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Abbréviations

Ac: Anticorps

AD: Alzheimer’s Disease (maladie d’Alzheimer)

APP: Amyloid precursor protein (précurseur de la protéine amyloïde)

Asn: Asparagine

ATNC : Agent transmissible non conventionnel

Bn : Benzylamide

ChPF: Chondroitin polymerization factor (facteur de polymérisation de la chondroïtine)

Chst8 : Carbohydrate sulfotransférase-8

CDG : Congenital disorder of glycosylation (maladie congénitale de la glycosylation)

CM: Carboxyméthyl

CsGalNAcT-I et II : Chondroïtin Sulfate N-Acétylgalactosaminyltransférases-I et II

CsGlcAT : Chondroïtin sulfate glucuronic acid transferase

CS : Chondroïtine sulfate

CSPG : Chondroïtine sulfate protéoglycanne

CSS : Chondroitin sulfate synthase

Cu : Cuivre

DC : Dichroïsme circulaire

DS500 : Dextran sulfate 500

DTT : Dithiothreitol

DMMB : 1,9-Diméthylméthylène Blue (bleu de 1,9-diméthylméthylène)

DNA : Desoxyribonucleic acid (acide désoxyribonucléique)

DNTP : Désoxyribonucléotides triphosphate

DRG : Ganglion dorsal

EEG : Electroencéphalogramme

ERAD : Endoplasmic reticulum associated degradation (dégradation associée au réticulum

endoplasmique)

ESB : Encéphalopathie Spongiforme Bovine

ESST : Encéphalopathies Spongiformes Subaiguës Transmissibles

FCS : Fetal Calf Serum (Sérum de veau foetal)

FDC: Cellules folliculaires dendritiques

GAG : Glycosaminoglycanne

GalNAc-4-ST1: N-acetylgalactosamine sulfotransférase1
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GalT-I: Galactosaminyltransférase-I

GalT-II: Galactosaminyltransférase-II

GlcAT-I: Glucuronic Acid  transférase-I (Acide glucuronique transférase 1)

GlcNAc: N-acétylglucosamine

GalNAc: N-acétylgalactosamine

GPI: Glycosylphosphatidylinositol

Gy: Gray

HM : Héparane mimétique

HME: Hereditary multiple exostosis (exostose multiple héréditaire)

HPA23 : Hétéropolyanion 23

HS : Héparane sulfate

HSPG : Heparan sulfate protéoglycanne

IDX: 4’-iodo-4’-deoxy-doxorubicine

i.c.: Intracérébral

IFF: Insomnie fatale familiale

i.p. : Intrapéritonéal

IR : Insulin receptor (récepteur à l’insuline)

LRP: Laminin receptor precursor (précurseur du récepteur à la laminine)

LR : laminin receptor (récepteur à la laminine)

MCJ : Maladie de Creutzfeldt-Jakob

Mn : Manganèse

N-CAM : Neuronal Cell Adhesion Molecule

PAPS : 3’-phosphoadénosine-5’-phosphosulfate

PAMAM : Polyamidoamide

PBS : Phosphate buffer saline (tampon salin phosphate)

PEI : Polyéthylène imine

PCR : Polymerase chain reaction (réaction de polymérisation en chaîne)

PDI : Protein disulfide isomérase

PK : Protéinase K

PMCA : Protein misfolding cyclic amplification (amplification cyclique de

transconformation protéique)

Prnp : Gène de la PrP

Prion : Proteinaceous infectious particule

PrPc ou PrPsen: Protéine prion cellulaire normale sensible aux protéases
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PrPres : Protéine prion pathologique résistante aux protéases

PrPSc : Protéine prion scrapie résistante aux protéases et infectieuse

PrnP0/0 : Souris dont le gène Prnp a été invalidé

PrnP -/- : Souris dont le gène Prnp a été invalidé

RE : Réticulum endoplasmique

RGTA : Regenerating Agent (Agent de régénération)

RNA : Ribonucleic acid  (Acide ribonucléique)

SAF : Scrapie Amyloid Fibril (PrPres purifiée)

SDS : Sodium dodécyl sulfate

SDS PAGE : SDS-polyacrylamide gel

SGSS : Syndrôme de Gerstmann –Sträussler-Sheinker

Sinc: Scrapie incubation period (gène impliqué dans la période d’incubation de la tremblante)

SNC : Système nerveux central

SNP : Système nerveux périphérique

SOD : Superoxyde dismutase

SRE : Système réticulo-endothélial

STE : Stop transfert effector (séquence d’arrêt de transfert)

XT-I et II : Xylosyltransférases-I et II

vMCJ : Variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob

Zn : Zinc
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Les encéphalopathies subaiguës spongiformes transmissibles (ESST), plus communément

appelées maladies à prions, sont des maladies neurodégénératives qui touchent à la fois

l’homme et l’animal et dont l’issue est, à ce jour, toujours fatale. Ces maladies ont un

déterminisme qui peut être sporadique, infectieux ou génétique et sont transmissibles.

Elles sont induites par des agents infectieux, agents transmissibles non conventionnels

(ATNC). Le caractère insolite de ces maladies dont la période d’incubation asymptomatique

est la plus longue connue en pathologie humaine est justifié par les propriétés exceptionnelles

des agents dont elles sont à l’origine. En plus de leur extrême résistance aux procédés

classiques d’inactivation des micro-organismes, de l’absence de toute réaction immunitaire

spécifique, la composition chimique de ces agents oriente les hypothèses vers une nature

exclusivement protéique actuellement la plus communément admise. Il s’agirait donc d’une

protéine infectieuse (prion) sans particule nucléique, s’accumulant sous une forme

anormalement conformée à l’origine du caractère pathogène de l’agent. Cette hypothèse, tout

à fait révolutionnaire, excluant tout élément d’origine génétique, constitue un véritable

bouleversement des dogmes de la biologie actuelle.

Si, à l’heure actuelle, il n’existe aucun argument épidémiologique pour affirmer que l’agent

de la tremblante du mouton, qui est une maladie connue depuis plus de deux cents ans, est

pathogène pour l’homme, toutes les études effectuées sur la variante de la maladie de

Creutzfeldt-Jakob (vMCJ) apparue en 1996, tendent à montrer qu’elle est le résultat de la

contamination de l’homme, probablement par voie alimentaire, par l’agent de

l’encéphalopathie spongiforme bovine (ESB). L’hypothèse selon laquelle plus d’un million de

carcasses de bovins atteints d’ESB seraient passées dans la chaîne alimentaire humaine

soulève alors un nouveau problème de santé publique s’ajoutant au risque iatrogénique en

pathologie humaine causé par la contamination par des hormones de croissance humaines

extractives infectées et les opérations neurochirurgicales. L’inquiétude suscitée par cette

nouvelle épidémie est d’autant plus accrue par l’absence de tout traitement efficace des ESST.

A l’heure actuelle, seule une molécule anciennement utilisée pour le traitement du paludisme,

la quinacrine, ainsi que le pentosan polysulfate ont fait l’objet de traitements compassionnels

pour les patients atteints de la maladie de Creutzfeldt-Jakob entraînant des résultats plus ou

moins encourageants, ceci probablement en raison de l’état avancé de la maladie au moment

du traitement et de nos connaissances encore émergentes sur ces agents infectieux. L’étiologie

encore inconnue des ESST est un obstacle à l’étude des mécanismes physiopathologiques

sous-jacents, préalable indispensable à la mise en place de diagnostics et de traitements

précoces. Dès lors, les données actuelles encore partielles sur la physiopathologie de ces

affections ne permettent pas la mise en œuvre d’approches expérimentales précises pour la
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recherche de nouvelles thérapeutiques. C’est ce qui explique la variété des classes

thérapeutiques testées. Par ailleurs, le caractère subaigu de ces maladies qui, après inoculation

à l’animal, évoluent de trois mois à plusieurs années alourdit considérablement les

expérimentations in vivo.

La difficulté concernant la mise au point d’un traitement efficace contre ces affections conduit

donc la communauté scientifique à développer de nouvelles voies de recherche.  L’explosion

de la transcriptomique et de la protéomique pourrait peut-être apporter des éléments de

réponse importants quant à la nature de l’agent lui-même ou d’éventuels partenaires et

marqueurs de l’infection.

Ce travail s’inscrit donc dans le développement de stratégies expérimentales alternatives et

complémentaires permettant de sélectionner des molécules efficaces et de mieux comprendre

les mécanismes moléculaires sous-tendant ces maladies. Cette étude a porté d’une part sur

l’évaluation in vitro et in in vivo de l’efficacité de diverses molécules anciennement et

nouvellement développées, et d’autre part, sur l’impact de la présence de l’agent infectieux

sur la transcription de nombreux gènes liés à la glycosylation, afin d’apporter des données

supplémentaires sur d’éventuelles nouvelles cibles moléculaires, ainsi que sur les mécanismes

moléculaires intervenant dans les processus d’infection.
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I-GENERALITES

Les encéphalopathies spongiformes subaiguës transmissibles regroupent principalement chez

l’homme, la maladie de Creutzfeldt-Jakob et chez l’animal, la tremblante du mouton et

l’encéphalopathie spongiforme bovine (ESB), plus communément appelée maladie de la

vache folle (voir Etat de l’art IV).

Toutes ces maladies présentent des caractéristiques communes :

- Elles affichent une période d’incubation asymptomatique longue pouvant atteindre

jusqu’à 40 ans, alors que la phase clinique, qui évolue selon un mode subaigu, est

relativement courte (quelques semaines à quelques mois).

- La maladie est progressive, irréversible et toujours fatale.

- L’examen clinique traduit exclusivement la dégénérescence du système nerveux

central (SNC) : ataxie cérébelleuse (incoordination motrice et instabilité posturale),

tremblements et chez l’homme, myoclonies et démence.

- A l’examen histopathologique post-mortem, des lésions confinées au système

nerveux central sont mises en évidence. Elles se caractérisent par la formation de

vacuoles de spongiose au niveau des corps cellulaires, des prolongements axonaux

et des dendrites neuronaux [147] et d’une perte neuronale et une gliose astrocytaire

[100]. Pour certaines ESST, des plaques amyloïdes constituées de dépôts

protéiques amorphes sont parfois observées.

- Malgré la description ces dernières années de l’intervention des cellules du

système lymphoréticulaire dans la propagation de l’agent infectieux, aucune

réponse immunitaire spécifique cellulaire ou humorale n’est identifiable chez les

sujets infectés.

- Par définition, ces maladies sont toutes transmissibles à d’autres individus au sein

d’une même espèce et pour certaines, inter-espèces. La transmissibilité dépend de
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- la sensibilité de l’hôte à l’infection, dépendant elle-même d’autres facteurs et de la

transmissibilité interspécifique dépendant de la force de la barrière d’espèce.

- Malgré la présence de titres infectieux très élevés dans le SNC, aucun agent

infectieux ni aucune structure évocatrice d’un micro-organisme n’ont pu être mis

en évidence. Les agents responsables de ces ESST sont donc appelés agents

transmissibles non conventionnels (ATNC).

- Le seul marqueur moléculaire spécifique des ESST est une forme anormale d’une

protéine de l’hôte, la PrPc qui s’accumule dans le SNC sous une forme

pathologique (PrPres ou PrPSc) proportionnellement au titre infectieux.
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II-LES AGENTS TRANSMISSIBLES NON

CONVENTIONNELS (ATNC)

Le terme « ATNC » a été donné aux agents étioligiques des ESST en raison de leurs

propriétés physicochimiques tout à fait exceptionnelles. En effet, d’une part, leur nature

exacte reste encore à élucider et d’autre part, ils sont résistants aux principaux procédés

habituellement utilisés pour inactiver les microorganismes.

II-1 Procédés d’inactivation des ATNC

II-1.1 Procédés physiques

II-1.1.1 Chaleur

Les résultats de l’inactivation par autoclavage sont variables selon les études et traduisent les

différences de résistance des ATNC selon les souches et pour une même souche, selon son

état d’agrégation, son degré de purification et les conditions exactes d’expérimentation.

La stabilité des ATNC à la chaleur (thermostabilité) est remarquable en milieu sec. Alors

qu’un traitement de 160°C pendant 1h00 est efficace contre les micro-organismes et les virus,

il se révèle inefficace contre les ATNC [91]. Il en est de même pour un traitement en  chaleur

sèche de 1h00 à 360°C [47, 49]. Une autre étude effectuée par l’équipe de Brown a même

montré que les ATNC étaient résistants à une chaleur sèche de 600°C [50]. Par ailleurs,

l’efficacité du traitement thermique diminue si la préparation a subi une fixation préalable. Si

l’on effectue un prétraitement au formol, l’autoclavage devient inefficace [48].

A l’heure actuelle, les normes anglaises recommandent un autoclavage en charge poreuse de

18 min à 134-138°C et les normes françaises au moins 18 min à au moins 134°C. Néanmoins,

compte tenu de la thermostabilité de certaines souches et de l’action inactivatrice de certains

traitements physico-chimiques, les procédures de décontamination recommandées par l’OMS

en particulier pour la décontamination des instruments chirurgicaux impliquent une
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immersion dans la soude 1N pendant 1h00 suivie d’un autoclavage en charge poreuse à 134°C

pendant 18 min [355].

II-1.1.2 Rayonnements Ultra-Violets

Les longueurs d’onde d’UV utilisées classiquement contre les micro-organismes contenant

des acides nucléiques (entre 250 et 270 nm) sont inefficaces [91]. La D37 d’irradiation (dose à

laquelle 37% de l’activité reste présente) [27, 200] est de 20 000J/m2 pour l’agent de la

tremblante 263K tandis qu’elle n’est que de 6,5 J/m2 pour  le bactériophage M13.

II-1.1.3 Radiations ionisantes

Plusieurs études ont montré que les rayonnements ionisants classiquement utilisés en

stérilisation (25 000 Grays (Gy)) étaient peu efficaces contre les ATNC [127, 201]. La dose

inactivante 37% est de 100 000Gy pour la MCJ, contre 100 Gy pour le virus Herpès et 5000

Gy pour le VIH [344].

II-1.2 Procédés chimiques

II-1.2.1 Soude (NaOH)

Seuls des pH fortement alcalins sont capables de diminuer efficacement le titre infectieux. Les

bases minérales fortes comme la soude (1N, 40g/L, pH 14), pendant 1h00 à température

ambiante, détruisent efficacement les ATNC. Cependant, certaines souches de MCJ et de

tremblante ont été décrites comme résistantes à ce traitement [359].

II-1.2.2 Hypochlorite de sodium

L’eau de Javel concentrée à 48 degrés chlorométriques (48° CHL) contenant 12,5% de chlore

actif utilisée dans les laboratoires et les hôpitaux constitue le désinfectant le plus efficace
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contre les ATNC [46, 359]. Toutefois, l’eau de Javel à 48°CHL n’est pas stable, tandis que

l’eau de Javel à 6-18°CHL est stable pendant un an. La procédure recommandée par l’OMS

est un traitement de 1h00 à 20°C avec une solution d’eau de Javel titrant à 6°CHL.

II-1.2.3 Détergents

Les détergents non ioniques sont inefficaces contre les ATNC, en dehors du dodécyl sulfate

de sodium (SDS) qui, à chaud (90°C), réduit sensiblement l’infectiosité [180].

II-1.2.4 Dérivés phénoliques

Le phénol élimine l’infectiosité associée aux protéines présentes dans la phase aqueuse lors du

protocole de purification des acides nucléiques [296]. Le dérivé phénolique LpH (Calgon

Vestal Laboratories, Saint-Louis, Mo) a montré une très bonne efficacité sur la souche 263 K

du hamster après une exposition au produit à 10% pendant 30 min ou 1% pendant 16h00

[105]. Par ailleurs, récemment, Fichet et al. ont montré que le LpH (Environ LpH, STERIS)

était efficace sur la décontamination de tiges métalliques contaminées par la souche 263K

implantées dans le cerveau de hamsters [112]. Le LpH pourrait constituer un substitut

intéressant à l’emploi de la soude et de l’eau de Javel pour la décontamination de surface.

II-1.2.5 Le peroxyde d’hydrogène

Le peroxyde d’hydrogène qui n’avait pas montré d’action majeure sur les ATNC a récemment

montré une très bonne efficacité lorqu’il était associé à un traitement enzymatique. En effet,

lorsque des tiges métalliques contaminées par la souche 263K sont traitées avec un détergent

alcalin (HAMO, STERIS) à 0,8%, 43°C, 5 min et avec du VPH (Vaporized Peroxyde

Hydogen) 1,5 mg/L, 25°C, 3 h et implantées dans un cerveau de hamster, il n’y a aucune

transmission de la maladie [112].

    II-1.2.6 Thiocyanate de guanidium

L’équipe de Manuelidis a montré que le thiocyanate de guanidium avait une certaine
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efficacité sur la diminution du titre infectieux d’homogénats de cerveau [227].

II-2 Nature des ATNC

La nature exacte des ATNC dont la taille a été estimée entre 15 et 40 nanomètres [287] est

encore inconnue. Virus, Virino, prion ? Aujourd’hui, l’hypothèse du prion semble la plus

soutenue bien que plusieurs propriétés de ces agents démentent l’existence d’un agent

purement protéique.

II-2.1 Hypothèses virales

Ce sont tout d’abord les travaux d’Alan Dickinson dans les années 1970 qui ont permis

d’ouvrir la voie sur la nature potentielle de l’agent. En effet, le travail de cette équipe sur des

souris syngéniques (qui possèdent le même patrimoine génétique) chez lesquelles il a été

possible de stabiliser différentes souches d’ATNC, lui a permis d’établir l’existence d’une

information spécifique d’une souche en raison de la caractérisation reproductible de plusieurs

souches d’ATNC chez un hôte, ce qui a conduit à émettre l’idée d’un virus responsable de ces

ESST. Cependant, malgré des titres infectieux importants, les études d’inactivation de ces

agents par l’irradiation, la chaleur et les processus chimiques rendent les conclusions

contradictoires [311]. En effet, l’hypothèse d’un virus ne peut pas être définitivement

éliminée en raison de la résistance à la chaleur de l’agent, puisque certains virus isolés de

bactéries ont été décrits comme pouvant résister à des températures de 93°C et des pH très

faibles [304]. De plus, les données concernant la présence d’un acide nucléique sont

difficilement interprétables : certains montrent la difficulté à identifier une molécule d’acide

nucléique de la taille d’un génome potentiel [179] cependant d’autres décrivent la présence

d’acides nucléiques (ADN ou ARN) de très petite taille [96, 268]. Par ailleurs, l’équipe de

Supattapone a montré que des molécules d’ARN pouvaient stimuler la conversion de la

protéine PrPc en protéine pathologique [87].

L’absence de réaction immunitaire [290] contrairement à toutes les autres infections virales

conventionnelles humaines ou animales, la longueur inhabituelle de la période d’incubation et

les propriétés exceptionnelles de ces agents ont conduit à plusieurs hypothèses :
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-     un virus lent [75].

- un rétrovirus conventionnel qui repose sur l’aptitude de certains virus neurotropes

à induire des modifications membranaires sans réponse inflammatoire [226].

- un virus amyloïdogénique contenant une information génétique propre.

L’accumulation de la PrPres sous forme amyloïde résulterait de la réplication du

virus [94].

- un virino composé d’une structure hybride contenant un petit acide nucléique

infectieux nu (qui ne coderait pour aucune protéine virale susceptible d’être

reconnue par le système immunitaire) protégé par une coque de protéines codées

par l’hôte [93]. Selon Weissman, l’ATNC serait constitué de deux parties

distinctes : une partie protéique ou apoprion (codé par le génome de l’hôte)

constituée de PrPres serait responsable des phénomènes neuropathologiques et de

la transmissibilité et une partie nucléique ou coprion serait responsable du

phénomène de souche [377]. Par ailleurs, Sommerville, qui a comparé

l’infectiosité avec les propriétés biochimiques de la PrPSc, a pu en déduire les

propriétés thermodynamiques des molécules impliquées dans la structure des

particules infectieuses. Il en a conclu que l’agent causal des ESST contenait un

composé macromoléculaire structuralement indépendant de l’hôte variant dans sa

structure covalente entre les souches et protégé par d’autres composés

macromoléculaires, ce qui est en accord avec l’hypothèse du virino [340].

II-2.2 Hypothèse protéique : le prion

II-2.2.1 Mise en évidence de l’hypothèse

L’hypothèse « purement protéique » a été pour la première fois avancée par T. Alper en 1966

suite à ses travaux montrant que les UV, qui détruisent habituellement les acides nucléiques et

donc les virus, n’avaient aucun effet sur l’agent responsable de la tremblante du mouton et

que le spectre de résistance aux rayonnements se rapprochait plus de celui des protéines que

des acides nucléiques [6]. La première proposition de ce nouveau concept de l’hypothèse de la

protéine seule est venue de Griffith en 1967 qui a suggéré que sous certaines conditions, des

protéines pouvaient s’auto-répliquer et agir comme un agent infectieux [139]. Cependant,

cette théorie était à l’encontre de tous les concepts de la biologie classique et ses résultats ont
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été ignorés jusqu’en 1982, date à laquelle Stanley B. Prusiner, a publié une étude montrant

que l’agent de la tremblante ne contenait pas d’acides nucléiques [297]. Cette étude a surtout

permis de montrer que lorsque l’on exposait un extrait de cerveau infecté à des protéases, il

était partiellement résistant. Cette remarquable découverte leur a permis d’en déduire que le

marqueur de l’infection devait être une protéine qu’ils ont appelée « prion » pour

« proteinaceous infectious particle ». La protéine infectieuse a ensuite été isolée et nommée

PrP 27-30 en raison d’un poids moléculaire de la protéine entre 27 et 30 kDa après hydrolyse

au niveau du domaine sensible à la protéinase K (PK).

En 1985, Chesebro et Oesh ont montré l’existence d’une protéine très similaire à celle du

prion chez le hamster sain et la souris saine [71, 262]. Ces travaux ont permis de montrer que

chez les animaux malades, la PrP existait à la fois sous une forme normale (PrPc pour PrP

cellulaire) et sous une forme anormale pathologique (PrPSc pour PrP scrapie, également

nommée PrPres pour PrP résistante à la dégradation par les protéases) [235].

C’est l’étude de Büeler qui a par la suite permis de contribuer à vérifier l’hypothèse de la

protéine seule. Selon lui, si la PrPSc se multiplie par transconformation de la protéine PrPc de

l’hôte, dans ce cas des organismes qui n’expriment pas la PrPc doivent être résistants à

l’infection. L’inoculation avec un homogénat extrait d’un cerveau d’une souris malade de

tremblante à des souris PrnP 0/0 qui n’expriment pas de PrPc a montré que ces souris ne

développaient pas la maladie [55]. Néanmoins, la démonstration de l’hypothèse de la protéine

seule par ces expériences de souris transgéniques n’est pas suffisante pour certains auteurs qui

postulent que la PrPc pourrait représenter le récepteur pour un virus encore non identifié

[289]. Selon eux, l’invalidation du gène PrnP pourrait plutôt conférer à la souris une

résistance antivirale.

Cependant, ces dernières années, plusieurs travaux semblent aller vers cette hypothèse. Tout

d’abord, l’infectiosité est considérablement réduite par des agents qui détruisent la structure

de la protéine tels que des anticorps anti-PrP [103, 280]. D’autre part, les études dans un

système acellulaire et par PMCA (Protein Misfolding Cyclic Amplification) ont permis de

mettre en évidence la capacité de la PrP pathologique à convertir la PrPc en PrPres de novo

[187, 319].

II-2.2.2 Limites de l’hypothèse du prion

Malgré les progrès décrits ces dernières années sur la compréhension des ESST, des

incertitudes persistent encore. En effet, les ESST apparaissent sous la forme de différentes



25

souches caractérisées par différentes périodes d’incubation, manifestations cliniques et

neuropathologiques [298]. Ce phénomène de souches serait dû à une conformation ou un état

d’agrégation différents [64, 322], mais on n’a pas encore démontré que ces différences de

conformation sont la cause de ce phénomène ou bien une simple manifestation. Par ailleurs,

bien que la quantité de PrPres semble corrélée à l’infectiosité, l’infectiosité peut se propager

sans PrPres détectable [199], et inversement, des échantillons peuvent contenir beaucoup de

PrPres sans être forcément infectieux [153].

Un argument contre l’hypothèse de la protéine seule vient du fait que les ESST, bien que

comparées aux autres amyloïdoses classiques en raison de l’accumulation d’une protéine mal

conformée, sont les seules à être transmissibles expérimentalement. Ce constat semble dès

lors indiquer que les interactions protéiques communes à toutes les amyloïdoses ne peuvent

pas expliquer à elles seules le caractère unique de transmissibilité des ESST [72] ainsi que la

grande variabilité des souches d’ATNC. Cependant, une étude a montré la transmissibilité

d’une amyloïdose selon un mécanisme ressemblant à celui du prion [216]. Si cela était

confirmé par d’autres équipes et pour d’autres amyloïdoses, il semblerait alors que

l’hypothèse de la protéine seule soit vérifiée. Ceci pourrait d’ailleurs se confirmer en raison

d’une étude récente de l’équipe de Prusiner sur de la PrP recombinante. En effet, le seul

argument qui pourrait entièrement confirmer l’hypothèse du prion viendrait de la

démonstration de la génération de novo de d’infectiosité à partir de PrPsen dans un système in

vitro acellulaire, système qui ne permettrait la réplication d’aucun virus. Bien que jusqu’à

présent toutes les études qui ont tenté cette expérience ont échoué [152], Prusiner a montré

que l’inoculation intracérébrale à des souris de PrP murine synthétique produite chez

Escherichia coli polymérisée en fibrilles amyloïdes entraînait l’apparition dans le cerveau de

PrPres et de signes neuropathologiques [205]. Si ces données sont confirmées, cela pourrait

représenter la démonstration finale que les agents étiologiques des ESST sont bien des

protéines infectieuses.
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III-LA PROTEINE PRION

III-1 La protéine PrP

C’est la purification de fractions infectieuses à partir de cerveaux de hamsters infectés qui a

permis la découverte de la protéine du prion ou PrP, protéine existant de manière naturelle

chez l’hôte (PrPc) et s’accumulant sous une forme pathologique (PrPres) au cours des ESST

[297]. Encore aujourd’hui, la PrP pathologique représente le seul marqueur moléculaire de ces

maladies.

III-1.1 Le gène codant la PrP  

Le gène codant pour la PrP joue un rôle essentiel dans les maladies à prions. Ce gène a été

décrit par l’équipe de Alan Dickinson dans les années 70 : baptisé Sinc (pour Scrapie

incubation period), il a été décrit comme le principal responsable de la susceptibilité des

animaux à l’infection. Par la suite, Oesch a isolé de façon plus précise le gène de la PrP chez

le hamster [262]. Ce sont les travaux de Westaway [384] et Moore [243] qui ont permis de

montrer que le gène Prnp et Sinc étaient identiques.

Ce gène est localisé sur le chromosome 20 chez l’homme (PRNP), le chromosome 2 chez la

souris (Prnp), le chromosome 13 chez l’ovin (Prnp) et est très conservé chez tous les

mammifères [383], ce qui suggère une fonction essentielle pour ce gène. Récemment, un

analogue conservé a été identifié en aval du gène Prnp, appelé Prnd et codant pour la protéine

Doppel (acronyme de downstream prion protein-like gene) [244].

Le gène de la PrP est constitué de 1, 2 ou 3 exons suivant les espèces : 1 pour les primates non

humains, le lapin et les oiseaux [122, 214], 2 pour l’homme (figure n°1) et le hamster [16,

208] et 3 pour la souris, le bovin et le mouton [168, 385]. Pour toutes les espèces, la phase

ouverte de lecture du gène de 759 à 792 nucléotides est contenue en totalité dans le dernier

exon qui est constitué d’environ 2000 nucléotides.
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Figure n°1 : Représentation de la structure du gène, de l’ARNm messager et des structures

primaires et secondaires de la PrP humaine (d’après Lee et al [204]).

Le gène ne possède pas de boîte TATA dans son promoteur mais des séquences riches en

répétition G/C (4 motifs répétés CCGCCC), sites de fixation du facteur Sp1 caractéristiques

des gènes de ménage. D’autres sites spécifiques pour AP-1 et AP-2 ont été identifiés [22,

223]. Cependant, il semble que d’autres séquences régulatrices restent à identifier puisque la

PrP est exprimée de façon différentielle dans certains tissus et cellules et que les facteurs de

transcription sus cités ne semblent pas impliqués dans une régulation tissu-spécifique [262].

Par ailleurs, la répression transcriptionnelle étant possible en ciblant Sp1 et l’activité du

promoteur Prnp étant hautement dépendante de la structure de la chromatine [57], ces

données indiquent que l’expression de la PrPc est régulée. De plus, la description de la

présence de deux ARNm dans certains tissus périphériques chez le mouton (rate, rein, glandes

surrénales) dont l’un résulterait d’une polyadénylation alternative [133] renforce l’idée d’une

régulation de l’expression du gène PrnP.

III-1.2 Polymorphisme et mutations

Prnp est un gène peu polymorphe. Chez l’homme, le polymorphisme le plus connu se situe au

niveau du codon 129 (méthionine ou valine) et semble associé à l’infection. En effet,

l’homozygotie pour la méthionine au codon 129 représente 83% des cas de maladie de
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Creutzfeldt-Jakob [148]. Un polymorphisme au niveau des codons 171 et 219 a également

été décrit. De plus, des mutations ponctuelles et des insertions représentées sur la figure n°2

sont directement associées aux maladies humaines familiales (MCJ familiale, SGSS ou IFF).

Figure n° 2: Position des différentes mutations et différents polymorphismes au niveau du

gène PRNP humain (d’après [82] et [372]).

La manière dont des mutations dans le gène PRNP peuvent devenir pathogènes pour l’homme

n’est pas encore résolue. Ces mutations entraîneraient une conversion spontanée de PrPc en

PrPres avec une fréquence suffisante pour causer une ESST. Néanmoins, certains auteurs

semblent plus réservés quant à cette hypothèse suggérant que ce phénomène ne peut pas être

totalement attribué à une diminution de la stabilité thermodynamique de la PrP mutée [307,

352]. Par ailleurs, d’autres études ont montré que lorsque l’on créait expérimentalement des

mutations dans le gène PRNP, cela entraînait une neurodégénérescence sans nécessairement

conduire à la présence de PrPSc [249]. Concernant le SGSS, la mutation la plus répandue est

située au niveau du codon 102 (P102L) et pour l’IFF, c’est une mutation au niveau du codon

178 associée à une homozygotie pour la méthionine au codon 129.

 Chez le mouton, le polymorphisme sur les codons 136 (Ala ou Val), 154 (Arg ou His) et 171

(Arg ou Glu) est aussi associé à une sensibilité ou une résistance plus importante.

III-1.3 Structure de la protéine PrP

Les formes pathologique et normale de la PrP possèdent la même structure primaire, mais

diffèrent par leurs structures secondaires et tertiaires.
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III-1.3.1 Structure primaire

Le gène PRNP code une protéine humaine de 254 acides aminés qui contient plusieurs

domaines (figure n°1).

La séquence complète de la structure primaire de la PrP est composée de:

- un peptide signal de 22 acides aminés qui est rapidement clivé au niveau du

réticulum endoplasmique dès le début de la traduction.

- une extrémité N-terminale (23-91) : cette région contient des répétitions

d’octapeptides et d’hexapeptides qui sont clivées lors de la digestion partielle par

la protéinase K. Elle contient aussi à ce niveau les sites de liaison au cuivre ou

pour les glycosaminoglycannes (23-35).

- la région 91-135 : elle contient entre les acides aminés 115 et 135 une région

hydrophobe très conservée entre les espèces qui comprend la séquence 110-135

correspondant au site d’insertion transmembranaire potentiel de la protéine (TM1).

Ce site est précédé d’une séquence d’arrêt de transfert STE (Stop transfert effector)

des acides aminés 104 à 112 qui permet l’arrêt de la translocation de la protéine

native dans le réticulum endoplasmique avant l’insertion dans la membrane de la

partie transmembranaire 110-135. Cette région contient également les acides

aminés 106 à 126 dont le peptide correspondant a été fortement étudié en raison de

ses propriétés neurotoxiques (pour revue, [116]).

- La région 136-231 : elle contient deux sites de N-glycosylation au niveau des

acides aminés 181 et 197, sur lesquels différents N-glycans peuvent se positionner

et sont responsables des trois états de glycosylation de la protéine (non glycosylée,

mono ou bi-glycosylée). Il existe également plusieurs sites potentiels de O-

glycosylation sur les Sérines et les Thréonines, mais à ce jour aucun O-glycan n’a

été isolé sur la PrP. Cette région comprend aussi deux cystéines en position 179 et

214 permettant la formation d’un pont di-sulfure. C’est également dans cette

région que se trouve le site de liaison (144-179) de la PrP au LRP/LR (Laminin

Receptor Precursor) qui semble jouer le rôle de récepteur à la protéine [160] et

intervenir dans l’endocytose de la PrP. Enfin, la Sérine en position 231 permet la

liaison d’un glycosylphosphatidylinositol (GPI) qui autorise l’ancrage de la PrP au

feuillet extracellulaire de la membrane plasmique [345].

- La région 232-253 : séquence C-terminale hydrophobe clivée lors de la maturation

de la protéine qui sert de signal à l’addition du GPI sur la sérine 231.
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III-1.3.2 Structures secondaire et tertiaire

Grâce au dichroïsme circulaire et à la spectroscopie infrarouge [65, 320], on a pu

déterminer le pourcentage d’hélice α  et de feuillet β. Malgré la variation des résultats due au

caractère insoluble de la PrPSc, l’analyse a montré que la PrPc contenait une majorité d’hélice

α  (43%) contre 3% de feuillets β, tandis que la PrPSc et la PrP 27-30 (protéine PrP purifiée

résistante à la protéinase K de masse molaire variant de 27 à 30 kDa) sont caractérisées par

des taux d’hélices α et de feuillets β similaires (tableau n°1 et figure n°3)

Tableau n°1 : Composition en hélices α  et feuillets β de la PrP cellulaire et pathologique

La PrP recombinante a été utilisée pour déterminer la structure tridimensionnelle de la partie

C-terminale (121-231) de la protéine PrPc [170, 305]. Pour la PrP murine et humaine [306,

398] la structure de la PrPc consiste en 3 hélices α (144-154, 175-193, 200-218) et deux

feuillet β antiparallèles (128-131 et 161-164). Près du petit feuillet β, le pont disulfure fait la

connexion entre les hélices α 2 et 3. La région entre le feuillet β et l’hélice 2 (166-171) n’a

pas pu être déterminée avec précision en raison d’une relative flexibilité. Cette région a

pourtant une importance notable. En effet, des études notamment sur des animaux

transgéniques avec des mutations dans cette région semblent indiquer que le phénomène de

barrière d’espèce se situe dans cette région. La structure tridimensionnelle dépend également

de la présence de groupes glycosylés pouvant se lier à la PrP (voir III-5) et la partie N-

terminale au niveau des octarepeats peut lier des ions cuivre qui pourraient stabiliser la

structure en hélice α [239].
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       a.  b.   c.     

Figure n°3 : Structures tertiaires de la PrPc et PrPSc.

a. Représentation de la structure tertiaire de la PrPc

b. Représentation de la structure tertiaire de la PrPSc

c. Représentation de la formation de trimères de PrPSc selon Govaerts et al [136].

Notons que cette structure tridimensionnelle de la PrPc par RMN est une structure

monomérique. Or, plusieurs études ont montré que la PrP pouvait se dimériser par formation

de ponts disulfures intramoléculaires ou intermoléculaires [171, 236].

Pour la PrPSc ou PrP 27-30, l’analyse par RMN ou rayons X n’est pas possible en raison de

l’insolubilité de cette protéine. Des essais ont été réalisés pour développer un modèle de

PrPSc [271]. Des modèles de PrPSc utilisant la structure de la PrPc modifiée (hélices a

modifiées en feuillets β indiquent que les hélices α) 2 et 3 sont inchangées. Ces modèles sont

toutefois incomplets, puisqu’ils sont établis sur des molécules isolées alors que les PrPSc et

27-30 sont trouvées sous forme agrégées [389]. Les structures disponibles déduites des

données de dichroïsme circulaire, de FITR et microscopie électronique indiquent que la PrP

pathologique serait constituée de 2 hélices α  et de 4 feuillets β [76, 159]. Par ailleurs,

plusieurs études indiquent la formation de trimères [308, 389] conduisant à la fibrillisation,

par la présence d’hélices β selon Govaerts et al. [136].

III-2 Conversion de la PrPc

Les mécanismes qui sous tendent la conversion de PrP cellulaire en PrP pathologique ne sont

pas encore élucidés. Plusieurs hypothèses ont été émises sur la base de différentes

observations.
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    III-2.1 Hypothèse du mécanisme hétérodimère

La propagation des prions s’établirait par interaction directe d’hétérodimères protéine

normale/protéine pathologique qui causerait un changement de conformation de la protéine

normale [76] (figure n°4). Ainsi, la PrPc, riche en hélice a, qui interagirait avec le prion serait

dénaturée et se replierait en formant des feuillets ß, donnant alors naissance à une nouvelle

molécule de prion. Ce changement de conformation provoquerait alors une réaction en chaîne

durant laquelle chaque nouvelle molécule de prion créée convertirait une autre molécule de

PrPc. Les prions s’accumuleraient alors lentement dans le cerveau jusqu’à atteindre un point

critique correspondant à l’apparition des symptômes caractéristiques des ESST.

         

Figure n° 4: Modèle de la conversion conformationnelle par formation d’hétérodimères

(d’après Aguzzi[4])

III-2.2. Hypothèse d’une autocatalyse coopérative

Les équipes de Eigen et Laurent ont proposé le mécanisme d’autocatalyse coopérative (figure

n°5) durant laquelle un agrégat mixte de PrPres et de PrPsen se convertirait en agrégat de

PrPres par des interactions allostériques [202]. Ce mécanisme avait déjà été décrit pour

l’agrégation de la flagelline bactérienne [11]. Selon eux, le modèle proposé par Prusiner est

trop lent pour arriver à l’état d’équilibre qui correspond à la pathogénèse. Dans ce modèle, la

PrPres existerait sous différents états d’énergie libre correspondant à de la PrPres libre ou

sous différentes formes d’agrégation.
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Figure n°5: Modèle de conversion par polymérisation autocatalytique (d’après Van

Everbroeck, [366]

III-2.3 Hypothèse d’une polymérisation à partir d’un noyau de

nucléation

Caughey et d’autres groupes ont étudié la cinétique de la réaction de conversion. Ils ont

constaté que la croissance exponentielle de la PrPSc présagée par le modèle d’hétérodimère

de Prusiner ne pouvait être soutenue [157] et ont proposé le modèle d’une polymérisation à

partir d’un noyau de nucléation (figure n°6).

     

Figure n°6 : Modèle de conversion par la formation d’un noyau de nucléation (d’après

Aguzzi[4])

Cette théorie postule que la PrPSc et la PrPc existent en solution dans un équilibre

thermodynamique. La PrPSc monomérique est un constituant naturel des cellules alors que

l’agent infectieux est multimérique, très ordonné en agrégats de PrPSc qui grossissent par

recrutement de PrPSc monomérique environnante. L’infectiosité augmenterait quand les
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agrégats de PrPSc deviendraient si gros qu’ils finiraient par se briser en petit noyaux, chacun

d’entre eux étant capable de recruter de nouvelles molécules de PrPSc et agir comme une

unité infectieuse. Les expériences de fragmentation des fibrilles amyloïdes par sonication ont

par ailleurs montré que les petits fragments générés pouvaient eux-même augmenter la

formation de noyau de nucléation [172]). Il a également été proposé dans un modèle dit non

catalytique, que la PrPc existerait en équilibre avec un intermédiaire thermodynamique de

repliement PrP*. Pour certains auteurs, le prion ne serait pas la PrPres mais la PrP* [321].

III-2.4 Hypothèse de la dimérisation

Selon Tompa, un point clé de la réplication des prions est la formation des ponts disulfures et

la dimérisation. En effet, cet auteur, qui rappelle que le rôle de la dimérisation dans la

propagation des prions avait déjà été évoquée très tôt par Dickinson et Outram en 1979 [92],

propose un modèle d’après plusieurs études, montrant l’importance de la formation des ponts

disulfure dans la génèse de la protéine pathologique [380]. Ce modèle est illustré par la figure

n°7. Par ailleurs, les mêmes phénomènes de dimérisation ont été décrits chez les prions de

levure [283], et dans la maladie d’Alzheimer [329].

Figuren°7 : Modèle de réplication des ATNC selon P.Tompa basé sur la formation de dimère

et du réarrangement des ponts disulfure [363].

III-2.5 Chaperonnes et formation de PrPSc

Le processus autocatalytique de conversion proposé par Prusiner a été critiqué en regard de la
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forte improbabilité d’une interaction directe entre le monomère PrPc et le monomère PrPSc.

De plus, les phénomènes qui sous-tendent la capacité ou non pour une souche de prion donnée

d’infecter une espèce et pas une autre restent encore très mal connus. Les chaperonnes sont

des protéines qui, en se liant à leur substrat, facilitent le repliement de polypeptides durant

leur biosynthèse, leur transport dans les organelles et qui empêchent l’agrégation des

protéines suite à un stress cellulaire [145]. On les trouve dans divers compartiments

cellulaires et notamment dans le réticulum endoplasmique (RE) où se passe une partie du

traffic de la PrP. Plusieurs auteurs ont proposé un rôle critique des chaperonnes dans la

formation de PrPSc [379]. En 1995, l’équipe de Telling a proposé que le phénomène de

barrière d’espèce résulterait d’une macromolécule spécifique d’espèce encore inconnue,

désignée « protéine X », participant à la génèse des prions [360]. L’équipe de Kaneko a

montré que la facteur X se liait à l’extrémité C terminale de la PrPc [177]. Si ces chaperonnes

étaient spécifiques d’un type cellulaire donné, ceci pourrait expliquer la propagation sélective

des prions dans des populations neuronales distinctes et certains types de cellules

périphériques telles que les cellules du système lymphoréticulaire. La mise en évidence la

plus directe de l’intervention des chaperonnes dans la génèse de PrPSc a été donnée par des

travaux montrant que la chaperonne de levure Hsp104 et la chaperonne bactérienne GroEL

pouvaient stimuler la formation de PrPSc dans un système de conversion in vitro acellulaire

[70]. En revanche, les chaperonnes Hsp70 et Hsp60 semblent jouer un rôle inhibiteur de

l’agrégation des prions. Il reste désormais à déterminer si de telles chaperonnes existent chez

les mammifères, si celles-ci peuvent interagir avec la PrP in vivo et dès lors, si une altération

de ces molécules pourrait affecter la génération de PrPSc.

III-3 Biosynthèse et localisation cellulaire de la PrP

La PrP est localisée à la surface des cellules où elle ancrée dans la membrane plasmique par

son extrémité C-terminale liée à une ancre GPI (glycosyl-phosphatidylinositolphosphate)

[345]. Comme toutes les autres protéines membranaires et secrétées, la PrPc est dirigée vers le

réticulum endoplasmique (RE) par le peptide signal où la protéine subit des modifications

post-traductionnelles, par l’addition de glycannes, de l’ancre GPI et de la création d’un pont

disulfure [141, 365]. La plupart des molécules de PrPc sont transportées au niveau de la

surface des cellules neuronales et non neuronales, où la protéine se localise au niveau de

microdomaines résistants aux détergents (DRM) riches en sphingolipides appelés « rafts »

[252] domaines décrits comme lieu de conversion de la PrPc en PrPres [175, 357]. Par
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ailleurs, il existe deux autres formes transmembranaires de la PrPc, PrPCtm ou PrPNtm [149].

PrPCtm dont le peptide signal n’est pas clivé semble se localiser dans le RE [346] et a été

proposée pour intervenir dans les mécanismes de la pathogénèse [149].

Figure n°8 : Traffic intracellulaire de la PrPc et PrPSc (d’après Collins et al. [82] et Nunziante

et al [261])

Une fois à la surface, toutes les molécules de PrP ne restent pas localisées à ce niveau de la

cellule (figure n°8). Plusieurs études ont permis de mettre en évidence le recyclage de la PrP

[143] vers un compartiment d’endocytose soit via les vésicules de clathrine [144] soit par

l’intermédiaire de structures moins classiques appelées caveoles [284]. En réponse au cuivre,

la PrP internalisée est retrouvée au niveau périnucléaire colocalisée avec des marqueurs des

endosomes tels que la transferrine, FM4-64 et Rab5 [203, 222]. La partie N-terminale de la

PrP est une région essentielle pour l’efficacité de l’endocytose par la clathrine. En effet, la PrP

délétée pour cette région s’accumule dans la membrane plasmique et le transfert de la région

N-terminale de la PrPc sur la protéine Thy1, une autre protéine à GPI fortement représentée

dans les neurones, lui confère la capacité à entrer dans les vésicules de clathrine [349].

Le recrutement des vésicules de clathrine dans l’endocytose de la PrP est étonnant puisque,

comme les autres protéines à GPI, la PrP ne possède pas de domaine cytoplasmique
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pouvant interagir directement avec la clathrine. L’équipe de Harris a donc postulé l’existence

d’un récepteur à la PrPc qui serait une protéine transmembranaire possédant ce signal de

localisation dans son domaine cytoplasmique et dont l’extrémité N-terminale interagirait avec

la PrPc. Les candidats pourraient être le récepteur à la laminine LRP/LR [124] ou bien la

protéine Stp1 [399].

L’internalisation des protéines par l’intermédiaire des caveolae a été suggérée pour orienter

les protéines à GPI vers un système différent du système classique endosome/lysosome [7].

Les caveolae sont des invaginations recouvertes d’une protéine appelée caveoline. Certaines

protéines à GPI ont été décrites pour « utiliser » des organites endosomaux recouverts de

cavéoline (cavéosomes) [256]. Cependant, jusqu’à aujourd’hui on n’a jamais pu montrer la

présence de cavéoline dans les neurones. Il est donc difficile d’affirmer l’utilisation des

caveoles pour l’internalisation de la PrPc dans les cellules neuronales [332].

Il existe encore peu d’informations concernant le mécanisme par lequel la PrPSc est captée

par les cellules durant les premières phases de l’infection. La conversion de la PrPc en PrPres

pourrait se situer au niveau des DRM [14, 325], du réticulum endoplasmique [169] ou des

voies d’endocytose. Les études qui ont permis d’émettre l’idée des rafts comme site de

conversion viennent de l’inhibition de la formation de PrPSc après déplétion en cholestérol

cellulaire induisant la destruction des rafts [357]. La colocalisation de PrPSc avec des

marqueurs des endosomes et des lysosomes dans des cellules ScN2a a conduit à l’hypothèse

de la conversion au niveau des voies d’endocytose [10]. Le protéasome et le transport

rétrograde de la PrPc à travers le Golgi ont également été proposés pour jouer un rôle dans la

pathogénèse. En effet, des protéines incorrectement assemblées ou conformées sont retenues

au niveau du RE et soumises à la voie de dégradation appelée ERAD (endoplasmic reticulum

associated degradation) incluant une translocation à travers la membrane du RE vers le

cytosol puis le protéasome. Lorsqu’on inhibe la fonction du protéasome avec des inhibiteurs

spécifiques, la PrP s’accumule dans le cytosol sous forme d’une molécule mal conformée

partiellement résistante à la PK, pouvant en plus promouvoir la transconformation de

molécules de PrPc nouvellement synthétisées [217, 397]. Ces résultats démontrent que la PrPc

à elle seule a la capacité de promouvoir sa propre transconformation.
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III-4 Fonctions de la PrPc

Encore aujourd’hui, la ou les fonctions de la PrPc restent encore une énigme. Cette protéine

exprimée de façon élevée dans le cerveau et qui est identifiée comme élément clé des

maladies à prions ne paraît pourtant pas indispensable ni à la survie ni au développement des

souris transgéniques Zurich I (PrnP 0/0) et Edinburg (PrnP-/-) [225] pour lesquelles

l’expression de la protéine PrPc a été invalidée par ablation ou interruption de l’ORF de la

PrP [54]. Néanmoins, les études de Weissmann ont montré que les souris Nagasaki PrP

knock-out souffraient de dysfonction cérébelleuse et d’une perte des cellules de Purkinje, ceci

en raison de la surexpression du gène Doppel [378].

Ce sont surtout les études concernant les molécules interagissant avec la PrP qui ont conduit à

diverses hypothèses sur les fonctions potentielles de cette protéine.

III-4.1 Signalisation

Plusieurs études ont conduit à l’hypothèse que la PrPc pourrait jouer un rôle dans la

transduction de signal en se liant à différents partenaires conduisant ainsi à diverses fonctions,

telles que la survie cellulaire, la différenciation ou l’adhésion cellulaire.

III-4.1.1 Survie cellulaire

Le rôle de la PrPc dans la survie cellulaire a été émis en raison de son interaction avec Grb2

[342] impliquée dans l’activation des MAP kinases Erk1,2 [69, 358]. La liaison de la PrPc

avec des anticorps, des peptides ligands ou bien le ligand de surface STI-1 (Stress inducible

protein) conduit à l’activation à la fois de l’AMPc intracellulaire dépendant de la protéine

kinase A et des voies de signalisation Erk [74] conduisant à un effet cytoprotecteur.

La PrPc peut aussi se lier au facteur anti-apoptotique Bcl2 [194] et protéger des neurones

primaires humains contre la mort cellulaire induite par Bax à des niveaux équivalents à la

fonction neuroprotective de Bcl2 [38]. De la même façon, la plus forte sensibilité à une

privation de sérum de neurones primaires isolés de souris PrnP0/0 comparativement à des

neurones PrnP+/+ peut être contournée par la surexpression de Bcl2 ou de PrP [195].

Par ailleurs, la perte de l’activité antioxydante médiée par la PrPc pourrait être en partie

impliquée dans les maladies à prions [392]. La PrPc liée au cuivre possède une activité
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superoxide dismutase [43] et des neurones PrnP0/0 sont plus sensibles au stress oxydatif que

des neurones PrnP+/+ [40]. Néanmoins, la surexpression de PrPc a aussi été décrite pour

sensibiliser des cellules à la mort cellulaire induite par la staurosporine et augmenter l’activité

de la caspase 3, enzyme impliquée dans la voie apoptotique [269]. De plus, la PrPc

cytosolique qui s’accumule anormalement consécutivement à un dysfonctionnement du

protéasome montre une plus forte résistance aux protéases et une toxicité accrue [218].

III-4.1.2 Adhésion

Plusieurs données indiquent que la PrPc peut jouer un rôle dans l’adhésion cellulaire. D’une

part, la PrPc est un récepteur à haute affinité pour la laminine [137]. En se liant à ce

partenaire, la PrPc affecte à la fois l’adhésion cellulaire neuronale mais aussi la formation de

neurite [137] en raison de sa liaison au niveau d’un domaine connu pour médier la croissance

des neurites [210]. D’autre part, l’interaction de la PrPc avec la tyrosine kinase p59fyn elle-

même impliquée dans la croissance neuritique par l’intermédiaire de N-CAM [247] et

l’interaction directe de la PrPc avec N-CAM [327] semblent confirmer un potentiel rôle de la

PrPc dans l’adhésion cellulaire. Par ailleurs, le LRP peut se lier à la PrPc présente sur d’autres

cellules contribuant ainsi à la communication intercellulaire et à la survie, et peut aussi lier la

PrPres ce qui lui confère un rôle dans la propagation de l’infectiosité. Cette interaction entre

ces deux partenaires s’établit par l’intermédiaire des GAGs et notamment des héparanes

sulfates [160] qui ont été largement décrits pour intervenir dans l’adhésion cellulaire. Il est

donc aisé de penser que cette interaction pourrait également jouer un rôle dans l’adhésion (le

rôle des GAGs dans les maladies à prions sera développé en III-5).

III-4.2 Fonction synaptique

L’absence de PrPc au niveau des synapses conduit à une altération de la formation des

synapses et du rythme circadien. Ces analyses ont permis de suggérer que cette protéine

pouvait être impliquée dans le système neurotransmetteur et la modification de l’activité

neuronale au niveau du SNC [77, 324]. La capacité de la PrP à activer la protéine kinase fyn

[247] trouvée abondamment dans les synaptosomes du cerveau et impliquée dans la

potentialisation à long terme [138], semble indiquer que la PrPc pourrait jouer un rôle dans la

fonction synaptique.
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III-4.3 Transport du cuivre

La PrPc peut interagir avec le cuivre par une faible affinité moléculaire et de manière pH

dépendante au niveau N-terminal par l’intermédiaire des histidines présentes dans la région

octapeptide PHGGGWGQ répétée 4 fois [370]. Une des observations clé indiquant un rôle

potentiel de la PrPc dans le transport du cuivre vient de l’étude montrant que le cuivre stimule

fortement l’endocytose de la PrPc [279] retrouvée au niveau des endosomes précoces, une

partie du Golgi et probablement d’autres organites [222]. Des souris dénuées de PrPc

montrent une concentration 50% plus faible de cuivre dans les fractions synaptosomales et

subcellulaires endosomales comparativement à des souris sauvages pour la PrPc [192], une

réduction de l’activité superoxyde dismutase liée au cuivre/zinc ainsi qu’une altération des

réponses physiologiques en présence d’un excès de cuivre [42].

III-5 Glycosylation et PrP

III-5.1 Glycosylation de la PrP

III-5.1.1 N-Glycosylation

La PrP possède deux sites potentiels de N-glycosylation (Asn181IleThr et Asn197PheThr

chez l’homme), plusieurs sites potentiels de O-glycosylation et une ancre GPI

(glycosylphoshatidylinositol) (figure n°9).

Figure n°9 : Représentation de la position des N-glycannes et de l’ancre GPI sur la PrP

(d’après Rudd et al. [314]).
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A ce jour, seuls les sites de N-glycosylation ont été décrits comme étant variablement

occupés. Alors que plusieurs sites apparaissent comme potentiellement accessibles pour la O-

glycosylation (au niveau des sérines (Ser) et des thréonines (Thr) , aucun O-glycan n’a été à

ce jour détecté ni dans la PrPc extraite de cerveau de hamster syrien, ni dans de la PrP27-30

isolée de cerveaux de hamsters infectés par l’agent de la tremblante du mouton. Néanmoins,

ces résultats n’excluent pas la possibilité d’une population mineure de PrPc O-glycosylée non

détectée à ce jour. En effet, l’équipe de Chen a montré que lorsqu’on ajoutait un résidu de N-

Acétylgalactosamine O-lié sur la sérine Ser135 du peptide 108-144 connu pour intervenir dans

le changement conformationnel durant la conversion de la PrP, cela entraînait la suppression

de la formation de plaques amyloïdes alors que la même addition sur la sérine Ser132 a l’effet

inverse [68].

La glycosylation de la PrP s’effectue après clivage du petide signal dans le RE par l’ajout de

N-glycans riches en mannose (Glc3-Man9-GlcNAc2). Dans le même temps, un pont disulfure

est formé et une ancre GPI est ajoutée après clivage du peptide signal C-terminal (C-ter 231-

254). Les deux sites de N-glycosylation sont variablement occupés [347] laissant place à trois

glycoformes de la protéine : non glycosylée, mono-glycosylée (29-30kDa) et bi-glycosylée

(33-35kDa). L’étude menée par Monnet et al. [241] a par ailleurs montré que la PrPc était

plus ou moins glycosylée selon le type de modèle cellulaire considéré.

Les études concernant la comparaison de la glycosylation de la PrPc et la PrPres ont montré

dans le cerveau de hamster syrien infecté, plus de 50 motifs glycaniques sur les deux sites de

N-glycosylation, aussi bien sur la PrPc que sur la PrPSc [273, 313]. Ces motifs contiennent du

galactose, de la N-acétylglucosamine, du fucose et de l’acide sialique. Un fort taux de

sialylation et des structures biantennées typiques ont été décrits sur la PrPc isolée du cerveau,

ainsi que des épitopes Lewis X et sialyl Lewis X [347] considérés comme molécules de

reconnaissance intercellulaire dans le développement du SNC [310]. Par ailleurs, l’étude de

Rudd et al. montre une plus forte proportion de glycannes complexes de type tri et

tétraantennés dans la PrPSc comparativement à la PrPc. Cette modification indique une

importante perturbation du mécanisme de glycosylation de la PrP en présence de la protéine

mal conformée, associée, selon les auteurs, à une diminution de l’activité de l’enzyme GnTIII

(N-acétylglucosaminyltransférase III) [313, 347]. Une corrélation entre une perturbation de la

machinerie de glysosylation et une pathologie a déjà été montrée dans de nombreuses

maladies et notamment dans l’arthrite rhumatoïde [276] lors de laquelle on a également

montré une altération de l’activité GnTIII. L’impact de la N-glycosylation sur la PrP est

variable : elle peut agir sur la structure, la localisation membranaire et le traffic de la protéine.

Elle pourrait intervenir dans la transconformation de la PrPc, dans la propagation de l’agent
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infectieux, dans la notion de souche et dans les processus d’interaction entre la PrP, la matrice

extracellulaire et d’autres ligands.

III-5.1.2 Glycosylation et repliement de la PrP

Généralement, l’addition de N-glycannes permet un bon repliement des protéines in vitro et in

vivo [166].

Des simulations de la dynamique moléculaire de la région C-terminale de la protéine PrP

humaine (90-230) avec ou sans N-glycannes et une ancre GPI ont montré que l’ancre GPI

permettait une grande flexibilité de la PrP par rapport à la membrane [402]. Par ailleurs, il a

été décrit que la PrPc glycosylée était co-immunoprécipitée avec des anticorps dirigés contre

des protéines telles que la PDI, grp94, la calnexine, la calreticuline, les protéines chaperones

associées au RE intervenant dans le repliement, alors que la PrP non glycosylée est retrouvée

associée uniquement avec grp94, ce qui semble indiquer que les sucres et les chaperonnes

doivent avoir un rôle dans le repliement conformationnel de la PrP [58].

La N-glycosylation influence la topologie de la PrP, l’inverse est également vrai. En effet,

Walmsley a montré que contrairement aux autres formes de PrP, les formes PrP Nterm ou

tronquée sans GPI sont non glycosylées, ce qui semble indiquer que l’ancre GPI et l’ancrage

Cterm à la membrane sont nécessaires à la N-glycosylation de la PrP [374].

III-5.1.3 Glycosylation et localisation de la PrP

La présence d’un GPI permet l’ancrage de la PrPc à la membrane au niveau de

structuressemi-organisées appelées « rafts » riches en sphingolipides et stérols [368]. La PrP

est rapidement endocytosée, par liaison à un récepteur d’endocytose transmembranaire [334],

aux puits recouverts de clathrine [221] ou aux cavéoles [368]. Contrairement à la PrPc, la

PrPSc est partiellement résistante aux protéases dans la voie endosomale et s’accumule dans

les lysosomes. On a pu montrer qu’une forme mutante de la PrPc non glycosylée était

résistante à la dégradation dans les endosomes, ce qui semble suggérer un rôle de la

glycosylation dans les processus de dégradation de la protéine [58].

Il a également été rapporté une localisation nucléaire de la PrPc [316] qui interagit avec deux

lectines nucléaires, la galectin 3 et CBP70 respectivement spécifiques du galactose et de la N-

acétylglucosamine. La PrPc glycosylée nucléaire montre une maturation golgienne ce qui

pourrait indiquer un transport rétrograde, transport décrit par l’équipe de Lehmann comme
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étant impliqué dans l’accumulation de PrPSc dans les cellules [30]. Depuis la description par

l’équipe de Liu de la nécessité du GPI dans le transfert  intercellulaire de la PrPc après

activation cellulaire [213], le rôle de la glycosylation dans les processus de propagation de

l’agent infectieux est proposé, bien qu’il reste encore à déterminer si la PrPSc peut elle aussi

être transloquée de cellule à cellule selon un processus similaire.

III-5.1.4 Glycosylation et conversion PrPc/PrPres

En genéral, la glycosylation augmente la stabilité des protéines [395]. Ceci impliquerait donc

que la forme biglycosylée de la PrP soit plus stable que les formes mono et non glycosylées et

ainsi l’occupation des 2 sites de N-glycosylation augmenterait la barrière d’énergie libre pour

atteindre l’état intermédiaire nécessaire pour la conversion. La forme biglycosylée de la PrPSc

extraite du vMCJ est la forme la plus abondante et la forme non glycosylée de la protéine est

beaucoup moins présente que toutes les autres souches de MCJ. Ceci pourrait en partie

expliquer le caractère exceptionnel de cette variante de la maladie. In vitro, si la N-

glycosylation est inhibée, la PrPSc est produite plus rapidement [206]. Le même effet a été

obtenu quand les sites de glycosylation de la PrP ont été délétés [188]. Par ailleurs, une

mutation du gène entraînant une substitution au codon 183 et inhibant la glycosylation à ce

site est liée à une forme familiale de la maladie [260], cependant ces résultats doivent être pris

avec précautions puisque l’équipe de Capellari a montré que l’origine de la maladie serait non

pas le manque de glycannes lui-même, mais la conséquence des substitutions des

acidesaminés [59]. Enfin, les expériences de conversion dans un système acellulaire ont

permis de montrer l’influence des carbohydrates sur la conversion puisque l’élimination des

N-glycannes de la PrPc a montré une meilleure conversion en PrPres, tandis que la présence

de l’ancre GPI semble bénéfique pour la génèse de protéine PrPSc [294]. La différence de

sensibilité des souris différemment mutées sur l’un ou l’autre site de N-glycosylation pourrait

être liée à une distribution différente des PrP mutées [86]. Chez la souris sensible à

l’infection, la PrP mutée au niveau de l’Asn197 est retrouvée dans tous les compartiments

neuronaux, alors que la PrP sauvage n’est généralement retrouvée qu’au niveau des dendrites

mais pas dans les corps cellulaires. A l’opposé, la PrP mutée au niveau de l’Asn181 qui

entraîne une résistance à l’infection, s’accumule dans les corps cellulaires en inhibant ainsi

son transport par les cavéoles le long des neurites et des dendrites. L’équipe de Soto a, quant à

elle, montré des modifications de la distribution et des glycoformes de la PrP au cours de

l’infection de souris par la tremblante [315]. L’étude de Bosques a montré que la N-
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glycosylation sur l’Asn 181 permettait de réduire significativement la fibrillisation du peptide

175-195 de la PrP humaine [37], ceci en permettant la formation de pont disulfure via la

Cystéine 179 qui stabilise la protéine.

 III-5.1.5 Glycosylation et typage de souche

La mise en évidence de différences précises et reproductibles dans la période d’incubation, les

signes cliniques, la vacuolisation et les dépôts de PrPres dans le cerveau a conduit à la notion

de souches de prions [52]. Les souches se distinguent sur gel SDS PAGE par les différences

dans les fragments de PrPSc produits après clivage par la PK, qui reflètent eux-mêmes une

diversité dans la conformation, le ratio de glycoformes, l’état polymérique et l’association à

des ligands [79, 312]. Ce sont les différences de N-glycosylation qui permettent de classer les

souches de MCJ selon 4 types [178] (Tableau n°2).

Tableau n°2 : Représentation des profils de migration sur gel des 4 types de souches

identifiées dans la MCJ et l’ESB (d’après [104])

Cependant, le profil de glycoformes à l’intérieur d’un type donné, révélé par électrophorèse à

une dimension (1D), pourrait posséder des structures plus complexes. Ainsi, l’analyse par gel

à deux dimensions a montré qu’à l’intérieur même de la PrPSc extraite de cerveau de patient

IFF et MCJ sporadique, qui sont indistinguables par gel 1D (toutes deux du type 2), on

détectait deux patterns de N-glycans [272], ce qui a permis de montrer que des différences

qualitatives dans les N-glycans étaient à l’origine de souche de prion différentes. C’est aussi

ce qui a permis récemment de mettre en évidence une nouvelle souche d’ESB [60]. La très

bonne conservation chez chaque espèce des profils de lésion que l’on établit pour chaque

souche, semble supporter l’hypothèse qu’une glycosylation associée pour chaque souche doit

diriger la PrPSc vers des sous-populations neuronales portant une PrPc possédant un profil de



45

glycosylation très proche [79]. D’autre part, l’équipe de Priola a montré que la glycosylation

de la PrPc pouvait fortement orienter la formation interespèces de PrPSc en influençant la

quantité de PrPc liée à la PrSc tandis que la séquence en acides aminés influence la quantité

de PrPSc générée durant l’étape de conversion [294].

III-5.2 Interactions de glycannes exogènes avec la PrP

Les glycosaminoglycannes (GAGs), tels que les héparanes sulfates, qui font partie de la

matrice extracellulaire [142] et représentent la majorité des GAGs présents dans le cerveau,

ont été trouvés associés aux plaques amyloïdes dans les maladies à prions et d’Alzheimer

[338]. Plusieurs études ont permis de suggérer que la PrPc devait interagir avec les GAG et

que les GAGs devaient intervenir sur le métabolisme des prions. L’administration de

glycannes sulfatés permet de prolonger la période d’incubation chez des animaux infectés par

la tremblante [102, 181]  et leur addition à la fois dans des cultures cellulaires et dans des

expériences de conversion permet d’influencer l’accumulation de PrPsc [63, 393].

Récemment, des mimétiques d’héparanes sulfates ont montré une très bonne efficacité vis-à-

vis de l’accumulation de PrPres, à la fois in vitro et in vivo [2]. Le marquage

immunohistochimique de cerveaux de patients MCJ et d’animaux infectés montre une

colocalisation des GAG avec la PrPSc [339]. Plusieurs sites de liaison à l’héparine et aux

héparanes sulfates ont été identifiés dans la PrPc. Les résidus 23-35 contenant les 4 motifs

basiques KKRPK représentent un premier site de liaison de la PrP avec les GAGs

probablement par l’intermédiaire de charges sulfates négatives, liaison stimulée par le Cu2+ et

le Zn2+ [274]. L’équipe de Warner a permis d’identifier deux autres sites de liaison des GAG

sur la PrP recombinante : 53-93 et 110-128 [375]. Cette liaison de la PrP avec les GAGs, qui

peuvent induire son internalisation [333], a permis d’émettre l’hypothèse que les glycans

doivent exercer leur activité anti-prion par compétition avec les GAGs endogènes [121]. Les

GAGs permettent aussi de réduire le pool de PrPc disponible pour la conversion [333] mais

peuvent aussi la stimuler [393].

Comme il a été décrit pour d’autres maladies neurodégénératives telles que la maladie

d’Alzheimer et après lésion du SNC [400], on observe dans les maladies à prions une

modification de la quantité de GAG dans le cerveau d’animaux infectés par la BSE avec une

diminution de 40% de la quantité de GAG comparativement aux animaux sains [275]

indiquant une profonde modification de la synthèse ou des processus de dégradation de ces

sucres.
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IV- LES ENCEPHALOPATHIES SUBAIGUËS

SPONGIFORMES TRANSMISSIBLES ET LEUR

MODE DE PROPAGATION

IV-I Les différentes ESST

Les ESST peuvent être classées en ESST animales (tableau n°3) et ESST humaines (tableau

n°4).

MALADIES ANIMALES HOTE PREMIERE

OBSERVATION

Tremblante

Tremblante

Encéphalopathie spongiforme du vison

Maladie du dépérissement chronique

Encéphalopathie Spongiforme Bovine

Encéphalopathie Spongiforme des

ruminants sauvages en captivité

Encéphalopathie spongiforme féline

Encéphalopathie Spongiforme

Encéphalopathie spongiforme

Mouton

Chèvre

Vison

Wapiti et cerf-mulet

des Rocheuses

Bovin

Nyala

Gemsbok

Elan du Cap, oryx

d’Arabie, grand

Koudou

Chat

Guépard, puma

Mouflon

Vers 1730

?

1947

1967

1985

1986

1987

1989

1990

1992

1992

Tableau n°3 : Les différentes ESST animales et leur première observation (d’après Deslys et

Picot[90])
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MALADIES HUMAINES HOTE PREMIERE

OBSERVATION

Kuru

Maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ)

Syndrome de Gerstmann-Sträussler-

Sheinker (SGSS)

Insomnie Fatale Familiale (IFF)

Variante de la Maladie de Creutzfeldt-

Jakob (vMCJ)

Homme Vers 1900

1920

1926

1992

1996

Tableau n°4 : Les différentes ESST humaines et leur première observation

IV-1.1 Les ESST animales

La tremblante du mouton est l’ESST la plus anciennement connue puisqu’elle a été décrite

pour la première fois au Royaume-Uni sous le terme de « scrapie » (du verbe to scrap

signifiant gratter) en 1732 [278]. Le caractère de transmissibilité des ESST à la fois

horizontale et verticale, indiquant la capacité des agents étiologiques de ces maladies à

franchir la barrière d’espèce, a par ailleurs été décrit pour la première fois chez la tremblante

par les deux vétérinaires Cuillé et Chelle en 1936 [83]. Le polymorphisme du gène Prnp ovin

au niveau des codons 136 (Ala ou Val), 154 (Arg ou His) et 171 (Gln ou Arg) a conduit à la

mise en évidence de marqueurs de susceptibilité suivant que les animaux sont homozygotes

ou hétérozygotes pour certains de ces codons.

L’autre ESST animale à laquelle on porte un intérêt tout particulier est l’encéphalopathie

spongiforme bovine (ESB) qui a touché une grande partie du cheptel bovin en Europe. En

effet, cette maladie diagnostiquée pour la première fois en 1986 au Royaume-Uni a vu son

nombre de cas évoluer en Grande-Bretagne de 446 en 1987 à plus de 180000 en 2003.

Aujourd’hui, bien que l’origine exacte de la contamination ne soit pas encore élucidée, la

communauté scientifique, sur la base de nombreuses études épidémiologiques, s’accorde à

dire que cette maladie est la conséquence de la consommation de compléments protéiques

issus de farines de viandes et d’os contaminés insuffisamment chauffés.
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   IV-1.2 Les ESST humaines

La première maladie à prions humaine décrite est la maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ) en

1920. Les MCJ les plus courantes peuvent avoir trois origines différentes : sporadique

(aucune cause identifiée) familiale (mutations sur le gène PRNP) ou iatrogénique (exposition

à l’agent infectieux). Le tableau clinique typique de ces maladies est représenté par une

démence progressive rapide suivie d’une myoclonie et d’une ataxie. De façon générale, la

mort survient moins d’un an après l’apparition des premiers signes.

- La MCJ sporadique est la plus courante, elle représente plus de 85% des cas de

MCJ qui sont homozygotes au codon 129 du gène de la PrP [270], alors que dans

la population générale en Europe ce génotype représente un pourcentage moindre

(tableau n°5) [80, 250]. Il semblerait donc que les individus homozygotes aient un

risque plus élevé de développer une MCJ sporadique que les hétérozygotes.

Tableau n° 5: Comparaison des génotypes au codon 129 dans la population normale et pour

les différentes MCJ (d’après [388])

- La MCJ familiale représente environ 14% des cas de MCJ [391]. Elle se transmet

selon un mode autosomal dominant et elle est associée à des mutations du gène PRNP.

- Depuis la première mise en évidence d’une transmission iatrogénique de la MCJ en

1974, par transplantation de cornée, d’autres mécanismes ont été identifiés, tels que la

transmission par des instruments chirurgicaux, des électrodes, les hormones pituitaires et les

greffes de dure-mère (voir tableau n°6). Toutes ces transmissions résultent d’une

contamination croisée avec du matériel provenant de cerveau dont les taux d’infectiosité

devaient être élevés.
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Tableau n°6: Répartition mondiale et selon l’origine, du nombre de cas de MCJ iatrogènes

(d’après Brown P[51]).

- Jusqu’en 1996, date à laquelle le variant de la MCJ a été identifié, le kuru était le seul

exemple d’une ESST humaine acquise par ingestion de tissu infectieux. Cette maladie dont

75% des cas étaient représentés par les femmes, a touché une tribu qui vivait encore à l’âge de

pierre dans les années 1950 en Papouasie-Nouvelle-Guinée. C’est Gajdusek qui a identifié

l’origine du kuru [123]. Il aurait débuté par un individu mort d’un cas sporadique de MCJ

consommé lors de rites cannibals traditionnels, lors desquels, les hommes adultes

consommaient les muscles, symbole de force, tandis que les femmes et les enfants ingéraient

le cerveau (hautement infectieux) [186].

- C’est en mars 1996 qu’une nouvelle forme de la maladie de Creutzfeldt-Jakob

(vMCJ) a été décrite au Royaume-Uni chez 10 patients âgés de moins de 40 ans [387] qui

présentaient plusieurs caractéristiques communes mais atypiques pour des cas classiques de

MCJ (tableau n°7): les patients étaient tous anormalement jeunes (29 ans en moyenne), alors

que jusqu’à présent toutes les études épidémiologiques avaient montré que la MCJ était une

maladie rarissime chez les moins de 40 ans, avec des formes clinique et pathologique

inhabituelles. L’examen histopathologique a montré des caractéristiques uniques à ces

nouveaux cas : en plus des caractéristiques classiques de MCJ (spongiose, astrogliose, et perte

neuronale), tous les patients présentent des plaques dites florides constituées de dépôts de

PrPres entourées de vacuoles leur conférant un aspect de marguerite. L’observation de ces

plaques n’avait jamais été décrite auparavant pour aucune autre forme de MCJ.
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Tableau n°7 : Comparaison de la MCJ sporadique et du  vMCJ

Les premières preuves expérimentales de l’ESB comme origine de la variante ont été établies

en 1996 par la découverte chez le macaque inoculé par l’agent de l’ESB des mêmes lésions

caractéristiques histopathologiques que celles décrites chez les patients atteints de vMCJ :

présence de plaques florides, mêmes signaux EEG et même signature biochimique [78, 198].

En 1997, l’équipe de Moira Bruce a donné la preuve finale par l’analyse des profils lésionnels

[53]. L’agent responsable des cas de vMCJ chez l’homme était bien le même que celui de

l’ESB. L’hypothèse la plus probable de contamination est la transmission de l’ESB à

l’homme par l’alimentation et l’exposition à des tissus bovins hautement infectieux (cervelle,

moëlle épinière) incorporés dans différentes préparations alimentaires. Depuis l’interdiction

des abats à risque pour l’homme en 1989 au Royaume-Uni, depuis 2000 où l’on a observé un

pic du nombre de cas de vMCJ (n=28), le nombre de nouveaux cas est en constante baisse

(n=9 en 2004) (voir figure n°10).
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Figure n° 10: Comparaison de l’évolution du nombre de cas par année d’ESB et du vMCJ au

Royaume-Uni.

IV-2 Propagation de l’agent infectieux

Les maladies à prions sont des pathologies qui présentent une longue période d’incubation

pendant laquelle s’installe la neuroinvasion, étape conduisant à l’invasion du SNC après

infection par voie périphérique. Compte tenu des différentes données de la littérature, deux

voies de neuroinvasion après infection par voie périphérique ont été proposées: la lympho-

invasion passant d’abord par le système lymphoréticulaire puis par les nerfs périphériques et

la neuro-invasion directe.

IV-2.1 La lympho invasion

Ce mode d’invasion nécessite le système immunitaire et se compose de plusieurs phases :

- infection des cellules immunitaires associées au site de l’inoculation

- transport de l’agent vers les formations lymphoïdes

- concentration de la PrPSc par les FDC matures

- entrée dans le système nerveux périphérique (SNP)

- transport rétrograde de l’agent par le SNP

- entrée dans le SNC

- invasion du SNC
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Après infection par voie orale, le premier site où l’on observe une forte infectiosité se situe au

niveau des plaques de Peyer de l’iléon distal [367, 381]. L’agent de l’ESB semble également

s’accumuler au niveau des plaques de Peyer qui représentent une voie d’entrée et

d’accumulation importante par voie orale [382]. La porte d’entrée des prions par voie

muqueuse est représentée par les cellules épithéliales membranaires ou cellules-M [150] qui

ont déjà été démontrées comme site clé pour l’entrée de pathogènes par transport

transépithélial [254]. Ainsi, les prions exploiteraient la transcytose dépendante des  cellules M

pour accéder au système immunitaire.

Après infection par la voie intrapéritonéale, la rate représente un autre site important

d’accumulation de l’agent infectieux.

Malgré les diverses études montrant que l’infection n’entraîne pas d’immunité humorale, les

cellules B ont été montrées nécessaires à la transmission des prions. En effet, l’inoculation à

des souris immunodéficientes a révélé que l’absence des lymphocytes B rendait les souris

résistantes à l’infection [185]. Il semble que ce soit la présence des cellules B et non

l’expression de la protéine PrPc de ces cellules qui soit indispensable pour la pathogénèse par

une infection intrapéritonéale puisque des souris déficientes pour les lymphocytes B dans

lesquelles on a transféré des cellules B provenant de souris n’exprimant pas la PrPc se sont

montrées sensibles à l’infection [3]. Comme l’absence des cellules B est corrélée à une sévère

diminution des cellules folliculaires dendritiques (FDC) et que les FDC ont été décrites pour

accumuler la PrPSc [173], ce type cellulaire est vite apparu comme pouvant représenter un

réservoir de l’accumulation et de la réplication des ATNC en périphérie [184]. Par ailleurs, les

FDC sont impliquées dans la maturation des antigènes nécessitant une maturation correcte à la

fois des FDC et des cellules B. Cette maturation s’effectue par l’intermédiaire de l’interaction

de la lymphotoxine a/b avec son récepteur LT-bR. Or, lorsque l’on bloque l’interaction des

FDC avec les cellules B en traitant des souris avec une protéine de fusion LT-bR-Ig, on inhibe

l’accumulation de PrPSc dans les centres germinatifs et l’entrée de l’agent dans le SNC [219,

242].

IV-2.2 L’interface neuro-immune

L’accumulation et la réplication dans les organes lymphoréticulaires comme la rate sont

requises pour amplifier les titres infectieux après infection par voie périphérique. Par la suite,

le transport de l’infectiosité depuis les organes lymphoïdes vers le SNC s’établit par les nerfs

périphériques [130, 299]. La neuroinvasion est modulée de façon importante par l’expression
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de la PrPc. En effet, la protéine PrPc elle-même peut être transportée depuis les terminaisons

axonales par un mécanisme de transport rétrograde [248] et sa surexpression a été décrite

comme modulant la neuroinvasion le long des nerfs. Le compartiment du SNP qui semble

responsable de la neuroinvasion est représenté par les nerfs sympatiques [111]. En effet, la

sympatectomie conduit à un retard dans le transport des prions depuis les organes lymphoïdes

vers la moëlle épinière thoracique, site d’entrée des nerfs sympatiques dans le SNC, et au

retard de la neuroinvasion [131].

Cependant, certains points demeurent encore obscurs. Nous ne savons pas encore comment

les prions sont transférés des FDC vers les terminaisons nerveuses ou si d’autres types

cellulaires sont impliqués. De plus, le mode de transport des prions le long des nerfs est

encore incertain. En effet, le temps de propagation de la PrPres a été estimé à quelques

millimètres par jour [15, 24] alors que le transport axonal antérograde ou rétrograde est de

200 à 400 mm/jour [134] ce qui semble aller à l’encontre du transport rétrograde proposé pour

la PrPres. L’hypothèse qui a été émise considère que l’infectiosité se propagerait au niveau du

nerf périphérique par un système « domino » [193], mécanisme par lequel la PrPres

convertirait la PrPc adjacente conduisant à la propagation spatiale de l’infection, ce qui

permettrait d’expliquer la lenteur de l’infection, hypothèse par ailleurs soutenue par Follet et

al qui montrent que la propagation de l’infectiosité s’établit par les cellules de Schwann [114].

Les données montrant que même des souris ayant subi une sympatectomie peuvent

développer la maladie indiquent soit a) que la sympatectomie est incomplète soit b) une autre

voie d’entrée du SNC. Cette voie alternative pourrait être le nerf vague représentant alors la

seconde voie de neuroinvasion de façon directe. En effet, l’équipe de Beekes a montré, après

inoculation par voie orale de la souche 263K au hamster, l’importance du système nerveux

entérique dans la neuroinvasion et la propagation vagale de la PrPres de l’intestin vers le

cerveau où la première cible détectée est le noyau moteur dorsal du nerf vague [25, 26].

IV-2.3 Propagation dans le SNC

L’infection oculaire semble représenter le meilleur modèle de propagation de l’agent

infectieux dans le SNC, d’une part parce que la rétine fait partie du SNC et d’autre part parce

qu’une injection intraoculaire n’entraîne pas de traumatisme physique du cerveau

contrairement à une inoculation intracérébrale.

Dans un modèle antérograde pour lequel l’agent de la tremblante est inoculé au niveau de

l’œil, l’infectiosité est détectée 68 jours après infection au niveau du colliculus et 100 jours
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après au niveau du nerf optique [119]. L’infectiosité apparaît donc plus vite au niveau du site

d’inoculation avant sa détection au niveau du nerf.

Dans le SNC, l’expression de la PrPc a également été montrée nécessaire à l’infection puisque

chez des souris PrP knock-out inoculées par voie oculaire, sur lesquelles on a pratiqué des

neurogreffes PrP+/+, il n’a été détecté aucun signe d’encéphalopathie ni de PrPres au niveau

des neurogreffes plus de 66 semaines après l’inoculation, l’absence de réponse immunitaire

contre la PrP des neurogreffes ayant été vérifiée [39]. Ceci semble indiquer que la propagation

des prions au niveau du SNC nécessite l’expression de la PrPc dans la chaîne conduisant au

niveau cérébral. La PrPc ayant été montrée présente au niveau des synapses [118], un

transport trans-synaptique pourrait permettre la propagation de l’agent infectieux au niveau

central. L’absence de détection de propagation de l’agent infectieux dans les neurogreffes

pourrait être le résultat de propriétés synaptiques altérées ou un mécanisme de transport dans

le SNC similaire à celui décrit dans le SNP et dépendant de l’expression neuronale de la PrPc

[77, 386]. Le travail de Malluci et al. sur des souris auxquelles on a déplété la PrPc endogène

après apparition de la neuroinvasion a contribué également à montrer l’importance de la PrPc

et de sa conversion plutôt que l’accumulation de PrPSc dans le développement des ESST

[224]. En effet, cette étude a montré que la déplétion de PrPc conduisait non seulement à

prolonger la période d’incubation mais que, malgré l’accumulation progressive de PrPSc dans

le cerveau, on observait une réversion des phénomènes de spongiose. En plus de ce

phénomène,  les caractéristiques typiques des ESST observées sont la perte neuronale et

l’activation astrogliale et microgliale. Les neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes sont

des populations cellulaires qui ont toutes été décrites pour exprimer la PrPc [246]. Cependant,

seuls les neurones et les astrocytes sont impliqués dans la réplication de l’agent infectieux

[300, 302]. En effet, l’équipe de Prinz a récemment montré que dans des souris transgéniques

exprimant la PrP sous le promoteur MBP permettant une expression exclusive de la PrP dans

les oligodendrocytes et les cellules de Schwann, les oligodendrocytes n’étaient pas impliqués

dans la réplication de l’agent [292]. Néanmoins, l’étude menée par Mallucci et al semble

montrer que de la PrPSc d’origine neuronale pourrait perturber la physiologie des

oligodendrocytes [224].
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V- THERAPEUTIQUE EXPERIMENTALE

V-1 Généralités

Malgré les importants progrès réalisés sur les traitements expérimentaux des maladies

neurodégénératives, aujourd’hui encore, aucune stratégie n’a prouvé véritablement son

efficacité contre les ESST, ceci notamment en raison de la nature encore inconnue de l’agent

étiologique de ces maladies. Plusieurs essais thérapeutiques ont été tentés chez quelques

patients avec la quinacrine et le pentosane polysulfate, cependant les résultats semblent

limités, probablement en raison d’un traitement effectué au moment où les signes cliniques

sont déjà installés et où le taux de PrPres accumulée et les lésions du système nerveux sont

déjà très importants.

Le traitement thérapeutique peut intervenir à différents niveaux dans les processus de

synthèse et d’accumulation de la PrP pathologique (figure n°11):

- inhibition de la synthèse de PrPc

- stabilisation de la PrPc en rendant la modification conformationnelle moins favorable

- inhibition de l’interaction PrPc/PrPSc

- déstabilisation et augmentation de la clearance de la PrPSc

- prévention de la conversion de PrPc en PrPSc

- inhibition des médiateurs neurotoxiques qui peuvent être synthétisés en réponse à

l’accumulation de PrPSc
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Figure n°11 : Différentes voies d’action thérapeutiques

Plusieurs approches thérapeutiques sont envisageables :

1) Approche curative : traitement de la maladie clinique ou préclinique après neuroinvasion

par compensation des dommages neuronaux et gliaux et inhibition de la réplication de l’agent

infectieux. Les molécules doivent dans ce cas pouvoir passer la barrière hématoencéphalique.

Cependant, compte tenu des nombreuses lésions subies par le cerveau en phase clinique, il est

difficile de penser que ces dommages puissent être réversés par un simple traitement

pharmacologique. Néanmoins, les travaux de Malucci ont ouvert une nouvelle voie de

recherche à ce sujet [224].

2) Traitement de la maladie préclinique avant la neuroinvasion (après exposition

périphérique). Les molécules doivent agir au niveau des cellules immunitaires et/ou de

l’interface neuro-immune. Dans ce cas, il n’est pas nécessaire que les molécules passent la

barrière hématoencéphalique.

3) Prophylaxie : cette stratégie nécessite l’élicitation d’une réponse immune spécifique ou non

qui bloque la réplication de l’agent des ESST au niveau périphérique.
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V-2 Les différentes approches thérapeutiques testées

V-2.1 L’iododoxorubicine (IDX)

Des études chez des patients chez lesquels on a détecté des amyloïdoses ont montré que le

traitement par l’anthracycline 4’-iodo-4’-deoxy-doxorubicine (IDX) entraînait une résorption

partielle des dépôts amyloïdes [126]. Des études complémentaires ont montré que l’IDX se

liait fortement aux fibrilles amyloïdes de diverses compositions chimiques et réduisait les

dépôts amyloïdes dans un modèle murin d’amyloïdose réactive [234]. Des hamsters syriens

inoculés par voie intracérébrale par la souche 263K co-incubée pendant 1h avec de l’IDX ont

montré une augmentation significative du temps de survie : 128 jours contre 94 jours pour les

animaux infectés par la souche 263K seule [353].

V-2.2 Tétracyclines

En raison de leur homologie structurale avec une partie de l’IDX et de leur capacité à passer

la BHE, les tétracyclines ont été évaluées dans le traitement des ESST. Leur capacité à

interagir avec les agrégats de PrPSc a été établie en utilisant des fibrilles amyloïdes générés

par des peptides synthétiques 106-126 [354]. Ces études ont montré que la tétracycline

pouvait prévenir l’agrégation et la résistance aux protéases des peptides synthétiques. Une

étude de Forloni a quant à elle montré que lorsque l’on co-incubait les tétracyclines avec

l’inoculum, on observait un retard dans l’accumulation de PrPSc dans le SNC et dans

l’apparition des symptômes [117].
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V-2.3 Le Rouge Congo (CR)

Le Rouge Congo est un pigment couramment utilisé en histopathologie pour marquer les

dépôts de protéines amyloïdes. In vitro, cette molécule a montré qu’elle inhibait

l’accumulation de PrPSc dans des cellules chroniquement infectées. Le Rouge Congo

stabiliserait la PrPSc, l’empêchant de se déplier pour atteindre un état intermédiaire nécessaire

à la transconformation PrPc-PrPSc [62]. In vivo, les résultats sont controversés. Un effet a

bien été démontré sur l’allongement de la survie dans le modèle du hamster contaminé par les

souches 139A et 263K par voie i.p et i.c, mais seulement lorsque la molécule est administrée

au moment de l’infection [167]. Par ailleurs, pour d’autres combinaisons souche/hôte, aucune

efficacité n’a pu être démontrée.

V-2.4 Peptides synthétiques «β-sheet breaker peptides »

Des peptides synthétiques ont montré qu’ils pouvaient interagir avec la PrPc et former un

complexe agrégé [176]. Les travaux de Chabry ont montré que des peptides synthétiques

composés d’une partie centrale de la séquence de la PrP (PrP106-126, 109-141, 113-141)

étaient des inhibiteurs efficaces dans un modèle de conversion acellulaire [67]. Les résultats

obtenus avec le peptide 109-141 ont par ailleurs permis de suggérer que des interactions

spécifiques entre PrPc et PrPSc s’établissaient par l’intermédiaire de la région centrale de la

molécule. Cette idée est soutenue par les études sur des molécules de PrP mutées délétées

pour la séquence 114-121 et qui montrent l’absence de conversion en isoforme PK résistante

après expression dans des cellules de neuroblastomes infectés [156]. Les acides aminés 113 à

120 semblent requis pour une inhibition maximale  tandis que les résidus adjacents de 129 à

141 jouent un rôle plus modéré.

Des peptides présentant une homologie de séquence avec la PrPc et un taux plus élevé en

Proline (iPrP13) ont montré qu’ils pouvaient interagir avec la PrPSc et augmenter sa

sensibilité aux protéases [341]. De plus, le traitement avec l’iPrP13 (115-122) permet de
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retarder les signes cliniques et de diminuer l’infectiosité de 90-95% chez des souris infectées.

V-2.5 Polyanions

Les polyanions sont des molécules très fortement chargées qui interagissent avec la

membrane cellulaire. Ils sont connus pour inhiber l’entrée de certains virus de manière non

spécifique. Le dextran sulfate (DS500), le pentosan polysulfate (PPS), la suramine et l’HPA-

23 ont montré leur efficacité dans différentes combinaisons souche/hôte.

-Le DS500

Le DS500 (polymère de glucose contenant 2 groupes sulfates par sucre et de poids

moléculaire 500kDa) a montré qu’après inoculation par voie intra-péritonéale, une seule

injection intrapéritonéale de 250mg pouvait prolonger la période d’incubation chez la souris

infectée et réduire la sensibilité à l’infection seulement dans les phases précoces, un mois

avant ou 2 semaines après l’infection [102, 109]. Un traitement unique de 40 mg/kg, 2h après

inoculation entraîne quant à lui une augmentation du temps de survie de 21% [196].

-Le PPS

Des études in vivo chez la souris semblent indiquer que le DS500 est toxique, alors que le

pentosane sulfate (SP54, polymère de xylose de 54kDa) a montré une toxicité moindre [95].

Le pentosane polysulfate (PPS) est un xylose sulfaté (1,4-D-xylopyranoside polysulfaté de

poids moléculaire variant de 3500-5000). L’effet in vivo du PPS est très dépendant de la dose,

la voie d’administration, la souche d’ATNC et le modèle animal considéré. Dans le modèle du

hamster syrien infecté par voie intrapéritonéale (i.p) par la souche neurotrope 263K, le PPS ne

prolonge la survie des animaux que s’il est administré immédiatement  après (2h) l’exposition

parentérale [196]. Chez la souris NMRI infectée par la souche 139A en i.p, trois injections de
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10 mg de PPS 2 mois avant l’infection, augmentent significativement le temps de survie et

réduisent la sensibilité à l’infection d’un facteur d’au moins 100 [95, 109]. En fonction du

modèle de souris (C3H, BRVR, VL, CBA, VM, BSC), les résultats peuvent être différents

[107]. Une injection unique de PPS à la dose de 1mg 7h après l’infection protège

complètement les souris VM contre la souche 22A, tandis que  les souris CBA sont protégées

contre la souche ME7. Les résultats de Farquhar présentés au Congrès de Munich en 2003

indiquent que des injections répétées de PPS par voie intrapéritonéale et orale sont efficaces:

5 injections par voie intrapéritonéale de 5 mg chaque semaine, 7h après l’infection en i.p. de

la souche ME7, augmentent de 40% le temps de survie des animaux et l’administration par

voie orale d’une dose forte unique de PPS à des souris inoculées oralement par la souche ME7

augmente significativement la période d’incubation. De plus, des doses répétées de PPS

augmentent significativement le temps de survie non seulement de souris infectées par une

souche de tremblante oralement ou de façon parentérale, mais aussi chez des souris infectées

en ip par une souche d’ESB bovine ou d’une souche d’ESB adaptée à la souris [108]. Compte

tenu de l’utilisation du PPS dans le cas de traitement d’autres pathologies, cette molécule a été

proposée comme traitement prophylactique potentiel de la MCJ. Au Royaume-Uni un jeune

homme de 18 ans présentant des symptômes sévères de vMCJ a été traité avec de faibles

doses de PPS par perfusion à long terme au niveau du cerveau et a montré, après 5 mois, une

amélioration des symptômes (gain de poids, perte de l’incontinence, réponse à la douleur)

[85]. Ces résultats ont été renforcés par une étude récente de Doh-Ura montrant que l’infusion

intraventriculaire de PPS a des souris transgéniques Tg7 infectées par la souche 263K

prolongeait la période d’incubation [98]. Par ailleurs, cette étude a montré qu’au niveau du

site d’infusion du  PPS, l’accumulation de PrPres et les lésions neuropathologiques étaient

moindres compararativement à l’hémisphère cérébral contralatéral. Ces résultats semblent

confirmer le mode d’action du PPS qui pourrait agir directement sur la génèse de PrPres,

puisqu’il a déjà été montré que le PPS interférait avec la conversion de PrPc en PrPres par

liaison compétitive [63] ou bien par altération de  la localisation cellulaire des molécules de

PrPc [333].

-Les héparanes mimétiques
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De nouvelles molécules appelées HM (Héparan Mimetics) mimant la structure des

glycosaminoglycans (GAGs), et en particulier des héparanes sulfates, initialement synthétisés

pour leur capacité de régénération tissulaire (d’où leur autre appellation de RGTA pour

Regenerating Agents) [35, 232] ont été testées dans le traitement des maladies à prions. Il a

été rapporté que les héparanes sulfates possédaient des fonctions biologiques particulièrement

intéressantes, représentant en conséquence de bons candidats thérapeutiques : ces molécules

support de l’adhésion et de la prolifération cellulaire [34] peuvent se lier à la PrP au niveau de

sites spécifiques [375], jouent un rôle prépondérant dans l’endocytose de la PrP, l e

métabolisme des prions [28] ,et agissent comme co-récepteurs pour la liaison de la PrP au

LRP/LR [160]. Deux études récentes ont comparé l’efficacité de deux HM et notamment le

HM2602 (degré de substitution par unité de sucre : 0,8 CM, 0,2 Bn, 0,5 S) et le HM 5004

(degré de substitution par unité de sucre : 0,5 CM, 1,3 S, pas de Bn). Ces travaux ont permis

de montrer que ces 2 HM inhibaient efficacement de façon dose dépendante la PrPres sur

différentes lignées cellulaires (ScGT1 et ScN2a) [2, 328]. Cet effet inhibiteur très rapide in

vitro (diminution du taux de PrPres après 24h de traitement et élimination totale 96h après)

qui se prolonge durant 50 jours, semble agir par la liaison du HM avec la PrPc et en inhibant

la conversion de PrPc en PrPres et non par une modification de la synthèse de PrPc, ni la

dégradation de PrPres, ni l’association de la PrP avec les rafts. Ils pourraient également agir

en bloquant la liaison de la PrP avec le récepteur à la laminine /LRP/LR par compétition avec

les HS naturels. Les auteurs semblent opter pour cette dernière hypothèse en raison du rôle

essentiel du LRP/LR dans l’endocytose et la conversion de la PrP [125] et de l’inhibition de la

synthèse de PrPres après le blocage du LRP/LR par anticorps [207]. In vivo, les travaux

menés ont montré que seul un traitement avec le HM2602 (25mg/kg/semaine en i.p.) était

efficace sur l’accumulation de PrPres dans la rate 30 jours après inoculation chez la souris et

prolongeait la survie de hamsters infectés de 14%. Ces résultats ont permis de montrer qu’un

degré de sulfatation important semble corrélé avec une meilleure efficacité et compte tenu de

l’effet plus important du HM2602 comparativement au HM5004, la présence d’un

groupement hydrophobe benzylamide augmente l’effet inhibiteur. Cette particularité chimique

rejoint les travaux qui ont montré que la conversion de PrPc en PrPres était caractérisée par

une exposition des résidus hydrophobes [322] et ceux montrant l’existence d’interactions

hydrophobes entre la PrPres et des molécules telles que le Rouge Congo et l’IDX [234, 353].
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V-2.6 La suramine

La suramine est un composé polysulfoné utilisé depuis longtemps dans le traitement des

trypanosomioses. Lorsque des cellules ScN2a et ScGT1 sont traitées avec ce composé, la

synthèse de novo de PrPSc est totalement inhibée même après plusieurs passages sans

traitement [129]. La suramine est connue pour interférer avec l’agrégation et l’expression à la

surface de certaines protéines et dans le cas de la PrP, cette molécule induit la formation

d’agrégats de PrP insolubles sensibles à la PK. L’administration intrapéritonéale de suramine

à des souris au moment de l’infection a permis de prolonger significativement la période

d’incubation.

V-2.7 La dapsone

C’est une phénylsulfone prescrite habituellement comme antibactérien ou antiparasitaire qui

peut passer la BHE et qui a été utilisée dans le traitement de la lèpre. Après inoculation de rats

par voie ic avec une souche qui dérive de la souche cricétidienne SY, elle même dérivée de la

MCJ, l’administration par voie orale de dapsone à 2mg/kg dès le début de la contamination et

poursuivie pendant toute la période d’incubation et la phase clinique, entraîne une

augmentation du temps de survie de 30% chez les animaux traités [228].

V-2.8 La quinacrine

La quinacrine est une molécule qui a longtemps été prescrite dans le traitement du paludisme,

des giardioses et du trypanosome. Un traitement unique avec cette molécule a montré que
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sur des cultures de neuroblastomes murins ScNB et ScN2a, l’accumulation de PrPres était

totalement inhibée [97, 189]. L’analyse comparative de l’équipe de Korth de plusieurs dérivés

de la quinacrine a montré que l’atome d’azote en position 9 du composé tricyclique et que la

longueur et la composition de la chaîne aliphatique contribuaient à l’effet inhibiteur. La

spectroscopie RMN a permis de déterminer que le site de liaison de la  quinacrine sur la

protéine PrP humaine recombinante est le tripeptide 225-227 de l’hélice a 3 [371] qui est

localisé près du site d’interaction avec la protéine X. L’effet de la quinacrine pourrait donc

passer par une compétition avec la protéine X pour la liaison à la PrPc. Cette molécule déjà

utilisée depuis longtemps en médecine humaine est vite apparue comme la molécule

« miracle » pour traiter des patients atteints de MCJ. Cependant, une étude in vivo a montré

que le traitement à 10 mg/kg/jour par voie orale 5 jours ou 65 jours après une inoculation

intracérébrale à des souris ne permettait pas d’augmenter la survie des animaux [81]. Les

effets cytotoxiques de cette molécule en conséquence d’une administration chronique

(dysfonctionnement du foie, psychose, cardiomyopathie) ont conduit l’équipe de Prusiner à

tester des énantiomères de la quinacrine [317] comme cela avait déjà été fait pour le

paludisme [376]. Comparativement à la quinacrine générique et à l’énantiomère (R),

l’énantiomère (S) présente une meilleure capacité à éliminer la PrPres dans des cellules

ScN2a, avec une cytotoxicité similaire. Néanmoins, ces études ont été évaluées dans des

modèles in vitro, et pour l’instant aucune étude ne montre si un énantiomère plus efficace in

vitro présente une efficacité in vivo. La même équipe a également testé l’efficacité de

composés bis-acridines caractérisés par deux hétérocycles acridines séparés par un linker, en

postulant que compte tenu du fait que c’est l’oligomérisation de la PrP qui est le mécanisme

central de la formation de PrPSc, des composés dimériques devraient être plus efficaces pour

inhiber la multimérisation de la protéine pathologique [229]. Cette étude a mis en évidence 3

composés potentiels non toxiques à une concentration de 500 nM dans un modèle cellulaire.

Le mode d’action de ces composés pourrait passer par un possible mécanisme de liaison des

hétérocycles à des sites indépendants sur la PrPres. A l’heure actuelle, plusieurs patients aux

Etats-Unis, en France, au Royaume-Uni et au Japon sont traités avec la quinacrine. Les

données rapportées lors du Congrès à Paris en Juin 2003 indiquent des résultats quelque peu

controversés : l’étude suivie par Nakajima au Japon indique une amélioration des mécanismes

cognitifs chez les patients après un traitement à 300mg/jour pendant 12 semaines, alors que

l’étude menée par Brandel de Août 2001 à Août 2002 sur 39 patients pendant 38 jours, a

montré que malgré des signes d’amélioration transitoires pour un seul patient, les résultats

observés n’indiquaient aucun effet positif significatif. La pertinence de l’utilisation de cette

molécule comme candidat thérapeutique des ESST a fait l’objet d’une partie de ce travail de
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thèse (voir Résultats chapitre I).

V-2.9 La chlorpromazine

La chlorpromazine est une phénothiazyne connue pour passer la BHE utilisée depuis de

nombreuses années dans le traitement antipsychotique. Cette molécule a montré qu’elle

pouvait inhiber l’accumulation de PrPSc dans le modèle de neuroblastome murin ScN2a avec

une IC50 de 3mM [189].

    V-2.10 Les antibiotiques polyéniques

Les antibiotiques polyéniques sont des agents antifongiques dérivés de l’amphotéricine B.

Dans le traitement des ESST, l’effet de l’amphotéricine B dépend de la dose utilisée et du

moment de son administration [286]. L’utilisation de l’amphotéricine B dans le modèle du

hamster syrien infecté par la souche 263K a montré qu’elle induisait une réduction de

l’accumulation de PrPres [231] ainsi qu’un prolongement du temps de survie des animaux

[288].

Le développement d’un dérivé moins toxique de cette molécule, le MS-8209 a montré que ce

nouveau composé administré à différents modèles animaux permettait d’augmenter

significativement le temps de survie des animaux, pouvant aller jusqu’à 100% d’augmentation

chez le hamster [88]. L’effet le plus remarquable de cette molécule est son efficacité même

lorsqu’elle est administrée à des stades tardifs de la maladie [1, 89], contrairement à toutes les

autres molécules testées qui n’ont montré une efficacité qu’au début de l’infection.

L’effet thérapeutique des antibiotiques polyéniques semblerait passer par un retard de

l’accumulation de PrPSc dans le cerveau. Ce mécanisme s’établirait par l’inhibition de la

synthèse de PrPSc en modifiant la composition chimique et physique des microdomaines de

la membrane cellulaire (rafts) riches en cholestérol où la PrPc se trouve préférentiellement

[135] et où on suppose qu’elle est convertie en PrPSc [356, 368]. D’autres données
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expérimentales semblent indiquer que les antibiotiques polyéniques agiraient sur l’interface

neuroimmune et diminueraient les processus de neuroinvasion [31].

V-2.11 Porphyrines tétrapyroles

Les tétrapyroles représentent des inhibiteurs potentiellement efficaces dans le sens où elles

ont été décrites pour se lier fortement et de façon sélective aux protéines et changer leur

conformation [161]. Plusieurs porphyrines tétrasubstituées, deuteroporphyrines (DT)

substituées (sulfonates ou glycol) et des phtalocyanines tétrasulfonate (PcTSs) ont montré un

effet inhibiteur sur la formation de PrPres dans le modèle cellulaire de neuroblastomes ScNB

[66]. Ces molécules, et en particulier PcTS-Fe3+, qui possèdent une structure similaire à celle

du  Rouge Congo en raison des 4 noyaux pyroles qu’elles portent, sont 10 fois plus efficaces

sur la conversion de PrP de hamster in vitro dans un modèle acellulaire, cependant elles

possèdent une efficacité 100 fois moins importante que le Rouge Congo dans les cellules

ScNB. De façon surprenante, contrairement à ce qui avait été décrit pour le Rouge Congo et

d’autres inhibiteurs polyanioniques qui sont sulfonés ou sulfatés, les groupes sulfonés et

anioniques portés par les porphyrines ne semblent pas être responsables de l’activité

inhibitrice. Il semblerait que ce soit la combinaison et les interactions des structures du noyau

et des substituants qui déterminent l’efficacité des tétrapyroles. Le traitement de hamster

infectés avec la souche 263K avec différents composés tétrapyrroles a montré que parmi la

PcTS, le TMPP (meso-tetra(4-N-methylpyridyl)-Fe3+ et la deuteroporphyrine DPG2-Fe3+, la

PcTS administrée en i.p. à raison de 12 traitements sur 4 semaines dès le début de l’infection

était le composé le plus actif in vivo prolongeant la survie des animaux de 50% [293].

V-2.12 Polyamines branchées

Les polyamines branchées telles que le polyéthylèneimine (PEI) et les polyamidoamides

(PAMAM) ont été décrites pour inhiber totalement l’accumulation de PrPSc dans des cellules

ScN2a [350]. Ces composés se lieraient directement à la PrPSc et stimuleraient la protéolyse

de la PrPSc dans les endolysosomes dans les 3h qui suivent l’administration. La capacité des

polyamines branchées à dénaturer la PrPSc dépend de plusieurs caractéristiques

moléculaires telles que les branchements et la forte densité de surface des amines terminales.
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V-2.13 Acides ribonucléiques

La transfection de petits ARN appelés RNAi dirigés contre l’ARNm de la PrPc ovine dans

des cellules RK13 (rabbit kidney epithelial cells) transfectées avec un vecteur exprimant les

gènes Prnp murin et ovin et dans des cellules Rov9 exprimant des taux élevés de PrPc ovine,

a montré une inhibition significative de l’expression de la PrP ovine dans les 2 types

cellulaires [362]. Par ailleurs, D. Proske a isolé des petits acides ribonucléiques appelés

aptamères qui se lient à la PrPc humaine au niveau des acides aminés 90-129 et qui

permettent de réduire la synthèse de PrPSc de novo en 16h dans une lignée cellulaire de

neuroblastome (3F4-ScN2a), qui exprime de façon stable la PrP murine endogène et une PrP

chimérique souris-hamster-souris (MHM2) [295]. Selon les auteurs, le mode d’action de ces

aptamères passerait par une inhibition de la conversion de la PrPc en PrPSc dans le modèle de

polymérisation par noyau de nucléation en se liant initialement à la PrPc.

   V-2.14 Modulateurs de la mort neuronale

Plusieurs stratégies ont été développées afin de prévenir ou compenser la perte neuronale

caractéristique de la pathogénèse. La majorité de la mort neuronale qui survient est reliée à un

mécanisme d’apopotose, elle-même liée à un dépôt de protéines ou de médiateurs

neurotoxiques sécrétés par les cellules gliales. Des drogues anti-apoptotiques telles que la

flupirtine et la mémantine ont montré un effet cytoprotecteur dans des modèles expérimentaux

mettant en jeu des cellules neuronales exposées au  peptide 106-126 connu pour ses propriétés

neurotoxiques in vitro et in vivo [115, 282]. La flupirtine, dérivé de puridine, augmenterait

l’expression de Bcl2 qui est une molécule anti-apoptotique et agirait comme antagoniste des

récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate).

V-2.15 Intervention immunothérapeutique

Bien qu’aucune réponse immunitaire spécifique chez les individus infectés n’a pu être

détectée, plusieurs essais thérapeutiques passant par une intervention immunitaire ont été

évalués.

Les FDC qui se trouvent dans les tissus lymphoïdes jouent un rôle important au niveau du

système immunitaire durant une infection périphérique. In vivo, ces cellules accumulent la
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PrPres dans les centres germinatifs des organes lymphoïdes secondaires et se localisent près

des terminaisons nerveuses sympatiques [12]. Le blocage de l’interaction médiée par la

lymphotoxine b entre les FDC et les cellules conduit à une diminution de la maturation des

FDC et de l’accumulation de PrPres dans les centres germinatifs et à un retard significatif de

l’apparition des symptômes [219, 242, 291].

Par ailleurs, les composants du complément qui permettent la captation des antigènes par les

FDC [257] pourraient jouer un rôle dans la propagation des ATNC et la pathogénèse dans les

premiers jours de l’infection. Le traitement de souris avec un inhibiteur du C3 avant

l’inoculation intrapéritonéale prolonge significativement le temps de survie de 24 jours [220]

et des souris qui ne possèdent pas le gène codant pour C1q développent des signes cliniques

plus tard (374±9 jours) que des souris sauvages (288±7 jours) [220].

L’utilisation d’anticorps reconnaissant plusieurs régions de la PrP ont montré une efficacité

vis-à-vis de la réplication des ATNC in vitro dans des modèles cellulaires et acellulaires et in

vivo en bloquant la neuroinvasion [103, 151, 336]. L’effet inhibiteur des anticorps s’établirait

par leur liaison spécifique à la PrPc et/ou PrPres ce qui conduirait au blocage ou à la

modification de la conversion de la PrPc en PrPres [335, 336]. L’étude de White et al. qui a

montré un effet remarquable in vivo de l’anticorps ICSM18 dirigé contre les résidus 146-159

rejoint les études précédentes qui montraient que l’hélice 1 est impliquée dans la réplication

des ATNC.

L’administration d’oligodeoxynucléotides CpG, motifs apparaissant à une forte fréquence

dans l’ADN bactérien et stimulant le système immunitaire inné [373] a permis d’augmenter

très significativement la période d’incubation de souris infectées [330]. Cet effet pourrait être

le résultat d’un effet adjuvant des CpG conduisant à la production d’anticorps ou bien d’une

modification de l’architecture de la rate en raison des traitements répétés, ce qui pourrait

conduire à une surstimulation des cellules immunitaires et une déplétion fonctionnelle des

FDC.
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I- RECHERCHE DE NOUVELLES MOLECULES

THERAPEUTIQUES

I-1 Avant-propos

A l’heure actuelle, de nombreuses stratégies ont été évaluées dans le traitement des maladies à

prions. Cependant, aucune d’entre elles, à ce jour, ne montre une réelle satisfaction compte

tenu du manque d’efficacité lorsque le système nerveux central est déjà atteint et de leur effet

variable selon la souche d’ATNC, la voie d’inoculation ou bien le modèle utilisé. Les données

encore fragmentaires sur l’agent lui-même et son mode de propagation contribuent également

à la difficulté de développer une thérapeutique efficace. Il semble encore aujourd’hui difficile

de concevoir le traitement des patients au moment même où la neurodégénérescence a débuté,

cependant les derniers travaux de Malluci et al. décrivant une réversion des phénomènes de

spongiose après l’installation des premiers signes de neurodégénérescence laissent entrevoir

une nouvelle voie de recherche à ce stade de la maladie. En attendant de confirmer ces

résultats et de développer des stratégies efficaces au moment où la neurodégénérescence est

installée, le développement de molécules dans le cadre d’un traitement prophylactique en cas

de contamination accidentelle ou avant que le SNC ne soit atteint représente un axe de

recherche à explorer, non seulement d’un point de vue curatif, mais aussi afin de mieux

appréhender les mécanismes moléculaires et cellulaires sous-tendant la propagation de

l’agent.

Par ce travail, nous nous sommes tout d’abord attachés à évaluer l’efficacité et la pertinence

de l’utilisation de la quinacrine, molécule utilisée depuis longtemps dans le traitement du

paludisme, chez des patients atteints de MCJ. En effet, l’étude menée par l’équipe de Prusiner

[189] a montré que sur le modèle de neuroblastomes ScN2a, la quinacrine était

significativement efficace. La présence sur le marché de cette molécule a conduit très

rapidement à la proposition de cette molécule comme traitement compassionnel des patients

atteints de MCJ. Cependant, ce traitement a été proposé sur la seule base de son efficacité

dans un modèle cellulaire unique sans aucune étude préalable dirigée chez l’animal. Nous

avons donc voulu évaluer la pertinence d’un tel traitement dans différents modèles in vitro et

dans un modèle in vivo. Cette étude publiée en 2003 sera développée dans le premier chapitre

(Article 1) et fait l’objet de commentaires supplémentaires.
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Un deuxième volet de ce chapitre a porté sur l’étude in vitro et in vivo du potentiel

thérapeutique de diverses classes de molécules. En effet, à ce jour, un grand nombre de

composés ont été testés, cependant beaucoup d’entre eux, bien qu’efficaces in vitro, ont

montré une efficacité limitée in vivo essentiellement lorsque la phase de neuroinvasion s’est

instalée. Nous avons donc testé l’efficacité de nouveaux héparanes mimétiques et

porphyrines dont la synthèse a été modifiée de façon fine afin de déterminer si une structure

particulière possédait une fonction particulère lui conférant un effet plus important in vivo.

Cette étude nous a conduits, d’une part à mettre en évidence deux nouvelles molécules et

d’autre part, à émettre diverses conclusions concernant leur efficacité et leur utilisation dans

le traitement des ESST.

I-2 Article n°1 

“Evaluation of quinacrine treatment for prion diseases”

 Barret et al, 2003, Journal of Virology, Vol.77, N°15, p. 8462-8469
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Based on in vitro observations in scrapie-infected neuroblastoma cells, quinacrine has recently been pro-
posed as a treatment for Creutzfeldt-Jakob disease (CJD), including a new variant CJD which is linked to
contamination of food by the bovine spongiform encephalopathy (BSE) agent. The present study investigated
possible mechanisms of action of quinacrine on prions. The ability of quinacrine to interact with and to reduce
the protease resistance of PrP peptide aggregates and PrPres of human and animal origin were analyzed,
together with its ability to inhibit the in vitro conversion of the normal prion protein (PrPc) to the abnormal
form (PrPres). Furthermore, the efficiencies of quinacrine and chlorpromazine, another tricyclic compound,
were examined in different in vitro models and in an experimental murine model of BSE. Quinacrine efficiently
hampered de novo generation of fibrillogenic prion protein and PrPres accumulation in ScN2a cells. However,
it was unable to affect the protease resistance of preexisting PrP fibrils and PrPres from brain homogenates,
and a “curing” effect was obtained in ScGT1 cells only after lengthy treatment. In vivo, no detectable effect was
observed in the animal model used, consistent with other recent studies and preliminary observations in
humans. Despite its ability to cross the blood-brain barrier, the use of quinacrine for the treatment of CJD is
questionable, at least as a monotherapy. The multistep experimental approach employed here could be used
to test new therapeutic regimes before their use in human trials.

Transmissible spongiform encephalopathies are a group of
neurodegenerative disorders including sporadic, genetic, and
acquired forms of Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) in humans,
scrapie in sheep, and spongiform encephalopathy in cattle (bo-
vine spongiform encephalopathy [BSE]). These diseases are
characterized by the accumulation of a pathological form of
the cellular prion protein (PrPc), called scrapie prion protein
(PrPres), in the central nervous system and, in many instances,
in the lymphoreticular system. PrPres shows several differences
from PrPc: a high percentage of �-sheet secondary structure,
resistance to proteolysis, insolubility in detergents, and a pro-
pensity to polymerize into amyloid-like fibrils (4, 27, 28). The
disease-related form of PrPc, PrPres, is the only specific mo-
lecular marker of the infection, and the inhibition of its accu-
mulation is often used to evaluate the efficacy of therapeutic
drugs.

To date, several compounds have been described which de-
crease the PrPres concentration in different scrapie-infected
cell lines or prolong the incubation period in animal models.
These drugs belong to different classes, including sulfated
polyanions (13, 17, 19; C. Farquhar, A. Dickinson, and M.
Bruce, Letter, Lancet 353:117, 1999; C. Farquhar, I. McCon-
nell, J. Graham, S. Cumming, R. Prescott, A. Boyle, G. R.
Barclay, D. S. Pepper, M. L. Turner, and M. E. Bruce, pre-
sented at the International Conference on Transmissible Spon-

giform Encephalopathies, Edinburgh, United Kingdom, 2002),
amphotericin B derivatives (1, 25), Congo red (5, 9), tetracyclic
compounds (15, 35), tetrapyrroles (7, 26), branched poly-
amines (32, 33), and �-sheet breakers derived from PrP pep-
tides (31). Nevertheless, none of them is effective when given
around the time of the clinical phase, thereby restricting an
evidence-based rationale for their use in the treatment of hu-
man disease. Recently, quinacrine, chlorpromazine, and some
tricyclic derivatives with an aliphatic side chain were described
as efficient inhibitors of PrPres formation in murine neuroblas-
toma cells chronically infected with the Chandler scrapie iso-
late (12, 18). Since these two compounds have been used in
human medicine for many years (quinacrine as an antimalarial
and chlorpromazine as an antipsychotic drug) and are able to
cross the blood-brain barrier, they appeared to be interesting
candidates for prion disease therapy. Consequently, quinacrine
has been proposed for compassionate treatment of CJD, in
particular for the new variant CJD causally linked to BSE, even
though no data were available in experimental models to sup-
port its efficacy in the treatment of transmissible spongiform
encephalopathies.

In this study, we used several complementary methods to
extend our knowledge of the effect of quinacrine on prion
replication in order to document the relevance of this thera-
peutic approach. Using biochemical and biophysical tech-
niques, we examined the ability of the compound to interact
with and to affect the protease resistance of synthetic PrP
peptide aggregates and of PrPres from different brain homog-
enates. In addition, we investigated the ability of quinacrine to
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hinder the in vitro conversion of PrPc to PrPres. We also
analyzed the effects of quinacrine and chlorpomazine on
PrPres accumulation in three different models of chronically
infected cells. Finally, we investigated their therapeutical ef-
fects in BSE-infected mice. In agreement with previous re-
ports, the results obtained showed that quinacrine was effective
against de novo generation of fibrillogenic prion protein and
against PrPres accumulation in ScN2a cells. However, the com-
pound was less efficient with ScGT1 cells, another chronically
scrapie-infected murine neuronal cell line, which could be
cured only after lengthy treatment. It was also less efficient in
disrupting preexisting aggregated PrP fibrils and PrPres from
different brain homogenates. In vivo, not only did quinacrine
and chlorpromazine not efficiently inhibit the accumulation of
PrPres, but a paradoxical increase in PrPres was observed.
Moreover, preliminary results in treating mice that developed
clinical signs have not shown evidence of clinical efficiency. We
therefore propose that quinacrine can interact with PrP to
inhibit PrPres formation but that it is unable to significantly
disrupt preformed aggregates and therefore has a limited role
in therapeutic interventions during the late stages of prion
diseases.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. Quinacrine, chlorpromazine, tetracycline hydrochloride, Congo
red, and thioflavin T were purchased from Sigma Aldrich, and dextran sulfate
500 was purchased from Pharmacia. Amphotericin B derivatives, such as MS-
8209 and MS-1191, were generous gifts from Mayoly-Spindler Laboratories. The
drugs were diluted in a sterile 5% (wt/vol) glucose solution.

Peptide synthesis and purification. The peptides PrP106-126 (KTNMKH
MAGAAAAGAVVGGLG) and PrP82-146 (GQPHGGGWGQGGGTHSQ
WNKPSKPKTNMKAGAAAAGAAVVGGLGGYMLGSAMSRPIIHFG
SDYE), based on the human PrP amino acid sequence, were synthesized by
solid-phase chemistry on an Applied Biosystems 430A synthesizer as described
previously (14, 36). The peptides were cleaved from the resin with phenol-
thioanisole-trifluoroacetic acid, precipitated, washed several times with cold di-
ethylether, and purified by preparative reverse-phase high-performance liquid
chromatography (HPLC) (model 243; Beckman Instruments). The purities and
identities of peptides were determined by analytical reverse-phase HPLC, cap-
illary electrophoresis (Quanta 4000; Millipore), amino acid sequencing (6600
Prosequencer; Milligen), and mass spectrometry using a single quadrupole mass
spectrometer equipped with an electrospray interface (Hewlett-Packard). The
purities of the peptides were �95%.

Fluorescence microscopy. To generate amyloid fibrils, the peptides PrP106-
126 and PrP82-146 were dissolved in deionized water at a concentration of 2 mM,
and the same volume of 200 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4, was added. The
samples were incubated for 1 week at 37°C. An aqueous solution of quinacrine,
tetracycline hydrochloride, or the amyloid-binding fluorochrome thioflavin T was
added to suspensions of peptide aggregates to a final concentration of 1 mM.
After 2 h of incubation at room temperature, the samples were centrifuged at
16,000 � g for 5 min, and the pellet was washed several times with Tris-HCl
buffer to remove any free dye in solution and then applied to gelatin-coated
slides. Appropriate controls (solutions of gentamicin as a negative control, thio-
flavin T plus scrambled peptide, peptides in the absence of thioflavin T, and a
solution of thioflavin T only) were used to avoid artifacts. The samples were then
examined by fluorescence microscopy using selective filters (Zeiss).

Proteinase K digestion of synthetic peptides. The synthetic peptides PrP106-
126 and PrP82-146 were dissolved at a concentration of 1 mM in water-aceto-
nitrile (1:1), and 30-�l aliquots were lyophilized. The samples were dissolved in
15 �l of deionized water alone or with either quinacrine or tetracycline, and the
same volume of 200 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4, containing 1 mM CaCl2 was
added. The final PrP106-126– to– compound ratios were 1:1, 1:4, and 1:8, and the
ratio of PrP82-146 to compound was equimolar. The samples of PrP106-126 and
PrP82-146 were incubated at 37°C for 48 h and then digested with proteinase K
(37°C for 15 min) at 20 (PrP106-126) or 16 (PrP82-146) �g/ml (the different
concentrations of proteinase K used reflected the relative sensitivities of the two
peptides to proteolysis). Proteolysis was blocked by the addition of EGTA (5 mM

final concentration). After centrifugation at 16,000 � g for 5 min, the supernatant
was removed, the pellet was dissolved in 30 �l of 10% formic acid containing
0.1% trifluoroacetic acid, and 20 �l was analyzed by reverse-phase HPLC. Par-
allel samples were run in the absence of quinacrine or tetracycline and analyzed
as specified above with or without proteinase K digestion. The extent of prote-
olysis was calculated as the percentage of peptide present in the pellet compared
to the total amount originally present.

Effects of quinacrine on protease resistance of PrPres. PrPres was partially
purified from brain tissue of patients with sporadic and variant CJD, 263K-
infected hamsters, and 139A-infected mice following a procedure described
previously (6). Sample aliquots containing �2 ng of PrPres were incubated at
37°C for 48 h either in the absence or in the presence of quinacrine or tetracy-
cline (0.02, 0.2, and 2 mM concentrations) and then treated with proteinase K
(50 �g/ml; 37°C; 1 h). The amount of PrP remaining after proteolysis was
assessed by Western blot analysis using the monoclonal antibody (MAb) 3F4
(1:50,000) for CJD- and 263K-infected hamsters and the rabbit antiserum PrP95-
108 (1:15,000) for 139A-infected mice (24).

Effects of quinacrine on cyclic amplification of PrPres. Brains from healthy
hamsters and 263K scrapie-infected hamsters at the terminal stage of disease
were homogenized in 9 volumes of conversion buffer (phosphate-buffered saline
[PBS], pH 7.4, containing 0.5% Triton X-100, 0.05% sodium dodecyl sulfate
[SDS], and a complete cocktail of protease inhibitors from Boehringer Mann-
hein). The homogenates were clarified by centrifugation at 300 � g for 30 s and
diluted 1:1 in conversion buffer. The scrapie brain homogenate was then diluted
1:300 in healthy brain homogenate; 20 �l of serial dilutions of quinacrine,
melatonin, or tetracycline in TBSB (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1%
SB3-14) was then added to 40-�l sample aliquots to obtain final drug concen-
trations of 2, 5, and 10 mM. The samples were incubated at 37°C with agitation
for 5 h and subjected to a cycle of sonication every hour as described previously
(30). The samples were then digested with proteinase K (100 �g/ml; 37°C; 1 h)
and analyzed by Western blotting using the antibody 3F4 (1:50,000).

Cell cultures. Three cell lines were used in the present studies.
ScGT1 is an immortalized cell line from murine hypothalamus neurons kindly

provided by S. Lehmann (Montpellier, France). These cells have been infected
with the scrapie Chandler isolate and persistently express PrPres. The cells were
grown at 37°C in Opti-Modified Eagle’s medium supplemented with 5% fetal calf
serum (FCS), 5% fetal horse serum, 1% penicillin-streptomycin, and 1% sodium
pyruvate.

N2a58/22L cells are derived from the mouse neuroblastoma cell line N2a
transfected with wild-type mouse Prnp cDNA (clone 58) infected with the
mouse-adapted scrapie strain 22L (kindly provided by S. Lehmann) (23). The
cells were grown at 37°C in 5% CO2 in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
supplemented with 10% heat-inactivated FCS, penicillin-streptomycin, 2 mM
L-glutamine, and 250 �g of geneticin (G418)/ml.

In addition, ScN2a cells, similar to those used in previous PrPres-quinacrine
studies (18), were grown in Ham’s F-12 medium supplemented with penicillin,
streptomycin, glutamine, and 2% FCS. The cells were plated at 2 � 104 per well
in microtiter plates. In some studies, microglia obtained from newborn mice were
added to quinacrine-treated and untreated ScN2a cells as previously described
(2). Uninfected N2a cells acted as controls.

PrPres assay inhibition in the three cultured cellular models. (i) ScGT1 cells.
Three different treatment protocols were tested. First, 8 � 105 ScGT1 cells were
grown in a 75-cm2 flask over 2 days. On the third day, when the cells were
sufficiently adherent, different concentrations of drugs were added to the me-
dium. The cells were incubated for 3 days in the presence of the drug. In the
second protocol, 8 � 105 ScGT1 cells grown in a 75-cm2 flask were treated with
the drugs for 6 days, with the medium and the drug changed every second day.
In the last protocol, 3 � 105 ScGT1 cells grown in a 75-cm2 flask were treated
with quinacrine daily for 3 weeks. PrPres accumulation was evaluated at the end
of each type of treatment. The cytotoxic effects of quinacrine on ScGT1 cells
were monitored using an MTT assay (2).

(ii) N2a58/22L cells. N2a58/22L cells were grown in 12-well plates (105 cells/
well) for 48 h. On the third day, quinacrine (0.2 to 0.4 �M) and Congo red
(7.5 �M) were freshly dissolved in vehicle (PBS) and added to the culture every
24 h for 72 h. The cytotoxic effects of quinacrine on N2a58/22L cells were
determined by microscopic examination and by an MTT assay (2).

(iii) ScN2a cells. Quinacrine was added to ScN2a cells for 6 days, with the
medium and the drug changed every second day, after which the amount of PrPres
was determined. An MTT assay (2) was used to monitor the cytotoxic effects of
quinacrine during this protocol. In further studies, the effects of quinacrine treat-
ment on the ability of microglia to recognize and kill scrapie-infected cells was
examined by adding 5 � 103 cell microglia per well containing ScN2a cells (i.e.,
to give a neurone/microglia ratio of �10:1) that were either untreated or had
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been preincubated with 0.1 mg of quinacrine/ml for 24 h. Cell survival was then
assessed 24 h after the addition of the microglia using a standard MTT assay (2).

Analysis of PrPres in treated cells. (i) ScGT1 cells. At the end of the treat-
ment, the ScGT1 cells were washed in PBS and lysed in 1 ml of lysis buffer (50
mM Tris-HCl, pH 7.4, 0.5% Triton X-100, and 0.5% sodium deoxycholate) for 10
min at 4°C. The samples were submitted to a 10-min cycle of sonication at 4°C.
After removal of insoluble debris by centrifugation at 20,000 � g for 1 min, the
total protein concentration was measured by the bicinchoninic acid protein assay
(Pierce). The samples were diluted in lysis buffer to normalize the protein
concentration among them and then digested with proteinase K (20 �g/mg of
protein) for 30 min at 37°C. Digestion was blocked by 4 mM Pefabloc, and the
samples were centrifuged at 20,000 � g for 90 min at 4°C. The supernatant was
removed, and the pellet was dissolved in 40 �l of Laemmli buffer (Bio-Rad). The
samples were boiled for 5 min at 100°C. Fifteen microliters of each sample was
subjected to 12% polyacrylamide gel electrophoresis. The proteins were trans-
ferred onto a nitrocellulose membrane in a buffer containing 0.15% Tris– 0.6%
glycine–10% isopropanol overnight at 22 V and 160 mA. The membranes were
blocked with 5% nonfat dry milk in PBS– 0.1% Tween 20 for 1 h at room
temperature. PrPres was detected by incubation with the antibody SAF83 (a
generous gift of J. Grassi, CEA, Saclay, France) recognizing the 126-164 PrP
epitope for 1 h at room temperature. After three washes of 5 min each, the first
antibody was revealed with a secondary antibody conjugated with peroxidase for
30 min at room temperature. The immunodetection was carried out by enhanced
chemiluminescence (Amersham). The effect of the drug was determined by
quantitating the PrPres signals of the treated cells and by comparison with a
dilution scale of ScGT1 cells using Quantity One software (Bio-Rad).

(ii) N2a58/22L cells. After 72 h of incubation, the N2a58/22L cells were
washed twice with PBS and lysed in 0.5 ml of lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH
7.5, 150 mM NaCl, 0.5% Na-deoxycholate, 0.5% Triton X-100, 2 mM EDTA)
containing protease inhibitors (leupeptin and pepstatin [1 �g/ml]) for 30 min at
4°C. After centrifugation (2 min at 10,000 � g), the supernatant was collected
and the total protein concentration was measured. Protein (176 �g) was digested
with 2.5 �g of proteinase K for 60 min at 37°C. The digestion was stopped by
phenylmethylsulfonyl fluoride (10 mg/ml) at 4°C, and the proteins were then
methanol precipitated. The samples were centrifuged (20 min at 10,000 � g), and
the pellet was resuspended in SDS loading buffer and subjected to SDS– 12%
polyacrylamide gel electrophoresis just after being boiled (2 h at 120 V in 25 mM
Tris– 192 mM glycine– 0.1% SDS). The proteins were transferred onto an
Immobilon-P membrane (1 h at 100 V in 10 mM CAPS–10% methanol). The
membrane was blocked with 5% nonfat dry milk in TBST (10 mM Tris-HCl, pH
7.5, 100 mM NaCl, 0.1% Tween 20), and mouse PrPSc was detected by immu-
noblotting with the antibody SAF75 (a generous gift from J. Grassi) in conjunc-
tion with a peroxidase-conjugated goat anti-mouse secondary antibody. The blot
was developed by the use of enhanced chemiluminescence.

(iii) ScN2a cells. ScN2a cells were incubated with 0.2 �M quinacrine for 6
days, after which the cells were washed three times in PBS, lysed, treated with
extraction buffer, and then treated with proteinase K (protein from 2 � 107 cells
per ml digested with 1 �g of proteinase K per ml for 1 h at 37°C; this is 10 times
the concentration required to digest PrPc in this system). The reaction was
stopped with phenylmethylsulfonyl fluoride, and the amount of PrPres present
was determined using an enzyme immunoassay with a polyclonal antibody as the
capture antibody (R528.7; a gift from J. Langeveld, Pepscan System BV, Lely-
stad, The Netherlands) and the MAb SAF83 (from J. Grassi) and an alkaline
phosphatase kit as the detection system. PrPres immunodetection was carried
out by optic densitometry measured at 414 nm. Recombinant murine PrP (Pri-
onics) was used to calibrate the amounts of PrPres present in the treated and
untreated ScN2a cells.

Infection of animals. C57BL6 mice (age, 8 weeks; weight, 20 g) were obtained
from Harlan (Gannat, France). The animals received water and food ad libitum.
The mice were injected intraperitoneally with the 6PB1 mouse-adapted BSE
strain. One hundred microliters of a 2% (wt/vol) brain homogenate (titrated as
107.2 50% lethal doses/ml) were injected intraperitoneally. Ten mice were inoc-
ulated with 100 �l of negative mouse brain homogenate as a control group.

Treatment of animals. The protocol applied here allows a rapid estimation of
the peripheral accumulation of PrPres during the incubation period. Animals
were treated with the different drugs (5 animals/group) by the intraperitoneal
route for 3 weeks starting the day following the day of inoculation. The drugs
used were quinacrine (10 mg/kg), chlorpromazine (5 mg/kg), the two drugs in
combination, and the amphotericin B derivatives MS-8209 (25 mg/kg) and MS-
1191 (10 mg/kg). The mice in the treatment control group (10 mice) were treated
with a sterile glucose solution (5% [wt/vol]). The mice were sacrificed 30 days
after infection, the time when spleen PrPres reaches a plateau in untreated
animals (3).

Protein analysis (enzyme immunoassay). Mice were killed by cervical disrup-
tion 30 days after inoculation. The spleens were frozen immediately in liquid
nitrogen and kept at �80°C until they were used. The spleen homogenates were
suspended at 10% (wt/vol) in a 5% glucose solution. PrPres purification was
performed with the BSE purification kit (Bio-Rad) (11) adapted to the murine
spleen. Four-hundred-microliter aliquots were digested with a final concentra-
tion of 20 �g of proteinase K/ml for 10 min at 37°C. One-hundred-microliter
aliquots (representing one-third of the resuspended pellet and 6.67 mg of spleen
equivalent) were added to duplicate wells on enzyme immunoassay plates (CEA)
coated with the mouse-specific MAb SAF53 (16). The plates were incubated for
1 h at room temperature in the dark and washed three times, 100 �l of MAb
11C6-G4 (10) was added, and the plates were incubated for 1 h. After several
washes, 100 �l of Ellman solution (CEA) (29) was added, and the plates were
incubated for at least 30 min. PrPres immunodetection was carried out by optic
densitometry measured at 414 nm.

RESULTS

Quinacrine binds to PrP peptides. The ability of quinacrine
to interact with PrP aggregates was investigated using synthetic
peptides homologous to residues 82 to 146 and 106 to 126 of
human PrP that have a high propensity to adopt a �-sheet
secondary structure and to form amyloid fibrils (14, 36). The
intrinsic fluorescence of quinacrine and tetracycline allowed us
to directly observe their binding capacities by coincubation
with the amyloid fibrils. Thioflavin T, an amyloid-binding flu-
orochrome, was used as a positive control. As shown in Fig. 1,
fluorescence microscopy revealed identical labeling with quin-
acrine, tetracycline, and thioflavin T. These results indicate that
quinacrine has the ability to interact with the PrP106-126 pep-
tide (Fig. 1A, top) and the PrP 82-146 peptide (Fig. 1B, top).

Quinacrine does not modify the proteinase K resistance
properties of PrP peptides. Once synthetic PrP peptides are
allowed to polymerize into amyloid fibrils, they are character-
ized by high resistance to proteinase K. As quinacrine has been
shown to bind to PrP peptides, we investigated whether it
could affect the proteinase K resistance properties of the pep-
tides. The results shown in the graphs in Fig. 1 indicated that
the addition of quinacrine to the peptides up to a ratio of 8 to
1 had no significant effect on their proteinase K resistance. In
contrast, tetracycline reduced the protease resistances of both
the PrP106-126 and PrP82-146 peptides in a dose-dependent
manner (34). These results probably reflect the inability of
quinacrine to disaggregate the fibrils of synthetic peptides once
they are formed.

Quinacrine cannot reverse the protease resistance of
PrPres. To test the ability of quinacrine to affect the protease
resistance of disease-specific PrP, PrPres was partially ex-
tracted from brain tissue of sporadic- and variant-CJD pa-
tients, 263K-infected hamsters, and 139A-infected mice and
incubated with 20 �M to 2 mM quinacrine or tetracycline for
48 h prior to proteinase K digestion. While treatment of the
samples with tetracycline resulted in a decrease in PrPres to an
extent which was dependent on the drug concentration, as
described previously (15, 34), quinacrine had no effect (Fig. 2).
Again, this was a reflection of the inability of quinacrine to
disaggregate bona fide PrPres from infectious brains.

Quinacrine reduces cyclic amplification of PrPres. It has
been reported that PrPres can be amplified in the presence of
an excess of PrPc by cycles of incubation and sonication (30).
To verify whether PrPc-to-PrPres conversion was affected by
quinacrine, the compound was added to the reaction mixture
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FIG. 1. Binding of quinacrine, tetracycline, and thioflavin T to PrP106-126 and PrP82-146 peptides and their effects on proteinase K (PK)
resistance of these peptides. (A) Fluorescence microscopy of PrP106-126 aggregates incubated with quinacrine (top), tetracycline (middle), or
thioflavin T (bottom) and effects of quinacrine and tetracycline on proteinase K resistance of the peptide (graph). (B) Fluorescence microscopy
of PrP82-146 aggregates incubated with quinacrine (top) or tetracyline (bottom) and effects of quinacrine and tetracycline on proteinase K
resistance of the peptide (graph). The extents of proteolysis of PrP106-126 (A) and PrP82-146 (B) in the absence or presence of quinacrine or
tetracycline were calculated as the percentage of peptide present in the pellet compared to the total amount originally present.
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(i.e., a 1:300 dilution of 263K scrapie-infected hamster brain
homogenate in normal hamster brain homogenate) at concen-
trations ranging from 2 to 10 mM before cycling. Control
experiments were carried out using tetracycline (as a molecule
that interacts with and affects the physicochemical properties
of PrPres) and melatonin (as a molecule binding to an amyloid
protein that is irrelevant here, namely, A� of Alzheimer’s

disease). Quinacrine reduced and tetracycline inhibited PrPres
amplification. By contrast, melatonin had no effect (Fig. 3).

Quinacrine inhibits PrPres accumulation in N2a58/22L and
ScN2a cells. The inefficiency of quinacrine in disrupting PrP
aggregates and reverting the protease resistance phenotype led
us to investigate its ability to inhibit PrPres accumulation in
cellular models. When scrapie-infected cells were treated once
a day for 3 days with quinacrine at 0.4 �M concentration, the
PrPres signal decreased significantly without any toxicity (Fig.
4) (cytotoxicity was tested from 0.02 to 200 �M and began at
1 �M [data not shown]). Congo red (7 �M), used as a positive
control, completely abolished the PrPres signal (22). Similar data
were obtained using conventional ScN2a cells (data not shown).

Quinacrine reduces microglia-mediated killing of ScN2a
cells. Previous studies showed that microglia selectively kill
neuroblastoma cells actively producing PrPres (2). In this as-
say, microglia cells were cocultured with either ScN2a cells or
the uninfected N2a control cells in the presence or absence of
0.2 �M quinacrine. The number of microglia added was not
sufficient to reduce the survival of N2a cells. In contrast, mi-
croglia reduced the survival of ScN2a cells, an effect that was
partially blocked by the presence of quinacrine (Fig. 5).

Quinacrine is less efficient in inhibiting PrPres accumula-
tion in ScGT1 cells. (i) Single treatment lasting 3 days. In
ScGT1 cells, quinacrine did not entirely inhibit the accumula-
tion of PrPres, even at 4 �M (2 �g/ml), which corresponds to
the threshold of cytotoxicity (Fig. 6b). At this concentration, a
twofold decrease in the PrPres signal was observed compared
to that in untreated cells. When the concentration was in-

FIG. 2. Effects of quinacrine (A and C to F) and tetracycline (B) on
the protease resistance of a variety of PrPres isoforms. Partially puri-
fied PrPres was incubated with increasing concentrations of the com-
pounds (indicated at the top; �, absence of treatment) and then
digested with proteinase K. (A and B) Sporadic CJD with type 1
PrPres; (C) sporadic CJD with type 2 PrPres; (D) variant CJD;
(E) 263K-infected hamster; (F) 139A-infected mouse. The immuno-
blot analysis was carried out using the MAb 3F4 (A to E), and the
polyclonal antibody PrP95-108 (F).

FIG. 3. Effects of quinacrine, tetracycline, and melatonin on cyclic
amplification of PrPres from scrapie-infected hamster brain. The num-
ber of cycles of incubation-sonication and the concentrations of the
compounds are indicated. �, none; PMCA, protein misfolding cyclic
amplification.

FIG. 4. Quinacrine inhibits PrPres accumulation in N2a58/22L cells.
Anti-PrP immunoblots with SAF75 of N2a58/22L cells that were incu-
bated with quinacrine and Congo red (three administrations) for 3 days
are shown. Control (Ctr) corresponds to the absence of treatment.

FIG. 5. Quinacrine protects ScN2a cells against microglia-medi-
ated killing. The survival of prion-infected (ScN2a) and uninfected
(N2a) neuroblastoma cells cocultured with microglia in the presence
(open bars) or absence (shaded bars) of 0.2 �M quinacrine is illus-
trated. The values given are the means � standard deviations of trip-
licate experiments repeated twice (six observations).
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creased to 10 �M, to try to achieve a more efficient PrPres
inhibition as described by Korth et al. (18), complete cytotox-
icity was observed. Chlorpromazine at 15 �M (5 �g/ml) in-
duced a higher (threefold) PrPres signal decrease with limited
toxicity. As a comparison, a 10-fold decrease in the PrPres
signal was observed in the absence of toxicity with high-molec-
ular-weight dextran sulfate (DS500 at 0.01 �M, or 5 �g/ml),
used here as a positive treatment control.

(ii) Three treatments over 6 days. With repeated treatments,
a 16-fold decrease in the PrPres signal was observed with a 4
�M quinacrine treatment, whereas a 0.4 �M treatment de-
creased the signal 8-fold (Fig. 6c). The maximum concentra-
tion of chlorpromazine used in this treatment regimen was 6

�M, which decreased PrPres accumulation 10-fold. Repeated
administration of DS500 was cytotoxic—effects on cell adher-
ence were observed even at 0.01 �M; therefore, it could not be
used to evaluate PrPres accumulation.

(iii) Long-term treatment. ScGT1 cells were treated with 0.4
�M quinacrine every day for 3 weeks (21 doses). With this
treatment, PrPres accumulation was entirely inhibited over 12
passages posttreatment (i.e., 12 weeks) but reappeared after 15
passages (Fig. 6d).

Quinacrine and chlorpromazine do not inhibit PrPres ac-
cumulation in vivo. A rapid model based on the detection of
PrPres accumulation in the spleens of intraperitoneally scrapie-
infected mice was used as previously described (3). The choice
of the quinacrine concentration administered (10 mg/kg of body
weight) was based on the doses given to humans in compas-
sionate CJD treatment (300 mg/day). It corresponded to a two-
fold dose administered to humans. No curative effect of quin-
acrine was observed at 10 mg/kg/day, and indeed, a slightly
increased PrPres signal in the spleen was seen in animals in-
fected with an experimental mouse-adapted BSE strain (6PB1)
(Fig. 7). This was confirmed by immunohistochemistry, where
at this early stage of infection (30 days postinfection), PrPres
aggregates were detected in the spleens of quinacrine-treated
animals and not in infected untreated controls (data not shown).

The dose of chlorpromazine administered by the intraperi-
toneal route was limited to 5 mg/kg because of toxicity, and no
effect on PrPres was observed.

We also sought to determine whether a synergic effect of
quinacrine and chlorpromazine could be obtained by combin-
ing the two drugs, but even in association, quinacrine did not
induce any decrease in the PrPres signal.

In contrast, a �3-fold decrease in the PrPres signal was

FIG. 6. In vitro evaluation by Western blotting (with SAF83) of the
efficacy of treatment with quinacrine, chlorpromazine, and DS500 on
PrPres accumulation in ScGT1 cells. (a) Dilution scale of ScGT1 cells
(lane 1 corresponds to 300 �g of total protein). (b) Effects of a range
of quinacrine and chlorpromazine concentrations and of DS500 (0.01
�M) after a unique 4-day treatment. (c) Same doses of chlorproma-
zine, quinacrine, and DS500 applied three times in 6 days. (d) Effects
of 0.4 �M quinacrine treatment every day for 3 weeks and at several
passages (P) after treatment was stopped.

FIG. 7. Evaluation by enzyme immunoassay of the efficacies of
different drugs in reducing PrPres accumulation in the spleens of
scrapie-infected mice. Mice infected intraperitoneally with the 6PB1
strain were treated intraperitoneally each day for 3 weeks with quin-
acrine alone (10 mg/kg), chlorpromazine alone (5 mg/kg), both drugs,
and MS-8209 (25 mg/kg) or MS1191 (10 mg/kg). The PrPres concen-
trations in the spleens of the animals after 30 days were evaluated by
optical densitometry. Day 30 is the time when the scrapie PrP concen-
tration reaches a plateau in this organ (3). The horizontal line at an
absorbance of 0.08 corresponds to the cutoff, calculated as 2.5 times
the mean absorbance of the negative controls.
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observed with a daily intraperitoneal administration of the
polyene antibiotics MS-8209 (25 mg/kg) and MS-1191 (10 mg/
kg), used as a positive treatment control and for which clinical
efficiency had been previously reported in several in vivo mod-
els (1). Moreover, preliminary experiments on a limited num-
ber of mice infected by the experimental BSE strain and
treated at the beginning of the clinical phase (three animals
per group) did not show any clinical improvement or increase
in survival time with quinacrine and chlorpromazine used ei-
ther alone or in association (data not shown).

DISCUSSION

To date, there is no effective therapy for prion diseases.
Recently, Korth et al. presented quinacrine as a potentially
good candidate for human treatment based on its ability to
efficiently inhibit PrPres accumulation in ScN2a cells. The pub-
lished results indicated that quinacrine “cured” the cells (i.e., it
abolished the PrPres signal) at 0.4 �M (0.2 �g/ml) with three
repeat treatments (18). Previous studies had shown similar
results with ScNB cells, another scrapie-infected neuroblas-
toma cell line; the efficient concentration with a unique treat-
ment was 2 �M (1 �g/ml) (12). The use of this molecule for the
treatment of unrelated human disorders and its ability to pen-
etrate the blood-brain barrier have led to its use for human
CJD treatment (20). Twenty patients clinically affected with
CJD have been included in the French human quinacrine
treatment cohort since August 2001, but no significant im-
provement in clinical status could be observed for any of them
(A. Alperovitch, personal communication).

We have investigated the possible mechanism of action of
quinacrine on prion replication to assess the relevance of such
treatment by using different experimental models. The effi-
ciency of quinacrine was tested in cell-free systems (PrP bind-
ing, proteinase K resistance, and PrPres amplification), in dif-
ferent cellular models (ScN2a and ScGT1 cells), and in vivo.
On the whole, both in vitro and in vivo studies led to a reas-
sessment of the efficiency described both for this drug and for
chlorpromazine, a drug also proposed for compassionate treat-
ment but rapidly abandoned because of its adverse effects (i.e.,
it leads to a therapeutical coma). In ScN2a cells, we repro-
duced the data described by Doh-Ura et al. and by Korth et al.
(12, 18). Moreover, we observed potentially important indirect
effects of quinacrine, namely, that neuroblastoma cells treated
with high concentrations of quinacrine were resistant to the
toxicity of PrP peptides (data not shown) and increased sur-
vival of quinacrine-treated ScN2a cells cocultured with micro-
glia (Fig. 5); the latter suggested that quinacrine treatment and
inhibition of PrPres formation reversed the infection-induced
changes in the cell membrane that are recognized by microglia.
Conversely, in ScGT1 cells, only subtoxic doses of quinacrine
(4 �M, i.e., 10 times higher than the dose described as being
effective in ScN2a cells [18]) and chlorpromazine efficiently
decreased PrPres accumulation after a single treatment over 3
days, or even with repeated treatments over 6 days, in contrast
with other molecules, such as DS500 and MS8209, which were
effective with a single treatment at nontoxic doses. Neverthe-
less, ScGT1 cells could be cured without toxicity by a long
treatment (every day for 3 weeks) with 0.4 �M quinacrine, but
this effect was not permanent, as PrPres reappeared 4 months

after the treatment was stopped. Following these different re-
sults in the various tissue culture models, we wanted to inves-
tigate in detail the mechanism by which this molecule could
interfere with prion replication, and in particular its binding to,
and interaction with, PrP. We showed that this molecule, as
opposed to controls, exhibits binding to peptides qualitatively
similar to that observed with tetracycline or thioflavin T. Thus,
we expected an effect of quinacrine on the protease resistance
of PrP aggregates. However, it did not display any defibrillo-
genic effect on preformed synthetic peptide fibrils, nor did it
reduce PrPres proteinase K resistance in different brain tissues
taken from CJD patients or experimentally infected rodents.
This suggests that if quinacrine cannot disrupt preformed
PrPres aggregates, its effects during the course of the disease
may be weak, as degradation is very slow in the brain, where
the aggregates cause neuronal damage. However, using the
protein misfolding cyclic amplification method, we found that
quinacrine decreased de novo PrPres synthesis. In this regard,
we noted that this effect could not be previously detected with
a one-step PrPres in vitro conversion (12), which is in line with
the necessity of repeated in vitro treatments to observe a cur-
ing effect. Thus, once aggregates exist, quinacrine would have
no effect, although it would decrease de novo formation of
PrPres.

We then investigated the relevance of a quinacrine treat-
ment in an experimental infected-animal model. We first in-
vestigated its efficiency in decreasing PrPres replication in the
lymphoreticular system by using a rapid in vivo model. Follow-
ing such studies, we also wanted to know if we could prevent
PrPres propagation to the central nervous system. The absence
of efficiency in reducing the accumulation of PrPres in the
spleens of mice after a 3-week treatment was consistent with
the in vitro results obtained in ScGT1 cells. Furthermore, our
preliminary results treating mice in early stages of clinical
disease with 10 mg of quinacrine/kg were consistent with re-
cent data which indicated that oral treatment of a murine
model of CJD with quinacrine (also at 10 mg/kg/day) after
intracerebral inoculation did not lead to any increased survival
compared to controls (8). The dose of 10 mg/kg, twice the dose
currently used in humans that leads to hepatotoxicity and ces-
sation of treatment in some patients, appeared to be tolerated
by mice in this study. In the present studies, not only did we fail
to find a curative effect of this drug on PrPres accumulation in
the lymphoreticular system, but the accumulation even in-
creased somewhat. This suggests that quinacrine induces an
imbalance between the synthesis and catabolism of PrPres.
Quinacrine is known to have a tropism for lysosomes, which
are suspected to play a role in the synthesis and/or accumula-
tion of PrPres (21). However, the complexity of intercellular
relations between different cell populations of the spleen and
the distribution of the drug might explain the discrepancy
between our in vitro and in vivo data. Moreover, the existence
of different physical states of PrPres in cultured cells and in the
organs could also explain in part these divergent observations.
Our investigations confirmed the capacity of quinacrine to
interfere with PrPres formation, with varying efficiencies in
different cell lines. The drug did not affect resistance to pro-
teinase K digestion of PrP peptides and PrPres from various
sources and failed to show an effect on PrPres accumulation in
the spleens of scrapie-inoculated mice. Taken together, these
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data do not support the potential therapeutic efficiency of
quinacrine and underline the urgency of developing new ther-
apeutic approaches with a mechanistic analysis and the neces-
sity to test potential antiprion drugs in animal models once
they have been screened in vitro.
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Par cette étude, nous avons pu observer que les effets de la quinacrine étaient variables et

dépendaient du modèle d’étude considéré. Cette molécule a par la suite fait l’objet d’autres

études par l’équipe de Prusiner qui a montré qu’elle pouvait être efficace in vivo à des

concentrations plus élevées (Paris Lutécia, Décembre 2003,congres.igh.cnrs.fr/Prion-

Therapeutics-2002). Les résultats de cette équipe semblaient donc impliquer une éventuelle

sous-estimation de la dose injectable aux animaux dans notre travail. Afin de répondre à ces

questionnements, nous avons déterminé, que la dose maximale injectable n’entraînant aucune

toxicité hépatique par voie intrapéritonéale au modèle souris C57Bl6, était de 60 mg/kg/jour

pendant 10 jours (pour mimer les 10 traitements lors de l’étude d’efficacité après inoculation).

L’injection intrapéritonéale de quinacrine à 60mg/kg 2 fois par semaine a montré que 30 jours

après inoculation, elle était plus efficace qu’à la dose de 10mg/kg tous les jours, puisqu’elle

réduisait de moitié l’accumulation de PrPres dans la rate comparativement à des animaux non

traités. Cependant, en regard de l’efficacité des héparanes mimétiques, HM2602 [2] ou bien

du pentosan polysulfate, administrés aux animaux durant la même étude qui permettent

d’inhiber totalement l’accumulation de PrPres, l’efficacité de la quinacrine semble faible.

Néanmoins, la capacité de la quinacrine à se lier à la PrPc, à diminuer sa conversion et le

développement de nouveaux dérivés qui semblent agir sur la multimérisation de la PrPSc,

laissent présumer qu’une étude approfondie de ce composé pourrait permettre de potentialiser

son effet .

I-2 Evaluation d’autres molécules

I-2.1 Les Héparanes Mimétiques

Les HM (ou RGTA : Regenerating Agents), développés tout d’abord pour leur capacité de

régénération tissulaire et de cicatrisation [232] sont des polymères de dextran possédant des

analogies structurales et fonctionnelles avec les héparanes sulfates naturels et ont montré une

très bonne efficacité vis-à-vis de l’accumulation de la PrPres à la fois in vitro et in vivo [2,

328]. Cependant, le HM2602 dont l’efficacité a été démontrée dans deux publications,

contient un groupement benzénique qui pourrait entraîner un effet potentiellement

cancérigène. Nous avons testé une nouvelle génération de molécules dont la composition

chimique varie selon le pourcentage de groupes SO3-, benzylamide, COO- amine et autres

groupements.
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I-2.1.1 Matériel et Méthodes

I-2.1.1.1 Analyse de l’efficacité des molécules in vitro

Les héparanes mimétiques  (HM) (Pr D.Barritault, University of Paris XII, France) ont été

obtenus par substitution chimique controlée du Dextran Sulfate T40 avec des taux définis de

carboxymethyl (CM), sulfate (S) groupes hydrophobes comme le benzylamide (Bn) ou la

phénylalanine.

L’efficacité in vitro a été testée sur des cellules ScGT1 par la mesure de l’inhibition de

l’accumulation de la PrPres aux concentrations de 2 et 10 µg/mL durant 3 jours et analysée

par Western Blot selon des méthodes identiques à celles décrites dans la première partie de ce

chapitre.

I-2.1.1.2 Analyse de l’efficacité des molécules in vivo

La molécule qui a montré la meilleure efficacité in vitro a été évaluée in vivo dans le modèle

dit « rapide » de souris chez lequel 35 jours après inoculation, la PrPres atteint un plateau

d’accumulation dans la rate [33]. Les souris ont été inoculées par voie intrapéritonéale avec

100µl d’homogénat à 2% de cerveau de souris atteinte de tremblante C506M3 et les souris

contrôles ont été inoculées avec la même quantité d’homogénat de cerveau sain à 2%. Le

lendemain de l’inoculation, les souris ont été traitées à raison de 25mg/kg/jour de la molécule

d’intérêt ou du HM2602. Le cut-off calculé par 0,9 fois la moyenne des échantillons négatifs

représente le seuil au-dessus duquel on considère les animaux positifs pour la PrPres.

I-2.1.2 Résultats

I-2.1.2.1 Analyse de l’efficacité in vitro

L’analyse de l’efficacité de la nouvelle génération d’héparanes mimétiques a montré qu’une

seule molécule (encadrée dans le tableau n°8) ne montrait comme pour le HM2602 aucune

toxicité à la concentration de 10µg/mL et une efficacité significative à la fois à 2 et 10µg/mL.

Concernant les autres molécules, toutes possèdent une efficacité à 10µg/mL mais semblent

conduire à une légère toxicité vis-à-vis des cellules à cette concentration.

Structuralement, si l’on compare cette molécule au composé de référence HM2602 (indiqué

en rouge dans le tableau), on note la présence des groupes carboxyméthyl et sulfate mais pas

de groupements amine ni benzénique, ce qui la rend plus hydrophile et à priori moins



81

cancérigène.

 Tableau n°8: Détermination de l’efficacité (+) et de la toxicité (+) des différents HM testés.

La structure des autres composés et l’étude de leur efficacité rend difficile l’interprétation

quant à un lien entre la structure du composé et son efficacité vis-à-vis de la réplication de

l’agent infectieux, puisque tous étant efficaces in vitro à 10µg/mL, ils pourraient être

potentiellement efficaces in vivo. Néanmoins, le composé CMDS qui montre la meilleure

efficacité in vitro est aussi celui qui dans des études de régénération tissulaire a montré le

meilleur potentiel (données fournies par l’équipe de D.Barritault). Compte tenu de ces

données et de l’absence de toxicité sur les cellules de cette molécule à 10µg/mL, nous avons

pris la décision d’approfondir notre étude sur les HM  avec ce composé.

I-2.1.2.1.2 Analyse de l’efficacité des molécules in vivo

Compte tenu des résultats obtenus in vitro et du caractère plus hydrophile de la molécule

CMDS qui pourrait lui conférer une plus grande capacité à passer la barrière
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hématoencéphalique, nous avons testé son efficacité in vivo chez la souris C57Bl6 sur la

réplication en périphérie de la PrPSc.

Les résultats obtenus dans la rate (figure n°12) 35 jours après inoculation montrent une

efficacité similaire de la nouvelle molécule d’HM à celle du HM2602.

Figure n° 12: Effet du CMDS comparativement au HM2602 sur l’accumulation de la PrPSc

dans la rate de souris infectées par la souche de tremblante C506M3.

I-2.2 Les porphyrines

Les porphyrines ont montré une bonne efficacité in vitro et in vivo [66]. Leur capacité à se

lier et surtout à induire un changement de conformation des protéines  donne à ces molécules

un intérêt tout particulier compte tenu du mode de conversion de la PrPc en PrPres passant par

une modification de conformation [99]. Nous avons dans un premier temps testé l’efficacité

dans notre modèle cellulaire des porphyrines qui avaient montré une capacité significative à

inhiber l’accumulation de PrPres dans d’autres modèles. Puis, nous nous sommes attachés à

tester de nouveaux dérivés contenant des polarités différentes et des métalloporphyrines

contenant des ions centraux variables (base libre,  zinc, manganèse, ou  fer) compte tenu de la

littérature indiquant un rôle potentiel des métaux dans les processus de pathogénèse. Pour

certains composés, des ions fluor ont été rajoutés afin d’augmenter la pénétration des

porphyrines.
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I-2.2.1 Matériel et méthodes

L’efficacité des molécules in vitro a été évaluée dans le modèle des cellules ScGT1 à raison

de 2, 10 ou 30µM après 4 jours de culture en présence de la drogue. L’analyse par Western

Blot a été réalisée suivant le même protocole que celui décrit pour l’évaluation des héparanes

mimétiques.

I-2.2.2 Résultats

Les résultats indiqués dans le tableau n°9  montrent que pour obtenir une bonne efficacité des

porphyrines, il est nécessaire de les appliquer sur les cellules à la concentration de 30µM,

concentration qui peut se montrer plus ou moins toxique. Les deux seules molécules qui

montrent une très bonne efficacité à 30µM et qui permettent de diminuer l’accumulation de

PrPres totalement à 30µM et partiellement à 10µM et qui montrent une faible toxicité à 30µM

sont les métalloporphyrines P17 et P23. P17 est une molécule précedemment décrite dans la

littérature et P23 est un nouveau dérivé.

Tableau n°9: Evaluation de la toxicité (+) et de l’efficacité (+) des différentes porphyrines

testées

Parmi tous les nouveaux dérivés testés (n=6), seule la P23 est efficace à 30µM. Si l’on
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compare la structure de P17 et P23 sur la figure n°13, on constate qu’elles possèdent le même

noyau aromatique mais diffèrent par le type de métal qu’elles portent (zinc pour P23 et Fer

pour P17) et la porphyrine P23 présente de plus longues chaînes substituées (NH(CH2)3-

N(CH3)2, à la place du groupement SO3H pour la porphyrine P17). Si l’on compare la

métalloporphyrine avec tous les autres nouveaux dérivés, on observe que c’est la seule à

posséder un atome de zinc, la présence de l’atome de zinc semble donc être plus importante

que la longueur et la nature des chaînes ajoutées au noyaux aromatiques centraux. Par ailleurs,

si l’on compare la métalloporphyrine P18 avec la P10 qui portent toutes deux un atome de

manganèse, on constate que ce n’est pas la présence de l’atome de manganèse qui est

importante pour l’effet vis-à-vis de l’accumulation de PrPres mais plutôt les chaînes

substituants le noyau central. Il en est de même si l’on compare la métalloporphyrine P19 qui

porte un atome de Fer central avec les métalloporphyrines P7, P12 et P17. Compte tenu de

nos résultats et de ceux décrits dans des précédentes études, il semblerait donc que ce soit une

association fine entre le métal central et les groupements substituants qui influence l’efficacité

des porphyrines vis-à-vis de l’accumulation de PrPres.

Figure n° 13: Structure des métalloporphyrines P7 et P17 testées par Caughey et le nouveau

composé P23

Cette étude a donc permis de mettre en évidence une nouvelle métalloporphyrine qui pourrait

posséder des propriétés intéressantes sur l’accumulation de la PrPres d’une part d’après son
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efficacité in vitro et la présence d’ion fluor et d’autre part d’après des études réalisées en

parallèle sur la décontamination de surface qui ont montré que seule cette métalloporphyrine

était efficace dans cette fonction (communication personnelle du laboratoire).

L’administration de cette porphyrine à la souris infectée soit par la souche de tremblante

C506M3 soit par la souche d’ESB adaptée à la souris 6PB1 a conduit à une très forte toxicité

du produit chez l’animal entraînant des événements fibrotiques et une hypertrophie de la rate

probablement en raison de la très mauvaise solubilité du produit qui devait être repris dans un

solvant composé pour partie de DMSO et d’acide formique puis dilué en glucosé.
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Conclusions

Les études effectuées sur le développement de nouvelles molécules thérapeutiques montrent

que de nouveaux composés de classe thérapeutique différente ont été mis en évidence. De

nouveaux HM dont la molécule de référence HM2602 avait montré de très bons résultats

montrent que des molécules de type hydrophile contrairement à ce qui avait été décrit dans le

papier de Adjou et al. peuvent avoir une très bonne efficacité, effet que l’on peut attribuer à la

dose administrée puisque les animaux ont été traités tous les jours avec cette molécule tandis

que dans la précédente étude réalisée sur le HM2602, le traitement consistait à traiter les

animaux 2 fois par semaine à la même concentration. Malgré les très bons résultats obtenus

pour cette molécule, de nouveaux composés ont été synthétisés avec une composition

différant du HM2602 et du CMDS par la présence d’un noyau phénylalanine. Les résultats

obtenus sur cette troisième génération de composés ont montré une très bonne efficacité in

vitro sur des cellules ScGT1 avec une très faible toxicité et in vivo, dans un modèle de

réplication périphérique précoce de l’agent (35 jours après inoculation). La très faible toxicité

de ce nouveau composé permet de l’utiliser in vivo à de très fortes concentrations sans

entraîner de dommages pour l’animal. Les résultats préliminaires montrant que ce nouveau

composé permet de prolonger la survie des animaux de plus de 50% (au moment de l’écriture

du manuscrit) indiquent que 10 injections intrapéritonéales du composé de faible poids

moléculaire (40kDa) administrées au moment de l’inoculation permettraient de retarder ou

même d’empêcher la propagation de l’agent infectieux depuis la périphérie vers le SNC.

L’ensemble des résultats obtenus sur les HM et les données de plus en plus étoffées sur le rôle

des glycosaminoglycans dans les maladies à prions semblent donc indiquer que le nouvel axe

de recherche s’intéressant à cette nouvelle classe de molécules doit être poursuivi.

La mise en évidence d’une nouvelle métalloporphyrine portant un ion zinc efficace à la fois

dans un modèle cellulaire et dans un modèle de décontamination de surface permet d’espérer

pouvoir mettre au point de nouveaux composés potentiellement efficaces in vivo. Les

perspectives envisagées pour ce nouveau composé sont d’une part la mise en place d’un

nouveau procédé de  synthèse de la métalloporphyrine P23 afin de la rendre soluble dans l’eau

et d’éviter ainsi toute toxicité in vivo, ce qui par ailleurs permettrait éventuellement

l’administration d’une dose plus forte in vivo pour envisager une meilleure efficacité. D’autre

part, compte tenu des dernières données de la littérature indiquant un rôle du cuivre dans les

maladies à prions [128], la substitution de cette porphyrine par un ion cuivre est à l’étude.
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II-  GENES INTERVENANT DANS LES

MECANISMES DE LA GLYCOSYLATION ET

NOUVELLES CIBLES THERAPEUTIQUES

II- 1 Avant propos

La recherche d’un traitement efficace contre les ESST nécessite d’éclairer nos connaissances

sur les mécanismes de pathogénèse de ces maladies. A ce jour, les récentes études tendent à

montrer que ces affections sont la conséquence d’une protéine infectieuse malconformée qui

s’accumule dans le SNC dans les stades tardifs entraînant un pronostic fatal dès les premiers

signes de neurodégénérescence apparus. Cependant, la complexité de ces maladies réside dans

l’existence de formes à la fois génétique, sporadique et infectieuses, de leur transmissibilité et

de différentes souches plus ou moins transmissibles suivant les espèces donneuses et l’hôte

receveur. L’étude de la glycosylation de la protéine semble indiquer que ce mécanisme post-

traductionnel pourrait être impliqué dans ces différents phénomènes. Par ailleurs, le rôle des

glycosaminoglycannes sur l’accumulation de la PrPres et sur le métabolisme de ces agents

tend à montrer une fonction prépondérante de ces molécules lors du processus d’infection.

Aujourd’hui, de nombreuses études s’intéressent aux différences de glycosylation entre les

états normaux ou pathologiques, mais peu de données sont disponibles concernant les

mécanismes qui régulent la glycosylation durant l’infection. Or, la glycosylation et plus

précisément les enzymes impliquées dans ce processus ont déjà été décrites comme

responsables des désordres congénitaux de la glycosylation (CDG) qui forment un groupe de

maladies hétérogènes entraînant un retard du développement et des anomalies

hématologiques. Dans les maladies à prions, une étude a également suspecté que l’activité

d’une enzyme spécifique devait être fortement dérégulée dans un modèle de hamster infecté

par une souche de tremblante [313, 347]. Par ailleurs, récemment, la dérégulation du niveau

de glycosylation du récepteur à l’insuline (IR) dans un modèle de neuroblastome murin

infecté par l’agent de la tremblante (ScN2a) [258] a été constatée. Il semble donc évident que

les mécanismes régulant la glycosylation peuvent être à l’origine de pathologies importantes

et que ces phénomènes pourraient intervenir dans les processus de pathogénèse survenant

dans les maladies à prions.
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Nous avons donc étudié l’impact de la présence et de l’accumulation de la PrPres dans le

modèle des cellules neuronales murines ScGT1 sur l’expression d’environ 200 gènes

impliqués dans les mécanismes de la glycosylation afin d’évaluer les dérégulations

potentielles de gènes survenant lors de l’infection (Article 2). Une seconde partie de ce

chapitre a été consacrée brièvement aux dérégulations des gènes mis en évidence dans la

précédente étude, dans un autre modèle cellulaire. L’ensemble de ces résultats pourraient dès

lors éventuellement nous permettre de déterminer si les mécanismes sous-tendant la

glycosylation peuvent représenter un nouvel axe de recherche, tant dans la compréhension des

processus inhérents  à la maladie que dans le développement d’un traitement efficace.

II-2 Article 2 

“Glycosylation-related gene expression in prion diseases:

PrPSc accumulation in scrapie infected GT1 cells depends on β 1,4-linked GalNAc-4-SO4

hyposulfation.”

Agnès Barret et al, January 4 2004, Journal of Biological Chemistry



GLYCOSYLATION-RELATED GENE EXPRESSION IN PRION DISEASES.
PrPSc ACCUMULATION IN SCRAPIE INFECTED GT1 CELLS DEPENDS ON

β1, 4-LINKED GalNAc-4-SO4 HYPOSULFATION*

Agnès Barret1,2, Lionel Forestier2, Jean-Philippe Deslys1,
Raymond Julien2 and Paul François Gallet2

1: Commissariat à l’Energie Atomique, Groupe d’Innovation Diagnostique et Thérapeutique des
Infections à Prions, 18 route du Panorama, 92265, Fontenay-aux-Roses, France
2 UMR-INRA 1061, Génétique Moléculaire Animale, Institut des Sciences de la Vie et de la Santé,
123 avenue Albert Thomas, 87060 Limoges, France
Corresponding authors: rjulien@unilim.fr, francois.gallet@unilim.fr

Running Title: 4-O-GalNAc hyposulfation in prion diseases

Several lines of evidence indicate
that some glycoconjugates are efficient
effectors of the cellular prion protein (PrPC)
conversion into its pathogenic (PrPSc)
isoform. To assess how glycoconjugate
glycan moieties participate in the biogenesis
of PrPSc, an exhaustive comparative analysis
of the expression of about 200 glycosylation-
related genes was performed on prion-
infected or not, hypothalamus-derived GT1
cells by hybridization of DNA microarrays,
semi-quantitative RT-PCR and biochemical
assays.

 A significant up- (30 fold) and
down- (17 fold) regulation of the expression
of the ChGn1 and Chst8 genes, respectively,
was observed in prion-infected cells. ChGn1
and Chst8 are involved in the initiation of
the synthesis of chondroitin sulfate and in
the 4-O-sulfation of non-reducing N -
acetylgalactosamine residues, respectively.
A possible role for a hyposulfated
chondroitin in PrPSc accumulation was
evidenced at the protein level and by
determination of chondroitin and heparan
sulfate amounts. Treatment of Sc-GT1 cells
with an heparan mimetic (HM2602) induced
an important reduction of the amount of
PrPSc, associated with a total reversion of
the transcription pattern of the N -
acetylgalactosamine-4-O-sulfotransferase 8.
It suggests a link between the genetic
control of 4-O-sulfation and PrPSc

accumulation.

Prion diseases are characterized by the
refolding of a normal cell surface glycoprotein,

the cellular prion protein (PrPC), into an
abnormal β -sheet-enriched form that is
insoluble in detergents and called PrPres
because it is partially resistant to proteinase K
treatment (1-3). The primary structure of PrPC

contains two potential N-glycosylation sites on
Asn 180 and Asn 196 in rat and mouse, several
potential O -glycosylation sites and a C-
terminal glycosylphosphatidylinositol (GPI)
anchor (4,5). It also contains specific
glycosaminoglycan binding sites (6), including
three that bind heparan sulfate proteoglycans
which are specific components of the
extracellular matrix (7). Glycans directly
linked to PrP participate in the strain diversity,
in cell to cell transfer of GPI-anchored PrP,
allowing the transport of both normal and
infectious protein and, as a consequence, the
propagation of infection (8,9). Although the
putative co-factors involved in the structural
trans-conformation of PrPC into the pathogenic
form are not yet identified, glycans and/or
glycoconjugates are proper candidates. N -
glycosylation of PrP which was shown to
interfere with PrPres accumulation,
participates in the control of the accessibility
of PrP determinants involved in its conversion,
in relation to prion strain diversity and
resistance (10-12). The relative membrane
mobility allowed by the GPI anchor, leads the
prion protein to confine in “rafts” (sphingolipid
and cholesterol rich semi-ordered membrane
microdomains), a location which is essential
for the conformational conversion of PrPC into
PrPSc (13-15). The ability of PrP to bind
heparan sulfate proteoglycans has evidenced
the importance of these glycoconjugates for the
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conversion process. Three regions of PrP,
residues 23-52, 53-93, and 110-128, were
identified as being able to bind heparin and
heparan sulfate (7). They can also be involved
in the PrP binding to the LRP/LR laminin
receptor that leads to PrP endocytosis, thus
suggesting that proteoglycans can modulate the
sub-cellular trafficking of PrP (16,17).
Nevertheless the effect of heparan sulfates
seems to be paradoxical as they can stimulate
or inhibit  PrPSc formation. Depending on their
level of sulfation, a variety of sulfated
exogenous glycans such as dextran sulfate,
pentosan polysulfate and heparan mimetic can
inhibit PrPSc accumulation in cell cultures (18-
23). Inversely, heparan sulfate has been shown
to be associated with cerebral prion amyloid
plaques and with the more diffuse PrPres
deposits that appear in early stages of prion
diseases (24,25). Moreover, heparinase III
sensitive-heparan sulfate proteoglycans, that
are probably hyposulfated, can participate in
the metabolism of prions and stimulate the
cell-free conversion of PrPC into PrPSc (26-28).
While the function of the complex formed by
PrP and sulfated glycans has still to be
determined, the molecular interactions between
these two partners seem to have a pivotal role
in prion diseases especially in the structural
conformation of PrP.

In this study, to assess the genetic basis
of the intervention of glycoconjugates in prion
disorders, we used the derived hypothalamic
neuronal GT1 cell line which is a proper model
to simulate PrPSc accumulation that occurs at
the late stages of the disease. Based on the use
of a DNA micro-array, we examined the
expression of genes related to glycosylation
and showed that the PrPSc accumulation
depends not only on expression of genes
involved in heparan and chondroitin synthesis
but probably also on chondroitin sulfation.

Experimental procedures

Chemicals—Heparan mimetic (HM) was
purchased from Pr D. Barritault (University of
Paris XII, France). It was obtained by
controlled chemical substitution of T40
dextran with defined amounts of
carboxymethyl (CM), sulfate (S) and
hydrophobic groups such as benzylamide (Bn)
(29). The molecule used was HM2602 that
contains 88% CM, 20% Bn and 50% S
substitutions per dextran unit (23).

Cell cultures—GT1-7 cell line derived from
immortalized murine hypothalamic GnRH
neurons (30). ScGT1 cells correspond to GT1-
7 cells infected with the scrapie Chandler
isolate. These cells, kindly provided by S.
Lehmann (Montpellier, France), persistently
express high amounts of PrPSc (31).

Cell growth was performed at 37°C in
Opti-Modified Eagle’s Medium supplemented
with 5% fetal calf serum, 5% fetal horse
serum, 1% penicillin streptomycin and 1%
sodium pyruvate, in the presence of 5% CO2.
Cells were grown to confluence and sub-
cultured every 3 days.

For cellular proliferation kinetics, 300
000 GT1 and ScGT1 cells were inoculated per
plate with 15 mL of the above described
growing medium. Cell proliferation was
monitored every day until they reached the
required confluence state. For harvesting the
cells, they were washed with 5 mL of PBS,
incubated 10 min with 2 mL PBS-10 mM
EDTA, recovered and counted after Trypan
Blue staining.

Histochemical procedures—  C57Bl6 mice (8
weeks old; weight 20g) were obtained from
Harlan (Gannat, France). The animals received
water and food ad libitum. Mice were
sacrificed, the brain was recovered, immersed
overnight in Carnoy’s fluid fixative and
paraffin embedded. Sagittal sections (5 µm-
thick) were hydrated and pre-treated with H2O2

to block endogenous peroxidases and with
20% normal horse serum to reduce non-
specific staining. PBS containing 0.1% (v/v)
Triton X100 was used in all the steps. The
slides were incubated with the primary
antiserum diluted 1/50 for 15 min at room
temperature. The labeled sites were detected
with peroxidase-catalyzed signal amplification
system (CSA, rabbit link, ref. K 1498,
Dako®), revealed with Novared (Dako®), and
counterstaining with light haemalun. Controls
were made by replacing the primary antibody
with similarly diluted pre-immune serum.

Heparan mimetic treatment and analysis of
PrPSc accumulation—GT1 and ScGT1 cells
were treated for 6 days (two passages) with
10µg of HM2602 per mL of medium. As a
control, a set of GT1 and ScGT1 cells were
grown without HM for the same time. PrPSc
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accumulation analysis was carried out as
previously described (32).

RNA extraction—Total RNAs were isolated
using the RNeasy protocol (Qiagen Inc.,
Hilden, Germany). RNA concentration was
measured using the Agilent device (Agilent
2100 Bioanalyzer).

DNA micro-array analysis—DNA micro-
arrays were prepared by ourselves on
polylysine slides (CML, Menzel-glasses). They
contained 165 hybridization units (each DNA
fragment was about 450 bp) specific of the
main murine glycosylation-related genes, that
belong to the glycosyltransferases (111 units),
glycosidases (30 units), glycosyltranslocase (1
unit), lectins (3 units) and sulfotransferases (20
units) gene families. The slides also contained
23 controls units corresponding to 10
normalization units (Arabidopsis genes), 7
elongation units and 1 positive and 5 negative
controls. Each unit was present in triplicate.

Labelled cDNA synthesis and
microarray hybridizations were performed as
described in the MICROMAXTM TSATM

Labeling and Detection Kit (NEN, Perkin-
Elmer). Equal amounts of biotin-labeled cDNA
(corresponding to 10 µg of total RNA from
GT1 cells) and fluorescein-labeled cDNA
(corresponding to 10 µg of total RNA from
ScGT1 cells) were hybridized on the slide.
Various amounts (1 to 100 pg) of control
RNAs (Arabidopsis  RNAs, SpotReport-10
Array Validation System from Stratagene)
were added to each batch of RNA samples for
normalization. Hybridizations were carried out
overnight at 65°C in a hybridization chamber
(Corning, USA).

After washings, biotin-labeled cDNA
were revealed by streptavidin-horseradish
peroxidase (HRP) and Cy5-tyramide.
Fluorescein-labeled cDNAs were revealed
using an anti-fluorescein-HRP antibody and
Cy3-tyramide. Cy3 and Cy5 fluorescence
signals were measured using a GMS 418 Array
Scanner (MWG, Germany). The raw data were
analyzed using the Array-Pro Analyser
software.

Hybridizations were repeated three
times with biotin-labeled cDNA generated
from RNAs from GT1 cells and fluorescein-
labeled cDNA generated from RNAs from
ScGT1 cells. Three other hybridizations were
made with reversed Cy3 and Cy5 labeling.

Data were reported as the mean fold
transcript level increase or decrease in the
ScGT1 compared to GT1 cells. The fold
change in relative transcript level (RTL)
between ScGT1 and GT1 cells must be ≥ 2 or
≤ 2 for being taken into account.

Real-time PCR analysis—Semi-quantitative
RT-PCR analyses were carried out in triplicate
on the ABI Prism™ 5700 sequence detection
system (PE Applied Biosystems). Reactions
were performed in 25 µL that includes 12.5 µL
of SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). After each of the 40 cycles (made
of 15 sec of denaturation at 95°C and 1 min of
annealing/extension at 60°C), change in SYBR
Green dye fluorescence, allowed the
determination of a threshold cycle (Ct).

cDNAs used as template were obtained
by reverse transcription of total RNA using 0.5
µg oligo-d(T) primers and the Superscript II
RNAse H reverse transcriptase (Life
Technologies). The final volume was of 20 µL,
the incubation was performed at 42°C for 50
min and the inactivation at 70°C for 15 min.

Specific primers used are listed in
Table I. The relative amount of PCR products
between ScGT1 and GT1 cells was determined
based on the CT value. Measurement of the
level of TFIId transcription factor-encoding
mRNA was used to normalize the samples
(33).

Glycosaminoglycans quantification—GT1 and
ScGT1 cell cultures, at three levels of
confluence, were washed in PBS and lysed in
400 µL of K2HPO4 100 mM pH8.0, Triton
X100 0.5% buffer. The protein content of a
100 µL aliquot was quantified (Micro BC
assay, Amersham) and the remaining 300 µL
protein sample was digested at 56°C for 12 h
with proteinase K (50 µg/mL final). The
enzyme was heat inactivated at 90°C for 10
min and the mixture was centrifuged (10
000xg, 10 min and 20°C) through an Ultrafree
0.2 µm filter (Microcon).

The sulfated glycosaminoglycan
(GAGs) amount was determined using the
Biocolor assay (Tebu, France) according to
Barbosa’s procedure (34). Briefly, 1 mL of
DimethylMethylene Blue (DMMB) solution
was added to an adjusted 100 µL aliquot of
digested sample, shacked for 30 min, and
centrifuged at 12 000xg for 10 min. After
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discarding the supernatant, 1 mL of a DMMB
decomplexation solution (4M guanidine
hydrochloride in 10% propan-1-ol and acetate
tri-hydrate buffer 50mM pH6.8) was added to
the pellet. The mixture was shacked for 30 min
and its absorbance was measured at 656 nm.
The sulfated GAG amount was determined by
comparison with a chondroitin sulfate solution
curve.

For chondroitin sulfate quantification,
a 100 µ L aliquot of proteinase K-digested
sample was mixed with 100 mL of sodium
nitrite (0.5%) and acetic acid (33%). The
reaction was stopped by addition of 100 µL
ammonium sulfamate (12.5%). Remaining
chondroitin sulfate was quantified in 100 µL of
nitrous acid reaction mixture as described
above.

Western-blotting analysis of ChGn1 and Chst8
encoded enzymes—Antigenic peptides were
designed from the N -terminal regions of
carbohydrate (N-acetylgalactosamine 4-O)
sulfotransferase  8  (GalNAc-4-ST1;
NP_766341) and chondroitin sulfate N -
a c e t y l g a l a c t o s a m i n e - t r a n s f e r a s e  I
(NP_780349) mouse protein sequences. Rabbit
antibodies were generated by Eurogentec
( L i è g e ,  B e l g i u m ) .  O n l y  t h e
CQAPDQPRPHPKAAGS peptide belonging
to GalNAc-4-ST1 sequence proved to be
immunogenic.

For western-blotting, GT1 and ScGT1
cells were washed in PBS, lysed in 300 µL of
Tris-HCl 50mM pH 6.8, Glycerol 10% (p/v)
SDS 1% (v/v) buffer and sonicated. The
protein amount was determined according to
the bicinchonic acid procedure (Sigma). Sixty
µ g of total proteins were separated by
electrophoresis on a 10% polyacrylamide gel.
After transfer (200 mA, 1h30), the
nitrocellulose membrane was incubated for 2 h
in 10 mL of 1% blocking reagent (Western
blocking reagent, Roche). The incubation with
the anti-GalNAc-4-ST1 antibodies (1/100
dilution) was carried out overnight at 4°C in
0.5% blocking solution. As a control, an anti-
TFIId western-blotting was also performed
(Anti-TfIId dilution: 1/750 – Santa-Cruz).
Detections were performed using a goat anti-
rabbit IgG HRP-coupled antibody (Dako). The
chemiluminescent reaction (Roche) was
revealed by an Amersham Hyper processor.

RESULTS

Expression analysis of glycosylation-related
genes in ScGT1 versus GT1 cells—ScGT1 cells
are a proper model to study PrPSc

accumulation. They were established on the
basis of a derived hypothalamic neuronal cell
line that expresses high amount of PrPC (eight
times more than in the widely used
neuroblastoma N2a cell line) and they
persistently accumulate high levels of PrPres
(31,35). The origin of these cells makes them
the proper cellular model for studying the
process of brain PrPSc deposition that occurs in
prion disorders (36).

Upon the 165 glycosylation-related
genes whose relative transcript levels were
estimated by hybridization on a DNA micro-
array, twelve presented a significant variation
in ScGT1 cells as compared with GT1 cells
(Table II). These genes belong to the
glycosyltransferase (6 genes), glycosidase (3
genes) and carbohydrate sulfotransferase (3
genes) families. Among them, ChGn1 and
Chst8 genes showed the most important
variations in their relative transcript levels
(RTL). ChGn1 which encodes the chondroitin
sulfate N-acetylgalactosaminyl-transferase I
(CsGalNAcT-I), was 5.55 fold over-expressed
in ScGT1 cells. The Chst8 gene, which
encodes the N-acetylgalactosamine 4-O
sulfotransferase 8 (GalNAc-4-ST1), was 4.87
fold under-expressed in ScGT1 cells (Table II).
The CsGalNAcT-I enzyme is directly involved
in glycosaminoglycan synthesis, particularly
chondroitin sulfate (37,38). The GalNAc-4-
ST1 enzyme transfers a SO4 radical from
PAPS donor substrate to the hydroxyl at C4
p o s i t i o n  o f  a  β 1,4-linked N -
acetylgalactosamine containing acceptor
substrate. When the enzyme is free from the
Golgi membrane or experimentally truncated,
the SO4 radical can be transferred on a β1,4-
linked GalNAc residue belonging to a
chondroitin glycan (39).

Results from the micro-array were
confirmed by semi-quantitative RT-PCR (Fig.
1A).  ChGn1 was found to be 30.2 fold over-
expressed and Chs t8  17.13 fold under-
expressed in ScGT1 cells. Compared to the
micro-array data, the semi-quantitative RT-
PCR analysis shows for both genes even
higher relative transcript level differences,
indicating that DNA micro-array technology
underestimates changes in mRNA amounts,
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particularly for the most highly expressed
genes.

To correlate these transcripts levels
with protein amounts, specific antibodies
towards both polypeptides were designed. An
important and reproducible decrease in the
amount of GalNAc-4-ST1 was found in ScGT1
cells as compared with GT1 cells (Fig. 1B).

Immunochemistry of N-acetylgalactosamine 4-
O sulfotransferase 8 in mouse brain—T o
assess enzyme localization in mouse brain,
search for GalNAc-4-ST1 was performed (Fig.
2) using the purified antibody directed against
the N-terminal epitope of the enzyme located
in its stem region (see experimental
procedure). Both occipital cortex and lateral
hypothalamus brain regions stained positively.
In few cortical neurons, the presence of the
enzyme was evidenced in pericellular space
and cytoplasmic membrane (Fig. 2A).
GalNAc-4-ST1 was also detected as vesicular
string in some neurites from other cells (Fig.
2B). A higher number of neurons from lateral
hypothalamus showed a positive staining
inside their cytoplasm and dendritic cell
extensions (Fig. 2C). Altogether, this staining
was in good agreement with the presence in
neuronal cells of a significant non-golgian
enzyme fraction.

Measurement of glycosaminoglycan and
chondroitin sulfate amounts—The amount of
chondroitin sulfate, which depends on the
balance between CsGalNAcT-I and
chondroitinase activities, was quantified both
in GT1 and ScGT1 cells. To this aim, total
GAG and chondroitin sulfate amounts were
measured at different levels of cell confluence
(low confluence, proliferation phase, high
confluence). The amount of total GAG did not
significantly change according to the
confluence stage (Fig. 3A). Interestingly, a
clear difference in the chondroitin sulfate
amount was evidenced between the two cell
lines at low level of confluence (Fig. 3B). In
GT1 cells, chondroitin sulfate amount
progressively increased with cell growth (12.2
±5.3 ng/µg protein at low confluence level
corresponding to 37.6 % of total GAG, 27.1
± 2.0 ng/µg of protein at high confluence
corresponding to 61% of total GAG).
Conversely, high chondroitin sulfate content
was measured in ScGT1 cells at low
confluence (26.6 ± 1.2 ng/µg of protein,

corresponding to 74 % of total GAG) a content
that remains identical at high confluence (27.7
±2.0 ng/µg of protein, corresponding to 67.7 %
of total GAG). The high chondroitin sulfate
amount observed at low level of confluence
correlates well with the higher ScGT1 cells
growth rate compared to that of the GT1 cells
(data not shown) and with the high level of
ChGn transcript. Moreover, a lower amount of
heparan sulfate compared to that of chondroitin
sulfate was detected in GT1 and ScGT1 cells.

Relative transcript levels of glycosylation-
related genes involved in heparan and
chondroitin sulfate synthesis— B o t h
CsGalNAcT-I transcript and chondroitin
sulfate amounts evidenced a deep impairment
of heparan and chondroitin sulfate synthesis
pathways. To get more information about this
phenomenon, the level of expression of all the
known glycosylation-related genes involved in
this glycosaminoglycan synthesis was
investigated. Common to the two pathways,
tetrasaccharide linker is first synthesized by the
enzymes encoded by Xylt1, Xylt2, b4galt7,
b3galt6, b3gat3  genes (Fig. 4). Next, the
enzymes encoded by Extl1/Extl3 and ChGn1
genes direct the heparan sulfate and
chondroitin sulfate synthesis, respectively. At
last, heparan and chondroitin sulfate chain
elongation depends on the enzymes encoded
by E x t 1 , E x t 2,  E x t l 1 , E x t l 2 , Ext l3  or
CsGalNacT2, CsGlcAT, ChPF, CSS genes,
respectively (Fig. 4).

Most of the genes driving the heparan
sulfate pathway (Ext1, Ext2 , Extl2 , Extl3)
proved to be under-expressed in ScGT1 (Table
III), which correlates well with the lower
amount of heparan versus chondroitin sulfate
previously observed (Fig. 3). Except for
ChGn1  (RTL: +30.2 ±7.02), the gene that
initiates chondroitin synthesis on the
tetrasaccharide linker, expression of all the
other genes (CsGalNAcT2, CsGlcAT,  ChPF)
involved in the chondroitin pathway was down
regulated or unchanged in ScGT1 cells (Table
III).

Heparan mimetic both reverses Chst8 relative
transcript levels and induces clearance of
PrPSc— In order to confirm the possible
connection between the conversion of PrPC

into PrPSc and a C h s t 8 - re la ted GAG
hyposulfation, heparan mimetic (HM) action
on the regulation of this gene was assessed.
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Indeed, HM have been previously shown to
inhibit efficiently PrPSc accumulation in
ScGT1 cells (22,23). The effect of such
molecules that mimic endogen sulfated
heparan and chondroitin structures on ChGn1
and Chst8 transcription levels was
investigated. The efficient inhibition of PrPSc

accumulation after one treatment by HM at
1 0 µ g/mL was confirmed (Fig. 5A).
Interestingly, no reversion of the C h G n 1
relative transcription level was observed after
two HM treatments (data not shown), a
progressive down-regulation of the expression
of Chst8 was detected, phenomenon which was
complete after two HM treatments (Fig. 5B).
No effect of HM treatment was evidenced in
GT1 cells (Fig. 5B).

DISCUSSION

Glycosaminoglycans, specially heparan
sulfate, have been described as being important
actors of prion diseases (6,7,16,28,40). Their
function is still under investigation and the role
of chondroitin sulfate in these disorders has to
be more deeply examined. Heparan sulfates
have controversial effects as they can stimulate
or inhibit these disorders. By binding on
specific PrPC sites, they are important partners
in the interaction between PrP and the laminin
receptor LRP/LR (7,16). Heparan sulfates have
also been identified as critical factors in
Alzheimer amyloidogenesis and they were
found to be associated with PrPSc insoluble
aggregates and tissue amyloid prion deposits in
the brain of infected animals (24,25,41,42).
Furthermore, heparinase III-sensitive, possibly
hyposulfated, heparans seem to be involved in
PrPres metabolism (26). Pentosan polysulfate
and usual heparan sulfate have a stimulating
effect on the conversion of PrPC into PrPres.
Inversely, other glycosaminoglycans, such as
chondroitin and keratan sulfate, have no effect
on this process (27,28,43,44). Interestingly, in
scrapie-infected cell culture and in animal
models, exogenous heparan and pentosan
polysulfate, contrary to their stimulatory effect,
are strong inhibitors of PrPSc accumulation,
probably through steric competition, while
other glycosaminoglycans were neutral (21,45-
48).

Correlation between PrPres and glycosylation-
related genes—Using our DNA micro-array
technology, the correlation between the

pathologic prion protein accumulation and the
expression of numerous glycosylation-related
genes was investigated in GT1 cells, cells that
derived from the central nervous system. It
confirmed the relevance of such a
methodology to screen potential changes in
glycosylation and demonstrated a profound
modification of the expression of some
glycosylation-related genes. Modification of
the RNA transcript levels of genes involved in
glycosaminoglycans synthesis, such as heparan
and chondroitin sulfates, or in the 4-O-
sulfat ion of  a  non-reducing N -
acetylgalactosamine residue was evidenced.
Most of the genes involved in heparan sulfate
synthesis were down regulated (Table II),
while GAG and chondroitin sulfate levels
varied accordingly (Fig. 3). Only the ChGn1
gene was over-expressed. It encodes the
c h o n d r o i t i n   s u l f a t e  N -
acetylgalactosaminyltransferase-I
(CsGalNAcT-I), an enzyme involved in the
initiation of chondroitin sulfate synthesis (37).
Other genes encoding enzymes involved in
chondroi t in  sul fa te  polymerizat ion
(CsGalNAcT-2, CSS, CHPF and CsGlcAT)
were found to be stably or under expressed.

Chondroitin sulfate proteoglycans and prion
diseases—The relative increase in the amount
of chondroitin sulfate in ScGT1 cells (Fig. 3)
suggested a balanced regulation of heparan and
chondroitin sulfate synthesis (49) and also a
chondroitin sulfate growth-promoting effect in
these cells. The changes in the amounts of
heparan and chondroitin sulfate in association
with PrPres accumulation well correlate with
several observations of such modulations after
injury of the cerebral nervous system, in
Alzheimer’s and prion diseases (50-52).
Chondroitin sulfate proteoglycans added to
cultures of rat hippocampal or cortical neurons
have been described to rescue the cells from
excitotoxic damage and to attenuate beta-
amyloid-induced neurodegeneration (53,54).
An up-regulation of chondroitin sulfate
proteoglycans after an injury of central nervous
system, specifically around the region of the
lesion, generally leads to an inhibitory effect
towards axonal and neurite outgrowth (55-57).
However, a correlation between a high amount
of chondroitin sulfate proteoglycan in
perineuronal nets surrounding neurons
(extracellular matrix materials deposited
around synaptic endings and in the space
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between neurons) and the protection towards
the formation of Alzheimer’s disease has been
described (58-60).

Importance of N-acetylgalactosamine-4-O-
sulfation—As opposed to the ChGn1 gene
overexpression, a deep Chst8 under-regulation
was evidenced and correlated with a strong
decrease of the level of GalNAc-4-ST1 (Fig.
1). The GalNAc-4-ST1 enzyme is a member of
the HNK-1 sulfotransferase family that
includes chondroitin-4-sulfotransferases 1, 2
and 3, dermatan-4-sulfotransferase-1, HNK-1
sulfotransferase (HNK-1 ST) and GalNAc-4-
ST2 (61-67). It is a transmembrane type II
enzyme localized in the Golgi apparatus,
which was first described in the pituitary gland
(39). It was shown to be the specific
sulfotransferase that catalyzes the transfer of a
sulfate group on the 4th carbon of a non
reducing terminal GalNAc of the glycoprotein
luteinizing hormone (39,67). Sulfated GalNac
is essential for LH neuroendocrine regulating
circulatory half-life (68,69). GalNAc-4-SO4 is
of particular importance in endocrine
regulation, since several studies described a
role for PrP in these physiological functions.
Indeed, an alteration of the regulation of the
neuroendocrine pancreas has been observed
after 139H scrapie strain infection (70).
Moreover, a modification of the circadian
rythm in PrP knock-out mice, in Fatal Familial
Insomnia patients and in scrapie infected mice
(personal communication) supports this
observation (71) (for review, (72)). As these
neuroendocrine changes originate in the
hypothalamus, from which the GT1 cell model
derived, we can hypothesize that PrPC/PrPSc

endocrine changes is related to a specific
cerebral localized hyposulfation of
glycoprotein hormones.

An interesting feature of GalNAc-4-
ST1 enzyme resides in the existence of a non-
golgian protein isoform, that accumulates in
the cell culture medium (39). Our data on the
enzyme immunolocalization confirm the
existence of such a non-golgian protein.
Indeed, it was present both in the pericellular
space and in the cytoplasmic membrane of
neurites and dendritic extension and in the
whole cytoplasm (Fig. 2). In contrast to the
Golgi-linked enzyme, this non-golgian isoform
is able to transfer a SO4 group on non reducing
GalNAc moieties of chondroitin and dermatan,
suggesting a role for this enzyme in the

regulation of chondroitin sulfation (39,67). The
presence of GalNAc-4-ST1 in both fetal brain
and in various regions of the central nervous
system have suggested the presence on some
glycoproteins of N-linked structures ending
with β1,4-linked GalNAc-4-SO4 (39). Sulfated
structures have been described on the carbonic
anhydrase VI, the proopiomelanocortin, the
Tamm-Horsfall glycoprotein, the urokinase,
the sialoadhesin and the tenascin R (TN-R)
(73-79). The post-translational modifications
of TN-R by three distinct sulfated
oligosaccharides, contribute to diverse specific
functions for TN-R. For example, the addition
of O -linked chondroitin sulfate to TN-R
contributes to the inhibition of cell adhesion
and neurite outgrowth in vitro (80-85). The
GalNAc-4-SO4 modified TN-R has been
described to be predominantly synthesized by
neurons and to be selectively localized in
various brain regions, including the cortex, the
hippocampus, the cerebellum and especially in
perineuronal nets (79). Therefore, the
expression of GalNAc-4-ST1 in a number of
specific tissues and brain regions supports the
idea that the tightly regulated synthesis of
structures ending with β1,4-linked GalNAc-4-
SO4 in a number of settings, are used in
processes requiring specific recognition.

Possible mechanisms for the involvement of 4-
O-hyposulfated chondroitin in the conversion
of PrPC into PrPSc—The formation of PrPSc

seems to involve a direct molecular interaction
between PrPC and an unknown PrP isoform
acting as template (86). GAG could also
participate in this interaction by helping to
bring PrPC and template PrP close enough for
interaction to occur (27). Interestingly,
efficient sulfated GAG binding sites have been
identified in the N-terminal region of PrPC.
More generally, it was shown that polymerized
GAGs increase PrPSc, whereas small analogues
such as heparan mimetic decrease it (26).
Exogenous large chondroitin sulfates, but not
small fragments, did not reduce the PrPSc

isoform accumulation in ScN2a cells (26).
Ben-Zachen and co-authors suggest that both
heparan and chondroitin sulfate can serve as
pro-prions cofactors with equal efficiency, but
because chondroitin sulfate are  poorly  present
in ScN2a cells, their enzymatic removal by
chondroitinase ABC is undetectable in terms of
PrPSc production. Inversely, the chondroitin
amount is higher than that of heparan sulfate in
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GT1 cells (Fig. 3) and consequently, in these
cells, the efficacy of the large chondroitin
sulfate GAG to bind PrP isoform could be at
least similar to that of  heparan sulfate GAG.

The finding that a high C h G n 1
transcript level was found in parallel with a
down-regulation of the Chst8 gene expression,
underlines the possible connection between
chondroitin synthesis and its sulfation level.
Indeed, Kitagawa et al. evidenced that specific
sulfation, particularly 4-O-sulfation, can serve
as a stop signal that precludes the chondroitin
chain elongation (87). In this way, our data
showing a possible β1,4-linked GalNAc-4-SO4

hyposulfation, suggest the activation of  an
endogenous enzyme leading to the synthesis of
large hyposulfated chondroitin. Hyposulfated

GAG, mainly present in ScGT1 cells, would be
highly effective in promoting PrPSc

accumulation by helping to bring PrPC and
template PrP close enough for interaction to
occur.

Why do heparan mimetic reverse
simultaneously both PrPSc accumulation and
Chst8 transcript levels in ScGT1 cells—One
possibility is that endogenous hyposulfated
chondroitin derivatives could be components
of transcription machinery that controls
expression of the genes involved in chondroitin
synthesis pathway. In addition to their high
efficacy for PrPSc clearance, free or PrP-bound
heparan mimetic would thus compete with
hyposulfated chondroitin derivatives, as
regulators of the Chst8 gene transcription.
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FIGURE LEGENDS

Fig 1. Expression analysis of the ChGn1 and Chst8 genes. A: Changes in mRNA levels measured with
micro-array (open bars) and RT-PCR (closed bars). Total RNA was extracted from ScGT1 and GT1
cells. The relative transcript level represents the fold change of mRNA levels in ScGT1 versus GT1
cells. Data correspond to the mean value of three independent cell cultures. B: Western-blotting
analysis. 50 µg of total cell proteins were separated on SDS-PAGE. GalNAc-4-ST1 enzyme was
immunodetected (see Materials and Methods). As a control of the amount of protein, an anti-TfIId
western-blot was also performed.

Fig 2. GalNAc-4-ST1 enzyme immunolocalization in mouse brain. A and B: Sagittal sections of brain
cortex showing GalNAc-4-ST1 staining in cytoplasmic membrane, immediate pericellular space (A;
magnification x100) and neurites (B; magnification x40). C: Lateral hypothalamus sections showing
the labeling of cytoplasm and dendritic extensions (magnification x40).
Bars: A: 100µm, B, C: 40µm

Fig 3. Quantification of glycosaminoglycans. Total GAGs (A) and chondroitin sulfate (B) were
measured in GT1 (open bars) and ScGT1 (closed bars) cells, at three growth stages. The sulfated
glycosaminoglycans amount was determined using the Biocolor assay after PK treatment of cell
extracts. Each data point represents the mean ± S.D. of two independent experiments.

Fig 4. Schematic diagram of heparan and chondroitin sulfates synthesis pathways. Alternative transfer
of GlcNAc (for heparan sulfate synthesis) or GalNAc (for chondroitin sulfate synthesis) on GlcA
belonging to the tetrasaccharide core is catalyzed respectively by Extl2/Extl3 enzymes and the
chondroitin sulfate N-acetylgalactosaminyltransferase-1 enzyme (Modified from 37).

Fig 5. Reverse action of heparan mimetic on PrPSc accumulation and on relative transcript levels of
Chst8 gene. A: Western-blotting analysis of PrPSc accumulation in non-treated and HM 2602-treated
ScGT1 cells. ScGT1 cells were incubated for 3 days in medium containing 10 µg of HM 2602 per mL.
PrPSc was purified from cells and analyzed by western blotting using SAF84 antibody. B: Relative
transcript levels of Chst8 gene in non-treated and HM 2602-treated ScGT1 cells. Cells were grown
with HM2602 (10 µg/mL final concentration) for 72h (one HM 2602 treatment) and 144 hours (two

Chris
99



HM 2602 treatments). A control assay of GT1 cells treated with HM 2602 (10 µg/mL final
concentration) for 144 hours is also represented.
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Table I: Primers used for semi-quantitative RT-PCR analysis.

Gene name Accession no Forward primer Reverse primer
Amplicon
size (bp)

Xylt1 NM_17564 cccaatgtgaccgtgactgtt atcaggatatcataggtggctgtaatg 70

Xylt2 NM_145828 gaaatgcgcgccatcag agtgggcttcctcctccagta 65

β4galt7 NM_146045 caggaaacctcaggcctttg gatgggctggcaactcctt 68

β3galt6 AK033608 taagcatgtggccagtcaatg cctcagtcaccccggaact 72

β3gat3 NM_024256 ccagccattgaggtgtgatg cccagtcccacaaggtatgtg 73

Ext1 NM_010162 ccagccagcctgaagaacat gcagacaccaggaaattcatga 73

Ext2 NM_010163 agtcacagcagagccttgca atctgtagcccatggcaggtt 54

Extl1 NM_019578 ctgtcctggaactcgcactgt caccctgggaagcaaaagtc 76

Extl2 NM_021388 gtgtgagcctactctgcatgg ctgattccttgttgcatacaagttaca 79

Extl3 NM_018788 tcgccatgaacttccttgtct gcatcgaaaagtccaccttga 76

ChGn1 NM_172753 ggcgtaatctacggccatca ccctccaaaatcctgtttcct 81

CsGalNacT2 NM_030165 gcctggtacctgtgttctgattg agtgttctgttccctgtaggagtgt 85

CsGlcAT XM_131919 ccagccattgaggtgtgatg cccagtcccacaaggtatgtg 83

ChPF NM_001001566 cagcccactggtcccttgt aggatggctctagggcatctg 82

Chst8 NM_175140 cccttaagcgcctggatactt cccggacaaagagcatcttg 80

TfIId BC012685 ttgacctaaagaccattgcacttc catgatgactgcagcaaatcg 74
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Table II: Relative transcript levels (RTL) of the glycosylation-related genes in ScGT1 versus GT1 cells. RTL values are
he mean of 3 to 6 experiments carried out using the 165 glycosylation-related genes DNA micro-array tool described in
he Experimental procedures section. RTL is defined as the ratio of Cy3/Cy5 normalized fluorescence. Only genes whose

RTL values are up or down the threshold 2 were considered.

Gene name Encoded protein
Relative transcript level
(ScGT1 vs. GT1 cells)

ChGn1 Chondroitin beta1,4 N-acetylgalactosaminyltransferase1 +5.5 ±2.2

Chst8 Carbohydrate (N-acetylgalactosamine 4-0) sulfotransferase 8 -4.9 ±1.7

Mfng Beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase manic fringe -3.5 ±1.7

B3gnt1 Beta-1,3-galactosyltransferase 1 -3.1 ±1.0

Chst1 Chondroitin-6-sulfotransferase -2.8 ±0.6

Hexa Beta-hexosaminidase alpha chain -2.8 ±0.6

Gla Alpha-galactosidase A -2.7 ±0.3

Hs6st1 Heparan sulfate 6-sulfotransferase 1 -2.5 ±0.5

ST6GalNacIII Alpha-N-acetylgalactosaminide alpha-2,6-sialyltransferase III -2.4 ±0.2

Ogt UDP-N-acetylglucosamine--peptide N-acetylglucosaminyltransferase -2.4±0.4

Neu1 Neuraminidase 1 -2.3 ±0.3

B4galt6 Beta-1,4-galactosyltransferase 6 -2.2 ±0.2
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Table III: Relative expression levels of the main active genes during GAG synthesis in ScGT1/GT1 cells. RTL
values are the mean of three semi-quantitative RT-PCR experiments.

Gene name Encoded protein
Relative transcript level
(ScGT1 vs. GT1 cells)

Xylt1 β-D-Xylosyltransferase 1 1.0 ±0,2

Xylt2 β-D-Xylosyltransferase 2 - 3.2 ±0.5

β4galt7 β-1,4-galactosyltransferase 7 0.6 ±0.1

β3galt6 β-1,3-galactosyltransferase 6 - 1.9 ±1.7

β3gat3 Galactosylgalactosylxylosylprotein 3-beta-glucuronosyltransferase 3 - 4.8 ±0.3

Ext1 Exostosin 1 - 3.9 ±0.5

Ext2 Exostosin 2 -9.9 ±1.7

Extl1 Exostosin-like 1 -0.6 ±1.0

Extl2 Exostosin-like 2 -5.6 ±1.0

Extl3 Exostosin-like 3 -9.0 ±4.0

ChGn1 Chondroitin beta1,4 N-acetylgalactosaminyltransferase1 + 30.2 ±7.0

CsGalNacT2 Chondroitin sulphate N-acetylgalactosaminyltransferase-2 - 5.2 ±0.7

CsGlcAT Chondroitin sulphate beta-1,3-glucuronyltransferase -3.8 ±0.3

ChPF Chondroitin polymerizing factor 0.6 ±0.2
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5

30 kDa

21 kDa

1           2        

Non-
treated

HM2602
10 µg/mL

A

ScGT1

-10

-9

-8

-7

-6

-5

-4

-3

-2

1

2

3

4

Non-
treated

HM2602 (10µg/mL)

72 h             144 h           144 h

GT1
R

el
at

iv
e 

tr
an

sc
ri

pt
le

ve
l

Sc
G

T
1 

ve
rs

us
 G

T
1c

el
ls

B

30 kDa

21 kDa

1           2        

Non-
treated

HM2602
10 µg/mL

A

30 kDa

21 kDa

1           2        

Non-
treated

HM2602
10 µg/mL

A

ScGT1

-10

-9

-8

-7

-6

-5

-4

-3

-2

1

2

3

4

Non-
treated

HM2602 (10µg/mL)

72 h             144 h           144 h

GT1
R

el
at

iv
e 

tr
an

sc
ri

pt
le

ve
l

Sc
G

T
1 

ve
rs

us
 G

T
1c

el
ls

B
ScGT1

-10

-9

-8

-7

-6

-5

-4

-3

-2

1

2

3

4

Non-
treated

HM2602 (10µg/mL)

72 h             144 h           144 h

GT1
R

el
at

iv
e 

tr
an

sc
ri

pt
le

ve
l

Sc
G

T
1 

ve
rs

us
 G

T
1c

el
ls

B

Chris
108

Chris



 109

II-3 Expression des gènes Chst8 et ChGn1 dans un autre modèle

cellulaire

Nous avons recherché si les deux gènes Chst8 et ChGn1 auxquels nous nous sommes

particulièrement intéressés, présentaient dans une autre lignée cellulaire, la même

dérégulation transcriptionnelle que celle observée dans les ScGT1. Cette étude a été réalisée

sur le modèle de cellules Mov [9], lignée dérivée de ganglions dorsaux de souris

transgéniques exprimant la PrP ovine, possédant des caractéristiques de cellules de Schwann.

II-3.1 Matériel et méthodes

II-3.1.1 Cellules

Les cellules Mov [9], cellules murines d’origine gliale (DRG) expimant la PrPc ovine nous

ont été aimablement fournies par Hubert Laude (INRA, Jouy en Josas, France). Ces cellules

infectées stablement avec la souche de tremblante Dawson, accumulent la PrPres et sont

appelées ScMov.

Cette lignée cellulaire est cultivée dans un milieu constitué de 3/4 DMEM (Dulbecco’s

minimal essentiel medium) (Gibco) et 1/4 F12 (Gibco) complémenté de 10% de sérum de

veau fœtal (SVF).

II-3.1.2 Extraction des ARNm totaux et analyse de l’expression des

gènes Chst8 et ChGn1 dans les Mov et les ScMov

L’ARN des cellules Mov (4ème passage de culture) et ScMov (25ème passage de culture) a été

extrait et analysé par PCR en temps réel suivant un  protocole identique à celui décrit dans

l’article 2. Les analyses sont le résultat d’une moyenne établie sur un triplicat de culture.
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II-3.2 Résultats

L’analyse différentielle des gènes Chst8 et ChGn1 a montré, par comparaison avec les

cellules Mov non infectées, une sous expression au niveau transcriptionnel du gène Chst8

dans les cellules Mov infectées d’un facteur –5 (±0,1). En revanche, aucune dérégulation n’a

été observée concernant le gène ChGn1.
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Conclusions

L’analyse de l’expression de nombreux gènes impliqués dans les mécanismes de la

glycosylation a montré que l’accumulation de PrPres entraînait la dérégulation de deux gènes,

ChGn1 (codant l’enzyme responsable de l’initiation vers la voie de synthèse des chondroïtines

sulfates) et Chst8 (codant l’enzyme GalNAc-ST1 responsable de l’ajout d’un groupement SO4

sur un résidu GalNAc terminal), dans les cellules neuronales ScGT1 et seulement de Chst8

dans des cellules d’origine gliales infectées par l’agent de la tremblante. Ces résultats

semblent donc indiquer que l’accumulation de la forme pathologique de la PrP entraîne des

dérégulations des mécanismes de la glycosylation et plus spécifiquement du gène Chst8. La

description de la sous-expression du gène Chst8 dans ces deux types cellulaires montre que la

dérégulation d’un mécansime précis de sulfatation se retrouve dans des modèles cellulaires

issus à la fois du système nerveux central et du système nerveux périphérique, phénomène qui

pourrait impliquer ce mécanisme de sulfatation des GalNAc dans les processus de

propagation périphériques et centraux de l’agent infectieux. L’observation que non seulement

le gène Chst8 mais aussi la protéine correspondante, GalNAc-4-ST1, sont dérégulés dans les

cellules ScGT1 indique clairement que dans les cellules infectées dans ce modèle,

l’accumulation de PrPres peut entraîner une modification spécifique de la sulfatation, puisque

sur les 37 gènes intervenant dans ce processus et présents sur la puce, seul Chst8 est sous-

exprimé.

Par ailleurs, la modification de la quantité de GAGs et spécifiquement la modulation de

l’équilibre HS/CS dans les cellules ScGT1, semble corrélée à l’augmentation de l’expression

du gène ChGn1 et la diminution de l’expression des gènes intervenant dans la voie de

synthèse des héparanes sulfates, ainsi qu’avec l’augmentation de la croissance cellulaire.

Les résultats obtenus suite à l’analyse de nombreux gènes intervenant dans les mécanismes de

la glycosylation semblent converger vers l’idée d’une profonde altération de la régulation des

gènes intervenant dans la synthèse des GAGs, qui pourrait être à l’origine des modifications

de quantités de GAGs observés et des processus de pathogénèse. La sous-expression

significative de Chst8 dans plusieurs modèles cellulaires, semble quant à elle, indiquer un rôle

prépondérant de l’enzyme GalNAc-4-ST1 et donc de quantités et de natures de charges

négatives précises dans les maladies à prions et d’un contrôle sélectif par la PrPres de la

transcription de certains gènes liés à la glycosylation .
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I- RECHERCHES DE NOUVELLES MOLECULES

THERAPEUTIQUES

De nombreux aspects dans les maladies à prions manquent encore de clarté. Nous ne

connaissons toujours pas la nature physique précise de l’agent étiologique de ces maladies, les

mécanismes moléculaires et biochimiques associés à la neurodégénérescence ou la fonction

physiologique de la PrPc. Toutes ces incertitudes sont probablement à l’origine de la difficulté

à développer à l’heure actuelle un traitement efficace des ESST à la fois palliatif et curatif.

Néanmoins, certaines stratégies étudiées ont montré qu’elles pouvaient interférer avec la

réplication des ATNC et pouvaient prolonger la survie des animaux. Compte tenu des

diverses études menées sur le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques, on a pu

constater que le potentiel thérapeutique d’une stratégie donnée dépendait de son site d’action

périphérique et de la phase de l’infection du sujet auquel on administre le produit. L’absence

de réponse immunitaire vis-à-vis des ATNC semble suggérer qu’après une contamination par

voie périphérique, un traitement précoce dirigé contre les cibles initiales de l’infection ou bien

empêchant le transport vers le système nerveux central devrait être potentiellement efficace.

Aujourd’hui, en regard de la difficulté à traiter des patients au moment où le système nerveux

central est atteint, nous nous sommes attachés plus particulièrement à développer un

traitement efficace en périphérie avant que l’agent infectieux n’ait envahi le système

lymphoréticulaire. Les données de Malucci et al. montrant la possibilité de réverser la perte

neuronale à un stade avancé donné de la maladie pourraient représenter un premier espoir de

traiter des patients à des stades tardifs de la maladie, néanmoins ces résultats sont trop

précoces pour envisager d’établir un traitement dans ce sens aujourd’hui. Le choix de notre

stratégie nous a permis de mettre en évidence de nouvelles molécules, et pourrait nous

conduire à mieux appréhender les mécanismes intervenant au stade de réplication

périphérique de l’agent infectieux.
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I-1 La quinacrine

L’étude que nous avons menée sur la quinacrine nous a permis de mettre en évidence que les

conclusions émises sur son efficacité in vitro ne sont pas suffisantes pour entraîner un effet

notable sur le déroulement de la maladie in vivo. Cette molécule qui inhibe l’accumulation de

PrPres dans un modèle cellulaire de neuroblastomes s’est montrée beaucoup moins efficace

dans un autre modèle exprimant beaucoup plus fortement et stablement la PrPres. Il

semblerait par ailleurs intéressant d’évaluer si son efficacité dépend également des conditions

de culture et de l’état de croissance cellulaire, compte tenu d’une étude récente montrant la

variation de la quantité de PrPres suivant ces paramètres [18]. Néanmoins, les données qui

tendaient à montrer que cette molécule avait la capacité, certes faible, à  inhiber la conversion

de PrPc en PrPres, pouvaient laisser augurer un effet potentiel en périphérie avant que la

PrPres ne s’accumule. Les rapide absorption et distribution de la quinacrine dans les organes

et les tissus [8] et son élimination semblaient par ailleurs prometteuses, dans la mesure où,

compte tenu de l’efficacité variable de la molécule, on souhaitait utiliser de fortes doses du

composé. Les résultats obtenus in vivo montrent que la localisation cellulaire et sub-cellulaire

de la molécule et de la protéine PrP, et la pharmacocinétique de la quinacrine ne sont pas

suffisantes pour conduire à une efficacité significative de cette drogue in vivo. Les données

qui montraient que la quinacrine pouvait se lier aux agrégats du peptide PrP 106-126, qui

possède une faculté naturelle à  polymériser et qui entraîne une toxicité vis-à-vis de cultures

neuronales, et à l’hélice 3 de la partie C-terminale de la PrP humaine, indiquent que, malgré la

capacité de cette molécule à se lier à la PrPc et selon Vogtherr, au facteur X [371], et à réduire

l’amplification in vitro de la PrPc en PrPres, cette molécule ne peut empêcher cette

conversion in vivo. L’étude réalisée récemment chez des patients atteints d’IFF vient

confirmer cette observation puisque, malgré un traitement avec la quinacrine ou bien la

chlorpromazine (autre molécule proposée comme candidat thérapeutique potentiel), aucune

amélioration de l’état des patients n’est constatée [29].

Le mécanisme d’action de la quinacrine est controversé, cependant, elle possède plusieurs

effets anti-inflammatoires et immunologiques : inhibition de la phospholipase A2 (PLA2)

effets lysosomaux (augmentation du pH, stabilisation membranaire, inhibition du relargage et

de l’activité des enzymes lysosomales), inhibition de la phagocytose, augmentation du pH

intracellulaire dans les vacuoles cytoplasmiques ou activité antioxydante [165, 209, 266].

Ainsi, l’effet anti-prion de la quinacrine pourrait s’effectuer par différentes voies :
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- La PrPres ayant été décrite pour s’accumuler dans les lysosomes et la quinacrine ayant un

tropisme vers ces organites, cette molécule pourrait agir sur la conversion et l’accumulation

de la PrPres dans ce compartiment cellulaire.

- L’addition d’inhibiteurs de la PLA2 à des neurones soumis au peptide neurotoxique PrP

106-126 entraîne une résistance à l’effet toxique induit par ce peptide et une réduction de

l’activation de la caspase 3 et de la PGE2 [19, 20]. La PrPres ayant été décrite pour induire

une réponse neuronale passant notamment par l’activation de la cycloxygénase conduisant à

la production de la prostaglandine PGE2 [17], et des taux de PGE2 élevés ayant été décrits

chez des patients atteints de MCJ [237, 238], on peut supposer que le mécanisme d’action de

la quinacrine, passe par cette voie d’inhibition de la production de PGE2.

- La séquence hydrophobe de la PrP contenue entre les résidus 113 et 120, riche en alanine

(AGAAAAGA) est impliquée dans la capacité des prions à lier et déstabiliser la bicouche

lipidique cellulaire. Ces peptides, en plus de leur caractéristique hydrophobe sont chargés

positivement, ce qui leur permet d’interagir avec les lipides négativement chargés de la

membrane cellulaire [190]. Ces propriétés ont été largement décrites pour induire la formation

de canaux ioniques [191, 211]. Les données récentes de l’équipe de Prusiner, mettant en

évidence l’oligomérisation de la protéine 27-30 en trimères pouvant former un canal

membranaire [136] et celles montrant que la quinacrine a la capacité de bloquer les canaux

formés par le peptide PrP106-126 [110], semblent impliquer la quinacrine dans la

modification de la structure tridimensionnelle de la PrP et l’homéostasie cellulaire.

Cependant, l’encombrement stérique induit par la quinacrine sur la polymérisation de la

PrPres observé in vitro semble moindre in vivo. Les nouvelles bis-acridines développées

récemment pourraient représenter de bons candidats pour améliorer ce mécanisme.

I-2 Les Héparanes mimétiques

La meilleure efficacité, à ce jour en périphérie, des polyanions et notamment dans notre étude,

des HM pourrait résider dans plusieurs domaines. Nous avons pu observer que pour des

injections à des doses beaucoup moins élevées, les HM sont beaucoup plus efficaces que la

quinacrine. Les HM décrits pour se lier à la PrP, inhiber la conversion in vitro de PrPc en

PrPres, tout comme la quinacrine, sont pourtant bien plus efficaces. Cela pourrait résider dans

le rôle des héparanes sulfates comme acteurs intrinsèques du processus d’infection. En effet,

les glycosaminoglycannes ont été décrits pour permettre l’interaction entre la PrP et le LRP et

pour jouer un rôle dans l’endocytose de la PrP [207]. Dès lors, les polyanions et les HM
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pourraient agir au niveau cellulaire par encombrement stérique, en raison de leur analogie de

structure avec les glycosaminoglycannes, en inhibant la liaison PrP/LRP et l’endocytose de la

PrPc, et par voie de conséquence, celle de la PrPres. Il semble donc que l’utilisation de

molécules mimant des partenaires essentiels du processus d’infection, induise de fortes

modifications dans ce processus. Par ailleurs, les très bons résultats obtenus sur l’inhibition de

l’accumulation de la PrPres en périphérie, semblent indiquer que ces nouveaux composés sont

très bien absorbés in vivo et que leur tropisme se dirige vers les compartiments essentiels à la

réplication et à l’accumulation de la PrPres. Les résultats préliminaires obtenus sur des souris

traitées avec un nouveau dérivé d’HM par voie intrapéritonéale dès le début de l’infection, qui

n’ont montré, à ce jour, aucun signe de neurodégénéréscence indiquent clairement le rôle

prépondérant de la réplication de l’agent en périphérie et des héparanes sulfates dans le

développement de la maladie. L’absence d’accumulation dans la rate, organe du système

lymphoréticulaire impliqué fortement dans  l’accumulation de PrPres en périphérie, nous

montre la nécessité de déterminer les bonnes cibles.

La cinétique d’accumulation de la PrPres dans la rate peut nous permettre de mieux

appréhender les mécanismes conduisant à l’inhibition de l’accumulation de PrPres par les

HM. En effet, les études menées par Beringue et al. ont montré qu’après inoculation

intrapéritonéale d’une souche de tremblante C506M3, la PrPres est détectée dans la rate de 1h

à 6 h après inoculation, cette phase étant suivie d’une phase silencieuse comprise entre le 1er

et le 4ème jour durant laquelle on ne détecte que de façon exceptionnelle la PrPres, puis à partir

du 5ème jour,  la PrPres est de nouveau détectée de façon constante pour atteindre un plateau

vers le 30ème jour après inoculation [32]. La première phase de détection dans les 6h suivant la

contamination correspond à la détection de l’inoculum, la phase silencieuse semble

correspondre, selon les auteurs, à une étape de clearance de l’agent infectieux par les cellules

immunitaires mais insuffisante, puisque la PrPres réapparaît 5 jours après l’inoculation, étape

qui ici correspondrait à la détection de PrPres néosynthétsée à partir de PrPc endogène. Les

données fournies par l’étude effectuée sur le dextran 500 préincubé avec l’inoculum avant la

contamination indiquent que l’effet de cette molécule dont dérivent les HM, n’est pas

spécifique d’une action sur l’inoculum lui-même, mais passe par une clearance de la PrPres

progressive, probablement en empêchant l’ATNC de se répliquer dans les cellules cibles. La

réapparition de la PrPres plus tard dans la rate indique, soit que l’effet de ce polyanion n’est

que transitoire, soit que certaines cellules, réservoirs de l’infectiosité, sont résistantes au

traitement par le DS500, soit que d’autres sources de tremblante sont présentes dans d’autres

tissus que le système lymphoréticulaire ou bien que l’agent infectieux demeure dans le

système à des niveaux encore indétectables. Les données obtenues dans notre étude, qui
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restent encore à confirmer, indiquent que les nouveaux HM sont non seulement efficaces

quand ils sont administrés 24h après l’inoculation, mais qu’ils permettent de prolonger la

survie des animaux de façon remarquable. Ceci pourrait donc indiquer que les HM ont permis

d’empêcher la propagation de l’agent infectieux en périphérie et donc d’atteindre le système

nerveux central. Il reste désormais à déterminer si l’effet des HM provient d’une clearance

très précoce de l’inoculum dans les premiers jours suivant l’inoculation et/ou d’une inhibition

de la néosynthèse de PrPres. L’observation d’un prolongement élevé de la survie des animaux

indique que la néosynthèse de PrPres devait être à des niveaux soit nuls soit insuffisants pour

entraîner la propagation de l’agent.

Afin de mieux appréhender les mécanismes qui conduisent à ces phénomènes, il semblerait

particulièrement intéressant d’établir une cinétique précoce de l’effet des HM dans la rate et

sur les différentes populations cellulaires faisant partie intégrante de cet organe afin de

déterminer si cette classe de molécules pourrait moduler la fonction de certaines d’entre elles.

En effet, bien que la plupart des études in vitro suggère que l’effet des polyanions et des HM

passent par un encombrement stérique conduisant à une inhibition de l’interaction de la PrP

avec son récepteur, on peut supposer que l’effet de ces molécules pourrait s’effectuer sur les

cellules du système immunitaire elles-mêmes, au moins au niveau de la rate.

En effet, une étude a montré que les HS chez le rat et la souris, sont différentiellement

exprimés au niveau de la rate, ce qui pourrait créer un environnement extracellulaire

spécifique dans les processus immunitaires [361]. Plus particulièrement, les auteurs ont pu

montrer une colocalisation de l’IL-2 et des HS au niveau de la pulpe rouge et de la zone

marginale (figure n°14). Le traitement par l’héparinase abolissant totalement la détection de

l’IL-2, il semblerait que les structures d’HS soient associées avec la liaison de l’IL-2 et

probablement avec d’autres molécules effectrices dans la réponse immnunitaire [34, 343]. Par

ailleurs, compte tenu de la localisation du sinus marginal près des celllules lymphoïdes de la

pulpe blanche, la forte expression des HS dans le sinus marginal pourrait impliquer les HS

dans le « homing » des lymphocytes vers la pulpe blanche.
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Figure n°14: Anatomie fonctionnelle de la rate d’après Cyster JG [84]

D’autre part, les HS qui se situent à la surface cellulaire et dans la matrice extracellulaire,

peuvent jouer un rôle important dans la régulation des fonctions vasculaires (figure n°15)

(pour revue, [34])
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Figure n°15 : Initiation de la réponse immune après métabolisme local des HSPG (d’après

[318]).

1 : Tissu normal. Les HSPG font partie intégrante de la membrane cellulaire et de la matrice extracellulaire

2 : Clivage des HSPG. La lésion tissulaire conduit à un rapide clivage du noyau protéique par des ectoprotéases

des cellules endothéliales et par l’élastase relarguée par les neutrophiles et les macrophages. Les chaînes

carbohydrates des HSPG sont clivées par l’héparanase libérée par les plaquettes.

3 : Activation des cellules présentatrices d’Ag par les fragments d’HS. Les fragments d’HS relargués stimulent la

maturation et la migration des DC vers les ganglions lymphatiques.

4 : Contrôle de l’immunité par les chaînes d’HS. Le métabolisme des HSPG pourrait être une étape précoce du

contrôle de la réponse immune dans les tissus.

Durant la réponse précoce à une lésion tissulaire et une invasion par des microrganismes,

l’activation du complément sur les cellules endothéliales conduit à l’expression de protéases

qui clivent la protéine des HSPG [164] et l’activation des plaquettes conduit à un relargage

d’héparanase, une endoglycosidase qui clive les chaînes d’HS [267], résultant en une perte

locale d’HS. Les fragments d’HS générés sont des stimuli importants pour l’initiation de la

réponse immune primaire en médiant la maturation et l’activation de cellules présentatrices

d’antigènes [163]. On peut supposer que si, comme il a été décrit dans la littérature et comme

nous l’avons observé dans le modèle de ScGT1 (voir article n°2), la PrPres conduit à une

perte d’HS, la réponse immune est perturbée, et en conséquence, les ATNC trouvent dans ce

phénomène une voie pour se propager. Si cette hypothèse se vérifiait, on pourrait comprendre

l’effet plus remarquable des HM, comparativement aux autres composés, sur la réplication de

l’agent au moins dans les phases précoces au niveau périphérique.
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I-3 Les porphyrines

L’étude que nous avons menée sur les porphyrines nous a conduit à identifier une molécule

particulièrement intéressante. Parmi les molécules que nous avions en notre possession, nous

avons pu constater qu’une seule était véritablement efficace in vitro, la métalloporphyrine P23

qui contient un atome de zinc, de longues chaînes substituées et des atomes de fluor qui

devraient permettre une meilleure liphophilicité. Pour comparaison, la molécule P17 qui

possède la même efficacité, possède en son cœur non pas un atome de zinc mais un atome de

fer et des chaînes substituées moins longues. L’analyse structure/fonction de ces molécules

semble pour l’heure difficilement interprétable. Il serait alors intéressant de déterminer plus

précisément la cible privilégiée de chacune d’entre elles. En effet, une des fonctions des

métalloporphyrines est leur rôle potentiel d’anti-oxydant et mimétique de l’activité

superoxyde dismutase sur l’espèce réactive O2•- (figure n°16) [277]. L’activité SOD

potentielle des porphyrines est particulièrement intéressante en raison d’une part, du rôle de la

PrPc dans le stress oxydatif, et d’autre part, de l’augmentation des espèces réactives

d’oxygène observée en présence de PrPres (pour revue [44]). Dans des souris PrP knock-out,

une réduction de l’activité Zn/Cu SOD et une augmentation de la sensibilité aux radicaux

libres des neurones et des astrocytes issus de ces souris sont observées [41]. Cette fonction

s’exercerait par l’intermédiaire de la liaison au cuivre de la région octapeptide [323]

permettant à la PrPc d’initier un signal de transduction conduisant à l’augmentation de

l’activité des enzymes antioxydantes et des niveaux de glutathion [301]. Cependant, il est

nécessaire d’être prudent sur la fonction de la PrPc comme SOD puisque Hutter et al.

indiquent que sur des souris transgéniques, il n’y a aucune influence du génotype Prnp sur le

dosage de SOD1 et SOD2 [162].

Figure n° 16: Mécanismes de défense antioxydant
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Compte tenu de plusieurs études rapportant des degrés variables d’activité SOD, de charge et

de caractéristiques pharmacodynamiques, suivant les groupes substituants les molécules, il

serait intéressant de déterminer si la variation d’efficacité des métalloporphyrines testées,

différant par leur structure, réside dans cette activité [21, 174].  Les données fournies par

Okado-Matsumoto et al. permettent d’étayer plus précisément le rôle des structures des

métalloporphyrines dans l’activité SOD [264]. Selon eux, les porphyrines cationiques très

stables portant un ion Mn, possèdent des charges positives qui peuvent conduire à une

meilleure solubilité dans l’eau et une facilitation électrostatique des interactions avec l’espèce

O2•-, et le potentiel d’oxydo-réduction du métal central peut être optimisé par l’attachement

de substituants. Leur travail a également permis de montrer que les composés qui ont les

chaînes les plus longues présentent une plus grande toxicité, probablement par leur activité

détergente, et qu’une meilleure lipophilicité est déterminante dans leur efficacité à dismuter le

O2•-. Par ailleurs, l’importance de la présence des ions centraux sur les porphyrines dans

l’activité SOD a également été démontrée chez E.coli et chez la levure [264]. Dans notre

étude, on a pu constater que les porphyrines P10 et P18 qui portent un ion Mn central, ne

présentent pas une meilleure efficacité que les porphyrines portant d’autres ions centraux.

Compte tenu des données apportées par Okado-Matsumoto et des résultats que nous avons

obtenus, on peut supposer que la présence des ions fluor sur la porphyrine P23 conduit à une

meilleure lipophilicité, jouant un rôle probable dans l’activité SOD de cette porphyrine. En

revanche, la présence de chaînes substituées plus longues que dans la porphyrine P17 ne

semble pas affecter sa toxicité sur les cellules, mais pourrait au contraire aider à la

dismutation de l’ O2•-.

Par leur analogie avec le hème, une autre fonction décrite des porphyrines est leur activité

essentiellement inhibitrice sur la hème oxygénase (HO-1), l’enzyme qui catalyse la

dégradation du hème, conduisant à la production de fer, de CO et de biliverdine, elle-même

réduite en bilirubine (figure n°17) [351].
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Figure n°17: Activité hème oxygénase dégradant le hème en ferritine, biliverdine et CO

L’induction de l’expression de HO-1 peut avoir des effets contradictoires :

-L’expression de la HO-1 est retrouvée dramatiquement augmentée dans le cerveau en

réponse au stress [106]. L’induction des ARNm HO-1 conduit à un effet cytoprotecteur [253]

en induisant la synthèse de molécules cytoprotectrices comme la ferritine [13, 369] ou en

produisant plus de biliverdine et donc de bilirubine, qui est aussi un scavenger des espèces

réactives d’oxygène in vitro [348].

- Cependant, de fortes concentrations en bilirubine dans le cerveau sont toxiques [61].

Suresh et al ont montré qu’en prévenant la formation de bilirubine, les métalloporphyrines

avaient le potentiel de réduire les taux de bilirubine non conjuguée chez les nouveaux nés et

réduisaient le risque d’encéphalopathie néonatale et les altérations neurodéveloppementales à

long terme induites par la toxicité de la bilirubine dans le SNC [351]. L’observation dans la

maladie d’Alzheimer de taux élevés de bilirubine en partie dus à une forte concentration en

hème dans les tissus [182] et d’une corrélation entre le niveau de protéine HO-1 et la

pathologie neurofibrillaire de maladie d’Alzheimer [326], semblent indiquer un rôle délétère

de la surexpression de HO-1 dans les maladies neurodégénératives. La description dans des

cellules PC12 exposées au peptide neurotoxique 106-126 de l’induction d’un stress cellulaire

et d’une accumulation d’ARNm HO-1 [309], et in vivo, de l’augmentation de l’expression de

HO-1 dans le neuropile de souris infectées par la souche de prion ME7, montre le rôle de HO-

1 dans les maladies à prions. On peut alors supposer, compte tenu de l’effet décrit des

métalloporphyrines sur la HO-1 et des caractéristiques décrites dans les maladies

neurodégénératives, que l’effet des métalloporphyrines dans les maladies à prions pourrait

aussi passer par cette voie de réponse au stress.
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I-4 Les populations cellulaires dans le contrôle de la réplication de

l’agent infectieux

L’efficacité variable des composés in vivo semble montrer la nécessité d’examiner de plus

près la fonction des populations cellulaires en périphérie et plus spécifiquement les cellules

pouvant être potentiellement responsables du transport de la PrPres vers les organes réservoirs

et les cellules de la rate qui accumulent la PrPres. En effet, la rate est un organe composé de

diverses populations cellulaires telles que les macrophages, les lymphocytes B et T et les

cellules folliculaires dendritiques décrites pour avoir un rôle prépondérant dans

l’accumulation de PrPres et l’interface neuro-immune (figure n°14).

Les données obtenues dans une étude parallèle non développée dans ce manuscrit, sur

l’accumulation de la PrPres chez des souris sauvages C57Bl/6 de génotype « N » (NIH) ou

« J » (Jackson) après inoculation par voie intrapéritonéale d’une souche de tremblante adaptée

(C506M3), rejoignent l’idée d’examiner de plus près la constitution des cellules de la rate et

de leur expression en PrPc. En effet, la cinétique que nous avons effectuée a montré que la

PrPres s’accumulait différemment suivant le génotype murin, à la fois en terme de quantité et

de temps. Les souris de génotype « J » qui montrent une quantité de PrPc basale splénique

plus faible que les souris de génotype « N », montrent que même 56 jours après inoculation,

le plateau n’est toujours pas atteint, tandis que pour les souris de génotype « N », on observe

un plateau d’accumulation de PrPres dans la rate, 35 jours après inoculation intrapéritonéale.

Ce phénomène qui pourrait être dû à une dérive génétique vient d’une part confirmer

l’importance de l’expression de la PrPc dans l’accumulation de PrPres mais pourrait

également révéler que les acteurs cellulaires mis en jeu lors de l’infection seraient ou

interviendraient de manière différente. Les données fournies par un autre laboratoire

travaillant sur la radiosensibilité de ces animaux semblent corroborer notre hypothèse

(communication personnelle). En effet, d’une part, les souris de génotype « N » qui expriment

plus de PrPc splénique et accumulent plus rapidement la PrPres dans la rate sont plus

radiorésistantes que les souris « J ». D’autre part, les souris « J » qui accumulent moins

rapidement la PrPres, possèdent un système immunitaire plus développé et une quantité de

cellules dans la rate plus importantes que les souris « N ». Ces données relancent dès lors le

rôle des cellules immunitaires dans le contrôle de l’accumulation de la PrPres dans les stades

précoces de l’infection. Il semble donc évident de déterminer plus précisément l’importance

de l’expression de la PrPc dans une population cellulaire donnée et le rôle exact de chacune

des populations dans l’accumulation et le contrôle de la PrPres afin de développer un thérapie
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pour laquelle la cible aura été évaluée auparavant.

Les FDC et les lymphocytes B ont été décrits pour être impliqués dans la propagation de

l’agent au niveau du SLR, et dans le SNP. Il semble que les cellules de Schwann aient

également un rôle prépondérant [114] et pourraient servir de réservoir de l’infectiosité dans

les tissus périphériques tels que les ganglions, les nerfs, l’intestin, et les muscles. Par ailleurs,

la co-culture de cellules ScGT1 avec des cellules dendritiques CD11c+ d’origine myéloïde a

permis de montrer in vitro que ces cellules dendritiques pouvaient dégrader l’accumulation de

PrPres [215]. Cependant, le rôle de ces cellules migrantes, semble controversé puisque

certains ont montré qu’elles pouvaient intervenir dans le transport de la PrPres depuis

l’intestin vers les tissus lymphoïdes [158].

Ainsi, afin d’établir de façon plus précise le potentiel thérapeutique d’un composé dans un

modèle de réplication périphérique, et compte tenu des diverses études montrant des résultats

divergents entre ce qui est observé in vitro et in vivo, il semble déterminant aujourd’hui de

développer des modèles cellulaires qui se rapprochent des conditions observées in vivo et

notamment de développer des modèles représentant les mécanismes observés en périphérie.

Or, jusqu’à présent, toutes les études menées sur l’efficacité de potentielles molécules

thérapeutiques ont été effectuées sur des lignées neuronales dérivant du SNC. Les lignées

cellulaires avec des caractéristiques de cellules de Schwann (Mov), montrant une très bonne

capacité à être infectées par les prions, pourraient représenter un bon modèle de la

pathophysiologie périphérique [9].

Cependant, il est nécessaire de ne pas oublier que même si l’accumulation de l’agent

infectieux et le développement de la maladie dans le SNC sont clairement perturbés dans des

souris immunodéficientes, plusieurs études ont montré qu’il existait un mode de propagation

de l’agent indépendant du système lymphoréticulaire et donc de la réplication périphérique de

l’agent. En effet, des souris qui n’expriment pas de PrP dans le SLR peuvent être infectées

[299] alors que la PrPc a été montrée comme étant nécessaire à l’infection.

I-5 Efficacité thérapeutique et souches de prions

La difficulté à trouver un traitement efficace réside également dans l’existence de plusieurs

souches d’ATNC pour lesquelles on a décrit des différences dans le tropisme cellulaire. Ainsi,

les souches de tremblante chez le mouton et le vMCJ sont lymphotropes, tandis que l’agent de

la MCJ sporadique et celui de l’ESB le sont moins [132, 154]. L’efficacité des molécules s’est

par ailleurs révélée dépendante de la souche administrée dans diverses expériences que nous
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avons menées. La souche de tremblante qui s’accumule fortement dans la rate 35 jours après

inoculation semble plus facile à éliminer que l’agent de l’ESB, qui pourtant s’accumule

beaucoup moins. Il semblerait donc que ce ne soit pas la quantité de PrPres qui soit difficile à

combattre mais l’agent lui-même ou bien son processus de transconformation. Les

divergences sur les compartiments préférentiels d’accumulation et probablement de

réplication ont été clairement montrées par les études montrant qu’après inoculation par voie

intrapéritonéale avec la souche de tremblante RML à des souris PrP knock-out et greffe de

moëlle osseuse, les souris déveleppaient la maladie probablement en raison des lymphocytes

[36]. Au contraire, la souche ME7 ne semble pas se propager, même après reconstitution du

système hémato et lymphopoïétique [45]. C’est également ce que l’on constate pour l’agent

de l’ESB qui est difficilement détectable dans les organes lymphoïdes chez la vache tandis

que le vMCJ dont il provient, colonise fortement les organes lymphoïdes chez l’homme.

Compte tenu de ces différences observées à la fois au niveau de l’ATNC lui-même et de la

réponse de l’hôte à l’infection, les différences observées entre les diverses classes de

molécules ne semblent pas étonnantes.

 Le développement d’une thérapie efficace contre les ESST a pour but ultime de traiter des

patients atteints de MCJ et particulièrement du vMCJ. Jusqu’à aujourd’hui, il n’existe aucun

système cellulaire de réplication de l’agent responsable du vMCJ et l’on ne teste les

molécules que dans des modèles d’accumulation de l’agent de la tremblante. Compte tenu des

différences observées entre les divers ATNC sur le tropisme cellulaire et les conséquences

neuropathologiques, ceci pourrait ajouter un obstacle supplémentaire au développement d’une

stratégie efficace urgente dans le traitement des personnes en période d’incubation du vMCJ.

Compte tenu de la difficulté à obtenir des extraits de cerveaux de patients atteints du vMCJ ou

bien d’autres formes de MCJ, des extraits de cerveau de bovins infectés représentent des

échantillons de choix puisqu’il est admis aujourd’hui que l’agent de l’ESB est à l’origine du

vMCJ. Dans ce projet de thèse (partie que nous avons choisi de ne pas développer dans ce

manuscrit), nous avons tenté d’établir une lignée cellulaire infectable et infectée par l’agent de

l’ESB. Cependant, ces travaux qui ont demandé une étude et une élaboration longue, n’ont

pas abouti. Des cellules GT1 et des cellules d’origine gliale qui se sont montrées facilement

infectables par divers agents de la tremblante, n’ont pu être infectées avec l’agent de l’ESB,

même après avoir transfecté ces cellules de façon à leur faire surexprimer la PrP bovine.

Notre stratégie qui consistait à faire exprimer aux cellules, la PrPc de la même espèce que

l’agent de l’ESB, afin de s’affranchir du phénomène de barrière d’espèce, n’a pas permis

d’obtenir de résultats concluants. Malgré une forte expression de la PrPc bovine sur un fonds

génétique murin sans expression endogène de PrPc murine, nous ne sommes pas parvenus à
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induire la transconformation de la PrPc bovine en PrP bovine pathologique. Aujourd’hui, il

est difficile de donner une explication simple à cet échec surtout en regard de la très bonne

transmissibilité intersespèces de cette souche d’ESST in vivo [251]. Ceci montre une fois de

plus les différences entre modèle in vitro et in vivo. Soit, le mode d’infection utilisé n’était

pas suffisamment adapté à la souche que nous avions, soit l’expression seule de PrPc bovine

n’est pas suffisante pour permettre sa transconformation en PrP bovine pathologique. Par

ailleurs, les données de Melot et al. [233] montrant l’importance de la glycosylation de la

PrPc bovine dans les différences d’infection des cellules immunitaires bovines, indiquent

qu’il serait important de vérifier l’état de glycosylation de la PrP bovine présente dans le

clone cellulaire que nous avons établi.

Plusieurs données semblent donc renforcer l’extrême difficulté à développer une stratégie

efficace contre les agents des ESST : a) tous les ATNC n’ont pas le même tropisme cellulaire,

b) n’activent pas les mêmes populations cellulaires, c) ne s’accumulent pas de la même façon

in vivo, et d) n’entraînent pas les mêmes conséquences neuropathologiques.
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II-  GENES INTERVENANT DANS LES

MECANISMES DE LA GLYCOSYLATION ET LES

MALADIES A PRIONS

La glycosylation est la modification post-traductionnelle la plus fréquente dans les cellules

eucaryotes. Entre 0,5% et 1% des gènes humains codent pour des protéines impliquées dans la

synthèse, la dégradation et la fonction des glycoconjugués [120]. La N-glycosylation est un

mécanisme complexe conduisant à diverses fonctions dans la cellule et composé d’étapes

spécifiques catalysées par des enzymes précises. Il existe des anomalies génétiques affectant

certaines étapes de la synthèse des N-glycans, appelées anomalies congénitales de la

glycosylation ou CDG. Ces anomalies conduisent à des tableaux cliniques différents et sont

fréquemment associées à un retard du développement, ou bien des anomalies hématologiques

et parfois la mort. L’existence de l’implication d’une perturbation des mécanismes liés à la

glycosylation dans des maladies génétiques est particulièrement intéressante dès lors que la

glycosylation semble jouer un rôle dans les maladies à prions, à la fois au niveau du

métabolisme de ces agents mais également d’un point de vue thérapeutique, domaine où nous

avons pu mettre en évidence l’efficacité de nouveaux mimétiques d’héparanes sulfates.

L’étude que nous avons menée nous a conduits à mettre en évidence la dérégulation de

plusieurs gènes dont deux particulièrement. La dérégulation de Chst8, codant pour la N-

acétylgalactosamine-4-O-sulfotransférase 1, semble directement liée à la présence de la

PrPres cellulaire, compte tenu d’une part de l’effet de réversion de la sous-expression de ce

gène par des HM et d’une dérégulation similaire retrouvée dans une autre lignée cellulaire

(Mov) infectée par la souche de tremblante. La dérégulation de ChGn1 a retenu notre

attention en raison de son rôle dans la synthèse des chondroïtines et nous a permis de

constater la diminution de l’expression des gènes intervenant dans la synthèse des HS ainsi

que des HS eux-mêmes, corrélée à une augmentation de la quantité de CS et une

augmentation de la croissance cellulaire dans les cellules infectées. Notre étude montre donc

que les mécanismes liés à la transcription de gènes spécifiques de la glycosylation dans le

modèle cellulaire que nous avons choisi sont perturbés par la présence de PrP pathologique.

Dans cette partie de la discussion, nous nous attacherons à montrer les raisons du choix du

modèle utilisé dans cette étude, l’enseignement apporté par d’autres pathologies liées à une
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perturbation de la glycosylation et les conséquences hypothétiques des dérégulations que nous

avons observées au niveau des gènes Chst8 et ChGn1.

II-1 Choix du modèle utilisé

Nous avons choisi le modèle de cellules neuronales dérivées d’hypothalamus de souris pour

plusieurs raisons. D’une part, ce modèle est un système qui exprime de façon naturellement

forte la PrPc murine, ce qui est un pré-requis important compte tenu des données indiquant le

rôle de la PrPc dans l’infection [39]. Par ailleurs, les cellules infectées, ScGT1, ont montré

qu’elles exprimaient fortement la PrPres [259], ce qui est un atout pour étudier l’impact de la

PrPres sur la glycosylation. Un autre élément qui nous a conduit à choisir ce modèle réside

dans l’utilisation de ce système dans le criblage de nouvelles molécules potentiellement

thérapeutiques. Un autre volet de ce travail étant de développer de nouvelles molécules, il

semblait donc approprié de choisir ce modèle afin de déterminer si l’efficacité d’une molécule

sur l’accumulation de la PrPres pouvait être corrélée à une modification des dérégulations des

gènes impliqués dans la glycosylation, ce qui a effectivement, été observé avec les héparanes

mimétiques pour le gène Chst8.

Les dérégulations observées ont été détectées dans un modèle cellulaire murin infecté par

l’agent de la tremblante. A ce stade de l’étude, il serait prématuré de corréler ce que l’on

observe dans le modèle in vitro sur lequel nous avons travaillé à ce qui peut survenir d’une

part chez l’animal et d’autre part chez l’homme. Des études menées en parallèle sur la souris

transgénique Tg338 (surexprimant la PrP ovine), semblent indiquer que les gènes trouvés

dérégulés dans la rate et le cerveau sur une cinétique d’accumulation de la PrPres dans ces

organes sont différents de ceux que l’on observe dans notre modèle (communication

personnelle de l’équipe de la Faculté des Sciences, Limoges). Ce modèle est différent des

cellules ScGT1, puisqu’il s’agit d’un modèle animal murin exprimant la PrPc de l’espèce

ovine infecté par une souche de prion différente (souche de tremblante Dawson tandis que

c’est la souche Chandler qui se propage dans les cellules GT1). Par ailleurs, l’étude réalisée

avec des puces à ADN sur un organe entier tient compte d’un ensemble de populations

cellulaires pour lesquelles on n’a encore que des données fragmentaires sur leur fonction dans

les processus d’infectiosité, de réplication, de transport et d’accumulation de l’agent.

Néanmoins, les résultats de cette étude ont montré qu’une sialyltransférase était sous-

exprimée dans les rates de souris infectées. La description de la localisation dans des fractions

vésiculaires de cette enzyme, normalement retrouvée dans le Golgi, rejoint nos résultats
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indiquant une potentielle localisation extra-golgienne de l’enzyme GalNAc-4-ST1 et confirme

une localisation spécifique de dérégulations de l’expression d’enzymes impliquées dans la

glycosylation. Il nous appartient désormais de déterminer les conséquences de telles

modulations et leur fonction dans les mécanismes d’infection.

L’utilisation de la puce à ADN humaine développée par le laboratoire de Limoges, semblerait

plus pertinente pour caractériser les dérégulations potentielles des gènes intervenant dans les

processus de la glycosylation chez l’homme. Cependant, pour l’heure, il semble difficile pour

des raisons aussi bien éthiques que techniques de réaliser ces analyses sur des tissus humains.

II-2 Les prions et le contrôle de la glycosylation cellulaire

L’une des premières études mettant en cause une modification de l’activité enzymatique

intervenant dans la glycosylation de la PrP a été réalisée par l’équipe de Rudd [314]. Cette

équipe a montré que la PrPc et la PrPSc possédaient le même type de glycannes, mais que la

PrPSc renfermait un taux plus élevé de motifs glycanniques tri et tétra-antennés. Les auteurs

ont supposé, mais non démontré, que cette différence devait être liée à une diminution de

l’activité d’une enzyme, la GnTIII, responsable de l’addition d’un GlcNAc à la position 4

d’un mannose de la bisection d’une chaîne pentasaccharidique cœur. Une unité spécifique du

gène MGAT3 se trouve sur la puce à ADN murine utilisée dans notre étude. L’expression du

gène n’a pas été trouvée dérégulée dans notre modèle cellulaire. Cette observation pourrait

s’expliquer par la différence entre les modèles analysés : lignée cellulaire dans notre étude et

cerveau entier dans l’étude de Rudd. Il reste donc à déterminer si l’expression de MGAT3 est

spécifique d’un type cellulaire donné ou d’une localisation spécifique du cerveau ou liée à une

réaction inflammatoire.

La PrP n’est pas la seule protéine a avoir montré une modification de son niveau de

glycosylation. En effet, Nielsen et al ont démontré une dérégulation de la glycosylation d’une

autre glycoprotéine, le récepteur à l’insuline (IR) suite à l’accumulation de PrPres dans le

modèle de neuroblastome N2a [258]. Notons que l’augmentation de 2 à 4 fois de la quantité

de protéines IR est corrélée à une diminution de sa glycosylation entraînant une diminution

des sites de fixation à l’insuline. Ces résultats indiquent donc que la PrPres a la capacité de

perturber la machinerie de sa propre glycosylation, mais également d’autres glycoprotéines.

Cette dérégulation de la glycosylation d’autres protéines est réalisée de façon très sélective

puisque dans cette étude, seul le récepteur à l’insuline voit sa glycosylation altérée, alors que

le récepteur IGF-1R (insulin-like growth factor-1 receptor) qui possède une structure et une
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fonction similaires au récepteur à l’insuline IR, n’est absolument pas perturbé. Ces résultats

sont donc en accord à différents niveaux avec les études que nous avons obtenues dans notre

modèle. D’une part, nous avons constaté une dérégulation spécifique et unique des gènes

ChGn1  et Chst8 qui font partie d’une famille de gènes. D’autre part, tandis qu’une

augmentation de la quantité des chondroïtines sulfates a été trouvée corrélée à une

surexpression du gène ChGn1, la sulfatation de ces GAGs spécifiques pourrait être perturbée

vers une hyposulfatation, ce qui pourrait conduire à une nouvelle fonction précise de ces

nouveaux composés. Il reste donc désormais à déterminer les raisons d’une telle sélectivité

dans la perturbation de la machinerie de glycosylation, les mécanismes qui la sous-tendent et

si cette sélectivité possède une origine commune.

II-3 Pathologies liées à la perturbation de la glycosylation et leur

enseignement

II-3.1 Les CDG

La plupart des désordres congénitaux de la glycosylation (CDG) découverts à ce jour

montrent une altération des processus de N-glycosylation. Comme on peut le constater dans le

tableau n°10, les CDG ont été classées selon les gènes et les enzymes pour lesquelles ils

codent. Dans les dystrophies musculaires congénitales (CMD), on observe la déficience en

une protéine appelée a  dystroglycan [390]. Des biopsies musculaires de patients atteints de

CMD ont montré que ces maladies étaient liées à une déficience dans le processing post-

traductionnel du dystroglycan. L’un des enseignements tiré de ces maladies repose d’une part,

sur le fait que des maladies congénitales montrant des effets cliniques distincts peuvent être

liées à des mutations intervenant sur des gènes codant pour des enzymes de la glycosylation et

d’autre part, sur la possibilité de réverser les symptômes. En effet, de nombreuses enzymes

impliquées dans les mécansimes de la glycosylation, bien que distinctes, possèdent des

spécificités leur conférant des fonctions similaires à d’autres. Récemment, il a été décrit que

la surexpression dans le muscle squelettique de souris mdx (modèle de la maladie de

Duchenne), d’une GalNAc transférase extraite de cellules T cytotoxiques (CT) améliorait les

symptômes de la dystrophie musculaire [255]. Les auteurs montrent que l’expression

ectopique de différentes glycosyltranférases pourrait être efficace dans le traitement des CMD

associées à la réduction d’a dystroglycan.
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Tableau n°10 : Les anomalies congénitales de la glycosylation et les différents gènes touchés

(d’après Dupré T, [101])

Ces résultats indiquent qu’il serait possible de réverser certaines perturbations de la

machinerie de glycosylation par l’expression exogène de glycosyltransférases. Il semble donc

intéressant et pertinent d’effectuer ce type de recherches pour le gène Chst8 ou/et l’enzyme

correspondante si l’on suspecte, et si l’on veut vérifier, que la 4-O-sulfatation sélective de

certains oligosaccharides pourrait être au coeur de la problématique des phénomènes de

conversion PrPc/PrPres (travaux en cours par l’équipe de Limoges).
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II-3.2 Pathologies et glycosaminoglycannes

Notre étude nous a conduits à constater la dérégulation des voies de synthèse des GAGs aussi

bien au niveau transcriptionnel qu’au niveau des produits de synthèse (CS ou HS). Nous

avons montré que les gènes intervenant dans la voie de synthèse des HS étaient pour la

plupart sous-exprimés et que seul le ChGn1, intervenant dans l’initiation vers la voie de

synthèse des CS était fortement surexprimé. La quantification des HS et CS a permis de

corroborer les résultats obtenus au niveau transcriptionnel et confirme un certain déséquilibre

entre les quantités de HS et de CS en faveur des CS. L’effet observé sur la croissance

cellulaire, à savoir un effet stimulateur de la croissance sous l’effet du nouvel équilibre entre

HS et CS dans les cellules infectées est en accord avec l’étude effectuée par Miziguchi et al

dans C. Elegans. En effet, l’invalidation du gène orthologue de ChSy, codant pour la

chondroïtine synthase, résulte en une cytokinèse incomplète [240]. Ces résultats ont permis de

montrer que l’altération d’un gène impliqué dans la voie de synthèse des CS peut conduire à

une modification de la division cellulaire. Même s’il est nécessaire d’être prudent quant aux

conclusions tirées de cette étude, qui ne montre pas directement la relation entre la

surexpression du gène ChSy et la stimulation de la cytokinèse, il semble qu’il existe une

corrélation entre l’expression des gènes intervenant dans la voie de synthèse des CS et la

croissance cellulaire. Notons que les variations de quantités des HS et des CS et les gènes

intervenant dans la voie de synthèse des HS ont déjà été décrits pour intervenir dans d’autres

pathologies. En effet, des mutations sur les gènes Ext1 et Ext2 impliqués dans la synthèse des

HS sont à l’origine de maladies autosomales dominantes appelées exostoses multiples

héréditaires (HME) [396]. Par ailleurs, l’étude concernant plusieurs types d’amyloïdoses

(Maladie d’Alzheimer, Amyloïdose AA, Amyloïdose liée à la b2 microglobuline) ont montré

une modification profonde et localisée dans le cerveau du pourcentage de CS et HS [263,

337]. En utilisant des cultures de fibroblastes dérivés de patients atteints de la maladie

d’Alzheimer (AD), Zebrower et al ont montré une modification sélective de la quantité de

motifs glycanniques précis [401], postulant que les HS étaient altérés chez les patients AD par

un contrôle anormal des O-sulfotransférases dans la biosynthèse des HS. Cette étude est

particulièrement intéressante dans la mesure où elle met en cause, comme dans notre étude, le

rôle potentiel d’une sulfotransférase dans une amyloïdose. Cependant, Cheung et al. n’ont

retrouvé que des différences minimes [73]. En revanche, une perte importante sélective des

kératanes sulfates (unités disaccharidiques Galb1,4GlcNac) dans le cortex cérébral des

patients AD a été détectée. Les amyloïdoses, dont font partie les maladies à prions, semblent

donc caractérisées par une dérégulation de la quantité des HS et des CS qui pourraient
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dès lors jouer un rôle dans les phénomènes de fibrillogénèse [183]. Par ailleurs, notre étude

montrant un déséquilibre des deux composants principaux des GAGs rejoint celles décrites

par Papakonstantinou et Gabizon dans les maladies à prions. Papakonstantinou et al. montrent

une diminution de 40% des GAGs totaux dans le cerveau de bovins infectés par l’agent de

l’ESB [275] corrélée à une diminution de la neuroprotection. Gabizon et al. quant à eux

décrivent une surreprésentation des GAGs lies à la PrP dans les urines de patients MCJ, AD et

dans le cerveau de souris infectées par la tremblante [230]. Il nous appartient désormais de

déterminer si les modulations de la quantité des différents GAGs retrouvées au niveau d’une

lignée cellulaire neuronale, se retrouvent in vivo au niveau cérébral et si ces dérégulations,

comme on le suspecte et comme il semble être décrit dans la littérature, sont localisées

sélectivement et représenteraient une nouvelle cible dans le domaine thérapeutique. Les

études réalisées après lésion du système nerveux semblent rejoindre nos hypothèses. En effet,

après lésion du système nerveux, on observe généralement une forte augmentation de CS

autour de la région de la lésion avec des effets divergents sur la régénération axonale et

neuritique [245]. Certains montrent un effet inhibiteur sur la croissance neuritique,

contribuant alors à une nature non permissive de la lésion gliale (astrocyte, oligodendrocyte et

cellules méningées) [245]. Par ailleurs, une étude réalisée sur l’épilepsie montre que cette

pathologie est caractérisée par une sclérose de l’hippocampe, associée à une perte neuronale

et une gliose réactive, phénomènes histologiques que l’on retrouve aussi dans les maladies à

prions. Chez ces patients, on observe dans l’hippocampe, une augmentation de CS de 224% et

d’acide hyaluronique de 146%, mettant en évidence des modifications des GAGs ciblées au

niveau du cerveau [281]. Ces changements très localisés de la quantité des CS associés à des

caractéristiques histologiques que l’on retrouve dans les maladies à prions semblent confirmer

l’hypothèse d’un rôle des GAGs et plus précisément des CS dans ces pathologies. La

description d’un rôle protecteur des CS, tel que l’atténuation de la neurodégénération induite

par le peptide b   amyloïde [394] ou bien un effet protecteur de la barrière hémato-

encéphalique après une lesion [113] rend complexe l’interprétation de nos résultats.

L’augmentation de l’expression transciptionnelle de ChGn1 intervenant dans l’initiation de la

voie de synthèse des CS corrélée à une diminution de l’expression transcriptionnelle de Chst8,

une quantité maximale de CS dans les ScGT1 et une augmentation de la croissance cellulaire

pourraient  avoir différentes significations:

- Compte tenu du caractère généralement inhibiteur des CS vis-à-vis de la croissance

neuritique et à l’opposé d’une croissance cellulaire plus forte dans les ScGT1, si

l’augmentation de CS observée est un mécanisme de défense de la cellule vis-à-vis de
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l’infection, il semblerait qu’il soit insuffisant. Ce mécanisme  pourrait même être détourné par

la PrPres pour se propager.

- Il pourrait s’agir d’un mécanisme totalement intrinsèque à la PrPres pour se propager. C’est

la PrPres elle-même qui induirait une modulation de la transcription des gènes ChGn1 et

Chst8 conduisant à une nouvelle forme de chondroïtine qui pourrait être impliquée dans la

transconformation de PrPc en PrPres.

II-3.3 Rôle de la sulfatation

Notre étude nous a amenés à mettre en évidence la sous-expression du gène Chst8 codant

pour une enzyme précise dont la fonction est d’ajouter un groupement sulfate spécifiquement

sur le carbone 4 d’une N-acétylgalactosamine terminale (figure n°18).

Figure n°18 : Mécanisme de transfert de groupement SO4 par la GalNAc-4-ST1.

 Ces résultats semblent indiquer une modification d’un mécanisme de sulfatation précis qui

pourrait ainsi conduire à une dérégulation de la quantité des charges négatives dans les

cellules où s’accumule la PrPres. L’altération génique est spécifique puisque, sur les 20 autres

gènes codant pour des sulfotransférases présents sur la puce, seul Chst8 présente une telle

dérégulation, et l’expression de Chst9 qui code pour la GalNAc-4-ST2 n’a pas été retrouvée

perturbée [265]. GalNAc-4-ST2 a la même fonction que GalNAc-4-ST1 mais semble ne pas

avoir la même distribution dans les organes et a la capacité d’ajouter un groupement sulfate à

la fois sur les GalNAc terminaux et centraux. Ces résultats, d’une part, rejoignent les

conclusions émises par Nielsen indiquant une modulation sélective des mécanismes de la

glycosylation par la PrPres [258] et d’autre part, semblent montrer que cette sélection s’établit

au niveau des gènes eux-mêmes et de leur niveau de transcription.
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La sulfatation est une modification post-traductionnelle très complexe et d’une importance

capitale à différents niveaux. Elle est associée aux caractéristiques structurales des

carbohydrates, pré-requis déterminant pour reconnaître des récepteurs spécifiques. Dès lors,

les oligosaccharides sulfatés jouent des rôles divers dans le développement, la différenciation

et l’homéostasie. Par exemple, les HS et leur niveau de sulfatation jouent un rôle important

dans la liaison de facteurs de croissance (FGF) à leurs récepteurs [303] et dans l’adhésion de

l’herpès simplex virus 1 à la surface cellulaire [331]. Le rôle prépondérant de la sulfatation

des HS a été très bien montré par l’abolition de la sulfatation des héparanes conduisant à la

mort néonatale de la souris [56] et à un développement anormal chez la drosophile [212].

L’importance de la reconnaissance ligand/récepteur par les niveaux de sulfatation est

particulièrement intéressante dans la mesure où le transfert spécifique de résidus GalNAc-4-

SO4 est prépondérant dans la reconnaissance d’hormones lutéinisantes par leur récepteur. Il

semblerait intéressant de déterminer l’implication des modulations de l’expression de Chst8

dans ces phénomènes afin de savoir si une dérégulation de la sulfatation des résidus GalNac

pourrait être impliquée dans la modulation du système neuroendocrinien dans les maladies à

prions. Par ailleurs, les résultats préliminaires in vivo montrant une localisation précise et sur

un nombre limité de cellules de l’expression de la GalNAc-4-ST1 dans l’hypothalamus

latéral, pourrait indiquer l’existence de sous-populations cellulaires qu’il nous appartient de

caractériser pour déterminer leur fonction.

 Le PAPS (3’-phosphoadénosine5’-phosphosulfate), substrat donneur de sulfates pour les

sulfotransférases, et le transporteur au sulfate ont également des rôles notables. La sulfatation

des oligosaccharides est réalisée dans la lumière du Golgi par le transfert d’un groupe sulfate

à partir d’un PAPS à une position spécifique d’un précurseur oligosaccharidique et est

catalysé par des sulfotransférases. La déficience en enzymes impliquées dans le transport de

sulfate et dans la voie de synthèse de PAPS sont à l’origine de certaines maladies héréditaires

telles que les ostéochondrodysplasies [146] ce qui implique un rôle essentiel de la sulfatation

des protéoglycannes dans le développement normal du cartilage et des os.

Notons l’existence de plusieurs familles de gènes de sulfotransférases. Leur expression peut

être différente suivant leur distribution dans les tissus, probablement en raison de régions 5’

non codantes différentes et de promoteurs différents utilisés. En effet, plusieurs transcrits ont

été observés pour de nombreuses sulfotransférases et glycosyltransférases, cela reflétant

généralement une utilisation alternative de promoteurs multiples [155]. Des études sur les

mécanismes de l’expression des gènes de sulfotransférases incluant l’analyse des régions

promotrices ont donné des informations importantes pour comprendre comment un

oligosaccharide sulfaté est exprimé dans un type cellulaire donné. Des patients avec une
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dystrophie maculaire cornéenne (MCD) type II, sont connus pour avoir des mutations dans la

région promotrice du gène codant la GlcNAc6ST spécifique de la cornée, abolissant son

expression dans les cellules cornéennes mais pas dans d’autres tissus [5]. Ces mutations

résultent dans l’absence de kératane sulfaté dans la cornée, alors qu’on en détecte dans le

sérum. L’étude que nous avons menée sur Chst8 nous a conduits à examiner si l’existence de

plusieurs transcrits de ce gène dans les cellules GT1 et ScGT1 accompagnait sa sous-

expression dans les ScGT1. Les résultats préliminaires obtenus sur cette lignée cellulaire ont

indiqué l’existence d’un seul transcrit. Bien que cette étude nous semblait trop exhaustive

pour pouvoir émettre une conclusion, les travaux réalisés sur les cellules Mov ont confirmé

nos résultats (communication personnelle de l’équipe de Limoges).  L’expression ciblée de la

GalNac-4-ST1 correspondante dans les cerveaux de souris semble bien montrer une

expression de cette enzyme dans des régions spécifiques du cerveau. Il serait donc intéressant

d’analyser plus en profondeur la constitution du promoteur de ce gène afin de déterminer

l’existence de régions pouvant lier plus ou moins certains facteurs de transcription pouvant

réguler l’expression de ce gène. La sous-expression de Chst8 consécutive à la présence de

PrPres et la révesrsion de cette sous-expression par des molécules qui inhibent l’accumulation

de PrPres, semblent indiquer un rôle direct de la PrPres sur la transcription de ce gène. Cette

hypothèse est en effet possible puisque la PrPc et la PrPSc ont été décrites dans le noyau [23,

285]. Plus précisément, la PrPc a été retrouvée dans le noyau associée à la lectine CBP70

[316] et des formes mutées de la PrP retrouvées dans les maladies de GSS et IFF ont

également montré cette localisation [140]. Il semblerait particulièrement intéressant de

déterminer l’existence dans le promoteur de ce gène des régions pouvant lier la PrP, des

partenaires de la PrP ou bien encore des sites de liaison à des facteurs de transcription régulés

par des glycans particuliers. En effet, certains facteurs de transcription peuvent être régulés et

notamment transloqués dans le noyau suivant le niveau de O-glycosylation et de

phosphorylation [197, 364]. L’effet d’héparanes mimétiques sur la transcription de ce gène est

spectaculaire puisqu’on revient à une expression normale du gène Chst8 après deux

traitements. Comme il a été discuté dans la première partie, les HM sont suspectés d’agir par

compétition avec les HS endogènes en inhibant la liaison et la conversion PrPc/PrPres à la

surface cellulaire. Notre étude semble ajouter une information supplémentaire. Des

mimétiques d’oligosaccharides sont aussi capables d’avoir un effet sur la transcription d’un

gène. Nous pouvons supposer, compte tenu des résultats montrant qu’après un seul traitement

avec des HM ne permet pas une réversion totale de la sous-expression de Chst8, que les HM

mettent plus de temps à exercer leur effet au niveau transcriptionnel en raison de la nécessité

d’une translocation primaire dans le noyau tandis que leur effet sur l’accumulation de PrPres
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est plus rapide s’il est réalisé à la membrane cellulaire.
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L’objet de ce travail qui a fait l’objet d’une collaboration entre le laboratoire de Génétique

Moléculaire Animale de la Faculté des Sciences de Limoges et le Groupe D’Innovation

Diagnostique et Thérapeutique des Infections à Prions du CEA de Fontenay-aux-Roses, nous

a conduits à examiner les maladies à prions sous deux angles différents. D’une part, la

recherche de nouvelles molécules thérapeutiques nous a amenés à la conclusion que les

mimétiques d’héparanes semblent les composés les plus prometteurs dans ce domaine. Ce

travail qui a nécessité un criblage important de molécules, nous a par ailleurs confirmé la

nécessité de mieux déterminer et préciser les cibles cellulaires que l’on cherchait à atteindre et

que le développement d’une thérapie dans ces pathologies est dépendant de nombreux

facteurs tels que la souche de prion inoculée, son tropisme, la période de la maladie à laquelle

on administre le produit et la communication intercellulaire. D’autre part, le second volet de

notre étude nous a permis de constater que des modifications spécifiques des mécanismes de

la glycosylation survenaient en présence de PrPres et que, en conséquence, non seulement la

PrPres semblait altérer de façon sélective certains mécanismes de la glycosylation, mais qu’en

plus, cette modulation s’établissait au niveau de la transcription de gènes précis. Cette

deuxième partie de notre travail est d’autant plus intéressante qu’elle nous a permis de

confirmer le rôle prépondérant des GAGs dans ces maladies. Par ailleurs, la conclusion que

nous avons émise quant au potentiel plus élevé des HM en terme thérapeutique

comparativement aux autres classes de molécules semble corroborée par les résultats obtenus

au niveau transcriptionnel, montrant ainsi un lien plus évident entre l’effet des HM sur la

conversion de la PrPc en PrPres et les dérégulations transcriptionnelles obtenues au niveau

des mécanismes de la glycosylation. Les nouvelles cibles que nous avons identifiées, et plus

précisément, Chst8 et la GalNAc-4-O-sulfatation et ChGn1 et les chondroïtines sulfates,

permettent d’une part d’ouvrir une nouvelle voie d’investigation pour mieux appréhender les

mécanismes sous-tendant la conversion, l’accumulation et la propagation de l’agent infectieux

et d’autre part, d’envisager de nouvelles voies de recherche dans le traitement des maladies à

prions. En effet, puisqu’il semble qu’une modulation de la sulfatation, donc des charges

négatives, pourrait être impliquée dans les processus de transconformation de la PrPc en

PrPres, corrélée à une modification de l’équilibre HS/CS, glycosaminoglycannes pouvant

jouer un rôle dans l’adhésion et la communication intercellulaires, il semblerait intéressant de

se focaliser plus précisément sur les dérégulations de la sulfatation. L’analyse plus

approfondie de la GalNAc-4-O-sulfatation et le rôle de charges négatives précises dans ces

processus semblent d’autant plus importants que plusieurs études tendent à montrer un rôle

prépondérant des résidus GalNAc-4-SO4 dans les mécanismes de reconnaissance

ligand/récepteur. On peut dès lors supposer que l’effet des HM est essentiellement dû à la
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proportion et la nature de groupements sulfates qui pourraient agir, directement en inhibant la

liaison PrPc/PrPres, en agissant au niveau nucléaire ou bien encore au niveau extracellulaire

par leur interaction avec la matrice extracellulaire conférant ainsi aux HM des fonctions aussi

diverses que prépondérantes dans le traitement de ces maladies. L’effet plus modéré de la

quinacrine et des porphyrines semble dès lors confirmer notre hypothèse. Ces molécules

pourraient agir à des étapes secondaires des processus de conversion de PrPc en PrPres. Si

l’on démontrait clairement que la quinacrine agit préférentiellement au niveau des lysosomes,

organites d’accumulation de la PrPres et que les métalloporphyrines testées jouent un rôle

dans l’activité SOD ou HO-1, donc une fois que les mécanismes de stress cellulaire se sont

installés, on pourrait alors montrer que ces molécules n’exercent leur effet que trop

tardivement dans le processus de pathogénèse, ce qui pourrait expliquer leur efficacité

jusqu’ici limitée. Une thérapie appliquée une fois que l’agent s’est propagé dans l’organisme

s’est révélée inefficace pour la plupart des essais, ce qui représente un obstacle considérable

dans le traitement des patients en cours d’incubation ou en stade de neurovasion. Il semblerait

donc intéressant de tester si une thérapie regroupant plusieurs classes de molécules agissant à

des niveaux différents, incluant évidemment des composés apportant des groupements

sulfatés précis, améliorerait l’état des patients et diminuerait la propagation de l’agent

infectieux et les dérégulations transcriptionnelles constatées. Par ailleurs, compte tenu des

résultats montrant une dérégulation de Chst8 à la fois dans les ScGT1 et dans les ScMov et de

la présence extra-golgienne potentielle de l’enzyme correspondante indiquant une activité

possible de cette enzyme sur la sulfatation des chondoïtines, il semblerait particulièrement

intéressant de cibler nos perspectives de recherche sur cette enzyme et/ou sur le gène Chst8.

Par ailleurs, il semble prépondérant de vérifier l’existence d’une forme soluble extra-

golgienne de la GalNAc-4-ST1 et son activité vis-à-vis des chondroïtines. Enfin, une analyse

précise de la composition des chondroïtines (longueur des chaînes oligosaccharidiques et

niveau de sulfatation) dans les ScGT1 représenterait un autre moyen de valider notre

hypothèse. Ainsi, ce travail qui s’inscrivait dans l’étude des maladies à prions à deux niveaux

très différents, a conduit à la mise en évidence de nouveaux axes de recherche, convergeant

vers l’idée d’un rôle prépondérant de la sulfatation, et par voie de conséquence de

groupements sulfatés précis, et des mécanismes conduisant à une modification post-

traductionnelle des processus de conversion conformationnelle de la PrPc en PrPres.
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