie de Creutzfeldt-Jakob» (CJD) est alors rapidement

proposé pour décrire ce tableau .

14



Le kuru est la premiere encéphalite spongiforme décrite chez ’homme.
Elle est liée aux rites anthropophagiques de la tribu Fore de Papouasie-
Nouvelle-Guinée. Dans un article paru dans Lancet en 1959, le vétérinaire W.J.
Hadlow fait le rapprochement entre la tremblante du mouton et le kuru. En
effet, le délai d’incubation et les symptdbmes des deux maladies sont trés
similaires. De plus, on observe dans les deux cas un aspect spongiforme du
cerveau sur les coupes histologiques [31].

L’équipe de Gajdusek prouvera le caractere infectieux du kuru en 1966
puis de la CJD en 1968. En effet, des chimpanzés inoculés par des
homogénats de cerveaux de patients malades ont développé une encéphalite
spongiforme [26, 29] (prix Nobel de médecine 1976, «pour ses découvertes sur

de nouveaux mécanismes de dissémination des maladies infectieuses»).

Les études d’inactivation de I'agent de la tremblante ont été une étape
cruciale dans l'identification de I’agent. lain Pattison montre la résistance
exceptionnelle de 'agent de la tremblante a la chaleur et au formaldéhyde [50].
En 1966, Tikvah Alper observe que I'agent résiste aussi a des rayonnements
ultraviolets tres énergétiques. Il suggere que I'agent pathogene pourrait se
répliquer sans contenir d’acide nucléique [2]. A I'époque, cette idée va a
I’encontre de tous les dogmes de la biologie cellulaire. On parle d’Agent
Transmissible Non Conventionnel (ATNC) pour désigner I’agent infectieux de la
tremblante. Les essais de transmission de la maladie montrent que le SNC est
I’organe présentant le titre infectieux le plus élevé [32].

Un tournant est franchi en 1982. Le groupe de Prusiner méne de
nombreuses tentatives de purification de I'agent infectieux a partir de cerveaux
de hamsters syriens inoculés avec I'agent de la tremblante. Il montre que le
principal élément infectieux systématiquement isolé des cerveaux infectés est
constitué d’une protéine hydrophobe, insoluble dans les détergents et
partiellement résistante a la protéolyse [54]. De plus, celle-ci s’accumule
proportionnellement au titre infectieux. Prusiner dénomme cette protéine le
prion (small proteinaceous infectious particle). La démonstration de
I’accumulation du prion dans le cerveau permet aujourd’hui sans équivoque de
classer une pathologie dans le groupe des Encéphalopathies Spongiformes

Transmissibles (EST) ou «maladies a prion». Le prion est identifi€ comme étant
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une protéine de I'héte. Prusiner émet I’hypothése que cette protéine prion, ou
PrP, codée par un géne unique, est présente sous deux conformations
alternatives : la forme cellulaire normale ou PrP¢ et la forme associée a la
pathologie ou PrPSc [5] (prix Nobel de médecine 1997, «pour sa découverte
des prions - un nouveau principe biologique d’infection»). Bueler, et al.
confortent cette hypothese en 1993 en montrant que les souris dont le géne de
la PrP a été invalidé ne développent pas la maladie aprés inoculation par le

prion [11]

Depuis les années 1980, les EST humaines et animales ont connu un
regain d’intérét considérable, alors qu’elles étaient jusqu’alors presque
ignorées du milieu médical. Ceci s’explique principalement par I'impact
médiatique sans précédent qu’ont eu, d’une part, la contamination d’enfants
par ’hormone de croissance humaine en 1985 et, d’autre part, I'apparition de
I’Encéphalite Spongiforme Bovine (ESB) en 1986, puis celle du variant de la
maladie de Creutzfeldt-Jakob (vCJD) en 1995.

1.2. Diagnostic des maladies humaines a prion

1.2.1. Suspicion clinique

Bien qu’il n’existe encore aucune thérapeutique curative, il est capital
que le diagnostic de maladie humaines a prions soit évoqué rapidement. Cela
doit permettre d’optimiser la prise en charge du patient et de mettre en place
les précautions d’hygiéne liées a la résistance particuliere de I'agent infectieux
aux procédés conventionnels de décontamination. De plus, I'existence d’un
marqueur biologique a la fois sensible, spécifique et surtout précoce faciliterait
grandement la mise en place de futurs essais cliniques.

Dans un objectif de veille sanitaire, depuis 1996, les suspicions de
maladie de Creutzfeldt-dJakob et autres encéphalopathies subaigués
spongiformes transmissibles humaines, sont inscrites sur la liste des maladies a
déclaration obligatoire. Environ mille cas suspects sont déclarés tous les ans
auprés de l'Institut National de Veille Sanitaire. En moyenne, cent vingts cas

sont confirmés dans 'année, suite au décés du patient.
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La suspicion de la maladie a prion repose au départ sur I’apparition de
troubles de I’humeur, de troubles cognitifs d’évolution rapide ou des signes
neurologiques évocateurs, tels que des myoclonies, une ataxie cérébelleuse,
ou des troubles visuels. Cette suspicion doit amener a proposer des examens

complémentaires.

1.2.2. Imagerie

Les examens d’imagerie ne permettent en aucun cas de poser
formellement le diagnostic de maladie a prion. En revanche, ils sont
nécessaires afin d’éliminer d’autres diagnostics associés au tableau clinique

peu spécifique associé a ces maladies.

- électroencéphalogramme (EEG) : les tracés anormaux n’apparaissent
qu’aprés quelques semaines d’évolution et ne durent que quelques
semaines. L'observation de complexes pointes-ondes paroxystiques est
un critere consensus pour le diagnostic de CJD sporadique [14, 70].

- imagerie par résonance magnétique (IRM) : peut montrer une image
normale ou une atrophie cérébrale. L’observation d’hypersignaux a la fois
dans le putamen et dans le noyau caudé ou dans au moins deux régions
corticales (parmi les région temporale, pariétale et occipitale) a été retenu
récemment comme critére pour le diagnostic de CJD sporadique [70].

- scanner cérébral : il est peu spécifique car il peut montrer une image

normale ou une atrophie cérébrale

1.2.3. Biologie

La biologie peut étre utile en seconde intention, si 'imagerie ne permet
pas de poser un autre diagnostic. Les bilans biologiques sanguins de routine
sont sans anomalie. On ne retrouve ni syndrome inflammatoire ni d’autre

désordre immunologique.

Actuellement, la ponction lombaire reste le prélevement le plus utilisé
car un certain nombre de marqueurs reflete les anomalies histologiques
cérébrales. En routine clinique, on recherche dans le liquide céphalo-rachidien

(LCR) la protéine 14.3.3 et la protéine tau.
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- Recherche de la protéine 14.3.3 dans le LCR par western-blot. Ce
marqueur a une tres bonne sensibilité (>90%) pour la maladie de
Creutzfeldt-dakob [34]. Un résultat négatif doit toutefois conduire a un
nouveau prélevement quelques semaines plus tard. La protéine 14.3.3 a
des rbles tres divers : transduction de signaux mitogenes, apoptose,
contréle du cycle cellulaire, etc. [24]. Cependant, la signification
physiopathologique de la présence de cette protéine de 30 kDa dans le
LCR reste inconnue. Cette recherche est effectuée dans les laboratoires
associés au réseau national de surveillance des maladies de Creutzfeldt-
Jakob et maladies apparentées (http://creutzfeldt-jakob.aphp.fr). Des faux
positifs sont possibles dans de nombreuses situations. Il s’agit de
pathologies neurologiques diverses : accident vasculaire cérébral,
sclérose en plaques, hémorragie méningée, encéphalites infectieuses,
syndrome paranéoplasique, encéphalopathie toxique, etc. Cependant, le
tableau clinique de ces pathologies differe singulierement des maladies a
prion. Par conséquent, le dialogue clinico-biologique est un élément
essentiel dans le diagnostic.

- Recherche de la protéine tau dans le LCR par ELISA. tau est une protéine
associée aux microtubules, qui est fortement exprimée dans les axones
des neurones. Son taux dans le LCR augmente en cas de lyse neuronale,
telle qu’elle peut étre observée dans la maladie de Creutzfeldt-Jakob,
mais aussi dans les accidents vasculaires cérébraux et la maladie
d’Alzheimer. L’association de la recherche de la protéine tau et de la
protéine 14.3.3 augmente sensiblement la valeur diagnostique de chacune

d’entre elles.

D’autres biomarqueurs du LCR, tels que la Neuron Specific Enolase et la

protéine S100, ont été proposés mais aucun ne présente les avantages des

précédents [8].

Singh, et al. ont proposé tres récemment un nouveau biomarqueur pré-

mortem de vCJD sporadique : le taux de transferrine dans le LCR. La mise en

évidence de la baisse de ce taux améliore notablement la sensibilité et la

spécificité de la recherche de la protéine tau, lorsqu’elle lui est associée. La
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positivité associée des deux tests a une valeur prédictive positive de plus de
90% [59].

Pour finir, toute suspicion de maladie a prion devrait, dans la mesure du
possible, s’accompagner d’une étude génétique. En effet, la mise en évidence
d’une mutation dominante dans le géne PRNP, qui code pour PrPC, permet
d’affirmer I'étiologie génétique de la maladie et d’exclure d’autres causes. Il
existe de nombreux cas de mutations de novo qui se transmettent ensuite sur
le mode autosomique dominant. Il est donc nécessaire d’effectuer cette
recherche méme en I'absence d’histoire familiale. Par ailleurs, I’étude
génétique du patient permet de génotyper le codon 129 de PRNP.
L’homozygotie sur ce locus est un facteur de risque pour I'apparition de

maladies a prion.

1.2.4. Diagnostic de certitude

Le seul diagnostic de certitude ne peut étre réalisé que post-mortem,
avec l'autorisation de la famille. En effet, ce diagnostic repose sur la mise en
évidence pathognomonique du prion, c’est-a-dire de PrPSe, dans le tissu
cérébral.

La mise en évidence du prion est le plus souvent réalisée par
immunocytochimie et par Western-Blot apres protéolyse limitée par la
protéinase K. D’une part, 'immunocytochimie permet a la fois de localiser les
dépodts de PrPSc et d’observer le tableau lésionnel. Celui-ci est caractéristique
et réunit classiquement la triade des maladies a prions : gliose astrocytaire,
spongiose et perte neuronale. D’autre part, le Western-Blot permet de classer
la protéine selon son poids moléculaire et son profil de glycosylation
(classification de Parchi et Gambetti [49]). Cette information a un intérét
principalement épidémiologique.

En 2003, Zanusso, et al. ont mis en évidence des dépo6ts de PrPSc au
niveau du neuro-épithélium de la muqueuse olfactive, sur les prélevements
post-mortem de neuf patients atteints de CJD sporadique (sur neuf patients
testés). Aucun échantillon contréle n’était positif (patients sains ou atteints de

diverses maladies neurologiques) [69]. La biopsie nasale serait donc un
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prélevement facilement accessible et qui faciliterait le diagnostic de CJD

sporadique.

Il existe toutefois un cas particulier et unique au décours duquel un
diagnostic de quasi-certititude peut déja étre posé du vivant du malade. Le
vCJD est une forme acquise de la maladie de Creutzfeldt-Jacob, liée a la
consommation de viande bovine contaminée. Chez les patients suspects de
vCJD, et uniquement dans ce cas, le prion est détectable par
immunocytochimie dans les organes lymphoides secondaires périphériques,
notamment dans les amygdales. L'importance des mesures d’hygiéne face au

prion sont ici a souligner (cf paragraphe 1.6).

1.8. Présentations cliniques des maladies humaines a prion

1.3.1. Formes sporadiques

La forme sporadique de la maladie de Creutzfeldt-dakob est la plus
fréquente (80% des cas d’encéphalopathies spongiformes transmissibles). Elle
reste pourtant une maladie rare, dont la prévalence et I'incidence en France
sont respectivement évaluées a 1,5 pour 1 million et 100 nouveaux cas par an.

L’'age moyen d’apparition de la maladie est tardif (68 ans), avec
quelques formes juvéniles trés rares. Les premiers signes ne sont pas
spécifiques, si bien qu’ils ne sont souvent retrouvés que de maniére
rétrospective : altération de I’état général, anxiété, insomnie.

La phase d’état présente des symptdbmes tres variés, si bien que les
tableaux cliniques en début de maladie peuvent beaucoup différer d’'un patient
a l'autre. Les symptomes les plus fréquents sont la démence (98% : troubles
de la mémoire, de 'orientation spatio-temporelle, du langage, des gestes ou
de la reconnaissance), des myoclonies diffuses (97%), un syndrome
cérébelleux avec ataxie (75%), des troubles visuels (60%), un syndrome
pyramidal (45%) et/ou extra-pyramidal. L’évolution de la maladie est trés
rapide. Les troubles végétatifs et I'ataxie cérébelleuse s’aggravent. Les
patients perdent leur indépendance et présentent fréquemment un mutisme
akinétique en phase terminale (50%). La maladie est fatale en 4,5 mois en

moyenne. L’espérance de vie n’excede pas un an dans 90% des cas.
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Le génotypage du codon 129 de la PRNP présente un intérét particulier,
notamment épidémiologique. En effet, la distribution des génotypes est
différente dans la population atteinte de la maladie et dans la population
témoin. Les patients homozygotes MM sont plus susceptibles de développer la

forme sporadique de la maladie de Creutzfeldt-Jacob. (table 1).

MM 'A% Mv
Témoins 39 % 11 % 50 %
CJD sporadique | 64 % 19 % 17 %

Table 1 : Génotypes du codon 129 de PRNP dans la population atteinte de CJD sporadique et dans la
population . M, Méthionine. V, Valine.

A. Signes cliniques :

1. démence

2 cérébelleux ou visuels

3. pyramidaux ou extra-pyramidaux
4 mutisme akinétique

B. Tests diagnostiques :
1. complexes pointes-ondes paroxystiques a 'EEG
2. détection de la protéine 14.3.3 dans le LCR (chez les patients dont
la durée de la maladie n’excede pas 2 ans)
3. hypersignaux dans les noyaux caudés et le putamen ou dans au
moins deux régions corticales (temporale, pariétale ou occipitale) en
DWI ou en FLAIR

Diagnostic probable

deux critéres parmi A + un critere parmi B

Diagnostic possible

deux criteres parmi A et durée de la maladie inférieur a 2 ans

Figure 1 : Critéres consensus du consortium MRI-CJD pour le diagnostic de CJD sporadique
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La présomption du diagnostic reste donc difficile et seul I'examen
neuropathologique post-mortem permet le diagnostic de certitude. Des criteres
cliniques et paracliniques ont donc été proposés et permettent de classer les
diagnostics en cas probables ou cas possibles (figure 1). La certitude du
diagnostic ne peut toujours étre établie que par mise en évidence du prion
dans le tissu cérébral. Actualisés en 2009, ces criteres doivent permettre
d’aider a ne pas retarder la prise en charge des patients et la mise en place
des mesures de protection contre le risque infectieux li€¢ au prion. Ces critéres
ne sont pas décisifs, mais ont toutefois une excellente sensibilité (98%) et une

assez bonne spécificité (70,8%) [70]

1.3.2. Formes familiales

Ces formes sont plus rares (10-15%). Leur transmission est
autosomique dominante, a pénétrance souvent incompléte. Toutes sont liées a
des mutations de type substitutions ou insertions qui peuvent toucher
I’ensemble du géne PRNR localisé sur le bras court du chromosome 20. Prés

d’une trentaine de mutations sont recensées,

Parmi les formes familiales, différents criteres génétiques, cliniques,
évolutifs et neuropathologiques permettent d’identifier plusieurs entités
distinctes :

- CJD familiale : le tableau clinique et I’évolution sont comparables a la
forme sporadique de la maladie, mais les premiers symptémes
apparaissent plus précocement [22].

- Syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) : I’examen
neuropathologique présente des plagues amyloides de PrPSe particuliéres,
dites «multicentriques», qui justifient de la dénomination différente de
cette entité. Le tableau clinique et I’évolution de la maladie different selon
la mutation du géne. La transmissibilité du GSS n’a pu étre prouvée que
dans le cas ou il est lié a la mutation la plus fréquente P102L [61].

- Insomnie Fatale Familiale (IFF) : les symptomes apparaissent vers 50 ans
et associent insomnie rebelle, troubles végétatifs (pertes des cycles de
veille/sommeil, hyperactivité sympathique, troubles sphinctériens) et

démence tardive. L’EEG de sommeil présente des anomalies
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caractéristiques, mais non spécifiques. Une mutation du codon 178 jointe,
sur le méme allele, a un codon 129 codant pour un résidu méthionine est
toujours associée a la maladie : alors que le génotype D178N-129MM
(homozygotie méthionine au codon 129) est généralement associé au
tableau d’IFF, le génotype D178N-128MV (hétérozygotie méthionine-valine
au codon 19) ségrege avec la CJD familiale. L'issue reste fatale apres 6 a

32 mois d’évolution [51].

Aucun traitement ne permet encore de modifier I'évolution de ces

maladies [51].

1.3.3. Formes acquises (infectieuses ou iatrogéenes)

Ces formes restent tout a fait exceptionnelles. Elles représentent moins
de 1% des cas. Le point d’entrée de I’agent infectieux peut étre a proximité du
SNC (greffes de cornée ou de dure-meére, électrode ou instrument mal stérilisé)
ou a distance (voie orale ou parentérale).

Le premier cas de contamination proximale a été décrit en 1974, suite a
une greffe de cornée [19]. La description de ce type de cas acquis iatrogéenes
est a l'origine d’une révision profonde des processus de stérilisation du
matériel chirurgical et des mesures d’hygiéne encadrant la prise en charge des
patients suspects d’encéphalopathie spongiforme transmissible (cf.

paragraphe 1.6.3).

Les premiers cas décrits de transmission de maladie a prion par voie
orale sont des cas de Kuru, une maladie liée a un rite funéraire anthropophage
de la tribu Fore de Papouasie-Nouvelle-Guinée [27]. Les femmes et les enfants,
qui consommaient le cerveau étaient les plus touchés, alors que les hommes,
a qui revenaient les muscles, I'étaient moins. La période d’incubation est tres
variable. Si la majorité des cas recensés s’est déclarée dans les quatre ans,
certains se sont déclarés plus de cinquante ans aprés linterdiction du
cannibalisme par l'autorité australienne. Les individus hétérozygotes M/V au
niveau du codon 129 avaient une période d’incubation plus longue. Les
symptémes de la maladie du Kuru sont relativement stéréotypés,

contrairement a la forme sporadique de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (ataxie
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cérébelleuse, mouvements anormaux, dysarthrie pouvant aller jusqu’au
mutisme, syndrome extra-pyramidal). Le déceés intervient en moins d’un an.

Le variant de la maladie de Creutzfeldt-dJakob (vCJD) est une autre
forme acquise d’EST, dont la description est la plus récente (1995). Elle a été
rapidement reliée a I'épidémie de la maladie dite de la «vache folle» ou d’ESB,
qui lI'a précédée d’une dizaine d’années [10, 13]. De maniere encore
inexpliquée, les patients touchés sont jeunes (29 ans en moyenne selon
'OMS). La durée d’incubation de la maladie est trés variable, allant de
quelques mois a plusieurs dizaines d’années, et est en moyenne deux ans plus
courte chez les individus de sexe féminin [42]. Elle associe des troubles
psychiatriques a des douleurs intenses des membres et du visage puis une
ataxie cérébelleuse, de discretes myoclonies et, en phase terminale, un
mutisme akinétique. Tous les patients recensés sont homozygotes M/M au
codon 129 de la PRNP. On ne peut toutefois pas formellement exclure
quelques cas tardifs chez des hétérozygotes M/V ou des homozygotes V/V , si
on suppose que le temps d’incubation est plus long ceux-ci [64].

Une contamination par voie parentérale a été décrite dans le contexte
des traitements par hormone de croissance humaine purifiée a partir
d’hypophyses humaines, utilisée jusqu’en 1988. Plus de deux tiers des cas
recensés dans le monde ont été déclarés en France (115 cas déclarés depuis
1992 [37]). Aprés une incubation de plus de dix ans, les patients présentent
d’abord une ataxie cérébelleuse, des troubles oculomoteurs, des troubles du
comportement, des céphalées et des insomnies. Rapidement, apparaissent un
syndrome pyramidal et une démence. Le déces intervient rapidement, en 18
MOois en moyenne.

Aujourd’hui, l'inquiétude est grandissante vis-a-vis du risque
transfusionnel. Ce risque a été objectivé en 2002 par des expériences de
transmission de I’agent de I'ESB et de la tremblante du mouton par transfusion
sanguine entre moutons de la méme espéece. Parmi 17 moutons transfusés par
du sang total de moutons contaminés par voie orale par des homogénats de
cerveau de vaches atteintes d’ESB, 4 moutons ont développé des symptomes
d’EST. D’autre part, sur 21 moutons transfusés par du sang total de moutons
atteints de tremblante, 4 ont développé des symptdémes de tremblante [35].

Depuis, quatre cas probables de vCJD chez des patients transfusés ont
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été décrits au Royaume-Uni. Les culots globulaires qui leur avaient été
transfusés venaient de donneurs asymptomatiques décédés des suites du
vCJD, quelques années apres le don. En 2010, du prion a été détecté post-
mortem dans la rate d’'un patient hémophile qui n’avait pas développé de
symptéme d’EST, mais qui avait recu des concentrés de facteur VIII. Ces
concentrés sont un produit dérivé de pools de plasma. Le patient avait recu un
concentré produit a partir d’un pool dont un donneur s’est révélé par la suite
atteint du vCJD [38]. Il est actuellement impossible de dire combien de patients
ont recu des produits sanguins potentiellement infectieux. La surveillance

épidémiologique est donc accrue.

1.4. Perspectives thérapeutiques

1.4.1. Essais thérapeutiques

Il n’existe a ce jour aucun traitement qui ait fait formellement ses
preuves face aux maladies a prion.

Dans le cas des EST acquises, et au vu de la longue durée d’incubation
de ces maladies, on peut imaginer un traitement qui, administré suffisamment
t6t, évite la neuro-invasion. Il n’existe encore aucun test diagnostique
suffisamment fiable et précoce afin de mettre en place des essais
thérapeutiques ou prophylactiques. C’est pourquoi le diagnostic est une
priorité dans la recherche sur les maladies a prions.

Malgré cet écueil, plusieurs molécules ont été évaluées, mais sont
restées décevantes. Parmi elles, la flupirtine, la quinacrine et le pentosan n’ont
pas ou pas encore apporté de résultats concluants. lls sont toutefois parfois
prescrits en France a titre compassionnel. En revanche, il semblerait que les
tétracyclines, des antibiotiques largement utilisées aujourd’hui (infections par
bactéries intracellulaires, paludisme, syphilis, acné, etc.), donnent des résultats
prometteurs. Elles interagissent en effet avec la PrPSc extraite de cerveaux de
patients infectés, rétablissent sa sensibilité aux protéases et diminuent son
pouvoir infectieux. L’injection intra-cérébroventriculaire de minocycline
encapsulée dans des liposomes augmente la survie du hamster d’environ 10%
[15]. Actuellement, un essai thérapeutique en double aveugle versus placebo
est actuellement conduit simultanément en France, en Italie et en Allemagne.

Son obijectif principal est d’évaluer I’effet de I'administration de doxycycline
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par voie orale (100 mg/j) sur la survie dans les cas suspects de maladies de
Creutzfeldt-Jdakob. L’étude tient compte du polymorphisme du codon 129 de la
PRNP comme co-variable. Commencée en janvier 2009, elle est prévue pour

une durée de quatre ans.

1.4.2. Avanceées théoriques

Malgré la trés faible prévalence de ces maladies, la recherche reste
dynamique en vue d’obtenir des traitements efficaces. Les stratégies
thérapeutiques étudiées sont basées sur les connaissances de la biologie
cellulaire du prion.

Comme nous le détaillerons plus tard, le prion (ou PrPS¢) se propage en
imprimant sa conformation tridimensionnelle a la protéine prion
constitutionnelle exprimée par I’héte : PrPC,

En 2003, Mallucci, et al. ont publié un étude surprenante chez un
modeéle murin transgénique de PrPC-KO inductible, c’est-a-dire dont on peut
éteindre 'expression du géne PrPC aprés la naissance. La déplétion en PrPC,
apres l'apparition des premiers symptémes cliniques d’infection, permet
d’inverser I’évolution de la maladie. Les symptédmes précoces ainsi que les
premiers signes neuropathologiques sont réversibles [44]. Il n’est donc pas
exclu qu’un traitement puisse étre efficace, méme lorsque la maladie s’est déja
déclarée. Trois applications potentielles découlent de cette observation :

- Déplétion en PrPC, en tant que matrice de propagation du prion. Cette
possibilité est rendue accessible grace aux développements récents de
interférence  ARN, un moyen extrinséque de diminuer, voire d’éteindre
I’expression d’un géne. Cette stratégie thérapeutique présente un inconvénient
majeur. Statistiquement, il y a prées de 10% de risque que cette méthode
interfere avec d’autres genes ayant des séquences similaires. La balance
bénéfice-risque de cette stratégie est donc a optimiser.

- Prévention secondaire via immunisation passive par anticorps
monoclonal. Des essais prometteurs ont été mené chez la souris par White, et
al. Des souris ont été inoculées par des homogénats de cerveaux d’autres
souris atteintes de scrapie. Elles ont ensuite été traitées par des injections
intrapéritonéales et répétées d’un anticorps monoclonal anti-PrP. Le traitement

commence a partir du 7™ ou du 30°™ jour post-inoculation. Ces temps
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correspondent respectivement au délai minimum pour que le prion soit
détectable dans la rate et pour que le taux de prion dans la rate atteigne son
maximum. Dans ces deux groupes, on observe une réduction drastique de la
quantité de PrPSc détectable dans la rate et un allongement de la survie des
souris par rapport a des souris non traitées. Toutefois, le traitement est
inefficace si les premiers symptdomes sont apparus avant le traitement ou si
I'inoculation est effectuée par voie intracérébrale [66]. Cela témoigne
probablement d’un mauvais passage de I’anticorps monoclonal au travers de
la barriere hémato-encéphalique. L’amélioration des performances
pharmacocinétiques de cet anticorps est donc un enjeu majeur.

- Prévention secondaire via immunisation passive par aptameres. Les
aptameres sont un nouveau moyen d’explorer cette stratégie de prophylaxie
post-exposition. Découverts dans les années 1990, les aptameéres (du latin
«aptus», qui signifie «lier») sont devenus une des molécules les plus largement
étudiées. Ces oligonucléotides d’ADN ou d’ARN simple brin se lient a des
molécules organiques ou inorganiques avec une haute affinité. Leurs
avantages vis-a-vis des anticorps sont multiples. D’abord, leur col(t de
production est sensiblement moins élevé. Ensuite et surtout, ils offrent la
possibilité de modifications chimiques en vue d’améliorer leur
pharmacocinétique (demi-vie, biodisponibilité, distribution). Les aptameres ont
donc de nombreux potentiels de développement, aussi bien en thérapeutique,
qu’en diagnostic. Leur intérét dans la recherche sur le prion est donc majeur.
En 2002, Proske, et al. ont mis au point un aptamére ARN résistant aux
protéases qui empéche in vitro la conversion de PrPC en PrPSe, Cet aptameére
constitue potentiellement le chef de file d’une nouvelle classe thérapeutique

contre les maladies a prion [53].

Aujourd’hui, malgré toutes ces avancées théoriques, aucun traitement
n’a fait clairement ses preuves. En attendant, le traitement des EST reste

encore principalement symptomatique.

1.5. Prise en charge du patient
Puisqu’aucun traitement curatif n’est encore disponible, la prise en

charge reste avant tout sociale, psychologique et palliative. Les conséquences
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psychologiques et sociales des maladies a prion rendent la prise en charge
des patients particulierement délicate. Afin de favoriser I'information des
meédecins, d’améliorer ’'accompagnement des patients et de leurs familles, et
de répondre a leurs questions, le ministere des Solidarités, de la Santé et des
Familles a diffusé la circulaire DGS/DHOS/DGAS/DSS n°2001-139 du 14 mars
2001, relative a la prise en charge des personnes atteintes d’encéphalopathies
subaigués spongiformes transmissibles. La cellule nationale de référence des
maladies de Creutzfeldt-dJakob (Groupe Hospitalier Pitié-Salpétriere) a été
créée a cette occasion. Son objectif n’est pas de prendre directement en
charge les patients, mais d’informer et de guider les médecins dans leurs
démarches diagnostiques, sociales et officielles, dés la suspicion du

diagnostic.

Le diagnostic ne doit étre annoncé qu’en cas de forte suspicion. Cette
annonce repose sur le médecin en charge du patient et de sa famille et doit
étre immédiatement accompagnée d’une assistance psychologique et sociale.
Deés lors, il est recommandé que I'ensemble de la prise en charge soit
coordonnée par un référent unique choisi par I'équipe soignante en accord
avec le patient et sa famille. Assistant social ou soignant, ce référent aura en
charge d’accompagner le patient dans ses démarches. Il s’agit notamment
d’évaluer les besoins et de faciliter la communication entre soignants, I'acces
aux aides psychologiques, financieres et sociales. Il est I'interlocuteur de choix
pour I'ensemble des intervenants, y compris la cellule nationale de référence.
Le référent aide la famille a organiser les soins, la vie quotidienne, le soutien
psychologique et doit permettre de prévoir la prise en charge de la douleur en
soins palliatifs.

L'ensemble des soins liés aux maladies a prion est pris en charge a
100% par I’Assurance Maladie au titre des affections de longue durée (liste
des ALD 30).

Il est essentiel d’évoquer I'accompagnement des familles dans leur
deuil. Celui-ci peut étre pris en charge par le psychologue, aidé par les
associations de malades. L'équipe soignante doit évoquer la question de

I’autopsie avant le déces. En effet, il s’agit toujours du seul examen permettant
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d’établir un diagnostic formel d’EST. L'autopsie permet donc d’apporter des
réponses définitives aux familles, mais il est aussi le meilleur moyen d’effectuer
la surveillance épidémiologique, indispensable pour la recherche sur ces

maladies.

1.6. Prévention du risque iatrogene

1.6.1. Risques connus

La description d’accidents iatrogénes a conduit a interdire plusieurs
types de soin. Ainsi, ’hormone de croissance purifiée d’origine humaine est
interdite depuis 1988, et est remplacée par I’hormone de croissance
recombinante. Les greffes de dure-mére allogéniques sont interdites depuis
octobre 1994. Seules les autogreffes et greffes de tissus synthétiques restent
possibles. Enfin, la sélection des donneurs de cornées est trés encadrées et

doit exclure tout patient a risque de maladie a prion.

1.6.2. Infections nosocomiales

Le prion pose un probleme d’hygiéne tres particulier en raison de sa
résistance exceptionnelle aux procédés conventionnels d’inactivation [17]. |l
est notamment résistant aux :

- agents physiques (chaleur, dessiccation, ultrasons, radiations
ionisantes, UV)

- agents chimiques (permanganate de potassium, formaldéhyde,
glutaraldéhyde, béta-propionolactone, peroxyde d’hydrogene,
ionophores, acide peracétique, oxyde d’éthylene)

- agents biologiques (nucléases, protéases, phospholipases)

La seule méthode de stérilisation validée face au prion est I’'autoclavage
a 134°C pendant au moins 18 minutes. Selon 'OMS, seule l'incinération
garantit I’élimination de I'infectivité. Une étude plus récente montre I'intérét de
protéases recombinantes thermostables pour I'inactivation du prion. Un variant
recombinant de la subtilisine de Bacillus lentus réduit de 7 log I'infectivité d’un

homogénat de cerveau de souris infectée par le prion [18].

La prise en compte du risque prion dans la prise en charge des patients
est encadrée par la circulaire DGS/DHOS/DGAS/DSS n°2001-138 du 14 mars
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2001, relative aux précautions a observer lors de soins en vue de réduire les
risques de transmission d’agents transmissibles non conventionnels. Cette
circulaire rappelle les recommandations officielles sur les mesures d’hygiéne
entourant les patients suspects de maladie a prion. Elle integre notamment les
risques liés au nouveau variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob, au décours
duquel l'infectivité peut étre retrouvée dans I'’ensemble des tissus lymphoides
périphériques. Elle s’appuie sur les recommandations de [I’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) émises en septembre 2000. Le niveau de risque y
est classé en fonction de caractéristiques liées aux patients et en fonction de

la nature de I'acte de soin.

1.6.3. Hémovigilance

Les cas décrits de probable transmission du prion par transfusion sont
tres rares. Cependant, malgré un risque qui apparait tres faible, le principe de
précaution conduit a en tenir compte de fagon stricte dans la gestion des
transfusions.

L’hémovigilance est un élément de la sécurité transfusionnelle et a pour
objet la surveillance, I’évaluation et la prévention des incidents et des effets
indésirables survenant chez les donneurs ou les receveurs de produits
sanguins labiles (définition de I’Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des
Produits de Santé (AFSSAPS)). Dans ce cadre, le risque prion pose deux
problémes particuliers. D’abord, aucun test de dépistage n’est encore validé
chez 'homme. Ensuite, il n’existe aucune méthode d’inactivation du prion
applicable aux produits sanguins labiles, trés fragiles.

Par conséquent, I’exclusion de donneurs de sang a risque reste la seule
mesure applicable. Le questionnaire et I’entretien médical qui précédent le don
doivent permettre d’exclure les donneurs ayant été traité par I’hormone de
croissance humaine, ceux ayant des antécédents familiaux au 1er degré de
CJD, ceux ayant recu une greffe de cornée ou de dure-meére, et ceux ayant
subi une intervention neurochirurgicale invasive. Les donneurs ayant sé€journé
au Royaume-Uni entre 1980 et 1996 sont exclus depuis 2001. Les patients
ayant été transfusés ne sont pas considérés comme une population a risque,

compte tenu du faible risque ajouté par rapport a la population, générale.
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La tracabilité permet de détruire et de rappeler les produits sanguins
labiles et le plasma de patients devenus suspects de CJD. Compte tenu du
temps d’incubation de la maladie, il s’agit en fait surtout de retrouver les

patients ayant recu ces produits sanguins.

2. Le prion et ses partenaires d’interaction
2.1. Les protéines prion

PrPSc (Scrapie Prion Protein) ou PrP™s (en raison de sa résistance a la
protéolyse) est I'isoforme pathologique d’une «protéine prion» constitutive et
exprimée par le génome de I’'hote. Celle-ci est dénommée PrPC (Cellular Prion
protein) ou PrPse"s (car elle est sensible a la protéolyse). Selon I’hypothese du
«tout protéique» proposée par Stanley Prusiner en 1982, I'agent pathologique
des EST, ou «prion» serait constitué principalement, voire intégralement, de

PrPSc, qui est mise en évidence dans toutes les EST.

2.1.1. Protéine prion cellulaire, PrP¢

1. Geéne de la protéine prion
Le gene de la protéine prion, nommé PRNP chez I'homme et prnp chez
la souris a été localisé respectivement sur le bras court du chromosome 20 et
sur le chromosome 2 [47]. Il est constitué d’un promoteur et d’un a trois exons
selon I’espéce. Le dernier exon contient I'intégralité de la séquence codante,
ce qui élimine toute possibilité d’épissage alternatif pour la synthese de la

protéine.

2. Structure

PrPC est une glycoprotéine de 32 kDa, composée de 253 acides aminés
chez ’'homme et de 254 chez la souris (figure 2).

Sa partie amino-terminale est flexible et peu structurée. Elle contient
cing répétitions de huit acides aminés, appelée région des octa-repeats
(résidus 51 a 91). Celle-ci a la propriété de lier fortement le cuivre grace a
quatre résidus histidine.

Sa partie carboxy-terminale présente une structure globulaire constituée
de trois hélices o (42% des acides aminés) et de deux brins B antiparalléles

(8% des acides aminés). Elle est stabilisée par un pont disulfure entre les
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hélices 2 et 3. La molécule est ancrée a la membrane cellulaire grace a son

ancre GPI carboxy-terminale (figure 3).

CHO CHO GPI
- N-181 N-197
Signal OR PK-resistant fragment MA
-
23 51 | S-S | 231 254
90 111 134 179 214
Disordered Well-ordered
NMR structure NMR structure

Figure 2 : Représentation schématique de la structure primaire de la PrPC€ et de ses modifications post-
traductionnelles.

Signal : peptide signal ; OR : octapeptides ; CC : cluster chargé ; HC : cceur hydrophobe ; S-S : pont
disulfure ; MA : ancrage a la membrane ; GPI : glycosyl-phosphatidylinositol ; CHO : sites de N-
glycosylation. D’apres [1].

{
d

.©Mannose
N-acetylgalactosamineO d

H,N*~_9" " Glucosamine

Lipid bilayer

Figure 3 : Structure tertiaire de la PrPC déterminée par RMN, ancrée dans une bicouche lipidique. Les
hélices o sont représentées en rouge, les feuillets § anti-paralleles en turquoise. Les résidus osidiques
sont représentés par les petits cercles colorés. La région non structurée N-terminale est représentée en
gris. CHO : sites des N-glycosylation. D’apres [1].
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3. Propriétés biochimiques
PrPC est soluble dans les détergents, sensible aux protéases et est
completement digérée par la protéinase K. Dans des conditions
physiologiques, elle est tres peu auto-agrégable et n’a aucune tendance a

polymériser.

4. Fonction biologique

L’expression de PrPC est trés conservée au cours de I'évolution des
mammiféres. Cela suggere une fonction biologique importante de cette
protéine. Pourtant, les souris prnp®°dont le géne codant pour PrPC est invalidé
ne développent aucune pathologie phénotypiquement évidente, indiquant que
PrP n’est indispensable ni au développement ni a la survie des souris [12, 45].

Toutefois, différentes publications ont montré que I'expression de PrP
chez la souris influence plusieurs processus cellulaires, dont la survie
neuronale, la croissance des neurites (dendrites et axones des neurones), ainsi

que la formation, la maintenance et la fonction des synapses.

= Survie neuronale

Fonction anti-apoptotique. Les lignées humaines de neurones PRNP-/-
sont plus sensibles a I'apoptose que les neurones qui expriment PrPC.
L’induction de I’expression de PrPC par ces cellules inhibe 'apoptose induite
par la surexpression de Bax [7]. Ces observations indiquent que PrPC¢ aurait
une fonction anti-apoptotique.

Protection contre le stress oxydant. La région des octarepeat de PrPC a
la capacité de fixer divers ions métalliques, dont le cuivre pour lequel I'affinité
est la plus forte. De nombreuses expériences sur cellules dérivées de souris
Prnp”- permettent de proposer que PrPC a un role de protection contre le
stress oxydant, par une activation de la superoxyde dismutase (SOD)
dépendante du cuivre ou peut-étre méme par une activité intrinséque de type
SOD de la protéine PrPC[9].

» Fonction synaptique
PrPC est exprimée par les neurones et est principalement localisée au

niveau des boutons présynaptiques. De plus, les modifications pathologiques
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précoces des maladies a prion impliquent invariablement des désorganisations
et des pertes synaptiques, ainsi que des dépodts de PrPS¢ au niveau des
synapses. Ces constatations permettent de faire ’lhypothese d’une fonction
synaptique de PrPC. Certaines altérations chez les souris déficientes en PrPC
pourraient étre liées a une dysfonction synaptique, telle que I'altération des

rythmes circadiens, notamment de veille et de sommeil.

= Adhérence cellulaire

La laminine est le constituant majeur de la lame basale en dehors du
collagéne. Llinteraction de PrPC avec la laminine est impliquée dans la
différenciation cellulaire dépendante de la laminine et dans I'allongement des
neurites [30]. Ce role de PrPC dans I'adhérence cellulaire s’exprime aussi a
travers des interactions homophiles PrPC-PrPC. Cette interaction permet
notamment la régulation de la migration trans-endothéliale au niveau des
jonctions intercellulaires des cellules endothéliales de la barriere hémato-
encéphalique [65]. Elle est aussi impliquée au niveau de la synapse
immunologique entre lymphocytes T et cellules dendritiques : PrPC colocalise

avec le TCR d’un c6té et avec les molécules du CMH-II de Pautre.

= Olfaction
PrPC est exprimée au niveau des axones des neurones récepteurs
olfactifs périphériques et des axones de cellules nerveuses centrales telles que
les cellules mitrales du bulbe olfactif. Ceci suggéere une fonction olfactive pré-
synaptique de PrPC [40]. Une étude fonctionnelle sur des souris transgéniques
PrP7- met en évidence le rble critique de PrP¢ dans le traitement de

I'information sensorielle par le systeme olfactif [41].

Il nest toujours pas établi avec certitude que les modifications
neuropathologiques induites par le prion soient liées a une perte de fonction de
PrPC. Le phénotype trés modéré des souris déficientes en PrP¢ montre au
contraire que cette hypothése ne suffit pas. Plusieurs auteurs proposent que
les mécanismes physiopathologiques des EST soient davantage associés a un
gain de fonction toxique de I'isoforme pathologique de la protéine prion :
PrpSe,
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2.1.2. Protéine prion pathologique, PrPSc
1. Propriétés structurales et biochimiques
PrPSc posséde une structure primaire identique a PrPC mais les deux
protéines présentent des propriétés biochimiques et structurales tres
différentes. PrPSc se caractérise par sa richesse en feuillets B et sa résistance
remarquable aux protéases. Ces propriétés conférent a PrPSc une résistance
remarquable et rendent donc son élimination délicate. Les principales

différences entre PrPC et PrPS¢ sont résumées dans la table 2.

PrP¢ Prpsc
Monomeres Agrégats
Sensible a la protéinase K Résistance partielle a la protéinase K
Bonne solubilité dans les détergents Solubilité dans les détergents non
non ioniques ioniques faible ou nulle
Structure Il (dichroisme circulaire) :
- Hélices : 42% - Hélices : 30%
- Feuillets : 3% - Feuillets : 43%
Demi-vie : 3-6h Demi-vie : > 24h

Table 2 : Comparaison de propriétés de PrPC et PrPSe.

2. Conversion PrPC - PrpPsc

La présence de PrPC est nécessaire au développement de la maladie.
En effet, les souris qui n’expriment pas le gene prnp sont résistantes a
I'infection par le prion [11]. Par ailleurs, PrP¢ et PrPSc ont des structures
primaires, poids et charges trés similaires. Prusiner a émis I’hypothése que
PrPC est le précurseur de PrPSc. En 1994, Kocisko, et al. sont les premiers a
réussir une conversion PrPC-PrPSc jn vitro. Il y aurait donc conversion des
hélices o de PrPC en feuillets B. Ceci induirait un repliement anormal de PrPSe
et expliquerait ainsi sa moindre solubilité, sa résistance partielle a la
protéolyse, et sa tendance a I'agrégation par empilement de feuillets.

Le mécanisme d’agrégation (ou d’oligomérisation) de PrPSc est
progressif : la PrPSc infectieuse, monomere actif, forme d’abord de petits

oligomeéres solubles et se propage en imprimant son empreinte
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conformationnelle a PrPC. Se forment alors des protofilaments qui, devenus

fibrilles, formeront des plaques amyloides (figure 4).

Dénaturation partielle —> Nucléation > Elongation

0. m—{m -

Monomeére Monomeére actif ~ Oligoméres Protofilaments

Fibres

Figure 4 : Modele d’agrégation de PrP.

Assez récemment, la mise au point de la Protein Misfolding Cyclic
Amplification (PMCA) a permis d’obtenir une grande quantité de PrPSc a partir
de peu de matériel infectieux [56]. La figure 5 présente le principe de cette
technique, assimilable a la PCR en biologie moléculaire. De faibles quantités
de PrPSc sont incubées en présence d’un large excés de PrPC. Il se formerait
alors des premiers noyaux de PrPSc résultant de la transconformation de PrPC.
L’amplification du signal est obtenu en alternant des étapes de sonication
destinées a casser ces noyaux, et des étapes d’incubation au cours desquelles
a lieu la conversion et I'élongation de la PrPSe,

Cette technique et d’autres, qui en dérivent et I'améliorent, pourraient
permettre d’obtenir rapidement un outil diagnostique pour la détection de
faibles quantités de prion a partir d’échantillons biologiques facilement
accessibles, ce qui n’est encore pas possible a ce jour, en routine de

diagnostic.

En 2007, Deleault, et al. ont identifié les composants minimum requis
pour I’'amplification de PrPS¢ : PrPC, lipides copurifiés et molécules
polyanioniques simple brin. Par PMCA, ils ont généré de I'infectiosité prion a
partir d’homogénats de cerveaux de hamsters non malades [16]. Ce résultat
peut étre considéré comme la preuve finale de I'hypothése de Prusiner du

«tout protéique».
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Figure 5 : Représentation schématique de la procédure de PMCA. L’amplification repose sur plusieurs
cycles d’incubation de PrPSc en présence d’un large exces de PrPC, suivie d’une sonication. Lors de
I’incubation, la transconformation de PrPC en PrPSc augmente la taille des oligomeres de PrPSc. Pendant la
sonication, les agrégats sont disloqués, produisant ainsi une population plus nombreuse d’unités de
conversion. D’apres [56].

3. Localisation de PrPSe

Dans le cas du vCJD, transmis par voie orale, on assiste a deux phases
précliniques : la lympho-invasion, puis la neuro-invasion. Celles-ci sont
permises en raison de I’expression ubiquitaire de PrPC. Lors de la premiére
phase, PrPS¢ s’accumule d’abord dans les organes lymphoides secondaires
périphériques, a commencer par les plaques de Peyer qui constituent la voie
d’entrée digestive principale pour le prion. Elle gagne ensuite les ganglions
meésentériques puis I'ensemble du systeme lymphoréticulaire, notamment les
amygdales. Ensuite, lors de la phase de neuroinvasion, l'infectivité est

transférée via le systéme nerveux périphérique autonome vers le SNC.
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4. Pathogénicité de PrPS¢

L’équipe Transmission et Pathogénese des Maladies a Prion (UMR
CNRS 5163), dans laquelle j’'ai effectué mon travail de recherche, a développé
une méthode d’oligomérisation de PrP recombinante. Celle-ci permet d’obtenir
différentes especes oligomériques séparées selon leur taille. Les oligomeéres |l
sont composés de 8 a 15 sous-unités monomériques de PrP. lls présentent
des caractéristiques biochimiques «Sc-like», telles que la richesse en feuillets B
et la résistance partielle a la protéolyse [55]. Les oligomeres |l de PrP ont un
important effet neurocytotoxique, indépendamment de I'expression endogene
de PrP par les cellules. A l'inverse, les monomeéres solubles et les agrégats de
plus grande taille n’expriment aucun effet cytotoxique [58].

D’autre part, les oligoméres solubles de PrPS¢ sont associés a
I’infectivité du prion : les particules non fibrillaires de 14 a 28 mers, purifiées a
partir du cerveau, sont les particules les plus efficaces pour provoquer les EST
in vivo [57].

Il est important de connaitre les partenaires d’interaction de PrPSc et
notamment des oligoméres solubles de PrPS¢ pour comprendre les

mécanismes pathologiques des maladies a prion.

2.2. C1q et prion

C1q, la protéine de reconnaissance de la voie classique de la cascade
du complément, est principalement connue pour ses fonctions sériques de
reconnaissance des complexes immuns et d’opsonisation des cellules
apoptotiques. Pourtant, C1q assure également des fonctions essentielles dans
le SNC. Ainsi, C1qg est exprimée transitoirement dans les neurones post-
nataux, et permet I’élimination des synapses inutiles pendant le
développement. Normalement, son expression est diminuée chez I'adulte.
Cependant, dans un modele murin de glaucome, elle est a nouveau sur-
exprimée au niveau des synapses a éliminer [60]. Cela suggére que
I’élimination des synapses orchestrée par C1q pourrait étre réactivée de fagon
aberrante au cours des maladies neurodégénératives.

De fait, de nombreuses publications montrent que C1q est impliquée
dans la pathogénese des maladies a prion. Chez les souris déficientes en C1q,

le délai d’apparition de la maladie est significativement retardé apres
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inoculation intrapéritonéale [43]. En effet, d’autres expériences ont montré que
C1qg participe a la prise en charge précoce de PrPSc par les cellules
dendritiques conventionnelles (cDCs), via la calréticuline, un récepteur de C1q
exprimé par les cDCs. C1q participerait donc a la pathogénese de la maladie a
un stade précoce, en favorisant sa capture intestinale par les cDCs, qui vont
ensuite assurer le transit vers les tissus lymphoides secondaires, ou la PrPSc
s’accumule dans le premiers temps de I'infection [23]. De fait, C1q interagit
directement avec la proté€ine prion.

Notre laboratoire a montré que les petits oligomeres de PrP formés in
vitro se fixent aux tétes globulaires de C1q [20]. C1q stimule I'oligomérisation
de PrP de fagon dose-dépendante, se complexe aux petits oligomeres de PrP
et inhibe leur cytotoxicité [21].

Le domaine globulaire carboxy-terminal de C1q (gC1q) est formé d’un
hétérotrimere des chaines peptidiques C1gA, C1gB et C1qC. Il constitue
'unité de base de la reconnaissance des ligands. Des structures trimériques

homologues au domaine gC1q sont identifiees dans un grand nombre d’autres

Protéine Tissu d’origine Fonction

anti-diabétique ; anti-athérogéne ;
homéostasie énergétique ; anti-
inflammatoire, angiogénique

Protéine sérique exclusivement

Adiponectine sécrétée par les adipocytes

Protéine de reconnaissance de la voie
classique du complément ; tolérance
immune ; adhésion cellulaire

C1g (C1QA, C1QB, Protéine sérique d’origine
C1Q0) hépatique

Tissus conjonctifs, vaisseaux  Glycoprotéine de la matrice extra-

sanguins, peau, coeur, cellulaire ; support d’adhésion du
EMILIN-1 poumons, reins, cornée, muscle lisse ; impliquée dans
intestin gréle, aorte, utérus, I’adhésion cellulaire dépendante de la
appendice B1-intégrine
L Plaquettes, cellules Stockage et stabilisation du facteur V
Multimérine 1 o . : . .
endothéliales, poumon, foie de la coagulation ; adhésion cellulaire
L Cellules de I'endothélium Angiogénese ; hémostase ; adhésion
Multimérine 2 . .
vasculaire cellulaire

Précurseur de la cérébelline (effet
corticotrope). Développement, maintien
et plasticité des synapses entre cellules
granulaires et cellules de Purkinje.

structures post-synaptiques
Cbin1 des cellules de Purkinje
(cervelet)

Ligand du récepteur V2 a I’ADH ;
Coeur, placenta, foie, muscle  inhibition de I’agrégation plaquettaire
squelettique par blocage de l'interaction vVWF/
collagéne

C1QTNF1

Table 3 : Fonctions et profils d’expression de quelques membres de la famille C1q. D’apres [28].
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protéines. Toutes les protéines qui possedent un domaine gC1q sont
regroupées dans la «famille C1g». Seules certaines d’entre elles sont
exprimées sélectivement dans le SNC. Leurs fonctions sont rarement connues
précisément, mais celles qui sont décrites impliquent souvent des fonctions de
signalisation intercellulaire (table 3).

Nous avons émis I’hypothése que les oligomeéeres de PrP peuvent
interagir avec les tétes globulaires d’autres protéines de cette méme famille.
Pour les raisons explicitées ci-aprés, nous nous sommes particulierement

intéressés a Cbin1.

2.3. Cbin1
La sous-famille Cbin appartient a la famille C1q et est composée de
quatre membres aux profils d’expression différents : Cbin1, CbIn2, CbIn3 et
CblIn4 (figure 6).
CbIn1 est le précurseur de la cérébelline, un hexadécapeptide dont on
sait peu de chose. Les pourcentages d’identité et d’homologie de séquence

entre le domaine gC1qg de la Cbin1 murine et des trois protéines C1q sont

. CNS gC1q
gene name (aliases) expression exon group
—1 C1qtnfd (CTRP9) . - 1 3
Adipoq (ACRP30, adiponectin) -~ - 1
1 Col10a1 (Collagen Xa1) - . 1
{ ICol8a1 (Collagen Vil 1) - 1
Col8a2 (Collagen Vllla2) - 1
Otolin-1 (saccular collagen) = 1 > C1q
— C1qtnf7 (CTRP7, ZACRP7) - = 1
L C1qtnf2 (CTRP2, ZACRP2) . - 1
C1qtnf5 (CTRP5, LORD) o 1
ClqgCc e +/- 1
Cilg8 e +/- 1
ClgA e +;- 1 J
[ Mmrn2 (Emilin4) - +/- 1
Mmrn1 (Emilin3) - +5- 1 Emilin
I Emilin2 (FOAP-10) - +/- 2
Emilin1 (gp115) « +/- 2
| C1qtnf6 (CTRP6, ZACRPS) ~ +/- 1
[ Ciqtnf1 (CTRP1,GIP) - + f
[ C1iqtnf4 (CTRP4, ZACRP4) ~ + 1
— C1qtnf4*
C1qtnf3 (CTRP3, CORS26) i e 3 > Cbin
C1qde1 (EEG-1L, caprin2) o[- 1
Cbln subfamily Cbind | e ++ 3
AEMM AAAA ++ 3
Cbin1 (Precerebellin) | - ++ 3
————————Cbin3 | e ++ 3
,_: C1q|4 ....... 4 2
C1gl1 (CRF,C1QRF) s ++ 2
L: Cig3 e T 2 C1 ql
C1ql2 ........ ++ 2

Figure 6 : Dendrogramme phylogénique de la famille Clq, généré par alignement de séquences de
domaines gC1q chez la souris. D’apres [68].
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évaluées grace a l'outil d’alignement de séquence BlastP du National Center
for Biotechnology Information (NCBI) [3]. Les résultats sont résumés dans la
table 4.

Séquences comparées % d’identité de % d’homologie de
séquence séquence
Cbin1 (62-193) - C1gA (110-245) 27 50
Cbin1 (62-193) - C1gB (117-253) 29 48
Cbin1 (62-193) - C1qC (115-245) 31 49

Table 4 : Comparaison par alignement de séquences (Blastp) des tétes globulaires de Cbln1 et de Clq.
Les acides aminés des tétes globulaires sont indiqués entre parentheses.

L'expression de CbIn1 est diffuse et hétérogene dans le SNC, mais elle
est est prédominante dans les cellules granulaires du cervelet, un organe
responsable de la coordination des mouvements et de I'équilibre. Cbin1 est
sécrétée par les cellules granulaires dans les synapses entre les fibres
paralleles (PF, axones des cellules granulaires du cervelet) et les dendrites des
cellules de Purkinje (PC) . Ces synapses jouent un réle clé dans les maladies a
prion, au décours desquelles leur dégénérescence est a I'origine de I'ataxie, un
des symptdmes majeurs [67].

CbIn1 est une glycoprotéine de 35kDa présentant deux sites de N-
glycosylation (Asn23 et Asn79) [33]. Elle est sécrétée dans le milieu
extracellulaire sous la forme d’un dimere de deux tétes globulaires gCiq
reliées par un pont disulfure amino-terminal (figure 7A). Par mutagénése
dirigée, Bao, et al. ont montré que les deux cystéines conservées dans la
séquence des protéines de la sous-famille CbIn (figure 8) ne sont pas
nécessaires a la formation de trimeres, mais sont indispensables a la
dimérisation de ces trimeres (figure 7B) [4].

L’étude de souris déficientes pour le géne codant Cbin1 (souris cbin1-)
a permis d’élucider les fonctions de CbIn1 dans le cervelet. Ces souris
présentent une ataxie cérébelleuse et des anomalies séveres des synapses
PF-PC [33]. Les mémes phénomeénes sont é€galement observés dans les
maladies a prion. Tout comme PrP, Cbin1 a un rbéle déterminant dans la
fonction synaptique. Celle-ci est essentielle a la formation correcte, a la

maintenance, et a la plasticité des synapses PF-PC [33]. Cette activité est
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médiée par une interaction tripartite : Cbin1 forme un pont entre les neurexines
(molécules d’adhésion cellulaire) pré-synaptiques et GluD2, un des récepteurs

au glutamate de type d [63].

A B |
U = e ~) S
C1qA L — O @CysCyS
t t
s o s AN
anys 7O

C1q Cbin

Figure 7 : Structures comparées de Cblnl et C1q. (A) Représentation schématique des structures de la
Cblnl1 et de la chalne A de Clq. (B) Multimérisation des protéines de la famille C1q. Une unité trimérique
est formée par le domaine gC1q et forme des complexes multimériques d’ordre supérieur. C1q forme un
hexamere de triméres. Cblnl forme un dimeére de trimeres.

(a)
CcC
[
T
HNF -+ cooH
——peptide signal ine gC1q
(b)
10 20 30 * %40 50 60
MLGVVELLLL GTAWLAGPAR GQNETEPIVL EGKCLVVCDS NPTSDPTGTA LGISVRSGSA
Domaine gC1q
70 80 90 100 110 120

KVAFSAIRSE NHEPSEMSNR TMIIYFDQVL VNIGNNFDSE RSTFIAPRKG IYSFNFHVVK

130 140 150 160 170 180
VYNRQTIQVS LMLNGWPVIS AFAGDQDVTR EAASNGVLIQ MEKGDRAYLK LERGNLMGGW

190
KYSTFSGFLV FPL

Figure 8 : Structure primaire de Cblnl.

(a) Représentation schématique de la structure primaire de la Cblnl. La localisation du peptide
cérébelline est indiquée par une ombre grise. Le domaine globulaire gClq se situe dans la portion C-
terminale. Les deux résidus cystéines indispensables a la formation d’hexameres sont situés juste en aval
du peptide signal (b) Séquence en acides aminés de la Cblnl. L’hexadécapeptide cérébelline est en gris,
les résidus cystéine conservés sont marqués par une étoile et la fleche représente le début du domaine
globulaire gC1q. Les acides aminés 1 a 21 correspondent au peptide signal.
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Les mécanismes physiopathologiques des maladies a prion sont mal
compris. Deux principales hypothéses sont émises afin d’expliquer I’origine
des symptdbmes. Selon une premiere hypothése, ceux-ci pourraient étre
directement liés a la perte de la fonction de PrPC qui est recrutée au cours de
la maladie pour former de la PrPSe, Selon la seconde, la maladie serait plutot la
conséquence de la neurotoxicité intrinséque de PrPSe.

Le laboratoire a produit et caractérisé les oligomeéres de PrP
recombinante. Ceux-ci représentent un outil de travail précieux car ils miment
les propriétés biochimiques de PrPSc. L’équipe a pu montrer que seuls les
oligomeres de petite taille, ou oligomeres Il, sont cytotoxiques, alors que ni les
monomeres, ni les oligomeéres de plus grande taille ne le sont. Les oligomeéres
Il de PrP sont reconnus par les tétes globulaires de C1q, la protéine de
reconnaissance de la voie classique du complément [20]. De plus, C1q inhibe
la cytotoxicité des oligomeres |l mais favorise I'oligomérisation de PrP de
maniéere dose-dépendante [21].

C1q est le chef de file de la famille C1q, dont les membres possedent
tous, dans leur portion C-terminale, des domaines (ou tétes) globulaires gC1q.
Ces domaines permettent la formation de trimeéres et sont responsables des
propriétés de reconnaissance de ces protéines [25]. Il est donc fort probable
que la PrP puisse interagir avec les tétes globulaires d’autres protéines de
cette méme famille. Parmi les protéines de la famille C1q, seules quelques
unes sont exprimées de maniére spécifique dans le SNC, ol PrPS° s’accumule.
Parmi elles, notre laboratoire s’est intéressé particulierement a la sous-famille

des protéines Cblin.

Notre intérét pour Cbin1 est porté par plusieurs arguments :
- le phénotype ataxique des souris Cbin1--, qui rappelle les symptémes des
maladies a prion
- 'expression de CbIn1 dans le cervelet, siege de la coordination des
mouvements et de I’équilibre ;
- son réle dans la formation, la maintenance et la plasticité des synapses
PF-PC, dont la dégénérescence est précoce au cours des maladies a

prion ;
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- sa proximité structurale avec C1qg, qui le rend trés bon candidat
d’interaction avec les oligoméres de PrP.

L’ensemble de ces données fait suspecter une interaction entre Cbin1 et

PrP. Laccumulation de PrPSe pourrait en effet étre responsable d’une déplétion
en CbiIn1 dans le cervelet, ce qui serait a I'origine de I’ataxie observée au cours
des EST. Ce travail constitue une premiere étape dans la confirmation de cette
hypothése. Son objectif est la mise en évidence d’une interaction in vitro entre
Cbin1 et PrP, avant d’effectuer des études in vivo. Mettre en évidence la
relevance fonctionnelle de cette interaction pourrait permettre de mieux
comprendre les mécanismes des maladies a prion, afin de trouver de nouvelles

cibles thérapeutiques.

D’un point de vue pratique, Cbin1 est la protéine la plus étudiée de la
sous-famille Cbin. Notre collaboration avec I’équipe japonaise de Michisuke

Yusaki nous donne acces a un plasmide codant pour Cbin1.

Dans un premier temps, mon objectif a été de mettre en place et
d’adapter au laboratoire le processus de production et de purification de Cbin1
a partir de surnageants de cellules transfectées, puis de caractériser la
protéine ainsi produite. Dans un deuxieme temps, j’ai cherché a mettre en
évidence in vitro 'interaction entre CbIn1 et PrP par ELISA et par résonance
plasmonique de surface (SPR). Des essais d’oligomérisation de PrP en

présence de Cbin1 ont ensuite été analysés.
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1. Expression de la Cbin1 recombinante en cellules HEK 293

Construction plasmidique. Un plasmide codant pour I’'His-HA-CbIn1 nous a été
donné par Michisuke Yuzaki, Université de Keio, Tokyo. Afin de permettre la
détection de la protéine, un tag hémagglutinine (HA) (YPYDVPDY) est cloné en
5’ de ’'ADNc codant pour la Cbin1 murine sauvage. Un tag 6X His est en 5’ de
ce premier tag HA (His-HA-CbIn1) afin de permettre la purification de la
protéine. Cette séquence, schématisée dans la figure 9, est clonée dans le

vecteur d’expression pCAGGS, sous le contrdle du promoteur CMV [39].

cC
i WAL | } coor

ine gC1qg

Figure 9: Schématisation de la construction His-HA-Cblnl. D’apres [68].

Culture cellulaire. Les cellules HEK 293 (Human Embryonic kidney 293) sont
cultivées dans des boites de Petri de 10 cm (Nunc) dans le milieu D-10
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium + Glucose 4500 mg/L + GlutaMax +
Pyruvate (Invitrogen) supplémenté avec 10% de SVF et 50 pg/mL de
gentamicine) a 37°C, 5% CO». Deux fois par semaine, les cellules sont traitées
a la trypsine. Un cinquiéme des cellules est alors remis en culture dans 10 mL
de milieu D-10 dans une nouvelle boite.

Transfection des cellules par coprécipitation au phosphate de calcium. La veille
de la transfection, 4.10° cellules sont ensemencées et cultivées 24 heures dans
10 mL de milieu D-10, dans une boite de Petri de 10 cm (Nunc). Les cellules
sont transfectées quand elles sont a 60-80% de confluence, ce qui correspond
a la phase exponentielle de leur croissance cellulaire pendant laquelle elles
sont en mitose. La transfection est réalisée a température ambiante. Dix
microgrammes de plasmides dilués dans un volume final de 250 pl d’eau sont
complexés avec 250 pL de CaCl> 0.5 M puis avec 500 pyL de tampon HBSS 2X
(HEPES 50 mM pH 7,07, NaCl 280 mM, Na:HPO4 1,5 mM). Le mélange est
incubé a température ambiante pendant 30 minutes. Il est ensuite ajouté
goutte a goutte a la culture cellulaire, puis les boite de Petri sont délicatement
mélangées. Les cellules sont incubées a 37°C, 5% CO2 pendant 12 a 16
heures. Ensuite, elles sont rincées avec précautions en PBS, afin d’éliminer les

protéines contaminantes, notamment I'alboumine. Le milieu D-10 est enfin
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remplacé par 3 mL de milieu synthétique CD293 (Invitrogen), qui est collecté
48 heures plus tard et stocké a +4°C avec un cocktail d’inhibiteur de protéases
(Complete EDTA-free, Roche).

2. Purification et concentration de Cbin1 recombinante

L’'His-HA-CbIn1 a été purifiée en utilisant une colonne de
chromatographie d’affinité métal au Cobalt (TALON, Clontech). 100 mL de
surnageant de transfection His-HA-CbIn1 sont concentrés environ 50 fois par
ultrafiltration sur un filtre Amicon Ultra 10K MWCO puis éventuellement
dialysée en tampon d’équilibration (phosphate de sodium 50 mM pH 7,0, NaCl
300 mM). Le solution est alors incubée pendant la nuit, sous agitation a +4°C,
avec 500puL de résine au cobalt pré-équilibrée avec le tampon d’équilibration.
Aprés deux lavages dans cette méme solution, la résine est transférée dans
une colonne de chromatographie et la protéine est éluée dans un tampon 150
mM imidazole/50 mM phosphate de sodium/300 mM NaCl, par fractions de
500pL. L’élution de la protéine est suivie par spectrophotométrie UV a 280 nm.

Les fractions contenant la protéine sont ensuite dessalées sur colonne
Sephadex G-25M PD-10 (GE Healthcare) afin d’éliminer I'imidazole. L'élution
est effectuée en tampon HEPES 10 mM pH 7,4 et est collectée par fractions de
1 mL. L’élution de la protéine est suivie par spectrophotométrie UV a 280 nm.
Les fractions les plus concentrées issues de la purification puis du dessalage
d’His-HA-CbIn1 sont enfin poolées et concentrées par ultrafiltration sur un filtre
Amicon Ultra 10K MWCO.

La quantité d’His-HA-CbIn1 purifiée est estimée par spectrophotométrie
UV. Le coefficient d’absorption molaire de I’'His-HA-CbIn1 a 280 nm est calculé
a partir de sa séquence, selon la formule suivante : € = 5500 W + 1490 Y +
125 C-C, ou W est le nombre de résidus tryptophane, Y, le nombre de résidus

tyrosine, et C-C le nombre de cystines [48].

€280nm = 28 545 M-Tecm-1.
3. Electrophorése des protéines

Condition non réductrice. LUHis-HA-CbIn1 est diluée volume a volume dans un
tampon Tris 200 mM pH 6,8, SDS 2%, Glycérol 10%. 1/10°™¢ de volume de
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solution de bleu de bromophénol (bleu de bromophénol 0,05%, Glycérol 10%)

est ajouté avant le dépét sur gel.

Condition réductrice. La réduction des ponts disulfure peut étre partielle ou
totale. La réduction partielle est effectuée en diluant directement I’His-HA-
CbIn1 purifiée dans du tampon Laemmli 5X (Tris HCI 625 mM, pH 6,8, SDS
10%, Glycérol 50%, bleu de bromophénol 1mg/ml, B-Mercaptoéthanol 12,5%).
Pour une réduction totale, les échantillons sont dilués volume a volume dans
un tampon Tris 0,2M pH8, SDS 2%, Urée 8M, dithiothréitol (DTT) 100 mM puis
incubés 5 minutes a 99°C. Les protéines ainsi réduites sont ensuite alkylées en
incubant les échantillons 30 minutes a 37°C dans un volume de tampon Tris
0,2M pH8, SDS 2%, Urée 8M, iodoacétamide 400mM. L’alkylation empéche la
formation de nouveaux ponts disulfures. Enfin, 1,5/10°™ de volume de solution
de bleu de bromophénol (bleu de bromophénol 0,05%, Glycérol 10%) est
ajouté avant le dépdt sur gel.

Migration. Les échantillons ainsi préparés sont séparés par SDS-PAGE
(électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de
sodium) sur un gel en gradient 4-12% (#NXG41212, RunBlue). La révélation
des protéines est ensuite effectuée par coloration au bleu de Coomassie ou
par Western-Blot.

Coloration au bleu de Coomassie. Les gels sont fixés pendant 10 minutes dans
une solution isopropanol 25%, acide acétique 10%. lls sont ensuite colorés
toute la nuit dans une solution de bleu de Coomassie (PageBlue, Fermentas
Life Sciences) puis décolorés a I’eau avant d’étre numérisés.

Western-Blot. Les gels sont électro-transférés en milieu liquide, dans du
tampon Towbin (Tris 25 mM , glycine 192 mM, éthanol 20%) sur une
membrane de nitrocellulose (Trans-Blot Transfer Medium, 0.2 pm, Bio-Rad)
pendant 1 heure a +4°C, sous 350 mA. La membrane est saturée dans une
solution de PBS-Tween 0,1%-BSA puis lavée trois fois cing minutes en PBS-
Tween 0,1%. Elle est ensuite incubée dans I'anticorps primaire dilué dans la
solution de saturation pendant une nuit a +4°C, puis lavée quatre fois cinq
minutes en PBS-Tween 0,1%. La membrane est alors incubée dans I'anticorps
secondaire dilué dans la solution de saturation pendant une heure a

température ambiante, puis lavée quatre fois dix minutes en PBS-Tween 0,1%
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puis cing minutes en PBS. Enfin, les membranes sont développées par ECL
(Enhanced ChemilLuminescence, UptilLight, Interchim) et exposées sur des
films autoradiographiques (ClearBlue X-Ray Film, ThermoScientific).
Les anticorps suivants sont utilisés :
- primaire : anticorps monoclonal IgG de Rat anti-HA (3F10, Roche) au
1/10000¢
- secondaire : anticorps monoclonal anti-lgG de Rat couplé a la peroxydase
(Jackson ImmunoResearch, 112-035-062). au 1/10000¢.
Immunodot. Les échantillons sont dilués en PBS. Cinquante microlitres de
chaque dilution sont déposés sur une membrane de nitrocellulose (Trans-Blot
Transfer Medium, 0.2 um, Bio-Rad) a I'aide d’un appareil Bio-Dot (Bio-Rad). La
saturation et la révélation de la membranes sont décrits dans la rubrique
Western-Blot.

4. Expression et Purification de PrP recombinante

La procédure compléte est décrite en détail dans I'article de Dumestre-
Pérard, et al. [20] Des bactéries Escherichia coli (BLB21) sont transformées
avec un plasmide codant pour la PrP et cultivées dans 2 L de milieu. Aprés
centrifugation, les bactéries sont lysées a la presse de French
(ThermoSpectronic) a 16 000 psi et centrifugés a nouveau. Le culot contenant
les corps d’inclusion est ensuite lavé avec du Triton X-100 1% puis avec un
tampon de lyse contenant 5 mM de phénylméthylsulfonylfluorure (PMSF) 5 mM
et 500 mM de NaCl. Enfin, le culot est resuspendu dans 25 mL d’une solution
MOPS 20 mM, NaCl 500 mM, imidazole 0,625 mM, guanidine-HCI 5 M, PMSF
5 mM, a +4°C pendant 2 heures. Apres centrifugation, le surnageant est purifié
par chromatographie d’affinité métal sur une colonne 6-FastFlow de
Sépharose au Nickel (GE Healthcare). La PrP, fortement liée a la colonne de
Nickel est ensuite éluée par fractions d’1 mL par une solution d’imidazole 1 M.
Les fractions contenant la protéine sont ensuite dessalées en acétate de
sodium 20 mM pH 3,5 avec des colonnes Sephadex (PD-10, GE Healthcare) et
concentrées par ultrafiltration sur un filtre Amicon Ultra 10K MWCO.

L'intégrité de la PrP purifiée est ensuite vérifiée en SDS-PAGE sur un gel
de polyacrylamide a 10% et sa concentration est déterminée par I’absorbance

a 280 nm (g280nm = 62 400 M-'cm").
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5. Oligomérisation de PrP et chromatographie d’exclusion de taille

La procédure complete a été décrite précédemment [21]. Des
monomeres de PrP recombinante (5 mg/mL final, en acétate de sodium 20 mM
pH 3) sont incubés dans une solution NaCl 100 mM, a 40°C, pendant 18 h. Les
B-oligoméres sont ensuite séparés par chromatographie d’exclusion de taille
(SEC) sur une colonne de chromatographie liquide haute performance (TSKgel
G400SW, Tosoh Bioscience), a I'aide d’un appareillage HPLC Beckman. La
chaine est sous un flux continu d’une solution acétate de sodium 50 mM pH
3,5 et NaCl 50 mM, a un débit de 0,5 mL/min. L’éluat est collecté par fractions
de 500 pL. L’observation des pics d’élution s’effectue par détection dans I'UV
a 280 nm et les courbes sont analysées avec le logiciel 32 Karat.

Afin d’étudier I'influence de Cblin1 sur I'oligomérisation de PrP, la PrP
monomeérique (4,5 mg/mL, soit 200 uM final) est incubée 18 h a 40°C en NaCl
100 mM, en présence d’His-HA-CbIn1 purifiée a une concentration finale de
0,7 M. La solution est analysée en HPLC dans les mémes conditions que ci-
dessus. La présence de Cbin1 dans les fractions d’HPLC est contrblée par
immunodot dans les conditions décrites ci-dessus. Les films sont scannés,
puis analysés avec le logiciel Imaged afin de quantifier le pourcentage de

CblIn1 présent dans chaque fraction.

6. ELISA

Avec immobilisation de PrP. Des plaques immunologiques 96 puits (Maxisorp,
Nunc) sont coatées avec 100 pL de PrP recombinante a 10 ug/mL en tampon
CO32/HCOs", a température ambiante sur la nuit, puis lavées 3 fois en PBS-
Tween 0,05% (PT). La plaque est saturée en PBS-Sérum Albumine Bovine
(SAB) 1% (m/v), en chambre humide a 37°C pendant 1 h, puis lavée 4 fois en
PT. Cent microlitres de différentes dilutions d’His-HA-Cbin1 sont ensuite
déposés dans les puits : la solution mere d’His-HA-CbIn1 de 145 pg/mL est
diluée au 1:25, 1:50, 1:100 et 1:200. La plaque est alors incubée 2 heures a
37°C, en chambre humide, puis lavée 4 fois en PT. Pour détecter I'His-HA-
CbIn1 fixée a la PrP immobilisée, 100 pyL d’anticorps monoclonal anti-HA
(83F10, Roche) au 1:1000 en PT sont incubés dans les puits en chambre
humide, pendant 1 heure a 37°C. La plaque est ensuite lavée 4 fois en PT. 100

ML d’anticorps anti-IgG de rat couplé a la peroxydase (HRP) (Jackson
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ImmunoResearch, 112-035-062) au 1:10000 en PT sont ensuite déposés dans
les puits et incubés en chambre humide, pendant 1 heure a 37°C. La plaque
est alors lavée 4 fois en PT. La réactivité est révélée avec 100 pL de
tétraméthylbenzidine (TMB). La réaction est arrétée avec 50 yL de H2SO4 1 N,
puis la plaque est lue par spectrophotométrie a 450 nm sur un lecteur de
plaques automatique (Bio-Tek instruments).

Avec immobilisation d’His-HA-Cbin1. Le principe reste le méme. Le coating est
réalisé avec 100 yL d’His-HA-CbIn1 purifiee a 5 pg/mL, a +4°C sur la nuit. La
plague est saturée en PBS-lait écréemé 5% (m/v), a température ambiante
pendant 1 h. Les essais de fixation sont réalisés avec des monomeres ou des
oligomeres Il solubles de PrP, a des concentrations allant de 0 a 10 ug/mL. La
PrP fixée sur la plaque est ensuite révélée avec le 4F2, un anticorps
monoclonal de souris dirigé contre les acides aminés 79-92 de la PrP (produit
par J. Grassi), dilué au 1:500 en PBS-Tween 0,05%-lait écrémé 5% (PTM). Cet
anticorps primaire est incubé pendant 2 heures a température ambiante. La
plaque est ensuite incubée avec un anticorps anti-lgG de souris couplé a
’'HRP (Sigma, A 3673) au 1:5000 en PTM, pendant 1 h a température
ambiante. La réactivité est révélée avec 100 pL de tétraméthylbenzidine (TMB).
La réaction est arrétée avec 50 pL de H2SO4 1 N, puis la plaque est lue par
spectrophotométrie a 450 nm sur un lecteur de plaques automatique (Bio-Tek

instruments).

7. Résonance Plasmonique de Surface (SPR)

Les électrons libres d’une fine couche de métal entrent en résonance
avec un faisceau lumineux monochromatique incident. Une partie infime de la
lumiere est alors réfractée sous la forme d’une «onde évanescente», le reste
est réfléchi. Le faisceau réfléchi présente alors une chute d’intensité a un angle
défini, appelé angle de résonance. Cet angle varie avec l'indice de réfraction
du milieu, qui est lui-méme modifié par des changements de masse a la
surface de la couche de métal (figure 10A).

Basée sur ce principe, la technologie SPR permet d’observer en temps
réel des interactions entre molécules non marquées.

Pour cela, une molécule «appat» est immobilisée de maniére covalente a

la surface d’'une puce de détection (dite «sensor chip»). Une autre molécule,
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dite analyte «proie», est injectée en solution tamponnée sur la couche «appat»
grace a un systeme microfluidique. Lorsque la proie se fixe a I'appat, I'appareil
détecte la modification de I’angle de résonance et convertit cette information
en signal SPR, exprimé en unités de réponses (RU). La variation du signal est
suivie en temps réel sous forme d’un sensorgramme (figure 10B). L’injection de
solution tamponnée dépourvue du ligand permet d’observer la dissociation de
’appét et de son ligand. Enfin, la puce est régénérée par différents moyens,
afin d’éliminer toute trace du ligand, sans abimer la fixation de I'appat sur la
puce.

La technologie SPR permet donc d’obtenir les constantes d’association

et de dissociation de l'interaction et donc, de calculer sa constante d’équilibre.
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Figure 10 : Résonance Plasmonique de Surface. (A) Principe de détection du signal SPR. (B)
Sensorgramme : phases d’association et de dissociation

Pour notre étude, une puce de détection CM4 (BiaCore) est activée avec
50 pyL de mélange extemporané EDC/NHS (1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)
carbodiimide-HCI et N-hydroxysuccinimide) a un débit de 5 pL/min sur un
appareil BiaCore X ou BiaCore 3000. Pour I'immobilisation, 20 a 40 pyL de deux
préparations indépendantes de PrP (diluée a 14 pg/mL en acétate de sodium
20 mM pH 3,5) sont injectés sur une des pistes de la puce. Chacune de ces
protéines est immobilisée sur la puce de fagon a atteindre de 900 a 1200 RU
sur chaque piste. Les groupements carboxyles encore actifs de la surface sont
désactivés avec de I’éthanolamine 1 M pH 8,5. Comme témoin négatif, une
autre piste est simplement activée puis désactivée dans les mémes conditions.
Les essais d’interaction sont ensuite effectués a un débit de 20 pyL/min en
tampon de course HBS-P (HEPES 50 mM, NaCl 150 mM, surfactant P20

0,05%, pH 7,4). LUHis-HA-CbIn1 est injectée sur les protéines immobilisées a
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concentrations décroissantes dans ce tampon (50, 25, 10 et 5 nM), en
présence de 5 pM de CuSOs. La fixation de la protéine injectée sur la piste
contréle constitue le contrdle négatif d’interactions non spécifiques. Elle est
automatiquement déduite de la courbe de fixation sur la PrP immobilisée. Entre
chaque essai, la puce est régénérée avec du NaCl 2 M. Les courbes sont

analysées a I'aide du logiciel BiaEvaluation 3.2 (BiaCore).
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1. Production et caractérisation de I’His-HA-CbIn1

L'efficacité de transfection des cellules HEK 293 par coprécipitation au
phosphate de calcium est évaluée a 80-90% en transfectant un plasmide
codant un géne rapporteur, la Green Fluorescent Protein (GFP). La
fluorescence des cellules est observée 48 heures apres la transfection.

La construction plasmidique codant pour CbIn1 fusionnée a un tag HA
(Hémaglutinine) et un tag 6X-His est transfectée dans les cellules HEK 293.
CbIn1 est une protéine sécrétée dans le milieu extra-cellulaire [36]. Afin de
purifier cette protéine, nous avons donc collecté les surnageants de plusieurs
séries indépendantes de 10 transfections. La présence d’His-HA-CbIn1 dans
chaque surnageant est contrdlée par immunodot anti-HA.

La purification de I’His-HA-CbIn1 par chromatographie d’affinité métal
sur résine au cobalt a nécessité une certaine mise au point. Le protocole
suivant les recommandations du fabricant ne permet pas une extraction
suffisamment efficace de la protéine a partir du surnageant. En effet, les
immunodots témoignent de la présence de la protéine en quantité
considérable dans les flow-through. Nous avons pu améliorer le rendement de
la purification en modifiant la procédure a deux niveaux. Tout d’abord, les
surnageants sont considérablement concentrés sur filtre 10K MWCO avant la
purification sur la résine. En effet, la diminution du volume de surnageant
permet de favoriser le contact la résine et la protéine. Ensuite, I'étape de
fixation de la protéine sur les billes de résine a été effectuée pendant une nuit a
+4°C au lieu 20 minutes a température ambiante, comme le recommande le
fabricant. L’His-HA-CbIn1 retenue sur les billes est ensuite éluée en tampon
imidazole puis dessalée sur colonne d’exclusion afin d’éliminer celui-ci. Enfin,
I’éluat est a nouveau concentré sur filtre 10K MWCO. A chaque étape de la
préparation, un aliquot est prélevé afin de contréler par immunodot la présence
ou I'absence d’His-HA-Cbin1.

Bao, et al. ont montré que CbIn1 est une protéine de 35 kDa, sécrétée
dans le milieu extracellulaire principalement sous la forme d’un hexameére.
Celui-ci est contitué de deux triméres formant les tétes globulaires gCiq,
reliées par un pont disulfure N-terminal. Une coupure enzymatique du domaine
N-terminal qui sépare les deux triméres est observée in vivo et in cellulo.

Toutefois, en conditions dénaturantes d’électrophorése avec SDS, les triméres
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se dissocient en dimeéres et/ou monomeres [4]. Afin de confirmer la structure
de la protéine produite, la protéine purifi€ée sous forme réduite et non réduite
est déposée sur un gel SDS-PAGE en gradient 4-12% de polyacrylamide. La
figure 11 montre la révélation de ces gels par coloration au bleu de Coomassie
(figure 11A) et par Western-Blot (figure 11B). La coloration au bleu de
Coomassie permet de mettre en évidence toutes les protéines en solution,
dont les protéines contaminantes. La BSA est le contaminant majoritaire en
culture cellulaire. Le surnageant non purifié non réduit présente une bande
majoritaire a environ 60 kDa, qui correspond a I’albumine. Cbin1 n’est pas
détectée (A3). Le surnageant purifié non réduit présente deux bandes a environ
70 kDa et 210 kDa, ce qui correspond respectivement au dimere et a
I’hexameére de CbIn1 (A1). Le surnageant purifié et partiellement réduit purifié
présente trois bandes a environ 35 kDa, 70 kDa et 170 kDa, ce qui correspond
respectivement au monomere, au dimere et a un dimere de diméres de Cbin1

(A2). L'albumine n’est pas détectée dans ces deux échantillons. L'étape de
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Figure 11 : Electrophorése des protéines. (A) Coloration au bleu de Coomassie d’un gel SDS-PAGE en
gradient 4-12% : 1, His-HA-Cbln1 purifiée non réduite; 2, His-HA-Cbln1 purifiée partiellement réduite au
[-mercaptoéthanol; 3, surnageant de transfection d’His-HA-CbInl non purifié, non réduit. (B) Western-
Blot anti-HA d’un gel SDS-PAGE 10% : 1, His-HA-CbIn1 purifiée réduite totalement au dithiothréitol
puis alkylée au iodoacétamide; 2, His-HA-Cbln1 purifiée, non réduite.

Les fleches indiquent le monomere, le dimeére, le dimere de dimeres et le dimere de trimeres de Cblnl.
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purification a donc permis de I'éliminer. Le Western-Blot confirme la spécificité
des bandes observées dans le gel coloré au bleu de Coomassie. Le
surnageant purifié non réduit présente principalement un signal a environ 210
kDa qui correspond a la structure hexamérique. Une bande immunoréactive
mineure d’environ 110 kDa est en accord avec I'observation de Bao, et al. d’un
trimere de Cbin1 (B2). La protéine purifiée, réduite et alkylée (pour empécher la
reformation des ponts disulfures) présente un seul signal a environ 40 kDa qui
correspond au monomere de Cbin1.

La figure 12 montre
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Figure 12 : Spectre UV de I’'His-HA-CbInl purifiée (bleu), en
regard du spectre UV du tampon HEPES 10 mM dans laquelle
est préparée la protéine (rouge). objectivée par la coloration

[’absence d’albumine,

au bleu de Coomassie
permettent de quantifier I’His-HA-CbIn1 a I'aide de son coefficient
d’absorption molaire.

Les améliorations de la méthode de production d’His-HA-CbIn1 ont
permis d’obtenir jusqu’a 500 pg d’His-HA-CbIn1 purifiée a partir de 30 mL de
surnageants de culture CD 293. La protéine a le poids moléculaire attendu, se
présente bien sous sa forme native hexamérique. Nous pouvons donc

supposer fortement qu’elle pourra interagir avec ses partenaires.

2. L’His-HA-CbIn1 interagit avec la PrP immobilisée
Blanquet-Grossard, et al. ont montré que PrP subit des modifications

conformationnelles lors de son immobilisation sur un support solide. Cette

transformation serait similaire a la conversion PrPC - PrPSc, et serait nécessaire

a l'interaction C1g/PrP [6, 20]. Dans cet esprit, et afin d’évaluer I'interaction
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entre CbIn1 et PrP, j’ai tout d’abord réalisé des ELISA ou PrP a été immobilisée
sur la plaque a 10 pg/mL.

L'His-HA-CbIn1 purifiée a 145 pg/mL est ajoutée a différentes dilutions :
1/25eme {/508me  1/100°™me et 1/200°me. La fixation de I’His-HA-Cbin1 est
amplifiée par un anticorps anti-HA et révélée avec un anticorps secondaire
anti-lgG de rat, couplé a la peroxydase. La figure 13a montre que I'His-HA-
Cbin1 fixe PrP de fagcon dose-dépendante. Le témoin négatif de cet ELISA est
un surnageant de cellules non transfectées concentré sur filtre Ultra 10K
MWCO. Celui-ci ne fixe pas la PrP immobilisée. Ces résultats suggerent que
CblIn1 fixe spécifiquement PrP lorsque celle-ci est immobilisée sur une plaque.

Afin de confirmer ces résultats, nous avons effectué des essais de SPR.
La PrP recombinante est immobilisée sur une puce CM4 (BiaCore) puis I'His-
HA-CbIn1 purifiée est injectée sur la PrP immobilisée a concentrations

décroissantes (50, 25, 10 et 5 nM). La figure 13b montre les courbes

Figure 13 :
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d’association/dissociation de I’His-HA-CbIn1 sur PrP. Cet essai confirme
I'interaction dose-dépendante de I'His-HA-CbIn1 avec la PrP immobilisée.
Tandis que I'association parait rapide, la dissociation est plus lente.

Cela suggere une interaction forte entre les deux protéines. Les
cinétiques d’absorption et de dissociation des deux protéines présentent deux
phases distinctes, ce qui suggere un mécanisme d’avidité. Par conséquent, les
cinétiques observées s’accordent difficilement aux modeles mathématiques
classiquement utilisés pour interpréter les courbes de SPR, tel que le modele
d’absorption de Langmuir. Ainsi, il ne nous a pas été possible de calculer la
constante d’équilibre de I'interaction PrP/Cbln1.

Au total, ces résultats d’ELISA et de SPR suggeérent que I’His-HA-Cblin1
interagit de maniére spécifique et dose-dépendante avec la PrP recombinante

immobilisée sur un support solide.

3. Les oligomeéres Il de PrP interagissent avec I’His-HA-Cbin1

immobilisée

Une transconformation «PrPSc-like» de la PrP recombinante peut étre
réalisée sous différentes conditions de sels, d’agents chaotropiques ou de
température. Elle permet I’agrégation des monomeéres de PrP en différents
types d’oligomeres «Sc-like», qui se distinguent par leur taille. Notre laboratoire
a mis en place une procédure d’oligomérisation de PrP, incubé pendant 18h a
40°C en présence de 100 mM de NaCl. Lorsque I'oligomérisation est réalisée a
pH 3,5, la séparation par SEC met en évidence deux espéces oligomériques
différentes (oligomeéeres | et oligomeres |l) et est nécessaire a I'étude
différentielle de celles-ci. Ici, nous évaluons I'oligomérisation de PrP sous des
conditions trés similaires, mais a pH 3. La séparation par chromatographie
d’exclusion de taille montre que cette méthode permet d’obtenir presque
exclusivement des oligomeres |l solubles de PrP (figure 14). Ces derniers sont

donc utilisables directement, sans étape de séparation.

Nous avons montré que C1q interagit préférentiellement avec les
oligomeres Il solubles de PrP, composés de 8 a 15 sous-unités monomériques
de PrP. C1q ne réagit pas avec les monomeres solubles de PrP [20, 21]. Ces

résultats sont particulierement intéressants, en regard de la pathogénicité de
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Figure 14 : Analyse comparée par chromatographie d’exclusion des monomeres de PrP et des produits
d'agrégation de PrP apres 18 heures d’incubation a 40°C, en présence de NaCl 100 mM a pH 3.5 et pH
3,0.1, Oligomeres I ; 11, Oligomeres 11 ; M, Monomeres.

PrPSc, liée aux petits oligomeéres, et non aux monomeéres, ni aux agrégats
d’ordre supérieur. Au vu des résultats obtenus avec CbIin1 en ELISA et SPR, il
est intéressant de savoir, si comme C1q, CbIn1 interagit spécifiquement avec
les oligomeres solubles de PrP.

Dans un premier temps, afin de montrer la fixation des oligomeres Il
solubles de PrP sur la Cbin1, jai réalisé des ELISA ou I'His-HA-CbIn1 est
immobilisée sur la plaque a différentes concentrations de 0 a 10 pg/mL. Les
monomeres et les oligoméres Il solubles sont ensuite déposés dans les puits a
2 pg/mL. Comme le montre la figure 15a, les monomeéres de PrP ne fixe pas
I’His-HA-CbIn1 dans toute cette gamme de concentration. D’autre part, la
fixation des oligoméres Il solubles de PrP sur I’His-HA-CbIln1 augmente avec la
concentration d’His-HA-CbIn1 utilisée pour I'immobilisation sur la plaque. A
partir de 5 pg/mL, la fixation semble atteindre un plateau qui suggere la
saturation du phénomeéne de fixation.

Dans un deuxieme temps, la concentration d’His-HA-CbIn1 immobilisée
sur la plaque est fixée a 5 yg/mL. Les essais de fixation sont alors effectués
avec des monomeéres ou des oligomeres Il solubles de PrP a des
concentrations variant de 0 a 5 pyg/mL. La figure 15b permet de confirmer que

la PrP soluble monomérique ne fixe pas I’His-HA-CbIn1 dans toute cette
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gamme de concentration. En revanche, les oligomeres Il solubles de PrP fixent
I’His-HA-CbIn1 de maniere dose-dépendante.

L'ensemble de ces résultats montre I'interaction spécifique de I’'His-HA-
CbIn1 avec les oligomeres Il de PrP en milieu solide. Nous avons donc voulu

mettre en évidence cette interaction en solution.

Influence de la concentration de Cbin1 immobilisée Influence de la concentration de PrP soluble

(PrP soluble a 2 ug/mL) (Cbin1 immobilisée a 5 pg/mL)
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Figure 15 : Etude de la fixation des oligomeres II de PrP sur I’His-HA-CbInl immobilisée par ELISA. (a)
Concentrations croissantes d’His-HA-Cblnl immobilisée sur a plaque ELISA (de 0 a 10 yg/mL). Le monomere
ou I’oligomere II de PrP est ajouté a 2 pg/mL. Cette figure est représentative de plusieurs essais indépendants.
(b) L’His-HA-CbIn1 est immobilisée sur une plaque 96 puits a 5 yg/mL. Le monomere ou les oligomeres II de
PrP sont ajoutés a des concentrations croissantes de 0 a 5 yg/mL. Les barres d’erreur représentent trois écarts-
types au dessus et en dessous de la moyenne d’une analyse réalisée en triplicat.
4. Cbin1 influence I'oligomérisation de PrP
L'oligomérisation de PrP recombinante a été réalisée en présence ou
non d’His-HA-CbIn1 afin d’analyser I'influence de celle-ci sur I’agrégation de
PrP. Les monomeéres de PrP recombinante (200 uM final) sont incubés dans un
tampon acétate de sodium pH 3, en présence de 100 mM de NaCl, pendant 18
heures a 40°C, avec ou sans His-HA-CbIn1 (0,7 uM final). La figure 16 montre
les profils de séparation par chromatographie d’exclusion des différentes
espéeces présentes apres une incubation de 18 heures a 40°C. En I’absence de
NaCl, les monomeres de PrP ne s’agregent pas et sont tous élués autour de la
48°me minute d’élution. En revanche, lorsque PrP est incubée en présence de
NaCl 100 mM a pH 3, elle s’agrege en oligomeres solubles de type Il (12 sous-
unités de PrP). Le profil de séparation de ce mélange montre une diminution
drastiqgue du pic de monomeéres, et I'apparition d’un pic de B-oligoméres I,

élué autour de la 36°™ minute. Le profil d’élution du mélange His-HA-Cblin1/
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Figure 16 : Analyse par chromatographie d’exclusion des produits d'agrégation de PrP a pH 3 apres 18
heures d’incubation a 40°C, avec ou sans NaCl et His-HA-Cblnl. En présence de NaCl, PrP s’agrége en
oligomeres II. L’agrégation de PrP en présence de NaCl et de Cblnl entraine également la formation

d’oligomeres II mais aussi celle d’especes de plus haut poids moléculaire, éluées plus rapidement.
I1, Oligoméres II ; M, Monomeéres.

PrP aprés 18 heures d’incubation dans les mémes conditions est sensiblement
différent. Le pic correspondant aux oligomeres Il est considérablement réduit.
De plus, un large pic élué plus rapidement apparait autour de la 28°™ minute. Il
correspond a la formation d’'une espéece oligomérique de plus haut poids
moléculaire. Celle-ci semble avoir un poids moléculaire de I'ordre de celui des
oligomeres I’ de PrP, identifiés par Erlich, et al. [21], mais pourrait aussi
correspondre a un complexe CbIn1/PrP. Une petite proportion d’especes de
plus haut poids moléculaire est détectée dans le volume mort (temps d’élution
de 25 minutes). Ces données montrent que Cbin1 influence fortement
I’'oligomérisation de PrP. Cependant, la nature de cette interaction reste a
préciser.

Pour aborder cette question, nous avons cherché a savoir sous quel pic
se trouve I'His-HA-CbIn1. Des fractions d’élution sont collectées en sortie de
colonne de chromatographie. Leur absorbance est mesurée a 280 nm. Seule

’'absorbance de PrP est observable car la contribution de CbIn1 dans
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I’absorbance est négligeable vis-a-vis de celle de la PrP. En effet, I'His-HA-
CbIn1 a un coefficient d’absorption trois fois plus faible que celui de la PrP et
elle est présente en solution a une concentration plus faible que la PrP. Les
fractions d’élution sont soumises a une quantification par immunodot de I'His-
HA-CbIn1 en utilisant un anticorps monoclonal anti-HA (figure 17). L’His-HA-
CblIn1 est retrouvée de la fraction 23 a la fraction 41. Le profil de 'immunodot
indique que Cbin1 est éluée principalement sous forme de deux pics
successifs. Le premier pic d’His-HA-CbIn1 est élué autour de la 27°™¢ minute,
soit environ 1 minute avant le pic d’absorbance. Cela pourrait s’expliquer par la
fixation des oligoméres de PrP a un ou plusieurs hexameres de Cbin1, étant
entendu que les complexes les plus volumineux sont élués les premiers. Le
deuxiéme pic d’His-HA-CbIn1 est élué autour de la 34°™¢ minute. Enfin, Cbin1
est détectée en plus faible quantité, jusqu’a la 41°™¢ minute. Cela pourrait

correspondre a I’élution de Cbin1 libre, non complexée.
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Figure 17 : Profil chromatographique du produit d’agrégation de PrP en présence de Cblnl. Lors de la
chromatographie d’exclusion du mélange d’agrégation His-HA-CbIn1/PrP, 29 fractions de 500 pL sont
collectées en sortie de chaine, a partir de la 21¢me minute. [.’absorbance est mesurée a 280 nm (courbe). La
présence d’His-HA-CbInl dans chaque fraction est quantifiée par immunodot en utilisant un anticorps
monoclonal anti-HA (histogramme, exprimé en pourcentage de Cblnl totale).
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Les observations précédentes montrent que I’His-HA-CbIn1 modifie
I’oligomérisation de PrP recombinante. Une forme oligomérique de PrP est
complexée avec CbIn1, mais la nature de I'oligomere présent dans ce

complexe reste a déterminer.
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Malgré des avancées significatives dans la compréhension de la
biologie de la protéine PrPC, il reste beaucoup a savoir quant a I'origine des
symptdémes observés au cours des maladies a prion. A cette fin, il est
important d’explorer les partenaires d’interaction du prion.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a la fixation de PrPSc a
CbIn1, une protéine de la famille C1q, qui est exprimée et sécrétée
spécifiquement par les cellules granulaires du cervelet. Cbin1 est impliquée
dans la formation, la maintenance et la plasticité des synapses entre ces
cellules et les cellules de Purkinje [39]. Par ailleurs, les souris dont le géne
codant pour Cbin1 est invalidé développent une ataxie cérébelleuse qui est
également observée chez les souris atteintes d’EST. Nous faisons I’hypothese
gue Cbin1 et PrPC pourraient étre impliquées dans une voie de signalisation
commune qui est perturbée lors de I'accumulation de PrPSe, Cette perturbation
serait liée a I'interaction de Cbin1 avec PrPS°, qui conduirait a la perte de
fonction de Cbin1.

Cette étude a nécessité la mise au point d’un processus de production
de la protéine recombinante Cbin1. Trois arguments ont justifié le choix de la
transfection de la lignée cellulaire HEK 293, qui dérive de cellules
embryonnaires de rein humain. D’abord, la lignée HEK 293 est d’entretien facile
car elle est semi-adhérente et a un cycle de croissance rapide. Ensuite, ces
cellules sont reconnues comme étant un véhicule de choix pour la production
de protéines recombinantes eucaryotes correctement repliées et glycosylées
[62]. Enfin, nos collegues japonais, qui nous ont fourni le plasmide His-HA-
CbIn1, ont validé ce processus dans leur laboratoire [39].

La procédure de purification de Cbin1 a partir de surnageants de
transfection a été décrite par lto-Ishida, et al. [39]. Nous avons d{ I'adapter afin
d’obtenir une protéine pure et aussi concentrée que possible. Apres quelques
essais préliminaires, nous avons défini un protocole composé de quatre étapes
consécutives : concentration des surnageants par ultrafiltration, purification par
chromatographie d’affinité au cobalt, dessalage par filtration sur gel, et

nouvelle concentration par ultrafiltration.
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Nous avons vérifié la taille et la structure quaternaire de la CbIn1 purifiée
en gel SDS-PAGE. En condition réductrice, le monomeére de CbIn1 migre a
environ 35 kDa (monomere) alors qu’en condition non réductrice, Cbin1 se
présente sous la forme de dimeres (~ 70 kDa), et d’hexaméres (~ 210 kDa).
Ces résultats sont en accord avec les données publiées par Bao, et al., qui ont
montré que Cbin1 est sécrétée sous la forme d’un dimére de trimeres [4]

Il serait nécessaire de vérifier la structure secondaire de la protéine que
nous avons purifié par dichroisme secondaire, une méthode spectroscopique
permettant d’évaluer la richesse d’une protéine en hélices « et en feuillets B.
Ceci n'a pas été possible pour deux raisons. D’abord, la méthode de
production et de purification de Cbin1 ne permet pas d’obtenir une quantité
suffisante pour une analyse de ce type. Ensuite, le tampon HEPES dans lequel
la protéine est préparée et conservée absorbe considérablement dans I'UV
lointain, ce qui entraine un bruit de fond trop important. Toutefois, nous
observons que la protéine sécrétée dans le milieu est purifiée par la suite sous

forme d’hexameres. Elle est donc vraisemblablement correctement repliée.

Afin d’étudier l'interaction entre PrP et CbIn1, nous avons d’abord
montré par ELISA que les hexameres solubles de Cbin1 fixent la PrP
immobilisée de maniere dose-dépendante. Cette interaction atteint un plateau,
ce qui indique une interaction saturable. La spécificité de cette interaction doit
encore étre confirmée par des expériences de compétition entre Cbin1 et un
anticorps anti-PrP.

L’analyse des courbes de SPR confirme cette interaction dose
dépendante et suggere une affinité de la fixation de Cbin1 sur la PrP modifiée
de I'ordre du nanomolaire. Le calcul de la constante d’équilibre Kp n’a pas été
possible par le logiciel BiaEvaluation. En effet, la différence de salinité entre la
solution protéique et le tampon de course BiaCore entraine de fortes variations
du signal a chaque changement de tampon, ce qui empéche la modélisation
mathématique satisfaisante des courbes. En outre, les courbes de SPR
montrent une dissociation trés lente, ce qui évoque un phénomene d’avidité
difficilement modélisable.

Blanquet-Grossard, et al. ont montré que PrP subit un changement

conformationnel lors de son immobilisation sur plaque ELISA ou sur puce de
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détection de SPR : elle acquiert une conformation «Sc-like», similaire a celle de

PrPSe, Cbin1 fixe donc, comme C1q, une forme modifiée de PrP.

PrPSc est une forme modifiée de PrPC, qui a tendance a s’agréger.
Comme PrPS¢, les oligoméres de PrP recombinante sont riches en feuillets B et
sont partiellement résistants a la protéolyse. Nous avons donc cherché a savoir
si les oligoméres solubles de PrP fixent CbIin1, en comparaison avec les
monomeres. Nous avons alors montré par la méthode ELISA que les
oligomeres Il solubles de PrP se fixent de maniere dose-dépendante a I'His-
HA-CbIn1 immobilisée, alors que les monomeéres ne la fixent pas.

L’interaction entre la CbIin1 immobilisée et les oligomeres de PrP n’a pas
pu étre mise en évidence par résonance plasmonique de surface. En effet, les
oligomeres de PrP peuvent se fixer de fagcon non spécifique sur de nombreux

supports, ce qui rend difficile 'obtention d’un témoin négatif.

Curieusement, le cuivre s’est révélé indispensable dans nos essais de
résonance plasmonique de surface avec immobilisation de PrP, alors que les
conditions expérimentales d’ELISA n’ont pas nécessité I'ajout de cuivre. Ce
paradoxe pourrait s’expliquer par I'utilisation de Sérum Albumine Bovine (SAB)
au cours des ELISA. La SAB, qui possede plusieurs sites de fixation du cuivre
d’affinité variables [71], fournirait une quantité de cuivre suffisante pour la

fixation de CbIn1 sur PrP immobilisée.

Ensuite, nous avons cherché a observer l'influence de Cbin1 sur le
processus d’agrégation de PrP par chromatographie d’exclusion de taille. Le
profil d’élution du mélange d'agrégation CbIn1/PrP montre des différences
significatives avec les produits d’agrégation de la PrP seule. Le pic
d’oligomeéres |l est sensiblement diminué et il se forme un large pic qui
correspond a une nouvelle espece d’oligoméres, de plus haut poids
moléculaire. Ainsi, Cbin1 modifie radicalement I’oligomérisation de PrP.

Afin de vérifier que CbIn1 se complexe a PrP au cours de son
oligomérisation, nous avons analysé par immunodot les fractions éluées en
chromatographie. Le profil d’élution de CbIn1 montre que celle-ci est éluée en

deux temps. CbIn1 peut étre éluée sous forme libre mais elle est aussi
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retrouvée sous le pic de protéines de haut poids moléculaire, ce qui suggeére la
complexation de CbIn1 a des oligoméres de PrP.

Il reste a déterminer la structure de ces complexes ou encore le ratio
CblIn1/oligomeres. La microscopie électronique pourrait nous en donner un
apercu et confirmer si, comme pour C1q, la fixation des oligoméres de PrP sur
CbIn1 se fait au niveau des tétes globulaires. D’autre part, 'étude de la
cinétique d’agrégation de PrP par le suivi de la fluorescence de la thioflavine T
pourrait mettre en évidence le type d’influence de Cbin1 sur I'oligomérisation
de PrP. La thioflavine T est un marqueur dont la fluorescence augmente lors de

sa fixation a des structures riches en feuillets B, telles que la PrP oligomérisée.

En conclusion, nous avons mis en évidence I'interaction de Cbin1 avec
les oligomeéres de PrP, qui représentent notre modéle in vitro de PrPSc. En
revanche, les conséquences fonctionnelles de cette interaction restent
inconnues. Par exemple, notre laboratoire a montré que C1q inhibe la
cytotoxicité intrinseque des oligomeéres Il solubles de PrP en culture cellulaire.
Il serait intéressant de déterminer si le méme phénomene peut étre observé
avec Cbin1.

D’autre part, Matsuda, et al. ont montré que Cbin1 est un ligand du
récepteur orphelin GluD2 [46]. La fixation de CbIn1 aux oligoméres de PrPSc
pourrait la détourner de sa fonction dans cette voie de signalisation cellulaire.
Nous pourrions aborder cette question en comparant la fixation de CbIn1 sur
GluD2 en présence ou non d’oligomeres |l solubles de PrP recombinante.

De nombreuses molécules chimiques sont connues pour avoir la
propriété de réduire la charge en PrPSc in cellulo. Certaines d’entre elles
actuellement sont testées en thérapeutique ou I'ont été. Une étude récente a
montré qu’aucune de ces molécules n’interagit directement avec PrPC. Cela
tend a indiquer que ces molécules «anti-prion» agissent indirectement via des
cibles cellulaires non-PrP [52]. Linteraction que nous avons montrée nous
ameéne a proposer que CbIn1 est une de ces cibles. Nous pouvons imaginer
que la fixation d’une de ces molécules a CbIn1 pourrait inhiber sa
séquestration par les oligomeres de PrP, sans toutefois la détourner de sa

fonction biologique. Ces observations participeraient a la compréhension
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d’'une partie des mécanismes mis en jeu dans le traitement des EST et a
I’optimisation des thérapeutiques anti-prion.

Enfin, Cbin1 appartient au groupe des protéines Cbin, dont quatre
membres ont été décrits a ce jour. Tout comme Cbin1, CbIn3 est exprimée
dans le cervelet. CbIn1 est indispensable a la sécrétion de CbIn3 sous la forme
d’un dimere d’hétérotriméres CbIn1/CbIn3. |l est envisageable que cet
hexameére hétérogéne se comporte differemment du dimere de triméres de

CblIn1 vis-a-vis de ses partenaires.

En conclusion, la mise au point de la production de Cbin1 au laboratoire
a permis d’obtenir un faisceau d’observations qui suggére la complexation
d’oligomeres de PrP avec Cbin1. La colocalisation de ces deux protéines dans
les synapses entre les cellules granulaires et les cellules de Purkinje du cervelet
permet de penser que cette interaction est relevante d’un point de vue
physiopathologique. Ces résultats préliminaires confortent les données
obtenues par Erlich, et al. et tendent a confirmer notre hypothese selon
laquelle d’autres protéines de la famille C1q pourraient jouer un réle dans les

mécanismes physiopathologiques des maladies a prion.
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TITRE :
Etude de l'interaction de la protéine prion avec Cbin1, une protéine de la
famille C1q

RESUME :

Les Encéphalopathies Spongiformes Transmissibles (EST) sont des
maladies neurodégénératives fatales. Elles sont caractérisées par
’accumulation dans le systeme nerveux central de prion, c’est-a-dire de la
protéine PrPSc (Scrapie, la tremblante du mouton), isoforme anormale de la
PrP¢ (Cellulaire). Cette accumulation est initiée par la formation d’oligomeres
solubles de PrPSc, associés a l'infectivité et a la neurotoxicité du prion. A ce
jour, il n’existe aucun moyen d’établir un diagnostic de certitude d’EST avant le
déces des patients, ni aucun traitement efficace validé.

C1qg, la molécule de reconnaissance de la voie classique du
complément, interagit spécifiguement avec les oligoméres de PrPSc¢ via ses
tétes globulaires. C1q appartient a la famille C1q. Les protéines de cette
famille sont caractérisées par un domaine globulaire carboxy-terminal trés
conservé, qui est responsable de leurs propriétés de reconnaissance. Nous
nous sommes intéressés a CbIn1, une protéine de cette famille, qui est
présente, comme PrP, dans les cellules granulaires et de Purkinje du cervelet.
Pour la premiere fois, nous avons montré que Cbin1, purifiée a partir d’extrait
de culture cellulaire, interagit de facon dose-dépendante avec la PrP
recombinante. Cette fixation est mise en évidence avec les oligomeres
solubles de PrP (8 a 15 sous-unités) alors que nous ne I’observons pas avec la
protéine monomérique. Nous avons ensuite démontré que Cbin1 influence
I’étape d’oligomérisation de PrP. Ces résultats suggerent que la fixation des
oligomeres solubles de PrP par CbiIn1 pourrait jouer un réle dans la
physiopathologie des maladies a prion.
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