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INTRODUCTION 

I/ Les maladies à prions. 

Les maladies à prions, aussi appelées Encéphalopathies Spongiformes Subaiguës 

Transmissibles (ESST) sont des maladies conformationnelles des protéines, affectant aussi 

bien l’Homme que l’animal et ayant comme particularité d’être toutes expérimentalement 

transmissibles. La première forme décrite il y a environ 250 ans est la tremblante du mouton 

(appelée « scrapie »). La première maladie humaine a elle été décrite par Creutzfeldt en 1920. 

Ces maladies neurodégénératives se définissent par une longue phase d’incubation 

cliniquement silencieuse et une évolution fatale sans rémission, sans aucune réaction 

inflammatoire ou immunitaire détectable. Les lésions cérébrales caractéristiques retrouvées 

associent spongiose du neuropile, perte neuronale et gliose astrocytaire réactive. 

L’agent responsable de la maladie est appelé ATNC pour « agent transmissible non 

conventionnel », soulignant ainsi ses caractéristiques physicochimiques et biologiques très 

particulières. Ces caractéristiques, associées au fait qu’aucune structure évocatrice d’un 

microorganisme conventionnel et qu’aucun acide nucléique spécifique n’aient pu être mis en 

évidence dans les tissus infectés, ont conduit Stanley B. Prusiner à émettre l’hypothèse d’une 

protéine infectieuse (« prion » pour proteinaceous infectious particle). Sur le plan moléculaire, 

ces maladies sont caractérisées par l’accumulation d’une protéine de l’hôte, la protéine du 

prion cellulaire PrPc, sous une forme anormale, mal conformée : la PrPsc (Protein Prion 

scrapie). Selon l’hypothèse de la protéine seule, la conformation anormale de la PrP est le 

principal, voire l’unique constituant de l’agent transmissible (Prusiner 1982). 

1. Les maladies à prions animales  

a. La tremblante du mouton 

La tremblante du mouton est la première encéphalopathie animale à avoir été décrite, 

en 1732 en Europe. Sa transmissibilité a ensuite été démontrée en 1936 par Cuillé et Chelle 

(Cuillé and Chelle 1936). 

Plusieurs souches de tremblantes naturelles existent, bien que leur nombre ne soit pas 

exactement déterminé. Le plus souvent les signes cliniques apparaissent après une longue 
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période d’incubation, et se caractérisent au début de la maladie par un comportement anormal 

et une extrême nervosité. On observe ensuite chez les animaux des tremblements qui 

s’intensifient avec l’évolution de la maladie, mais aussi une ataxie et un dépérissement, ainsi 

qu’un prurit intense, généralement localisé au niveau dorso-lombaire, d’où le nom de 

« scrapie » en anglais pour cette pathologie. La durée de la phase clinique varie de deux 

semaines à six mois, en phase finale l’animal stressé et amaigrit devient apathique et n’est 

plus capable de se nourrir seul. 

De nombreuses études ont mis en évidence une susceptibilité génétique vis à vis de la 

tremblante associée au polymorphisme du gène prnp codant pour la protéine prion. Trois 

codons sont particulièrement impliqués dans cette susceptibilité : les codons 136 : alanine (A) 

ou valine (V) ; 154 arginine (R) ou histidine (H) et 171 arginine (R), glutamine (Q) ou 

histidine (H). Il apparaît que les animaux homozygotes (VRQ/VRQ) sont les plus sensibles à 

la maladie (temps d’incubation les plus courts après infection sous-cutanée ou intracérébrale) 

alors qu’au contraire les animaux homozygotes (ARR/ARR) seraient résistants (Goldmann et 

al. 1991; Houston and Gravenor 2003). 

Suite à ces observations un programme européen a été mis en place afin de 

sélectionner les animaux génétiquement résistants à la tremblante. Mais d’autres études 

mettent en évidence que l’infection de ces animaux ARR/ARR par l’agent de 

l’Encéphalopathie Spongiforme Bovine (ESB) par voie intracérébrale est possible 

(Andreoletti et al. 2006) et décrivent des cas de tremblante dits atypiques chez des ovins 

ARR/ARR (Buschmann et al. 2004; Madec et al. 2004). Ces dernières données illustrent la 

complexité du phénomène de souches dans les maladies à prions. 

b. L’Encéphalopathie Spongiforme Bovine 

L’Encéphalopathie Spongiforme Bovine (ESB) est couramment appelée « maladie de 

la vache folle ». Les premiers cas ont été décrits en Grande-Bretagne en 1985. Le nombre de 

cas a ensuite rapidement augmenté chaque année jusqu’à atteindre environ 200 000 cas 

officiels cumulés à ce jour. Cette maladie se caractérise par une période d’incubation de 5 ans 

en moyenne et des signes cliniques associant troubles du comportement (appréhension, 

hypersensibilité) et des troubles moteurs (postures anormales et ataxie). 

Il est maintenant clairement établi que l’épidémie d’ESB a été causée par l’utilisation 

de compléments alimentaires préparés à partir de carcasses d’animaux d’élevages contaminés 
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(ovins et bovins). Ces farines de viande et d’os ont été interdites en 1988, ce qui a permis de 

considérablement diminuer l’incidence de l’ESB. 

Cette épizootie a été responsable d’une crise sanitaire en raison de la grande capacité 

de l’agent bovin à franchir la barrière d’espèce. En effet l’ingestion de viande et d’abats de 

bovins contaminés a entraîné la contamination d’autres espèces animales mais aussi et surtout 

de l’Homme (Bruce et al. 1997). La transmission par voie orale de l’agent bovin chez 

l’humain est ainsi responsable d’une Maladie de Creutzfeldt-Jakob particulière, appelée la 

variante de la MCJ. 

c. Autres ESST animales 

La maladie du dépérissement chronique (de l’anglais Chronic Wasting Disease, CWD) 

est une ESST touchant les cervidés d’Amérique du Nord. Les premiers cas ont été décrits dès 

1967 chez des cerfs captifs du Colorado puis la maladie s’est propagée au Canada où des cerfs 

d’élevage ont déclaré la maladie en 1996. Depuis 2000 on retrouve cette pathologie chez des 

animaux en liberté. Les signes cliniques associent au début une difficulté de mouvement puis 

une perte de poids s’aggravant avec l’évolution de la maladie. On observe aussi des troubles 

du comportement et une hyper salivation. La propagation de la CWD par contamination 

horizontale est avérée et il est possible que le toilettage mutuel des animaux soit impliqué 

dans cette contamination puisque l’agent pathogène est retrouvé dans la salive des cervidés 

contaminés (Mathiason et al. 2006). 

 

L’encéphalopathie transmissible du vison (Transmissible Mink Encephalopathie, 

TME) est apparue de façon sporadique dès 1947 dans des élevages aux Etats-Unis. Par la 

suite l’épidémie de TME en 1985 a été directement reliée à l’utilisation de viande contaminée 

dans l’alimentation des visons (Marsh and Bessen 1993). 

Les autres encéphalopathies animales retrouvées sont aussi directement liées à la 

consommation de farines alimentaires infectieuses ou de carcasses de viande contaminées. On 

retrouve ainsi l’Encéphalopathie Spongiforme Féline (ESF) qui touche le chat domestique 

mais aussi des grands félins sauvages placés en captivité dans des zoos. On parle aussi 

d’encéphalopathie spongiforme d’animaux de zoo pour les grands ruminants et les primates 

captifs infectés par leur alimentation (Sigurdson and Miller 2003). 
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2. Les maladies à prions humaines 

Les maladies à prions humaines sont réparties en trois groupes selon leur étiologie : on 

distingue la maladie de Creutzfeldt-Jakob de forme sporadique (MCJs), les formes génétiques 

(MCJ familiale, syndrome de Gerstmann-Sträussler-Scheinker (GSS) et insomnie fatale 

familiale (IFF)), et les formes acquises (Kuru, MCJ iatrogène, variante de la MCJ (vMCJ)). 

Ce sont des maladies rares avec une incidence annuelle de 1,5 à 2 cas par million d’habitants 

en France et qui se caractérisent par un syndrome démentiel associé à des troubles 

comportementaux et des signes neurologiques variés (ataxie cérébelleuse, myoclonies, 

syndrome pyramidal et extrapyramidal…). 

a. Les formes sporadiques  

La maladie de Creutzfeldt-Jakob sporadique a été décrite en 1920 par Creutzfeldt puis 

en 1921 par Jakob, elle est la forme la plus fréquente des maladies à prions humaines et 

représente 80 à 90% des cas.  

Cette forme atteint principalement des individus entre 50 et 75 ans, sans distinction de 

sexe, et avec une répartition mondiale uniforme. Au niveau clinique, cette maladie se 

caractérise par une durée d’évolution relativement courte, de 6 mois en moyenne. Dans sa 

forme commune, la maladie débute par des troubles de l’humeur, de la mémoire, du langage 

ainsi qu’une apraxie. Ces troubles évoluent rapidement vers une démence, associée à une 

ataxie et à des signes pyramidaux et extrapyramidaux. 

L’origine de la forme sporadique de la MCJ reste encore inconnue. Effectivement 

aucune mutation dans le gène codant pour la PrP n’est identifiée et aucune étude 

épidémiologique n’a permis de mettre en en évidence des facteurs pouvant expliquer 

l’ensemble des cas de MCJ sporadique. Le changement de conformation de la PrP pourrait 

être dû à une mutation somatique, à une erreur de traduction au niveau d’un neurone, mais 

aussi à une conversion spontanée de la PrPc en PrPsc. 

Toutefois l’analyse du gène PRNP codant pour la protéine prion a pu mettre en 

évidence un polymorphisme méthionine-valine (MV) au codon 129. Il s’avère que 50% de la 

population mondiale est hétérozygote alors que l’on retrouve une forte proportion 

d’homozygotes méthionine-méthionine (MM) dans la population des MCJs (Palmer et al. 

1991; Laplanche et al. 1994). 
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b. Les formes génétiques  

Les formes génétiques représentent 10 à 15% des ESST humaines. Elles sont dues à 

des mutations ou des insertions au niveau du gène PRNP situé sur le chromosome 20 chez 

l’Homme (Figure 1). Plus de 50 mutations ont été décrites et se transmettent sur le mode 

autosomique dominant. Le phénotype est très variable, même au sein d’une même famille. 

En fonction de la clinique, des lésions histologiques, de la mutation en cause ou de la 

taille des insertions, on différencie les MCJ génétiques, le syndrome de Gerstmann-Sträussler-

Scheinker (GSS) et l’insomnie fatale familiale (IFF). 

 

 

Figure 1 : Polymorphismes et mutations du gène PRNP. 

Toutes les mutations en gras sont associées à un phénotype de GSS, les mutations encadrées 

correspondent à une IFF ou MCJ selon le polymorphisme au codon 129, les autres mutations 

correspondent à un phénotype MCJ. (Mastrianni 2010). 

 

i. Les MCJ génétiques : 

Les formes familiales de MCJ représentent 10% des cas de MCJ. Différentes 

mutations ont été décrites, la plus fréquente est la mutation E200K, responsable de 50% des 

cas de MCJ génétique (Kovacs et al. 2005). L’âge moyen d’apparition de la maladie se situe à 

60 ans et les signes cliniques, démence myoclonique d’évolution rapide, et 

neuropathologiques sont comparables à ceux de la forme sporadique. La durée d’évolution est 

assez variable, pouvant aller de quelques mois à quelques années. 
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ii. Le Syndrome de Gerstmann-Sträussler-Scheinker  

Ce syndrome a été décrit en 1936 en Autriche. La mutation la plus fréquemment 

retrouvée chez des patients atteints de GSS est la mutation P102L (substitution d’une leucine 

par la proline au codon 102 du gène PRNP). La maladie survient vers 40 ans et son évolution 

est relativement longue, pouvant aller au-delà de 10 ans. Dans la forme la plus commune, le 

début est marqué par une ataxie cérebelleuse qui peut rester longtemps isolée avant 

l’apparition des troubles cognitifs. Sur le plan neuropathologique, outre les lésions 

caractéristiques, on peut observer que l’accumulation de protéine prion pathogène est 

constamment associée à la formation de plaques amyloïdes de type multicentrique. 

 D’autres mutations plus rares sont aussi responsables d’un GSS, c’est le cas de la 

mutation A117V qui a été décrite dans quatre familles. Certaines substitutions n’ont été 

observées que dans une famille, voire chez un unique patient (mutations F198S, Q217R, 

P105L, Y145*). 

Une substitution observée plus récemment est particulièrement intéressante. En effet, 

au niveau du codon 211 du gène PRNP, la substitution du glutamate (E) par l’aspartate (D) est 

responsable d’un GSS, alors que la substitution du glutamate (E) par la glutamine (Q) est 

associée à une MCJ génétique (Peoc'h et al. 2012). Les tableaux cliniques et 

neuropathologiques de ces deux maladies à prions sont très différents : évolution lente et 

accumulation de PrPSc dans le SNC associée à une pathologie tau neurofibrillaire pour le 

GSS (E211D), en revanche, évolution rapide et peu de dépôts de PrPsc pour la MCJ familiale 

(E211Q). 

iii. L’Insomnie Fatale Familiale 

L’IFF a été décrite par Medori en 1992 en Italie (Medori et al. 1992). Elle est due à 

une mutation ponctuelle au codon 178 (D178N) associée, sur le même allèle, à une 

méthionine au codon 129 (Montagna et al. 2003). En revanche, si l’allèle muté code pour une 

valine au codon 129, le tableau clinico-pathologique est celui d’une MCJ. L’âge de début 

moyen de la maladie est de 50 ans. Au niveau clinique la maladie est caractérisée par une 

insomnie rebelle aux traitements, avec hallucinations, associée à des troubles neuro-

végétatifs, des difficultés motrices et d’une démence qui peut être tardive. La maladie évolue 

en moyenne pendant 13 mois, mais on peut noter que les patients homozygotes MM au codon 
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129 ont une évolution courte (<12 mois) alors que les patients hétérozygotes ont une 

évolution plus longue (>12 mois) (Cortelli et al. 1999). 

c. Les formes infectieuses 

En France, environ 5% des cas d’ESST humaines sont imputables à une transmission 

dont l’origine infectieuse a pu être caractérisée. 

i. Le Kuru 

Cette maladie, décrite pour la première fois par Carleton Gajdusek en 1957 et 

retrouvée uniquement chez le peuple de Foré de Papouasie Nouvelle-Guinée, a touché plus de 

3000 individus, principalement des femmes et des enfants (Gajdusek and Zigas 1957). La 

transmission de cette maladie était due aux rites funéraires cannibales, impliquant la 

consommation d'organes infectieux de sujets eux-mêmes décédés d’un Kuru. Les femmes et 

les enfants consommaient les viscères et le cerveau, hautement infectieux, tandis que les 

muscles, faiblement infectieux, étaient réservés aux hommes, qui, de plus, participaient moins 

souvent à ces pratiques, expliquant ainsi la différence d’incidence selon le sexe et l’âge. La 

mort survenait en 12 mois en moyenne après l’émergence des premiers symptômes. L’étude 

histopathologique du SNC des patients révèle la présence de plaques amyloïdes de PrP 

caractéristiques. L'incidence de la maladie a progressivement diminuée de puis l’arrêt des 

pratiques d’endo-cannibalisme en 1956. L'origine des premiers cas pourrait être une MCJ 

sporadique apparue dans la région. 

ii. Les MCJ iatrogènes 

Ce sont les rares formes transmises de MCJ (moins de 1 % des cas) par acte médical. 

En France, 132 cas de MCJ iatrogènes ont été observés depuis 1991 (Brandel, Peckeu, and 

Haïk 2013). Plusieurs modes de contamination ont été décrits à ce jour :  

- Contamination par voie centrale 

 

Ces contaminations font suite à des interventions chirurgicales, soit par greffe de tissus 

contaminés dont le procédé de stérilisation ne permet pas l’inactivation de l’agent pathogène 

(greffes de dure-mère et de cornées), soit lors de l’utilisation d’instruments neurochirurgicaux 

ou d’électrodes stéréotaxiques mal décontaminés (les procédés de décontaminations utilisés 

dans les années 70 et 80 ne permettaient pas l’inactivation des prions). 
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- Contamination par voie périphérique 

 

Les premiers cas de MCJ liés à un traitement par hormone de croissance humaine ont 

été identifiés en 1985 aux Etats-Unis puis au Royaume-Uni, les premiers cas français ont été 

détectés en 1991. Les patients ont été infectés par l’injection de lots d’hormone de croissance 

humaine extraite à partir de pools d’hypophyses de cadavres (Powell-Jackson et al. 1985; 

Gibbs et al. 1985). En France une période dite à haut risque de contamination a été définie, 

entre décembre 1983 et juillet 1985, date à partir de laquelle une étape supplémentaire a été 

ajoutée lors de la purification des hormones (traitement à l’urée). 

Le tableau clinique de cette MCJ iatrogène est assez stéréotypé. Tout d’abord les 

signes cliniques apparaissent chez des sujets jeunes, on observe alors une ataxie cérébelleuse, 

des troubles de l’oculomotricité et un nystagmus. La maladie évolue avec des troubles du 

comportement et une démence, associés à des myoclonies. La durée d’évolution est de 17 

mois en moyenne. L'analyse histopathologique révèle les lésions classiques des ESST 

accompagnées de plaques amyloïdes de PrP, notamment dans le cervelet. 

 

D’autres cas de MCJ iatrogènes ont été rapportés dans le cadre d’un traitement de 

l’infertilité féminine à l’aide d’injections de gonadotrophines extractives d’origine humaine, 

principalement en Australie. 

 

Quelques cas de MCJ iatrogènes ont été rapportés au Royaume-Uni suite à une 

contamination par transfusion sanguine provenant de donneurs décédés quelques années plus 

tard de vMCJ. Depuis 1999, un programme de déleucocytation systématique du sang a été mis 

en place afin d’éviter de limiter le risque transfusionnel lié aux maladies à prions.  

iii. La variante de la MCJ 

Le renforcement de la surveillance épidémiologique en Europe a permis aux 

britanniques d’identifier dès 1994 puis d’annoncer en 1996, l’émergence d’une forme 

nouvelle de MCJ : la variante de la maladie de Creutzfeldt-Jakob ou vMCJ. La concomitance 

spatiale et la succession temporelle de l’épizootie d’ESB et de l’apparition de cette nouvelle 

forme de MCJ ont suggéré la possibilité d’une infection de l’espèce humaine par l’agent 

responsable de l’ESB. La transmission de l’ESB et de la vMCJ à des souris sauvages montre 

que l’agent a les mêmes caractéristiques de souches dans les deux maladies, ce qui a permis 

de confirmer cette hypothèse (Collinge et al. 1996; Bruce et al. 1997). La PrPsc retrouvée 



17 

 

chez les patients a une signature biochimique similaire à celle retrouvée dans les organes des 

bovins atteints d’ESB et de primates inoculés par l’agent de l’ESB (Lasmezas et al. 1996). De 

plus, l’analyse du SNC de ces primates a révélé la présence de plaques amyloïdes de type 

floride, ce qui est caractéristique des dépôts retrouvés dans la vMCJ. Enfin, l’étude comparant 

les cas britanniques et français de vMCJ n’a pas permis de mettre en évidence de différences, 

aussi bien au niveau clinique que biochimique et neuropathologique, confirmant la même 

origine pour cette pathologie (Brandel et al. 2009). 

 

On dénombre à ce jour 178 cas au Royaume-Uni et 27 cas en France, les deux pays les 

plus touchés. Aucun cas n’a été déclaré en France depuis 2014. La contamination par voie 

orale reste l’hypothèse la plus probable puisqu’aucun facteur de risque n’a pu être mis en 

évidence chez les patients (Ward et al. 2006). 

Sur le plan clinique, la vMCJ touche l’adulte jeune (30 ans au Royaume-Uni, 35 ans 

en France) et les premiers signes sont peu spécifiques et rendent le diagnostic d’autant plus 

difficile. En effet, au début de la maladie les signes sont surtout psychiatriques (symptômes 

anxieux ou dépressifs) et non neurologiques. Moins fréquemment on peut observer des 

douleurs pouvant toucher les membres ou le visage. Ensuite apparaissent les signes 

neurologiques qui sont souvent une ataxie cérébelleuse et un syndrome pyramidal. 

L’évolution ressemble ensuite à celle des autres formes de maladies à prions avec une 

aggravation de tous les signes et l’apparition d’un état de mutisme akinétique. Le décès 

survient après une évolution de 15 mois environ. Le tableau clinique rappelle plus le Kuru et 

la MCJ suite à une contamination par hormone de croissance que la MCJ sporadique.  

 Au niveau neuropathologique, la vMCJ est caractérisée par la présence d’un grand 

nombre de plaques amyloïdes de type Kuru, certaines sont entourées d’une couronne de 

vacuoles et sont appelées plaques florides, « florid plaques ». Ces plaques ont parfois un 

aspect multicentrique. Les lésions de gliose et de spongiose sont diffuses. 

 Une des conséquences du tropisme particulier de l’ESB chez l’espèce humaine est que 

l’on retrouve de la PrPres dans les organes lymphoïdes périphériques des patients atteints de 

vMCJ (amygdales, rate, ganglions lymphatiques, …). Ceci n’est généralement pas observé 

dans les autres ESST humaines. 

 Enfin, l’étude du gène PRNP lors de la pose de diagnostic afin d’éliminer une 

mutation responsable de la maladie, montrait jusqu’à très récemment que tous les patients 

atteints de vMCJ étaient homozygotes MM au codon 129. Il se posait alors la question de 

savoir si une forme de vMCJ avec une période d’incubation plus longue pour les individus 
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MV ou VV pourrait apparaître dans les prochaines années et être responsable d’une nouvelle 

incidence de vMCJ dans la population. Cette hypothèse semble malheureusement se vérifier 

avec le premier cas britannique hétérozygote MV, décédé au début de l’année 2016 d’un 

vMCJ certain (Mok et al. 2017). 

3. Neuropathologie 

Les lésions causées par les ESST se retrouvent exclusivement au niveau du SNC et 

consistent en un tableau lésionnel caractéristique comprenant : une spongiose du neuropile, 

une importante gliose astrocytaire ainsi qu’une activation microgliale, la présence de plaques 

amyloïdes et une perte neuronale (Figure 2). Aucun syndrome inflammatoire n’est observé. 

L’apparition des lésions (gliose et spongiose) est corrélée à l’accumulation de PrPsc dans le 

cerveau, dont la présence est pathognomonique des maladies à prions. 

 

 

Figure 2 : Tableau lésionnel caractéristique des ESST 

A : spongiose de la couche moléculaire du cortex cérébelleux (coloration à l’hématoxyline-

éosine). B : gliose astrocytaire (immunomarquage de la GFAP). C : Dépopulation de la couche 

des neurones granulaires du cervelet au cours de la MCJ sporadique,1) patient témoin, 2): 

MCJ sporadique. 

a. Spongiose du neuropile 

La spongiose est la lésion la plus fréquente des ESST bien qu’elle ne soit pas 

constante (Seilhean, Duyckaerts, and Hauw 1995). Elle résulte de la formation de vacuoles au 

niveau intra neuronal, au dépend des corps cellulaires et des prolongements nerveux (Brandel 

et al. 2009). Les mécanismes responsables de la formation de ces vacuoles sont mal connus, 

mais la présence de vacuolisations neuronales dans d’autres pathologies d’étiologies diverses est 

une caractéristique dégénérative plus générale, probablement liée à l’échec du maintien de 

l’homéostasie cellulaire (Kourie 2002). 
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b. Gliose astrocytaire et activation microgliale 

Une prolifération astrocytaire peut être mise en évidence par un immunomarquage de 

la protéine gliofilamentaire (GFAP). Cette réaction astrocytaire est d'autant plus importante 

que la perte et la vacuolisation neuronale sont intenses.  

 Cette réaction microgliale présente dans les ESST a longtemps été sous-estimée mais 

est pourtant bien présente, notamment dans le neuropile, au niveau des zones de 

vacuolisation, mais aussi aux abords des plaques de dépôts amyloïdes. Les cellules 

microgliales composant la microglie sont des macrophages résidents du SNC. Bien qu’aucune 

réponse immunitaire ne soit détectée au cours des ESST, les cellules microgliales prolifèrent 

et sont activées, libérant alors des molécules (protéases, cytokines, …) pouvant être toxiques 

pour les neurones. Cependant une étude récente montre que le rôle de cette activation gliale 

pourrait être neuroprotecteur (Zhu et al. 2016). En effet, l’ablation de la microglie in vitro 

dans des cultures de tranches organotypiques de cervelet ou in vivo dans un modèle murin 

transgénique résulte en une augmentation des dépôts de PrPSc et une aggravation de la 

neurotoxicité. La microglie agirait en phagocytant les agrégats de PrPsc, permettant de 

diminuer ou au moins de retarder l’avancée du processus pathologique. 

c. Plaques amyloïdes 

L’apparition de plaques amyloïdes n’est pas une signature spécifique des maladies à 

prions et peut être retrouvée dans d’autres protéinopathies telle que la maladie d’Alzheimer. 

L’apparition de plaques amyloïdes à PrP n’est pas systématiquement retrouvée dans les 

différentes formes d’ESST. Chez l’Homme elles sont présentes dans certaines formes de 

MCJ, dans le GSS, le Kuru, et elles sont observées en nombre variable dans les autres ESST 

naturelles ou expérimentales (tremblante du mouton, ESB, maladie du dépérissement 

chronique). 

Ces plaques sont majoritairement constituées de dépôts extracellulaires de filaments de 

PrPsc organisés en hélices et formant des fibrilles amyloïdes. D'un point de vue strictement 

anatomopathologique, ces plaques peuvent être classées en fonction de critères 

morphologiques bien déterminés et des lésions qui leur sont directement associées. On 

distingue ainsi : 

- des plaques de type Kuru, qui sont des plaques arrondies, comportant un cœur dense 

entouré de fibrilles radiaires (Figure 3) 
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Figure 3 : Plaques de type Kuru dans la MCJ sporadique 

A : coloration au Bodian-Luxol. B : coloration au PAS 

 

- des plaques "multicentriques" caractéristiques du GSS, comprenant plusieurs foyers 

denses de dépôts amyloïdes sans fibres radiaires (Figure 4) (Kitamoto et al. 1986). Elles sont 

souvent associées à des dépôts de matériel amorphe non organisé en structure amyloïde 

(Jeffrey, Goodbrand, and Goodsir 1995). Des prolongements astrocytaires y sont étroitement 

associés.  

 

 

Figure 4 : Plaques multicentriques dans le cervelet d’un patient atteint d’un GSS 

Immunomarquage de la PrP par l’anticorps 3F4 

 

- des plaques dites florides, constituées d’une plaque de type Kuru entourée d’une 

couronne de vacuoles (Figure 5). Ces plaques sont caractéristiques de la variante de la MCJ 

(Will et al. 1996). 



21 

 

 

Figure 5 : Plaques florides 

D1 : coloration au PAS ; D2 : immunomarquage de la PrP (3F4) 

d. Perte neuronale 

La mort neuronale est une lésion retrouvée dans toutes les formes d’ESST, mais 

l’intensité et la localisation des lésions sont variables selon les cas. Dans le cas des maladies 

humaines il a été observée que la mort neuronale est d’autant plus importante que la phase 

clinique est longue et que les neurones survivants montrent une perte importante des 

varicosités dendritiques (Hauw et al. 2000). Dans le cervelet, elle est plus marquée chez les 

patients VV2 et son intensité varie avec la quantité et le type de dépôts de PrP (Faucheux et 

al. 2009; Faucheux et al. 2011). 

4. Neurodégénérescence dans les ESST 

a. PrPsc et toxicité 

La mort neuronale dans les ESST, et dans les maladies neurodégénératives en général, 

arrive par mort cellulaire programmée ou apoptose (Mattson 2000), quoique cela soit assez 

peu documenté chez l’Homme (Gray et al. 1999). Les deux hypothèses pouvant expliquer 

cette mort dans les maladies à prions sont : la perte de fonction de la protéine prion ou bien le 

gain d’une fonction toxique de la protéine mal repliée.  

 

- Hypothèse de la perte de fonction : 

Selon cette hypothèse, la mort neuronale est due à une perte de l’activité de la PrPc 

suite à son mauvais repliement. Effectivement la protéine prion est impliquée dans la 

transduction du signal cellulaire, en interagissant avec de nombreuses protéines 

intracellulaires (Martins et al. 2002), il se pourrait donc que la perte de l’activité de la PrPc 

entraîne un dysfonctionnement du signal de survie neuronale. Cette hypothèse est en accord 
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avec des études menées sur des lignées neuronales Prnp 
-/-

, qui montrent que ces lignées sont 

plus susceptibles à l’apoptose lors d’agressions (privation en sérum par exemple) par rapport 

aux lignées exprimant la PrPc (Kuwahara et al. 1999).  

Cette hypothèse n’est toutefois pas en accord avec les études réalisées à l’aide de 

souris deplétées en PrPc ou d’autres lignées dont l’expression de la PrPc peut être contrôlée. 

En effet, les souris knock-out sont des animaux viables (Hetz, Maundrell, and Soto 2003). Les 

études sur des souris adultes dont l’expression de la PrPc peut être contrôlée et supprimée 

montrent que les animaux ne présentent pas de neurodégénérescence ou de changement 

histopathologique, et ce même 15 mois après la suppression de l’expression de la PrPc 

(Tremblay et al. 1998; Mallucci et al. 2002). 

 

- Hypothèse du gain de fonction toxique : 

L’observation simultanée de l’accumulation de PrPsc et des atteintes 

neuropathologiques dans les cerveaux de la majorité des patients atteints d’ESST ou dans les 

cerveaux d’animaux naturellement ou expérimentalement infectés a amené la plupart des 

investigateurs à attribuer une fonction toxique à la PrPsc. Cette hypothèse a été démontrée 

lors d’essais in vitro, montrant une induction de l’apoptose après exposition à des agrégats de 

protéines mal conformées (Müller et al. 1993; Giese et al. 1995; Bate, Reid, and Williams 

2001; Hetz, Maundrell, and Soto 2003) ou au peptide 106-126 (Forloni et al. 1993). 

Bien que ces données suggèrent une implication directe de la PrPsc comme agent 

toxique des ESST, d’autres études montrent une relation plus complexe entre la PrPsc et la 

toxicité. Ainsi la dissociation entre PrPsc et neurodégénérescence a été observée dans des cas 

de transmission de l’IFF humaine à des modèles de rongeurs, où les lésions 

neuropathologiques apparaissent en l’absence ou avec une accumulation très faible de PrPsc 

(Hsiao et al. 1994; Hayward, Bell, and Ironside 1994; Tateishi et al. 1995; Collinge et al. 

1995). Par la suite de nombreuses études ont suggéré que la forme toxique pourrait être une 

forme intermédiaire, à savoir les oligomères solubles, plutôt que les agrégats insolubles de 

PrPsc (Weissmann et al. 2002; Kazlauskaite et al. 2005; Masel, Genoud, and Aguzzi 2005; 

Novitskaya et al. 2006; Haass and Selkoe 2007; Simoneau et al. 2007). Ces données sont en 

accord avec une idée plus récemment développée, selon laquelle la réplication et la toxicité de 

la PrPsc s’effectuent en deux phases distinctes. Ainsi il a été observé que lorsque 

l’amplification de PrPsc est saturée, la production autocatalytique de l’infectiosité (phase 1) 

s’arrête et apparaît alors la phase toxique (phase 2), avec la formation supposée de l’espèce la 



23 

 

plus toxique de PrP (Collinge and Clarke 2007; Sandberg et al. 2011; Hannaoui et al. 2013; 

Sandberg et al. 2014). 

b. Mécanismes cellulaires de la mort neuronale 

 Un des mécanismes de mort cellulaire programmée est l’autophagie (Klionsky and 

Emr 2000). En condition physiologique l’autophagie est présente à un niveau faible dans le 

SNC. L’augmentation du nombre d’autophagosomes dans les cerveaux infectés par une ESST 

a amené à interpréter l’autophagie comme une cause de la neurodégénérescence (Liberski, 

Gajdusek, and Brown 2002; Liberski et al. 2004; Zhou et al. 2012). Une étude a permis de 

montrer l’implication de la PrPc dans la répression de l’autophagie dans les neurones (Oh et 

al. 2008). Il est donc possible que la perte de de fonction de la PrPc lors des ESST favorise 

l’augmentation de l’autophagie. 

Bien que plusieurs études soient en faveur d’une implication de l’autophagie dans la 

mort neuronale au cours des ESST, d’autres données montrent que l’autophagie pourrait jouer 

un rôle neuroprotecteur en dégradant les dépôts intracellulaires de PrPsc. Effectivement, le 

traitement pharmacologique de neurones ou de cellules non-neuronales infectés par des agents 

induisant l’autophagie (imatinib, rapamycine, lithium ou encore tréhalose) induit une 

augmentation de la clairance de la PrPsc (Ertmer et al. 2004; Heiseke et al. 2009; Aguib et al. 

2009). 

 

 Un autre mécanisme de mort programmée est l’apoptose. De nombreuses études 

réalisées sur les maladies naturelles et sur les modèles expérimentaux d’ESST ont permis 

l’observation de fragmentation de l’ADN et l’activation de plusieurs caspases, ce qui indique 

que la mort neuronale apparaît aussi selon la voie apoptotique (Giese et al. 1995; Lucassen et 

al. 1995; Jesionek-Kupnicka et al. 1997; Williams et al. 1997). Les mécanismes de l’apoptose 

sont plus difficiles à mettre en évidence chez l’Homme, en effet, les ESST humaines sont 

d’évolution lente (longue période d’incubation plus phase clinique) alors que le phénomène 

d’apoptose reste rare et compliqué à observer à un moment donné.  

 

 De nombreuses autres voies pourraient être en partie responsables de la 

neurodégénérescence lors des ESST, comme par exemple la voie mitochondriale, qui a été 

identifiée dans des modèles expérimentaux utilisant des peptides agrégés (PrP 106-126) ou 

des PrP recombinantes. Les formes toxiques de PrP causent des altérations au niveau de la 
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membrane mitochondriale, ce qui induit un stress mitochondrial, un relargage du cytochrome 

c, une activation des caspases et enfin la mort neuronale (Pillot et al. 2000; O'Donovan, 

Tobin, and Cotter 2001; Lin et al. 2008). 

Le stress du réticulum endoplasmique est une autre voie possible. En effet, un 

changement dans l’homéostasie du calcium Ca
2+

 a été décrit dans plusieurs neuropathologies, 

dont les maladies à prions (Hetz et al. 2003), or ce dysfonctionnement induit un stress du RE. 

L’effet délétère du stress endoplasmique serait médié par la dérégulation de la calcineurine 

(CaN). La CaN est une phosphatase régulée par l’homéostasie du calcium et impliquée dans 

la fonction synaptique, la mémoire et la mort cellulaire (Mansuy 2003). Ainsi la CaN pourrait 

être responsable de la dysfonction synaptique et de la perte neuronale au cours des ESST 

(Soto and Satani 2011). 

Le stress du RE active aussi l’Unfolded Response Protein (UPR), qui est une voie 

neuroprotectrice permettant de diminuer transitoirement la synthèse protéique afin d’assurer 

la survie de la cellule (Halliday and Mallucci 2014). Mais cette voie peut se retrouver activée 

de façon constante et les conséquences sont alors délétères, pouvant mener à l’apoptose des 

neurones. L’inhibition de cette voie lors d’une infection aux prions montre d’ailleurs des 

effets bénéfiques sur la survie neuronale (Moreno et al. 2013). 

 

 Il apparaît donc que plusieurs mécanismes pourraient être en cause lors de la 

neurodégénérescence au cours des ESST, qu’ils soient activés par une perte ou un gain de 

fonction de la PrP. Au vu de l’hétérogénéité des maladies à prions observées, aussi bien au 

niveau clinique que pathologique, il n’est pas impossible que des mécanismes distincts soient 

impliqués isolément ou de manière combinée dans les différentes formes observées. 
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II/ La protéine prion : PrP 

1. La PrP cellulaire 

a. Expression 

Le gène PRNP, codant pour la protéine prion, a été isolé en 1985 chez les 

mammifères. Il est situé sur le bras court du chromosome 20 chez l’Homme et sur le 

chromosome 2 chez la souris. Ce gène est retrouvé chez tous les mammifères mais aussi dans 

un certain nombre d’autres espèces animales (reptiles, poissons, oiseaux). Le gène de la PrP 

est constitué de deux ou trois exons selon l’espèce de mammifère. Une de ses particularités 

est que la totalité de la séquence codante se situe sur un exon unique, ce qui exclut toute 

possibilité d’épissage alternatif pouvant entraîner une modification de la structure primaire 

(Basler et al. 1986; Kretzschmar et al. 1986). Cette séquence de 759 à 768 nucléotides est 

hautement conservée chez les mammifères, avec plus de 80% d’homologie entre les espèces 

(Oesch, Westaway, and Prusiner 1991). 

 La transcription du gène de la PrP conduit à un ARNm de 2,5 kb (Chesebro et al. 

1985; McKinley et al. 1987) qui est exprimé majoritairement dans les cellules de type 

neuronal. Son expression est aussi retrouvée dans les autres cellules du SNC (astrocytes, 

cellules microgliales, cellules choroïdiennes et épendymaires) ainsi que dans des cellules des 

organes périphériques. Les transcrits de la PrP sont détectés dans le cerveau et la moelle 

épinière embryonnaire au stade E13.5 (Manson et al. 1992). A ce stade, l'expression de 

l’ARNm de la PrP n'est pas limitée aux cellules neuronales différenciées mais aussi aux 

précurseurs neuronaux et aux astrocytes (McKinley et al. 1987). L’expression de la PrPc est 

donc régulée au cours du développement et il semblerait, d’après les récents travaux de Mays 

et al., que l’expression de la PrPc soit également régulée au cours de la maladie (Mays et al. 

2014). En effet l’expression de la PrPc est diminuée lors de la pathologie et ce dès la phase 

asymptomatique (300jours avant la phase clinique chez les souris hémizygotes prnp 
0/+

 

infectées par une souche RML). Cette régulation n’est pas perceptible chez les animaux ayant 

une courte durée d’incubation ou des hauts niveaux d’expression de la PrPc. Cette diminution 

d’expression entraîne une réduction de la réplication du prion faute de substrat et pourrait être 

en partie responsable des longues périodes d’incubation asymptomatiques observées dans les 

maladies à prions. 
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 Le produit du gène PRNP est la protéine prion cellulaire (PrPc) qui est une 

sialoglycoprotéine membranaire de 253 acides aminés chez l’Homme, ancrée à la membrane 

par une ancre GPI et possédant deux sites de glycosylation. Elle est synthétisée dans le 

réticulum endoplasmique rugueux, puis transite par l’appareil de Golgi avant d’être adressée à 

la membrane. 

b. Structure 

La protéine prion cellulaire mature chez l’Homme n’est plus composée que de 209 

acides aminés (du résidu 23 au résidu 231). Son poids varie entre 33 et 35kDa selon son 

niveau de glycosylation. La protéine est divisée en plusieurs domaines : 

- Domaine 23 à 91 : partie N-terminale de la protéine mature. Ce domaine présente 

une séquence très conservée correspondant à une répétition de 4 à 8 séquences 

consensus d’octapeptides (PHGGGWGQ), selon les espèces. Cette partie N-

terminale est un site potentiel d’interaction de la PrPc avec des structures de type 

glycosaminoglycanes membranaires. D’autre part la région des octapeptides 

présente une capacité à lier les ions cuivre divalents, ainsi que le zinc ou le 

manganèse mais avec une affinité moindre (Brown 2001; Jackson et al. 2001). 

Cette région est clivée lors de la digestion partielle de la PrPsc par la protéinase K. 

- Domaine 92 à 135 : ce domaine contient une région hautement conservée entre les 

espèces, constituée d’un enchaînement de 15 résidus, riche en alanine et glycine, 

ce qui lui confère une hydrophobicité importante. Le haut degré de conservation de 

cette séquence pourrait signifier un rôle fonctionnel majeur. En effet, il apparaît 

qu’une simple substitution (A117V) suffit à provoquer une maladie chez l’Homme 

et l’animal (Hegde et al. 1998). De plus ce domaine semble important dans la 

conversion de la PrPc en PrPsc notamment de par sa propriété de passer d’une 

forme en hélice α vers des structures en feuillets β (Kazmirski et al. 1995; Zhang et 

al. 1995). Enfin plusieurs études ont mis en évidence un effet toxique de peptides 

contenants cette séquence (106-126 ; 118-135 et 105-132) in vitro sur des cultures 

primaires de neurones (Forloni et al. 1993; Haïk et al. 2000; Pillot et al. 2000; 

Chabry et al. 2003). 

- Domaine 136 à 231 : ce domaine représente la partie carboxy-terminale de la 

protéine. Elle est constituée de trois hélices α et de deux feuillets β (Riek et al. 

1996; Hornemann et al. 1997) et possède deux sites de N-glycosylation, permettant 

l’ancrage de chaînes latérales sucrées. Le dernier résidu, la sérine 231, est liée à un 
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enchaînement glycosyl-phospatidyl-inositol (GPI), qui permet à la protéine de s’ancrer 

à la face externe de la membrane plasmique.  

L’ensemble de la structure de la protéine est stabilisé par un pont disulfure reliant les 

hélices α 2 et 3, par les cystéines 179 et 214. 

 

 

Figure 6 : Structure secondaire de la PrP humaine (23-230). 

(Zahn et al. 2000) 

 

La structure secondaire de la PrP a été étudiée par spectroscopie infrarouge, 

dichroïsme circulaire et Résonance Magnétique Nucléaire (RMN). Les résultats obtenus 

suggèrent que la PrPc possède un taux élevé d’hélices α (42%) et peu de feuillets β (3%), ce 

qui correspondrait à trois hélices α (144-154 ; 175-193 ; 200-219) et 2 feuillets  

antiparallèles (128-131; 161-164) formant une structure tertiaire globulaire (Figure 6). Seule 

la première hélice est de nature hydrophile. Le premier tour de la deuxième hélice et le dernier 

tour de la troisième hélice sont liés par le pont disulfure. Le premier site de N-glycosylation 

est situé dans la deuxième hélice et le second dans une longue boucle reliant la deuxième à la 

troisième hélice. Des études montrent que la partie N-terminale (23-121) est très flexible et 

non conformée dans l’eau (Donne et al. 1997; Zahn et al. 2000).  

Si la structure globulaire de la région 121-231 semble stable et peu soumise aux 

conditions physico-chimiques extérieures, la grande flexibilité de la partie N terminale, sa 

possible stabilisation par les ions divalents tels que le cuivre et l'importance des conditions 

physico-chimiques dans sa conformation, suggèrent que ce domaine protéique puisse adopter 

plusieurs conformations en fonction de son environnement. 



28 

 

c. Cycle cellulaire et localisation 

Une fois synthétisée à partir de l’ARNm, la PrPc est adressée dans le réticulum 

endoplasmique (RE) par son extrémité N-terminale qui reconnaît la SRP (« Signal recognition 

protein »). La grande majorité de la protéine native (90%) est transloquée dans le RE où ont 

lieu les modifications post-traductionnelles, puis est exportée à la membrane. Les 

modifications post-traductionnelles de la PrP au cours de sa maturation dans le RE et 

l’appareil de Golgi consistent en une N-glycolsylation au niveau des asparagines 181 et 197 

ainsi que la formation d’un pont disulfure entre les cystéines 179 et 241. La maturation de la 

protéine se poursuit par l'élimination d’un court peptide C-terminal par une transamidase qui 

catalyse la fixation d'une ancre lipidique GPI sur le résidu C-terminal (Stahl et al. 1992). Une 

fois ces modifications effectuées, la protéine rejoint la membrane plasmique et s’ancre au 

niveau des radeaux lipidiques de la membrane, appelés « rafts »(Naslavsky et al. 1997). Chez 

l’Homme, bien que la majorité des molécules de PrP soient ancrées à la membrane par leur 

ancre GPI, la PrPc peut aussi exister sous une forme transmembranaire. L’insertion de la PrP 

à la membrane s’effectue par le domaine 110-135 de la protéine. Deux types de PrP 

transmembranaires sont différenciées selon l’extrémité située à la face extracytoplasmique : la 

NtmPrP (extremité N-terminale) et la CtmPrP (extremité C-terminale). Ces formes restent 

minoritaires (< 10 %) dans le métabolisme de la PrP (Hegde et al. 1998).  

d. Fonction 

Le ou les rôle(s) physiologiques de la protéine prion sont aujourd’hui encore mal 

connus. L’étude de modèles murins transgéniques invalidés pour le gène Prnp montre que ces 

animaux ont un développement normal, sans aucun phénotype particulier (Büeler et al. 1992; 

Manson et al. 1994). Ces animaux sont en revanche résistants à l’infection aux prions (Büeler 

et al. 1993). 

De légères perturbations ont toutefois pu être mises en évidence, comme une altération 

du rythme circadien (Tobler et al. 1996; Tobler, Deboer, and Fischer 1997) mais aussi des 

anomalies de la fonction synaptique avec un affaiblissement de l’inhibition rapide induite par 

les récepteurs GABA A (Collinge et al. 1994), une altération de la potentialisation à long 

terme (Manson et al. 1995) ainsi qu’un dysfonctionnement des courants potassiques calcium 

dépendants dans certaines cellules (Colling, Collinge, and Jefferys 1996; Herms et al. 2001). 

Plus récemment une étude a montré un rôle de la PrP dans le maintien de la myélinisation, et 

ce sur quatre lignées knock-out indépendantes (Bremer et al. 2010). En effet les souris 
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montraient des signes de polyneuropathie démyélinisante chronique ou « chronic 

demyelinating polyneuropathy » (CDP) dès l’âge de 10 semaines (diminution de la force de 

préhension et de la nociception).  

L’ensemble de ces études a été réalisé sur des lignées prnp
-/-

 générées à partir de 

cellules souches embryonnaires de la lignée murine 129, puis généralement croisées avec 

d’autres lignées murines. Ces croisements peuvent entraîner des confusions dans les 

observations phénotypiques et donc de mauvaises conclusions. L’équipe d’Adriano Aguzzi a 

mis au point une nouvelle lignée murine dépletée en PrPc en utilisant des enzymes de 

restriction TALEN (Transcription activator-like effector nucleases) sur des oocytes murins 

fertilisés de la lignée C57BL/6J (Nuvolone et al. 2016). Une nouvelle lignée appelée Zurich-3 

(ZH3) a ainsi été créée, et elle est strictement co-isogénique à la lignée C57BL/6J. L’étude de 

cette lignée ZH3 montre qu’à partir de 14 mois les souris ont une diminution significative de 

la densité axonale au niveau des nerfs sciatiques, comparativement à la lignée sauvage, et 

développent une CDP. Ces observations confirment l’implication de la PrPc dans le maintien 

de la myéline au niveau périphérique. 

 

La PrPc serait aussi impliquée dans la lutte contre le stress oxydatif grâce à sa capacité 

à se lier aux ions cuivre divalents (Figure 7). En effet les ions cuivre agissent comme 

catalyseurs dans la formation d’Espèces Oxygénées Activées (EOA) comme le radical 

hydroxyde OH˙. La PrPc, localisée préférentiellement dans les synapses, peut lier jusqu’à six 

molécules de cuivre et ainsi lutter contre la formation d’EOA, le niveau de cuivre pouvant se 

retrouver élevé dans la fente synaptique lors de la repolarisation de la membrane (Viles, 

Klewpatinond, and Nadal 2008; Um et al. 2012; Herms et al. 1999). Des études ont ainsi mis 

en évidence que des ischémies focales, entraînant des taux élevés d’EOA, avaient pour 

conséquence une augmentation de l’expression de PrPc, et que les niveaux de PrPc étaient 

inversement corrélés à la gravité des dommages de l’ischémie (McLennan et al. 2004; Mitsios 

et al. 2007; Weise et al. 2004; Shyu et al. 2005). 
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Figure 7 : Modèle structural de la PrPc liée à des molécules de cuivre. 

Le cuivre interagit avec les motifs HGGGW du domaine de répétition. (D’après (Millhauser 

2007)). 

e. PrPc et transduction du signal cellulaire 

La PrPc pourrait avoir un rôle potentiel dans la transduction du signal cellulaire, en 

agissant comme récepteur ou co-récepteur de ligands solubles ou membranaires. De 

nombreuses interactions avec divers partenaires protéiques ont été étudiées (essais de liaison 

in vitro : co-précipitation et co-immunomarquage), ses interactions entraînant une réponse 

biologique dans des cultures de lignées neuronales ou de cultures primaires de neurones.  

 

Ainsi l’interaction de la PrPc avec la laminine, protéine de la matrice extracellulaire 

(MEC) stimule la formation de neurites (Graner, Mercadante, Zanata, Forlenza, et al. 2000; 

Graner, Mercadante, Zanata, Martins, et al. 2000) alors que son interaction avec la 

vitronectine, autre protéine de la MEC, permet le prolongement des neurites et des axones 

(Hajj et al. 2007). 

La PrPc serait aussi un partenaire du récepteur de la laminine et de son précurseur 

(37/67 kDa LRP/LR), qui peut se comporter comme un récepteur cellulaire et induire 

l’internalisation de la PrPc (Rieger et al. 1997; Hundt et al. 2001; Gauczynski et al. 2001). En 

effet l’utilisation d’un inhibiteur de LRP/LR entraîne une internalisation progressive de ce 

récepteur et la stabilisation de la PrPc à la surface membranaire (Sarnataro et al. 2016). 
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De façon intéressante il a été montré que la PrP pouvait agir comme récepteur des 

oligomères de peptide amyloïde β (Aβ) et cette liaison induirait des effets délétères comme la 

perte de plasticité synaptique (Lauren et al. 2009). Ainsi la PrPc serait impliquée dans la 

physiopathologie de la maladie d’Alzheimer et pourrait en être une cible thérapeutique 

(l’utilisation d’anticorps anti-PrPc in vitro permet le rétablissement de la plasticité 

synaptique) (Lauren et al. 2009). 

 

Une liaison particulièrement intéressante est celle observée entre la PrPc et la protéine 

STI-1 (pour stress-inducible protein 1). En effet le complexe PrPc-STI-1 permet d’induire le 

renouvellement des progéniteurs cellulaires mais aussi la formation de neurites ainsi qu’une 

protection neuronale et astrocytaire contre la mort cellulaire (Zanata et al. 2002; Lopes et al. 

2005; Santos et al. 2011; Roffe et al. 2010). L’altération de cette liaison lors d’une 

prionopathie pourrait donc avoir des effets délétères sur la survie neuronale. De façon 

intéressante il a été rapporté que l’effet neuroprotecteur du complexe PrPc-ST1 est médié par 

la voie PI3K/mTOR (Roffe et al. 2010). Pourtant, l’inhibition, en contexte infectieux, de la 

kinase PDK1 (un des intermédiaires de cette voie) entraîne des améliorations de la motricité 

ainsi qu’un allongement du temps de survie (Pietri et al. 2013).  

 

Un des premiers partenaires identifiés pour la PrPc a été la kinase Fyn : il a été 

observé in vitro que le cross-linking de la PrPc permettait l’activation de Fyn en présence de 

cavéoline (Mouillet-Richard et al. 2000). Plusieurs effecteurs en aval sont alors aussi activés : 

les kinases ERK 1 et 2 (Extracellular signal-Regulated Kinases), la NADPH oxydase et la 

protéine facteur de transcription CREB (c-AMP Response Element Binding) (Schneider et al. 

2003; Toni et al. 2006; Mouillet-Richard et al. 2007; Pantera et al. 2009; Pradines et al. 2008). 

Une étude plus récente, réalisée à l’aide de cultures primaires de neurones en grains du 

cervelet, a mis en évidence que la PrPc régule négativement l’activité de Fyn en conditions 

physiologiques (De Mario et al. 2015). Ainsi la PrPc permettrait de restreindre l’accumulation 

de Ca
2+

 dans le cytosol via la voie Fyn/SOCE (Store Operated Ca
2+

 Entry). 

2. La PrP pathogène 

La forme pathologique et pathogène de la PrPc est la PrPsc, qui s’accumule dans le 

cerveau des sujets atteints d’ESST. 
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a. Structure et propriétés 

La structure primaire de la PrPsc est strictement identique à celle de la PrPc, ce qui 

exclut une modification de l’ARNm. La PrPsc possède elle aussi une ancre GPI et le profil de 

glycosylation de deux protéines est identique  (Turk et al. 1988; Haraguchi et al. 1989). 

La structure secondaire, dont l’analyse reste à ce jour incomplète, révèle des 

différences majeures entre les protéines. Ainsi l’analyse spectroscopique par transformée de 

Fourier et dichroïsme circulaire montre que la PrPsc est majoritairement constituée de 

feuillets β puisqu’elle possède 30% d’hélices α et 43% de feuillets β tandis que la PrPc 

comprend 42% d’hélices α et 3% seulement de feuillets β (Nguyen et al. 1995; Bazan et al. 

1987). La principale différence entre la PrPc et son analogue pathogène est donc de nature 

conformationnelle. 

 La structure tertiaire de la PrPsc ne peut être obtenue par RMN ou diffraction des 

rayons X en raison de ses propriétés biochimiques (agrégabilité et insolubilité dans les 

détergents). Les structures disponibles ont été établies à l’aide de la modélisation moléculaire 

à partir des données de spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) et de 

dichroïsme circulaire. Selon ces modèles, la PrPsc est composée de 2 hélices  et de 4 

feuillets  (Huang, Prusiner, and Cohen 1996; Wille et al. 2002). 

Cette conformation particulière confère à la PrPsc des propriétés physico-chimiques 

très différentes de celles de la PrPc (Tableau 1). La résistance partielle de la PrPsc à la 

protéinase K (PK) permet d’observer en Western Blot trois bandes caractéristiques, 

représentant les différents niveaux de glycosylation de la protéine. La digestion de la PrPsc 

par la PK induit le clivage de la partie N-terminale et génère un fragment résistant de poids 

moléculaire entre 27 et 30kDa (noté PrP27-30). Ce fragment est appelé PrPres afin de le 

distinguer de la PrPsc. En effet, bien que la détection de PrPres en WB révèle la présence de 

la PrP anormale, ce fragment en lui-même n’est pas responsable du caractère infectieux que 

possède la PrPsc. Ainsi une étude a montré que la résistance à la protéolyse et la 

transmissibilité de la maladie ne sont pas toujours associées (Piccardo et al. 2007), alors que 

d’autres travaux ont démontré que certaines formes de PrPsc étaient sensibles aux protéases 

(Safar, Cohen, and Prusiner 2000; Tzaban et al. 2002) et que dans de rares cas d’ESST, chez 

l’homme (IFF) et chez l’animal (Nor98), un titre infectieux a pu être détecté alors que la 

recherche de PrPres était faiblement positive voire négative (Benestad et al. 2003). 
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 PrPc PrPsc 

Infectiosité - + 

Résistance PK - + 

Solubilité dans les détergents + - 

Digestion PIPLC + - 

Structure II   

Hélice  43 % 30 % 

Feuillet  3 % 43 % 

Structure III   

Hélice  4 2 

Feuillet  2 4 

Temps de demi-synthèse < 1 h 15 h 

Temps de demi-vie 3-6 h > 24 h 

Tableau 1 : Propriétés physico-chimiques de la PrPc versus la PrPsc. 

(Prusiner 2001) 

En analysant un empilement cristallin de PrPsc par microscopie électronique, Stanley 

Prusiner a proposé un modèle de la PrP27-30 (Wille et al. 2002), dans lequel les feuillets β de 

la PrPsc s’organiseraient en un cœur hélicoïdal (Figure 8). Des interactions entre les feuillets β 

de différents monomères de PrPsc permettraient à ses monomères de s’assembler en trimères, 

les arbres de glycosylation restant en périphérie. L’empilement de ces trimères formerait des 

fibrilles enroulées en hélice gauche. Puis ces fibrilles peuvent s’assembler pour former des 

fibres amyloïdes (Govaerts et al. 2004). 
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Figure 8 : Représentation des différents modèles de structures tertiaire et quaternaire 

pour la PrPsc. 

A : Modèle du monomère PrP27-30 ; B : Modèle d’un trimère de PrP27-30 ; C : Modèle de 

l’assemblage fibrillaire construit sur l’assemblage de trimères. (Govaerts et al. 2004). 

D : Modèle de repliement du noyau amyloïde (résidus 159-219) ; E : Empilement parallèle de 

monomères plans, stabilisé par des liaisons hydrogènes. La flèche indique le sens de 

croissance de la fibrille. (Cobb et al. 2007) 

Un autre modèle de structure tertiaire a été proposé, dans lequel le monomère est 

entièrement plan et principalement composé de feuillets β (Figure 8) (Cobb et al. 2007). Dans 

ce modèle les monomères s’empileraient parallèlement, chaque résidu de la protéine étant 

aligné avec le même résidu de l’autre molécule, ce qui permet une stabilisation de la structure 

par des interactions hydrophobiques entre les résidus hydrophobes. Les feuillets β des 

protéines formant la fibre sont tous parallèles et dans la même direction, d’où le nom de 

structure « in-register parallel ».  

Plusieurs études sont en faveur de ce modèle, notamment les données obtenues grâce 

aux prions des levures. En effet, l’analyse par RMN et microscopie électronique de ces prions 

a permis de montrer que plusieurs prions des levures possèdent cette architecture de feuillets β 

en parallèle (Shewmaker, Wickner, and Tycko 2006; Baxa et al. 2007; Wickner, Dyda, and 

Tycko 2008; Gorkovskiy et al. 2014). Les études portant sur des PrP recombinantes montrent 
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que les fibres formées spontanément s’assemblent selon une structure en feuillets β 

intermoléculaires en parallèle (Cobb et al. 2007; Tycko et al. 2010).  

Enfin, les travaux plus récents de l’équipe de Byron Caughey montrent que les PrP 

amyloïdes possédant cette structure en feuillets β intermoléculaires en parallèle sont capables 

d’initier in vivo la propagation de l’activité de seeding de la PrP tout en conservant sa 

résistance partielle à la PK (Groveman et al. 2014). Cette structure serait donc une des clés de 

la propagation des prions. 

b. Réplication et conversion 

Les prions tiendraient leur pouvoir infectieux de leur capacité à convertir les 

molécules de PrPc en PrPsc. Ainsi lors d’une infection, la PrPsc servirait d’empreinte pour 

transmettre ce repliement anormal à la PrPc. Cette transconformation serait un processus 

catalytique qui permettrait la propagation de l’agent infectieux. Différents modèles théoriques 

de la conversion ont été proposés, avec notamment : 

 

- Le modèle autocatalytique : 

 

Figure 9 : Modèle autocatalytique de conversion de la PrPc en PrPsc. 

 d’après (Soto and Saborio 2001)). 

Le modèle autocatalytique ou « template-directed refolding », la conversion de la PrPc 

en PrPsc ne se fait pas directement mais passerait par un intermédiaire partiellement déplié de 

la PrPc, noté PrP*. Cet intermédiaire permet d’abaisser l’énergie nécessaire pour la formation 

d’une nouvelle molécule de PrPsc (Huang, Prusiner, and Cohen 1996). La PrP* pourrait 

résulter de variations aléatoires de la conformation de la PrPc ou bien de l’association de la 
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PrPc avec des facteurs cellulaires ou avec une protéine chaperonne. Les cas sporadiques 

d’ESST seraient expliqués par un franchissement aléatoire de la barrière d’énergie entre la 

PrPc et la PrP*, tandis que dans les formes familiales de maladie, les mutations de PrP 

favoriseraient cette transition. Enfin, dans un contexte infectieux, l’apport exogène de PrPsc 

permettrait d’initier le processus de conversion de PrP* en PrPsc. 

 

- Le modèle de nucléation-polymérisation : 

 

 

Figure 10 : Modèle autocatalytique de nucléation-polymérisation  de la PrPc en PrPsc. 

 (d’après (Soto and Saborio 2001)). 

Dans ce modèle la conversion de la PrPc en PrPsc monomérique serait réversible, la 

PrPsc étant moins stable que la PrPc. L’agrégation de la PrPsc permettrait alors sa 

stabilisation. Les molécules de PrPsc s’assemblent pour former des multimères, aussi appelés 

noyaux, qui auraient une activité de conversion. Les molécules de PrPc pourraient se lier au 

noyau de PrPsc et y être converties en PrPsc de façon stable et non réversible (Caughey et al. 

1997). Lorsque les agrégats de PrPsc atteignent une masse critique, ils se dissocient et 

forment de nombreux nouveaux noyaux de conversion, permettant l’amplification du 

processus de conversion.  

L’étape de nucléation limiterait la conversion spontanée de PrPc en PrPsc à l’origine des 

cas sporadiques. Lors d’une infection par les prions, cette étape serait franchie du fait de 

l’introduction de noyaux de PrPsc. En ce qui concerne les formes héréditaires, les mutations 

de la PrP pourraient accroitre l’affinité de la PrP pour le polymère en élongation. 
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c. Notion de souche de prions 

L’observation de différentes souches de prions a été le principal argument contre 

l’hypothèse d’une protéine seule responsable de l’infection. Effectivement, les souches sont 

habituellement dues à des variations génétiques chez les agents conventionnels, et il pouvait 

sembler difficile de concilier la grande diversité des souches de prions avec la nature 

exclusivement protéique de l’agent infectieux. 

L’hypothèse de la protéine seule et l’existence de plusieurs souches de prions sont 

conciliables si à chaque souche de prion correspond une conformation particulière de la 

PrPsc. Cette hypothèse a été formulée dès 1982 par Stanley Prusiner qui proposait alors que 

l’information biologique (latence de la maladie, profil lésionnel…) associée à une souche 

pourrait être codée par la structure tertiaire de la PrPsc (Prusiner 1982). Cette hypothèse est en 

accord avec le modèle de structure en feuillets β parallèles, dans lequel les différences de 

souches peuvent s’expliquer par les variations de positions des virages et des boucles liants 

les feuillets β, alors que les différences de niveaux de glycosylations entre les souches 

s’expliqueraient par des gênes stériques ne permettant pas le bon repliement de la PrPsc 

(Cobb et al. 2007; Groveman et al. 2014).  

 

Les souches d’ESST se caractérisent par l’induction d’une maladie dont les 

caractéristiques sont très reproductibles chez un groupe d’animaux ayant le même fond 

génétique. Une souche se stabilise après plusieurs passages sériés chez des hôtes syngéniques, 

on parle alors de souche « stabilisée » (Dickinson 1975; Bruce, McBride, and Farquhar 1989; 

Bruce et al. 1991). En pratique, pour une même dose infectante inoculée selon une voie 

donnée, chaque souche d’agent, induit chez des souris syngéniques, une maladie caractérisée 

à la fois par une période d’incubation bien déterminée et par un profil lésionnel caractéristique 

(Figure 11). Les critères majeurs d’évaluation de ce profil lésionnel sont les sites 

d’accumulation de la PrPsc et les sites de spongiose du SNC. D’autres propriétés peuvent 

varier selon les souches, comme la résistance aux protocoles de décontamination, la diffusion 

de l’infectiosité dans l’organisme ou la capacité à franchir la barrière d’espèce. Par exemple, 

certaines souches peuvent se distinguer par leurs caractéristiques biochimiques, notamment 

par le profil de migration électrophorétique après digestion à la PK et le profil de 

glycosylation représenté par le ratio des différents glycoformes ainsi que par leur résistance à 

la digestion à la PK (Bessen and Marsh 1992; Parchi et al. 1996; Collinge et al. 1996; Khalili-

Shirazi et al. 2005). 
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Figure 11 : Exemple caractéristique de deux souches d’ESST. 

Deux souches différentes propagées chez le même animal, ayant des sites d’accumulation 

distincts. (D’après (Telling, Parchi, et al. 1996)). 

Cette notion de souches de prions a été démontrée par de nombreux travaux. Tout 

d’abord Bessen et Marsh ont étudié deux souches (DY et HY) de l’encéphalopathie du vison 

et ont pu observer que ces souches, après digestion à la PK, présentaient des profils 

électrophorétiques distincts, révélant une sensibilité différentielle à cette protéase (sites de 

clivage) (Bessen and Marsh 1994). D’autres résultats très convaincants proviennent des 

expériences d'inoculation de souris transgéniques exprimant une protéine prion chimère 

homme-souris par des extraits de cerveaux de patients atteints soit d’IFF (mutation D178N) 

ou de sMCJ (Telling, Parchi, et al. 1996). Les caractéristiques biochimiques de la PrPsc 

associée à ces deux types d'extraits (migration de la bande non glycosylée à 19kDa pour l’IFF 

et 21kDa pour la sMCJ étudiée, en Western blot après traitement à la PK) sont conservées 

après passages successifs aux souris transgéniques, indiquant que la protéine prion chimère 

homme-souris peut adopter au moins deux structures tridimensionnelles distinctes.  

Enfin des études se sont intéressées à la stabilité relative des différents conformères en 

utilisant un agent dénaturant comme la guanidine ou des concentrations progressives de 

protéinase K (PK). Les résultats obtenus avec ces courbes de dénaturation à la guanidine ou 

ces courbes de PK ont montré que la différence de stabilité entre deux souches pouvait être 

suffisamment importante pour permettre de différencier deux souches ayant des temps 

d’incubation semblables (Peretz, Scott, et al. 2001) mais aussi de montrer que deux sous-types 

moléculaires, et possiblement deux souches distinctes pouvaient co-exister chez un même 

hôte (Uro-Coste et al. 2008).  

D’après ces données, ce serait donc une information conformationnelle qui serait 

transmise à la PrP de l’hôte lors du phénomène de conversion (Peretz et al. 1997). Cette 
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notion est appuyée par des études de conformation directes ou indirectes. Certains épitopes de 

la PrPsc, notamment dans le domaine globulaire de la protéine, sont très difficilement 

accessibles. Lors de procédés de dénaturation par les sels chaotropiques, ces épitopes sont 

rendus accessibles par différents anticorps, ce qui permet de distinguer des structures 

spécifiques de souches. Cette méthode connue sous le nom de CDI (« conformation 

dépendent immunoassay ») a permis de révéler l'existence de 8 conformères correspondant à 

8 souches de prions de hamster (Safar et al. 1998).  

 

L’ensemble de ces études tend à montrer qu’il existe, chez un même hôte, des 

conformations de la PrPsc spécifiques de souches. Il a également été observé qu’en fonction 

de la susceptibilité gouvernée par la génétique de l’hôte, différentes souches se propagent 

dans une même espèce. En effet, les études de Wadsworth et collaborateurs sur des souris 

transgéniques surexprimant la PrP humaine démontrent que la propagation de certaines 

souches de prion est dépendante du polymorphisme au codon 129 du gène PRNP (Wadsworth 

et al. 2004). Dans le cas de la tremblante chez le mouton et la chèvre, des polymorphismes 

jouant un rôle dans la susceptibilité aux souches de prions ont également été identifiés (Baylis 

and Goldmann 2004).  

 

Ainsi au sein des ESST humaines il a été observé différents sous-types moléculaires 

de MCJ sporadiques, définis selon le profil électrophorétique de la PrPsc après digestion à la 

PK (type 1 ou 2) et le polymorphisme du gène PRNP au codon 129 (MM, MV et VV) 

(Tableau 2) (Parchi et al. 1999; Parchi et al. 2000). Chaque sous-type est aussi caractérisé par 

un phénotype clinico-pathologique caractéristique. Des études sur des animaux syngéniques 

ont permis de mieux caractériser ces sous-types et il apparaît que les isolats MM1 et MV1 

montrent les mêmes propriétés biologiques de souche après inoculation aux animaux, ils sont 

donc considérés comme étant la même souche de prion humain, appelée M1. Il en est de 

même pour les isolats MV2 et VV2, regroupés sous le nom de souche V2. Les sous-types 

VV1 et MM2, ont quant à eux montré des propriétés de souches propres (respectivement 

nommés souches V1 et M2) (Bishop, Will, and Manson 2010). 
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Sous type 

moléculaire 

Fréquence 

(%) 

Age moyen 

(années) 

Durée moyenne 

de la maladie 

(mois) 

Caractéristiques cliniques 

MM1 ou 

MV1 

58 63 3 Démence rapide, myoclonies 

précoces, atteinte visuelle et 

EEG caractéristique 

VV2 14 66 6 Ataxie cérébelleuse précoce, 

démence tardive, EEG non 

caractéristique 

MV2 14 65 11 Ataxie cérébelleuse associée à 

une démence, EEG non 

caractéristique 

MM2 7 52 17 Forme thalamique, caractérisée 

par une insomnie, une ataxie, 

une démence, un EEG non 

caractéristique 

VV1 2 53 10 Démence progressive, EEG non 

caractéristique 

Tableau 2 : Classification des différents sous types moléculaires. 

Classification selon le génotype au codon 129 et le type biochimique de la PrP (d’après 

(Ironside, Ritchie, and Head 2005; Gambetti et al. 2011)). 

Les différences de distribution des agents infectieux dans le SNC suggèrent l’existence 

d’un tropisme cellulaire de souche. Plusieurs études montrent que le tropisme d’une souche 

pourrait être régi par la structure tertiaire ou quaternaire de la PrPsc, ce qui influerait sur sa 

capacité à interagir avec un ou des co-facteurs cellulaires spécifiques, qui sont diversement 

exprimés selon le type cellulaire (Aguzzi, Baumann, and Bremer 2008). Certaines données in 

vitro en système cellulaire, confirment l'existence de ce tropisme de souche. En effet, chaque 

lignée n'est capable de répliquer qu'un nombre limité de souches (Rubenstein et al. 1992; 

Nishida et al. 2000; Vilette 2008) et réciproquement, chaque souche ne se propage que dans 

quelques lignées. A titre d'exemple, la souche de tremblante ME7 ne se réplique pas dans les 

cellules N2a, ni GT1 (Bosque and Prusiner 2000; Klohn et al. 2003), mais est propagée par 

les lignées SN56, PC12, L929 et MG20 (Rubenstein et al. 1992; Vorberg et al. 2004; Baron et 
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al. 2006; Iwamaru et al. 2007). La propagation de souches expérimentales dans des cultures 

primaires de neurones montre aussi des caractéristiques différentes selon le type neuronal 

utilisé (Hannaoui et al. 2013). D’autres données obtenues in vivo confirment cette hypothèse 

de tropisme de souche. En effet, lorsque des homogénats de rate ou de cerveau d’un même 

hôte sont inoculés à des souris syngéniques, les caractéristiques de souches retrouvées chez 

les animaux infectés sont différentes (Béringue et al. 2012). Ceci laisse penser que les facteurs 

tissus-spécifiques seraient capables d’influencer la réplication des prions, créant ainsi des 

variants spécifiques d’organes. 

Ceci est en accord avec l’hypothèse selon laquelle une souche de prion n’est pas 

uniquement un ensemble clonal de PrPsc mais un ensemble de différentes conformations en 

équilibre dynamique, avec un composant majeur et des composants mineurs (Collinge and 

Clarke 2007; Li et al. 2010). Ainsi différents conformères seraient sélectionnés selon 

l’environnement dans lequel ils se développent, ce qui peut expliquer la préférence de 

certaines souches pour des régions particulières du SNC (Haïk and Brandel 2011).  

 

L'ensemble de ces données illustre la complexité du typage de souche pour les ESST 

animales ou humaines. L’existence de plusieurs structures spatiales pour une même protéine 

combinée aux polymorphismes génétiques peut clairement conférer une variabilité de 

réponses aux agents des ESST et pourrait être à l’origine de l’émergence de nouveaux types 

d’agents infectieux. 

d. Notion de barrière d’espèce. 

La barrière d’espèce se traduit par un allongement de la période d’incubation de la 

maladie lors du passage de prions d’une espèce à une autre et par une diminution du nombre 

d’animaux infectés, voire par l’impossibilité de transmettre la maladie (Prusiner 1998). 

Bien que la séquence de la PrPc soit bien conservée entre les espèces, les différences 

inter-espèces, peuvent en partie expliquer ce phénomène (Chen and Gambetti 2002 ; Vanik, 

Surewicz, and Surewicz 2004 ; Jones and Surewicz 2005). Par exemple, les prions de 

hamsters ne se propagent pas chez les souris sauvages mais se propagent chez des souris 

transgéniques invalidées pour le gène Prnp et possédant le transgène codant pour la PrP de 

hamster (Scott et al. 1989). Des souris exprimant à la fois la PrPc murine (MoPrPc) et la PrPc 

de hamster (HaPrPc) sont permissives aux prions des deux espèces : l’infection par une 

souche de hamster conduit à une accumulation majoritaire de HaPrPsc et à des lésions 
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neuropathologiques caractéristiques de cette souche tandis que l’infection par une souche 

murine entraîne l’accumulation de MoPrPsc et des lésions caractéristiques de la souche 

murine (Scott et al. 1989; Prusiner et al. 1990). De manière intéressante, l’expression de la 

PrPc murine diminue la susceptibilité aux prions de hamster et semble avoir un effet 

inhibiteur. 

De la même façon, l’expression de la PrPc humaine sur fond génétique Prnp
-/-

 rend les 

souris permissives à l’agent de la MCJ sporadique, tandis que les souris sauvages ayant le 

même fond génétique et exprimant ou non le transgène HuPrP ne propagent pas les prions 

humains (Telling et al. 1994). Ainsi, le franchissement de la barrière d’espèce est facilité par 

l’homologie de séquence entre la PrPc de l’hôte et la PrPsc. 
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III/ Modèles expérimentaux de réplication des prions 

1. Modèles in vitro 

a. Modèles acellulaires 

- Cell free conversion assay 

L’équipe de Byron Caughey a mis au point le premier modèle de conversion 

acellulaire (Kocisko et al. 1994). La réaction nécessite de la PrPsc partiellement purifiée, 

extraite de cerveaux d’animaux infectés, et de la PrPc marquée au souffre radioactif (notée 

PrPsen), obtenue à partir de surnageant de cultures. Ce système permet de convertir la PrPc en 

PrPsc avec un rendement de 10 à 20%. Ce rendement a été décuplé en ajoutant la protéine 

chaperonne Hsp60 au milieu réactionnel (Debburman et al. 1997). 

Ce premier modèle acellulaire a permis la reproduction de phénomène de souche et de 

la barrière d’espèces (Horiuchi et al. 2000). En effet, il a été observé que si la PrPsen d’une 

espèce est incubée avec de la PrPsc provenant de la même espèce, il y a conversion en une 

forme résistante à la PK. Au contraire, si la PrPsc est incubée avec la PrPsen d'une espèce 

différente, et résistante au prion correspondant, sa conversion est fortement réduite. 

Dans ce système la protéine transconformée obtenue in vitro n’est pas infectieuse 

(Hill, Antoniou, and Collinge 1999). 

 

- Protein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA) 

La mise au point d'une nouvelle méthode, la PMCA (Saborio, Permanne, and Soto 

2001; Castilla et al. 2005; Castilla et al. 2006) a ouvert la voie à la production in vitro de 

protéines prions infectieuses. Ce modèle consiste à soumettre un mélange contenant de très 

faibles quantités de PrPsc (amorce ou seed) et un large excès (supérieur à 1 000 fois) de PrPc 

(substrat), à des cycles composés de phase d’incubation et de sonication (ultrasons). La phase 

d’incubation (30 min) permet la conversion et l’agrégation de la PrPc en PrPsc, et la phase de 

sonication (30s) fragmente les agrégats de PrPSc obtenus, ce qui permet d’obtenir de 

nouvelles unités de conversions pour la phase d’incubation suivante. On obtient ainsi une 

amplification exponentielle de la PrPsc, proche dans son principe de l’amplification de l’ADN 

par PCR (« Polymerase Chain Reaction ») (Figure 12) (Saborio, Permanne, and Soto 2001; 

Saa, Castilla, and Soto 2006). 
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Figure 12 : Principe de la PMCA. 

D’après (Zanusso et al. 2016). 

 Ce système permet donc de multiplier de très faibles quantités de PrPsc et ainsi 

d’augmenter considérablement la sensibilité de détection. La quantité de PrPsc néo 

synthétisée est directement proportionnelle au nombre de cycles utilisés par PMCA, elle 

constitue plus de 95 % de la PrPsc après seulement 5 cycles d’amplification (Saborio, 

Permanne, and Soto 2001), ce qui fait de cet outil un très bon modèle pour l’étude de la 

conversion de la PrPc en PrPsc. 

 De façon très intéressante le groupe de Soto a montré que la PrPsc obtenue par PMCA 

était infectieuse après inoculation intracérébrale (souche 263K inoculée au hamster sauvage) 

(Castilla et al. 2005). L’équipe de Kretzschmar a confirmé ces résultats en utilisant une autre 

souche (tremblante expérimentale de la souris) (Weber et al. 2006). Ces deux études montrent 

également que certaines propriétés de souche sont conservées dans les produits de PMCA, 

avec des signes cliniques et un pattern de vacuolisation indistinguables de ceux obtenus 

directement avec les souches d’origine. Enfin la pathogénicité de la PrPsc générée par PMCA 

est stable après plusieurs passages chez l’animal. 

 

- Autocatalytic conversion assay 

Cette méthode repose sur le repliement sélectif de la PrP recombinante dénaturée par 

l’urée ou l’hydrochloride de guanidine, en absence de PrPsc. En effet il a été observé que la 

PrP recombinante dénaturée était susceptible de se replier en deux conformations différentes, 

riches en feuillets β : soit des oligomères β, soit des fibrilles d’amyloïde (Baskakov et al. 

2002; Baskakov 2004; Bocharova et al. 2005). Ces deux conformations sont obtenues 

indépendamment sous agitation continue et montrent une résistance à la digestion par la PK. 

Le repliement de la rPrPc peut être mesuré en temps réel par un système de fluorescence à la 
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thioflavine T (ThT). Cette technique permet d’étudier le rôle de différents co-facteurs pouvant 

interagir dans le repliement pathologique de la PrP. 

 

- Amyloïd seeding assay 

L’amyloïd seeding assay (ASA) a été mis au point par Colby et al (Colby et al. 2007). 

Ce modèle combine une PrPsc purifiée par précipitation à l’acide phosphotungstique avec une 

PrPc recombinante dénaturée dans de la guanidine hydrochloride, des microbilles qui 

optimisent l’agitation à 37°C en microplaque et une lecture du signal par fluorescence à la 

ThT. L’ASA a pu être appliquée à la détection de la PrPsc chez différents modèles 

expérimentaux de tremblante adaptés aux rongeurs, mais a également permis de faire la 

différence entre des échantillons de cerveaux de patients atteints de MCJ sporadique et des 

cerveaux normaux. Un des problèmes principaux de cette technique est la formation 

spontanée de fibrilles d’amyloïdes à partir de la rPrPc au cours des longues cinétiques, et de 

ce fait l’apparition de faux positifs. 

 

- Quaking-Induced Conversion (QuIC), Real Time QuIC (RT-QuIC) et enhanced 

QuIC (eQuIC) 

La QuIC est une méthode dérivée de la PMCA, décrite en 2008 par Atarashi et al 

(Atarashi et al. 2008). Le substrat utilisé est une PrP recombinante et la phase de sonication 

est remplacée par une agitation à grande vitesse. Les premières études ont montré que cette 

technique permettait de détecter une quantité aussi faible que 100ag de PrPsc dans 

l’échantillon testé, et qu’elle permettait aussi de différencier les LCR ainsi que les sécrétions 

nasales de hamsters sains ou infectés par la tremblante (Atarashi et al. 2008; Bessen et al. 

2010). La détection et l’amplification de PrPsc présente dans des échantillons de cerveaux de 

chèvre infectés par la tremblante ou dans des cerveaux de patients atteints de vMCJ a 

également été possible avec cette technique (Orru et al. 2009). Toutefois le caractère 

infectieux de la PrPsc générée par la QuIC reste à démontrer in vivo. 

L’amélioration de la QuIC en RT-QuIC a consisté en l’ajout de ThT au milieu 

réactionnel, ce qui a permis d’avoir une lecture en temps réel de la conversion de la PrPc en 

PrPSc par un suivi de la fluorescence (Figure 13) (Wilham et al. 2010). De nombreuses études 

se sont focalisées sur la détection de PrPsc dans le LCR de patients atteints de MCJ 

sporadiques et de patients contrôles. Les résultats montrent une grande spécificité (99-100%) 
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et une grande sensibilité (de 77 à 97%) de cette méthode pour la détection de PrPSc dans les 

LCR humains (Atarashi et al. 2011; McGuire et al. 2012; Sano et al. 2013; Orru et al. 2015; 

Cramm et al. 2015; Cramm et al. 2016). Une étude portant sur la détection de PrPsc dans des 

échantillons de muqueuse olfactive après brossage nasal montre des résultats similaires (Orru 

et al. 2014). 

 

Figure 13 : Principe de la RT-QuIC. 

D’après (Zanusso et al. 2016). 

Cette technique présente donc de nombreux avantages : rapidité, sensibilité, simplicité 

et bonne reproductibilité entre laboratoires (McGuire et al. 2016), et elle pourrait devenir un 

outil de diagnostic ante mortem des maladies à prions humaines. 

 

Le but de ces méthodes serait de pouvoir détecter les prions dans le plasma sanguin, il 

n’existe actuellement aucun test validé pour cette détection qui reste un enjeu de santé 

publique important. La RT-QuIC n’est pas efficace car inhibée par les composants du plasma. 

Une amélioration a été apportée à cette technique en ajoutant une étape préalable 

d’immunoprécipitation puis une étape de renouvellement du substrat afin d’augmenter la 

sensibilité et la vitesse de détection, cette technique est appelée « enhanced QuIC » (eQuIC) 

(Orru et al. 2011). La capture préalable de la PrPSc à l’aide de billes couplées à un anticorps 

permet une détection qui est 10
4
 fois plus sensible qu’avec la technique de Edgeworth et al. 

qui utilisait une technique de capture de la PrPsc sur matrice solide (Edgeworth et al. 2011). 

L’eQuIC pourrait permettre la détection de faibles concentrations de prions présentes dans 

certains tissus, fluides ou même dans l’environnement. 
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b. Modèles cellulaires 

La majorité des systèmes cellulaires permissifs à la réplication des prions sont des 

lignées cellulaires, mais des cultures de cellules souches neurales ou des cultures primaires de 

neurones ont aussi été développés. Alors que la plupart de ces modèles sont permissifs aux 

souches expérimentales adaptées aux rongeurs, la propagation d’isolats naturels reste 

difficilement réalisable. 

i. Modèles cellulaires de propagation d’ESST adaptées aux rongeurs 

Les cellules de neuroblastomes font partie des modèles cellulaires les mieux 

caractérisés pour l’étude de la propagation des souches expérimentales adaptées aux souris. 

Parmi ces lignées on trouve la lignée cellulaire N2a (Race, Fadness, and Chesebro 1987; 

Butler et al. 1988), qui est la plus utilisée aujourd’hui. Mais il a été montré que ces cultures 

avaient de faibles rendements d’infection, avec seulement 1% des cellules réellement 

infectées (Race, Fadness, and Chesebro 1987). Cette faible permissivité serait due à une 

sensibilité hétérogène des cellules aux prions au sein d’une même culture (Bosque and 

Prusiner 2000). Plus récemment des lignées de N2a permettant une conversion efficace de la 

PrPc en PrPsc ont pu être établies soit par sous-clonage post-infection, soit par surexpression 

de la PrPc (Bosque and Prusiner 2000; Nishida et al. 2000). 

L'approche la plus commune pour propager les prions in vitro consiste à cultiver les 

cellules en présence de fractions infectieuses, telles que des homogénats de cerveaux infectés. 

Des lignées isolées à partir de cerveaux infectés ont aussi été développées, comme la lignée 

SMB dérivant de cerveaux de souris infectées par la souche Chandler (Clarke and Haig 1970) 

et la lignée de hamster HaB permissive aux prions de hamster (Taraboulos, Serban, and 

Prusiner 1990). L'efficacité de l'infection est évaluée en analysant la présence de PrPsc au 

cours de passages successifs et l'inoculation à l'animal permet de démontrer le caractère 

infectieux de la PrPsc accumulée dans les cellules. 

 

Les cellules neuroendocrines GT1 et les cellules de phéochromocytome de rat PC12 

différenciées en cellules neuronales ont également largement été étudiées afin de propager les 

souches de prions adaptées aux rongeurs. Quelques effets cytopathogènes après infection ont 

pu être observés : la lignée PC12 montrait une diminution de l'activité des enzymes de 

synthèse de l’acétylcholine (Rubenstein et al. 1991) et les cellules GT1, une réduction de la 
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viabilité et du taux de prolifération ainsi que des signes de vacuolisation autophagique et 

d’apoptose mis en évidence par microscopie électronique (Schatzl et al. 1997). 

 

Certaines lignées cellulaires non-neuronales sont aussi capables de propager les prions 

efficacement (Vilette et al. 2001). Une lignée microgliale (MG20), issue de souris 

transgéniques surexprimant la PrP, ainsi que des lignées de fibroblastes sont susceptibles à 

différentes souches murines (Iwamaru et al. 2007). Une lignée myoblastique squelettique 

(C2C12) est aussi permissive à l’infection par des souches murines (Dlakic, Grigg, and 

Bessen 2007). Les taux de PrPsc observés dans cette lignée après infection approchent ceux 

observés in vivo (Herbst et al. 2013). Cette lignée pourrait être utilisée pour étudier l’infection 

par les prions des muscles de mouton et de cervidés. 

 

La lignée neuronale 1C11 est également capable de répliquer différentes souches de 

prions (Mouillet-Richard et al. 2008). L’expression de la PrPc endogène de ces cellules est 

suffisante pour permettre l’infection chronique. Cette lignée est très utile pour étudier 

l’ensemble des fonctions associées aux neurotransmetteurs et aux voies de signalisations 

associées à la PrPc car les cellules ont la capacité de s’engager dans des programmes de 

différenciation sérotoninergiques et noradrénergiques sans changement phénotypique majeur 

après infection (Vidal et al. 2009; Pradines et al. 2013). 

 

Les cellules souches neurales (CSN) sont des cellules multipotentes du système 

nerveux, isolées à partir de souris sauvages ou transgéniques, capables de se différencier en 

neurones ou en astrocytes. Deux études reportent que ces CSN ont pu être infectées par des 

souches de tremblante adaptées à la souris (RML et 22L) (Giri et al. 2006; Milhavet et al. 

2006; Herva et al. 2010), et seule l’équipe de Carlson a pu réaliser l’infection de ces cellules 

cultivées sous forme de neurosphères. Leurs propriétés et leur culture relativement aisée en 

font toutefois un outil prometteur pour l'étude de l'ESB et des ESST humaines, et 

particulièrement les CSN issues de souris transgéniques exprimant la PrPc bovine ou 

humaine, voire de cellules issues de cerveaux humains. 

ii. Modèles cellulaires de propagation d’ESST naturelles 

La première propagation in vitro d’une souche naturelle d’ESST (c’est-à-dire non 

adaptée aux rongeurs) a été réalisée par Vilette et al., avec une souche de tremblante du 

mouton (Vilette et al. 2001). La lignée cellulaire utilisée a été obtenue après transfection 
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stable du gène Prnp ovin dans une lignée épithéliale de lapin n’exprimant pas de PrPc 

endogène et résistante aux infections. La lignée dérivée, appelée Rov, peut être infectée et 

réplique à des titres élevés certains isolats de la tremblante du mouton. Ces travaux suggèrent 

que l'expression de PrP de différentes origines dans des cellules dépourvues de PrP endogène 

pourrait permettre de développer des modèles de propagation de prions bovins ou humains 

(Courageot et al. 2008). 

 

Un modèle cellulaire similaire a été développé en immortalisant des cellules 

neurogliales de souris transgéniques surexprimant la PrP ovine (tg338). Cette lignée appelée 

Mov est permissive à l’infection par certaines souches de prions ovins (Archer et al. 2003). 

Cette lignée transgénique murine (tg338) est aussi à l’origine d’un autre modèle de 

propagation des prions ovins, cette fois à partir de cultures primaires de neurones en grains du 

cervelet (Cronier, Laude, and Peyrin 2004).  

En suivant le principe de ce système de cultures primaires de neurones issus de souris 

transgéniques, des isolats humains ont pu être propagés in vitro. En effet, une souche de MCJ 

sporadique, préalablement passée chez la souris, a pu être propagée dans des cultures 

primaires de neurones provenant de souris transgéniques surexprimant la PrPc humaine 

(tg650) (Cronier et al. 2007).  

 

L'immortalisation de cellules provenant du cerveau de cervidés a également permis de 

mettre au point un modèle pour la maladie du dépérissement chronique (Raymond et al. 

2006). 

Une lignée inductible en cellules de type neuronal a été obtenue par immortalisation 

de cellules issues de cerveaux de fœtus bovins (Takenouchi et al. 2009). Ces cellules 

expriment la PrPc de manière endogène et pourraient donc représenter un modèle d'étude in 

vitro de la propagation des prions bovins. 

2. Modèles in vivo invertebrés 

a. Caenorhabditis elegans 

Caenorhabditis elegans est un nématode non parasitaire d’environ un millimètre de 

long. Il s’est imposé comme un modèle d’étude très attractif de par son cycle de vie 

relativement court (environ 3,5 jours) et par le fait que cet animal transparent permette un 

suivi in vivo en temps réel des cellules ou des protéines marquées en fluorescence (Brenner 
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1974; Chalfie et al. 1994). Le ver adulte est composé de 959 cellules dont le lignage est bien 

défini (Sulston et al. 1983) et la morphologie et les connexions synaptiques de ses 302 

neurones ont été cartographiées (White et al. 1986). C. elegans est le premier organisme 

multicellulaire dont le génome a été séquencé (TSCS 1998) et il apparaît qu’environ 80% de 

son génome est conservé chez les mammifères (Lai et al. 2000). De plus la biologie cellulaire 

ainsi que les voies de signalisation neuronales sont globalement conservées entre C. elegans 

et l’humain, ce qui en fait un très bon modèle d’étude du vieillissement neuronal et des 

maladies conformationnelles des protéines. 

 

Le premier modèle transgénique de maladie conformationnelle des protéines a été créé 

en 1995 par l’expression transgénique de peptide Aβ dans les muscles du ver (Link 1995). 

Depuis de nombreux autres modèles ont été mis au point, les transgènes utilisés étant sous 

contrôle de promoteurs permettant une expression tissu-spécifique, dans l’ensemble des 

neurones par exemple ou seulement dans une sous population particulière de neurones. Ainsi 

Kuwahara et al., ont pu mettre au point un modèle de maladie de Parkinson en exprimant une 

α-synucléine mutée dans les neurones dopaminergiques de C. elegans (Kuwahara et al. 2006) 

alors que l’équipe de Brian Kraemer a établi un modèle de tauopathie en exprimant cette fois 

une protéine tau mutée de façon pan-neuronale (Kraemer et al. 2003).  

 

 

Figure 14 : Représentation schématique de l’organisation des neurones mécanosensitifs 

(cerclés de rouge) chez C. elegans. 

 

Le système mécano-sensitif du ver est très intéressant car l’observation de dysfonction 

dans ce système est facilement réalisable : il est composé de six neurones sensibles aux 

pressions du milieu extérieur et qui sont impliqués dans la locomotion, la prise de nourriture, 

la défécation et l’accouplement (Figure 14) (Chalfie and Sulston 1981) (Figure). L’expression 

d’une protéine prion humaine saine ou mutée dans ces neurones mécano-sensibles a permis 
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d’observer les différences phénotypiques engendrées par l’accumulation de la protéine mutée 

(Bizat et al. 2010). Le ver ne possédant pas de PrP endogène, les effets observés sont 

directement imputables à l’expression du transgène. Il est intéressant de noter que la protéine 

prion mutée (insertion dans le domaine des octapeptides) exprimée dans ce modèle est 

retrouvée sous forme d’agrégats dans les corps neuronaux et le long des axones, qu’elle est 

partiellement résistante à la PK et qu’elle entraîne une dysfonction neuronale. Le modèle C. 

elegans serait donc un modèle de choix pour étudier les ESST humaines dues à des mutations 

et permettrait d’évaluer rapidement des thérapeutiques dans un modèle in vivo. 

b. Drosophile 

La drosophile est un insecte de 2 à 4 mm de longueur, plus généralement appelé 

mouche du vinaigre ou mouche des fruits. Elle a un cycle de vie court, n’excédant pas 30 

jours à une température de 29°C, et son cycle de reproduction dure environ 10 jours. Sa 

facilité d’élevage et sa durée de vie courte en font un modèle génétique avantageux et rapide. 

C’est le plus souvent l’espèce Drosophila melanogaster qui est utilisée au laboratoire, son 

génome a d’ailleurs été entièrement séquencé en 2000 (Adams et al. 2000). Il comporte 

environ 15 000 gènes, répartis sur 4 paires de chromosomes.  

 

Le premier modèle publié de maladie neurodégénérative chez la drosophile implique 

l’expression ubiquitaire de la protéine prion sauvage d’hamster syrien (Raeber et al. 1995). 

Aucun phénotype n’a pu être mis en évidence dans ce modèle, ni de PrP résistante à la PK. 

L’absence de phénotype peut s’expliquer par le promoteur d’expression de la PrPc qui était la 

protéine de choc thermique Hsp70. Ainsi les drosophiles étaient soumises à des chocs 

thermiques pour stimuler l’expression de la PrPc, mais elles exprimaient alors également la 

Hsp70, qui a par la suite été décrite comme protéine chaperonne, capable de prévenir le 

mauvais repliement et l’agrégation des protéines (pour revue (Laskowska, Matuszewska, and 

Kuczyńska-Wiśnik 2010)). 

Le premier modèle de drosophile de maladie à prions montrant des signes 

caractéristiques de neurodégénérescence (atteinte locomotrice, survie diminuée, vacuolisation 

et corps d’inclusions de PrP dans le système nerveux) a été réalisé en 2006 (Gavin et al. 

2006). Une PrP murine portant la mutation P101L, (correspondant à la mutation P102L 

humaine, responsable d’un GSS) est exprimée dans ce modèle mais ne permet pas la détection 

de PrP résistante à la PK.  
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Une série d’études a ensuite été menée en utilisant un modèle de drosophiles 

transgéniques exprimant la PrP ovine (variants ARQ ou VRQ). L’expression de ces PrP suffit 

à induire un phénotype (atteinte locomotrice et survie diminuée) (Thackray, Muhammad, 

Zhang, Di, et al. 2012). Ce modèle semble pouvoir subir une infection, effectivement, lorsque 

les larves de mouches exprimant la PrP ovine ARQ sont exposées oralement à des 

homogénats de cerveaux de tremblante, la progression de la maladie est accélérée et l’on 

retrouve une accumulation de PrPsc dans le cerveau (Figure 15) (Thackray, Muhammad, 

Zhang, Denyer, et al. 2012). La toxicité induite chez ces mouches semble être transmissible à 

une nouvelle génération de drosophiles transgéniques, par exposition de cette nouvelle 

génération à des homogénats de têtes de drosophiles infectées (Thackray et al. 2014). Les 

drosophiles transgéniques semblent être relativement sensibles à l’infection car une réponse 

neurotoxique a été observée après exposition à des dilutions d’homogénats de cerveaux de 

tremblante allant de 10
-2

 à 10
-10

 (Thackray, Andreoletti, and Bujdoso 2016). De façon très 

intéressante les mouches exposées à des plasmas ovins de tremblante en phase préclinique 

montrent une réponse neurotoxique, qui est transmissible par exposition d’homogénats de 

leurs cerveaux à d’autres drosophiles transgéniques (Thackray, Andreoletti, and Bujdoso 

2016).  

 

Figure 15 : Accumulation de PrPsc dans le cerveau de drosophiles 

Cerveaux de drosophiles transgéniques exprimant la PrPc ovine ayant été (e) ou non (d) 

exposées à des homogénats de tremblante. Détection à l’aide de l’anticorps 2G11, 

échelle=50µM (Thackray, Muhammad, Zhang, Denyer, et al. 2012). 

3. Modèles in vivo murins 

L’étude de la propagation des prions in vivo est très généralement réalisée à l’aide 

d’hamsters ou de souris. Ceci s’explique par leur facilité d’entretien mais aussi car ces 
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animaux présentent des temps d’incubation relativement courts et permettent de caractériser et 

différencier les souches de prions. Bien que les hamsters peuvent avoir des périodes 

d’incubation plus courtes (Kimberlin and Walker 1977), les souris sont souvent préférées, 

notamment grâce à l’existence de nombreux outils permettant de manipuler leur génome.  

Les modèles murins disponibles pour l’étude des maladies à prions sont certainement 

supérieurs à ceux existants pour les autres maladies neurodégénératives. En effet, les animaux 

infectés développent une authentique pathologie, regroupant toutes les caractéristiques 

neuropathologiques et biochimiques des maladies humaines ou animales.  

 

Le pouvoir infectieux des prions est un avantage dans les modèles in vivo, les animaux 

sont facilement inoculables. Le test typique est l’inoculation intracérébrale de souris sauvages 

(WT) à l’aide d’un échantillon infectieux adapté à la souris (Chandler 1961). Les animaux 

vont, après une période d’incubation dépendante de la souche et de la dose, progressivement 

développer des signes cliniques caractéristiques d’une maladie neurodégénérative et vont finir 

par succomber à la maladie. Cet essai est particulièrement robuste, si le titre infectieux de 

l’échantillon utilisé est suffisamment élevé, il apparaît que 100% des souris inoculées vont 

déclarer une pathologie. De plus l’observation des cerveaux de ces animaux inoculés permet 

l’observation des caractéristiques neuropathologiques des ESST (spongiose, dépôts de PrPsc 

et gliose astrocytaire). D’autres voies d’inoculation sont possibles, notamment au niveau 

périphérique, même si dans ces cas les périodes d’incubation observées sont généralement 

plus longues. 

Ces essais réalisés sur souris WT permettent de quantifier le niveau d’infectiosité, ou 

titre infectieux, des échantillons utilisés. Des séries de dilutions d’un même échantillon sont 

inoculées à différents groupes de souris et le titre infectieux est déterminé par la méthode de 

Spearman-Karber.  

 Ces essais, bien que très utiles et fiables, présentent toutefois quelques défauts. 

Premièrement, les temps d’incubation restent relativement longs et ces expériences 

consomment alors beaucoup de temps. Pour y remédier, certains utilisent des souris 

transgéniques surexprimant la protéine prion, ce qui accélère le processus de la maladie. Le 

temps d’incubation chez ces animaux peut être réduit de 50 à 60 jours (Carlson et al. 1994). 

Une autre lignée transgénique permet de réduire le temps nécessaire au diagnostic, sans 

utiliser la surexpression de la PrPc mais l’imagerie bioluminescente. Les souris expriment la 

luciférase de Photinus pyralis (luciole) sous le contrôle du promoteur de la protéine acide 

fibrillaire gliale (GFAP). Au cours du développement de la maladie, elles montrent une 
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augmentation d’un signal bioluminescent au niveau du cerveau. Ce signal peut être détecté 60 

jours après l’inoculation, soit moitié moins de temps que nécessaire pour l’apparition des 

signes cliniques (Tamguney et al. 2009).  

Un autre défaut non négligeable est que ce test n’est valable que pour des souches 

préalablement adaptées à la souris à cause de l’effet de la barrière d’espèce (Pattison 1965; 

Tateishi et al. 1996). Le simple fait d’utiliser des souris transgéniques exprimant le gène de la 

PrPc correspondant à la souche à étudier permet la transmission de la maladie. Ainsi les 

lignées transgéniques exprimant le gène humain sont sensibles à des souches de MCJ (Telling 

et al. 1994; Telling et al. 1995). De la même façon les lignées transgéniques exprimant la 

PrPc ovine sont sensibles aux souches de tremblante et les lignées exprimant le gène bovin 

sont sensibles aux souches d’ESB (Vilotte et al. 2001; Scott et al. 1997; Buschmann et al. 

2000). Pour que la transmission de la maladie soit possible dans ces lignées transgéniques, le 

gène murin Prnp doit être retiré car il apparaît que la présence de la PrPc murine interfère 

dans le processus de conversion (Telling et al. 1995).  

Ces modèles transgéniques sont d’un intérêt particulier pour étudier les souches 

humaines et tout particulièrement pour l’investigation de nouvelles thérapeutiques efficaces 

vis-à-vis de ces souches. En effet il a été observé que l’efficacité des traitements anti prion est 

particulièrement souche spécifique (Miller-Vedam and Ghaemmaghami 2013). Ainsi, des 

composés permettant l’allongement du temps de survie de souris transgéniques inoculées par 

une souche de tremblante adaptée à la souris se retrouvent sans effet sur des souris 

transgéniques infectées par des souches humaines de MCJ (Berry et al. 2013). Ces lignées 

transgéniques exprimant la PrPc humaine sont donc impérativement nécessaires à l’évaluation 

de thérapies efficaces sur les souches humaines. 

 

La majorité des maladies à prions sont d’origines sporadique ou génétique. Dans ces 

cas, la maladie se développe spontanément en l’absence de source exogène de PrPsc. Afin de 

mimer cette physiopathologie, des lignées murines transgéniques ont été créées, exprimant 

une PrP humaine portant une mutation liée à une maladie à prion génétique. Les résultats sont 

assez décevants puisqu’aucun changement neuropathologique n’a pu être observé dans de 

nombreuses lignées, et ce malgré une surexpression de la PrP mutée (Telling, Haga, et al. 

1996; Asante et al. 2009; Asante et al. 2013). 

La mutation la plus étudiée chez les souris transgéniques est la mutation P102L, 

responsable d’un GSS. La lignée murine surexprimant la PrP murine portant la mutation 

correspondante (P101L) développe une maladie spontanée, avec des dépôts de PrP au niveau 
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du cerveau (Telling, Haga, et al. 1996; Hsiao et al. 1990; Nazor et al. 2005). Les lignées 

transgéniques exprimant la même protéine, mais à un niveau physiologique, ne développent 

pas de maladie, ce qui suggère que la surexpression est requise pour que la pathologie puisse 

apparaître durant le temps de vie normal d’une souris (Nazor et al. 2005). De plus il est 

intéressant de noter que la lignée surexprimant la PrP humaine portant la mutation P102L ne 

développe pas de maladie spontanée alors que la lignée surexprimant la PrP bovine portant la 

mutation correspondante montre une pathologie (Asante et al. 2009; Torres et al. 2013). Ceci 

suggère que les autres résidus de la protéine prion sont importants dans le déclenchement d’un 

phénotype pathologique chez la souris. 

L’équipe de Susan Lindquist a aussi développé deux modèles murins de maladie à 

prions génétique. Ces lignées ont été créées grâce à la technique du « knock-in » et expriment 

soit une mutation responsable de l’Insomnie Fatale Familiale (D177N), soit une mutation 

responsable d’une MCJ génétique (E200K) (Jackson et al. 2009; Jackson et al. 2013). Les 

animaux porteurs des mutations développent tardivement mais spontanément une maladie à 

prions et, de façon particulièrement intéressante, les phénotypes et les lésions 

neuropathologiques observés ressemblent à ceux observés chez l’Homme. De plus ces 

maladies sont expérimentalement transmissibles à des souris sauvages. Ces lignées sont donc 

capables de développer une maladie spontanée sans surexpression de PrP, et les 

caractéristiques des maladies humaines, spécifiques de chaque mutation, sont retrouvées chez 

ces animaux. Ces modèles sont donc d’un intérêt particulier pour étudier ces maladies 

génétiques ainsi que des potentiels traitements spécifiques à ces mutations. 
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IV/ La protéine tau et les tauopathies 

1. La protéine tau 

La protéine tau (de l’anglais tubule-associated unit) a été découverte en 1975 comme 

une protéine associée aux microtubules (Microtubule-Associated Tau-Protein ou MAPT), qui 

stimule la polymérisation de la tubuline (Weingarten et al. 1975). Les microtubules sont un 

composant essentiel du cytosquelette, ils sont impliqués dans le support structural 

(morphologie neuronale, formation axonale, …) et jouent aussi un rôle majeur dans le 

transport cellulaire. 

a. Expression et fonction 

Le gène MAPT codant pour la protéine tau est situé sur le chromosome 17 (17q21) et 

contient 16 exons (Figure 16). Les exons 4A, 6 et 8 ne sont retrouvés que dans la protéine tau 

périphérique, alors que les exons 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12 et 13 sont des exons constitutifs. 

L’épissage alternatif des exons 2, 3 et 10 est à la fois spécifique des tissus dans lesquels la 

protéine tau est exprimée mais aussi dépendant du stade développemental.  

 

Figure 16 : Représentation schématique du gène humain de tau, du transcrit humain 

primaire et des 6 isoformes de tau dans le SNC. 
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D’après Buée L et al. (Buée et al. 2000) 

Dans le cerveau adulte humain on retrouve ainsi six isoformes de la protéine tau, de 

352 à 441 acides aminés selon l’épissage alternatif. La protéine est divisée en quatre régions : 

une région N-terminale appelée domaine de projection, suivie d’une région riche en proline, 

puis la répétition de trois ou quatre motifs de liaison aux microtubules (R1 à R4), et enfin la 

région C-terminale. Chaque isoforme est alors caractérisée par la longueur du domaine N-

terminal ainsi que par la présence de 3 ou 4 motifs de répétition.  

 

La fonction principale de la protéine tau est d’établir et de maintenir un réseau 

organisé de microtubules. Elle se lie aux microtubules par sa région C-terminale qui stimule 

leur assemblage et son domaine de répétition (R3 ou R4) maintient la stabilité des 

microtubules déjà formés, pendant que ses parties N-terminale et riches en proline 

interviennent dans l’organisation parallèle et l’espacement entre les microtubules (Figure 17). 

Enfin la protéine tau est aussi impliquée dans le maintien de la structure du neurone par son 

interaction avec la membrane plasmique (Schraen-Maschke et al. 2008). 

 

 

Figure 17 : Représentation schématique des domaines fonctionnels de la plus longue 

isoforme de tau. (D’après (Buée et al. 2000)). 

 

La protéine tau interagit aussi avec des protéines motrices comme la dynésine-1 et le 

complexe dynactine/dynésine, suggérant un rôle dans la dynamique du transport axonal 

(Magnani et al. 2007). La région riche en proline est capable de se lier au domaine SH3 de 

certaines protéines kinases de la famille SRC, comme la protéine Fyn par exemple, mais aussi 

à la phospholipase C-gamma 1 ou à une sous unité de PI3K (Reynolds et al. 2008). Ces 
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interactions sont en faveur d’un rôle de la protéine tau dans la transduction de signal au 

niveau intracellulaire. 

b. La protéine tau pathogène 

Lors des tauopathies la protéine tau est retrouvée sous une forme hyperphosphorylée et 

agrégée, formant des paires de filaments hélicoïdaux (PHF). Ces structures sont le composant 

principal de différents types d’inclusions, appelées dégénérescences neurofibrillaires (DNF) 

(Figure 18). 

Plus de 80 mutations pathologiques de la protéine tau ont été décrites et il est 

intéressant de noter que la grande majorité de ces mutations se trouvent dans le domaine de 

liaison aux microtubules (G272V, N279K, ΔK280, P301L, V337M, …). L’impact observé sur 

la protéine tau est en général une diminution de son affinité pour les microtubules ainsi 

qu’une augmentation de ses propriétés d’agrégation (Hong et al. 1998). 

 

 

Figure 18 : Les dégénérescences neurofibrillaires 

A : Premières représentations de DNF par Alois Alzheimer à partir d’observations de coupes 

histologiques de cerveau. B : DNF typique en forme de flamme (flèche entière) marquée par 

l’anticorps AT8 (d’après (Duyckaerts, Delatour, and Potier 2009)). 

 

La protéine tau ayant une structure tertiaire non repliée, sa propension à s’agréger et 

former des fibres est assez contradictoire. Pourtant deux courts motifs d’hexapeptides au 

début de R2 et R3 montrent une tendance à former un feuillet β et sont essentiels pour 

l’agrégation de tau. Le motif VQIVYK au début de R3 s’est ainsi montré suffisant in vitro 

pour former des fibres composées d’assemblages de deux feuillets β étroitement entrecroisés. 

Les mutations entraînant la rupture de ce motif suppriment la tendance de la protéine tau à 
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s’agréger, en revanche, lorsque des mutations (comme ΔK280 ou P301L) renforcent la 

structure en feuillets β, l’agrégation de tau se trouve accélérée, à la fois in vitro et in vivo 

(Khlistunova et al. 2006). 

L’agrégation de tau peut aussi être accélérée en présence de cofacteurs qui compensent les 

charges répulsives positives de tau (exemple de l’héparine ou des acides nucléiques) 

(Kampers et al. 1996; Paudel and Li 1999). 

 

La protéine tau possède 85 sites potentiels de phosphorylation pour sa plus longue 

isoforme (Tableau 3). Au moins 17 sites au motif thréonine-proline ou sérine-proline sont 

d’un intérêt particulier car ils sont retrouvés anormalement phosphorylés lors de tauopathies. 

Les kinases impliquées dans la phosphorylation de tau sont les PDPK ou Proline-Directed 

Protein Kinases, et les non-PDPK (non-Proline-Directed Protein Kinases). Les PDPK 

comprennent la kinase cycline-dépendante 5 (cdk5), la Mitogen Activated Protein kinase 

(MAP), la Glycogène Synthase Kinase 3 (GSK3) ainsi que la tau-tubuline kinase. Dans les 

non-PDPK on trouve par exemple la protéine kinase Ca
2+

/calmoduline dépendante II 

(CaMKII), la protéine kinase AMP-cyclique dépendante (PKA) ou les Microtubule Affinity-

Regulating Kinases (MARKs, aussi appelées PAR1 kinases). La protéine tau peut aussi être 

phosphorylée par les tyrosines kinases comme la famille des SRC kinases qui comprend 

notamment Fyn. 

L’hyperphosphorylation observée dans les conditions pathologiques pourrait survenir 

d’un déséquilibre d’action entre les kinases et les phosphatases. En effet, la protéine 

phosphatase 2 (PPA2) est la principale phosphatase impliquée dans la déphosphorylation de 

tau et son activité a été trouvée fortement diminuée dans des cerveaux de patients atteints de 

maladie d’Alzheimer (Gong et al. 1993). Les autres phosphatases impliquées dans la 

régulation de tau sont les phosphatases PP1, PP2B, PP2C et PP5. 
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Tableau 3 : Sites de phosphorylation de tau et implication des kinases et des 

phosphatases. (Wang and Liu 2008). 
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Une phosphorylation anormale de la protéine tau sur certains sites conduit à une 

diminution de son affinité pour les microtubules, notamment lors d’une phosphorylation sur la 

sérine 262. Une hyperphosphorylation de tau peut aussi conduire à de nombreuses anomalies. 

La protéine anormalement phosphorylée pourrait subir un mauvais adressage et se retrouver 

dans les compartiments somatodendritiques plutôt que dans les axones, ce qui conduit à une 

dysfonction synaptique. La protéine tau anormalement phosphorylée (particulièrement sur la 

sérine 262 ou 356) ne sera plus reconnue par les protéasomes et ne sera donc plus dégradée 

correctement. Les changements de phosphorylation de tau semblent aussi capables d’inhiber 

ou d’engendrer de mauvaises interactions avec ses partenaires (Wang and Mandelkow 2016). 

Enfin, il est possible que la phosphorylation anormale de tau facilite son agrégation. 

Effectivement, bien qu’il semble que l’hyperphosphorylation de tau soit nécessaire pour son 

agrégation, celle-ci ne suffit pas en elle-même à obtenir des formes agrégées de tau. Ceci est 

observé dans certaines conditions in vivo lors de l’hibernation ou de l’hypothermie induite par 

anesthésie, on retrouve alors une hyperphosphorylation de tau comparable à celle trouvée 

dans la maladie d’Alzheimer, cependant aucune agrégation de tau n’est observée (Arendt et 

al. 2003; Planel et al. 2007). 

 

D’autres modifications post-traductionnelles peuvent être impliquées dans la 

physiopathologie de tau. Ainsi selon le site d’acétylation de la protéine tau (sur les résidus 

lysines) celle-ci pourrait voir sa dégradation inhibée ou bien au contraire facilitée. Une O-

GlcNAcylation de la protéine serait une protection contre une hyperphosphorylation et donc 

contre l’agrégation de tau. En revanche une N-glycosylation de tau pourrait jouer dans le 

maintien et la stabilisation des PHF (Wang, Grundke-Iqbal, and Iqbal 1996).  

Enfin d’autres modifications comme la glycation, la désamination ou l’isomérisation 

ont été retrouvées sur la protéine tau associée aux PHF mais pas sur la protéine tau normale. 

Ces modifications post-traductionnelles pourraient donc aussi jouer un rôle dans la 

physiopathologie des tauopathies (Martin, Latypova, and Terro 2011). 

2. Tauopathies 

Un certain nombre de pathologies sont regroupées sous le terme de tauopathies : ces 

maladies neurodégénératives ont en commun une agrégation et une hyperphosphorylation de 

la protéine tau, avec des inclusions de protéine tau insoluble ainsi qu’une perte neuronale. Au 
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niveau clinique les symptômes communs sont une démence souvent associée à des troubles 

moteurs (souvent une rigidité et ou une bradykinésie).  

a. Maladie d’Alzheimer 

La maladie d’Alzheimer (MA), est la cause de démence la plus fréquente. Elle associe 

une tauopathie (accumulation intraneuronale de protéine tau) à une amyloïdopathie 

(accumulation extracellulaire de peptide Aβ). Elle est généralement diagnostiquée à partir de 

65 ans bien qu’il existe des formes précoces. Le premier signe est une amnésie antérograde, 

qui s’accentue au cours de la maladie et à laquelle vont s’associer des troubles cognitifs plus 

sévères (désorientation, troubles de l’humeur, des émotions et du langage) ainsi que des 

praxies. Au niveau du SNC on observe une atrophie corticale et hippocampique. Les six 

isoformes de la protéine tau sont retrouvées impliquées dans les DNF des cerveaux des 

patients. 

De façon intéressante Heiko Braak a remarqué que la distribution des DNF dans le 

cerveau corrèle le mieux avec la durée et la sévérité de la démence (contrairement aux plaques 

amyloïdes). Ainsi les six stades de Braak (Figure 19), décrivent un profil évolutif des DNF au 

cours du temps (Braak and Braak 1991). 

 

Figure 19 : Représentation schématique de la progression spatio-temporelle des DNF 

La distribution de la DNF est représentée en violet, les intensités de couleurs correspondant à 

leurs densités. Amyg : Amygdale ; EC : Cortex entorhinal ; CA1 : aire CA1 de l’hippocampe ; 

Cg : Cortex cingulaire ; Prec : Précuneus ; 4 : Cortex primaire moteur ; 3-1-2 : Cortex primaire 

sensoriel ; 17 : Cortex primaire visuel ; 18 : Cortex associatif visuel. . 
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Les plaques amyloïdes extracellulaires, appelées aussi plaques séniles, sont constituées 

de peptides amyloïdes hydrophobes de 40 ou 42 acides aminés appelés A-40 et A-42. Il 

existe deux formes de plaques séniles : les plaques diffuses et les plaques à noyaux denses. 

Les plaques diffuses sont mal délimitées morphologiquement et ne sont pas reconnues par une 

coloration au rouge Congo ou à la thioflavine S, tous deux connus pour reconnaître les 

structures en feuillets . Ces plaques peuvent être retrouvées chez des individus sains ne 

présentant pas de déficits cognitifs, alors que les plaques denses sont généralement associées à 

la MA. Les plaques à noyau dense sont constituées d’un cœur de peptides amyloïdes prenant 

une conformation en feuillets  très insoluble, entouré par une couronne neuritique tau 

immunoréactive (Figure 20).  

 

 

Figure 20 : Plaque sénile et sa couronne de neurites dystrophiques. 

Cœur amyloïde d’une plaque sénile (flèche), entouré d’une couronne neuritique tau positive 

(têtes de flèches, anticorps AT8). (Duyckaerts, Delatour, and Potier 2009). 

 

Autour de ces plaques, la réponse inflammatoire est présente avec un recrutement et 

une activation des cellules astrocytaires (Beach and Mc Geer 1989; Itagaki et al. 1989) et 

microgliales (Rogers, Luber-Narod, and Styren 1988; Itagaki et al. 1989; Masliah et al. 1991; 

Duyckaerts, Delatour, and Potier 2009). 

Contrairement aux stades de Braak décrits plus haut, associés aux dépôts de la protéine 

tau, plusieurs études ont montré que la durée et la sévérité de la démence ne sont pas corrélées 

avec la charge amyloïde cérébrale (Arriagada et al. 1992; Hyman, Marzloff, and Arriagada 

1993; Gómez-Isla et al. 1997; Giannakopoulos et al. 2003; Ingelsson et al. 2004).  
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b. Paralysie Supranucléaire Progressive 

 La Paralysie Supranucléaire Progressive (PSP) est une des maladies 

neurodégénératives les plus communes, avec une prévalence de 5 personnes pour 100 000. 

L’âge moyen de survenue de la maladie est de 63 ans. Le premier signe clinique observé est 

une instabilité posturale, associée à une atteinte oculomotrice, qui évolue en troubles moteurs 

importants auxquels vont s’associer des troubles cognitifs. Les dégénérescences 

neurofibrillaires tau-positives sont retrouvées dans le pallidum, les noyaux sous-thalamiques 

et dans la substance noire. En plus de ces dépôts neuronaux sont retrouvés des dépôts 

insolubles de tau dans les cellules gliales, formant des touffes gliales. Tous ces dépôts sont 

majoritairement composés de tau 4R. 

c. Dégénéréscence Cortico-Basale 

 Une autre tauopathie, plus rare, partage de nombreux points communs avec la PSP. Il 

s’agit de la Dégénérescence Cortico-Basale (DCB). Son incidence est estimée à moins de 1 

cas pour 100 00 par an, la maladie survient vers 60-70 ans et dure rarement plus de 10 ans. 

Les signes cliniques associent fréquemment une bradykinésie asymétrique (souvent des 

membres supérieurs, avec le symptôme de la main étrangère ou capricieuse) avec une rigidité 

et des myoclonies. Les dépôts dans le SNC sont semblables à ceux de la PSP (dépôts 

neuronaux et gliaux, prédominance de tau 4R) mais sont différenciés par la présence de 

neurones ballonnés achromatiques et des plaques astrocytaires tau-positives. 

d. Maladie de Pick 

 La maladie de Pick (PiD) est une démence fronto-temporale décrite en 1892 par Pick 

et est cliniquement caractérisée par des troubles du comportement et une aphasie survenant 

dans la sixième ou septième décennie et pouvant progresser pendant plus de dix ans. Au 

niveau neuronal cette pathologie est caractérisée par la présence de nombreuses inclusions 

cytoplasmiques sphériques tau-positives, appelées corps de Pick. Ceux-ci sont observés dans 

les cortex frontal et temporal et particulièrement dans l’hippocampe. L’accumulation de la 

protéine tau est surtout retrouvée dans les neurones et peu dans les cellules gliales, et les 

inclusions sont ici composées majoritairement de protéine tau 3R. 
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e. Démence fronto-temporale liée au chromosome 17 

 La démence fronto-temporale liée à une mutation sur le chromosome 17 (DFTP-17) 

est une maladie neurodégénérative familiale et progressive. Les syndromes sont liés à des 

mutations de la protéine tau et les manifestations cliniques sont variées, bien que prédictibles 

selon le site de mutation sur le gène. Les signes les plus fréquents sont des troubles de la 

personnalité et du comportement, évoluant vers une aphasie non fluente qui se détériore en 

mutisme. On observe aussi des troubles moteurs incluant une bradykinésie symétrique, une 

rigidité et une instabilité posturale. Les dépôts de protéine tau peuvent être retrouvés dans les 

neurones uniquement ou à la fois dans les neurones et les cellules gliales et sont surtout 

localisés dans le télencéphale et le cervelet. 

e. Autres tauopathies 

Un certain nombre d’autres maladies sont aussi des tauopathies, comme la démence à 

grains argyrophiles qui représente 5% des démences. On retrouve, dans le SNC des patients, 

des grains et des inclusions fusiformes, colorés par imprégnation argentique (méthode de 

Gallyas), situés dans les prolongements nerveux, ainsi qu’une hyperphosphorylation de tau 

dans les neurones de la région hippocampique (Togo et al. 2002). La protéine tau retrouvée 

est sous la forme 4R. 

La démence pugilistique est une démence se développant après des traumatismes 

crâniens (démence relativement fréquente chez les boxeurs et les joueurs de foot américains). 

Des dépôts amyloïdes de peptide Aβ ainsi que des dépôts neurofibrillaires de la protéine tau 

sont observés dans le SNC, avec le même profil que les isoformes retrouvées dans la MA 

(Schmidt et al. 2001). Cette démence est souvent associée à un parkinsonisme car le locus 

niger fait partie des zones fréquemment endommagées par les chocs répétés. 

 Parmi les tauopathies on retrouve aussi des maladies plus rares comme le 

parkinsonisme atypique de Guadeloupe, avec une pathologie tau à prédominance 4R 

(Caparros-Lefebvre and Lees 2005) ; la maladie de Niemann Pick de type C, caractérisée par 

une accumulation de cholestérol non estérifié et de glycolipides (Malnar et al. 2014) ; et la 

dystrophie myotonique de Steinert, où l’accumulation de tau serait due à un mauvais épissage 

de cette protéine (Caillet-Boudin et al. 2014). 
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f. Maladies à prions 

 Certaines maladies à prions sont associées à une tauopathie neurofibrillaire. C’est le 

cas notamment du syndrome de Gerstmann-Straüssler-Scheinker (GSS), maladie due à 

plusieurs mutations du gène de la PrP (P102L, A117V, F198S, E211D, Y218N et Q217R) 

(Hsiao et al. 1992; Tranchant et al. 1997; Ishizawa et al. 2002; Alzualde et al. 2010; Peoc'h et 

al. 2012). Dans cette pathologie l’observation du SNC montre que les dépôts de PrPsc 

forment des plaques amyloïdes multicentriques et sont associés à de la protéine tau 

hyperphosphorylée (Ghetti et al. 1989; Ghetti et al. 1994; Ghetti et al. 1995; Ghetti et al. 

1996). 

 Une tauopathie est aussi observée dans les cas de vMCJ, pathologie caractérisée par 

des dépôts de PrP sous la forme de plaques florides. Les études de différents cas de vMCJ 

décrivent de nombreux marquages phospho-tau positifs au niveau des neurites, le plus 

souvent autour des plaques (Figure 21), mais aussi péri-vacuolaires ainsi que quelques rares 

neurones positifs (Giaccone et al. 2008; Reiniger et al. 2011). Au contraire de ce qui est 

observé dans la MA, il n’est pas possible de détecter de protéine tau hyperphosphorylée 

insoluble ni de DNF dans la vMCJ.  

 

Figure 21 : Plaque amyloïde et marquage tau-positif dans le cerveau d’un patient vMCJ. 

La même section du cortex cérébral d’un cerveau de patient atteint de vMCJ a été traitée à la 

thioflavine S (a) et immunomarquée à l’aide de l’anticorps anti-tau AT8 (b) (Giaccone et al. 

2008). 

 De façon générale une tauopathie est observée dans les maladies à prions induisant des 

plaques amyloïdes. Ainsi des études récentes rapportent le même profil d’immunoréactivité 

de la protéine tau phosphorylée au niveau des neurites entourant les plaques dans des cohortes 
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de patients atteints de MCJ génétique (mutation E200K) ou de MCJ sporadique (Reiniger et 

al. 2011; Kovacs et al. 2011; Kovacs et al. 2016). 

 

 L’interaction des protéines tau et prion a été observée in vitro, concluant qu’elles 

étaient capables d’interagir entre elles (Wang et al. 2008). Cette étude montre que le domaine 

de répétition de la PrP semble essentiel à la liaison, et que les mutations de PRNP peuvent 

influer sur cette liaison. Plus récemment l’équipe de Bruce Chesebro a étudié in vivo la 

progression d’une pathologie prion amyloïde en infectant des souris exprimant ou non la 

protéine tau humaine (Race et al. 2016). Les résultats montrent une détection abondante de la 

protéine humaine tau phosphorylée, associée aux dépôts de PrPsc, en revanche l’expression 

ou non de la protéine tau n’a pas d’influence négative sur le temps de survie des animaux.  

Bien qu’une relation entre ces deux protéines ait été décrite, les voies de signalisation 

impliquées, les assemblages spécifiques et les mécanismes qui engendrent une tauopathie en 

présence de PrPsc restent inconnus. 

 

 On peut aussi noter que la détection de la protéine tau dans le LCR est utile pour le 

diagnostic des maladies à prions. En effet, les niveaux de détection de la protéine 14-3-3 et de 

tau totale sont parmi les marqueurs les plus sensibles pour le diagnostic des MCJ sporadiques 

(Zanusso et al. 2011). L’association de l’augmentation de tau totale et du ration tau totale/tau-

phospho a une forte spécificité pour la MCJ sporadique et facilite le diagnostic différentiel 

avec la MA (dans laquelle les niveaux de phospho-tau sont augmentés) (Skillback et al. 

2014). Enfin, selon une étude réalisée sur des patients portant la mutation E200K, il 

semblerait que le niveau de tau totale mesurée dans le LCR serait en corrélation avec la 

sévérité de la maladie et de l’avancement du déclin cognitif (Cohen et al. 2015). 

L’évaluation du niveau de phospho-tau dans le LCR telle qu’elle est effectuée 

aujourd’hui (épitope pT181) ne semble ni sensible ni spécifique pour le diagnostic des ESST, 

mais on peut imaginer que des mesures utilisant d’autres épitopes soient plus pertinentes 

(Kovacs et al. 2016). 

 



68 

 

V/ Approche thérapeutique dans les maladies à prions 

 A ce jour, aucun traitement de référence n’existe dans la thérapeutique des maladies à 

prions. Ce domaine de recherche reste complexe, car comme pour l’ensemble des maladies du 

SNC, les molécules candidates doivent être capables de passer la barrière hémato-

encéphalique (BHE), et se retrouver en concentration efficace au niveau du cerveau. De plus, 

ces traitements étant administrés pour une relativement longue durée, les molécules doivent 

être bien tolérées d’une façon générale et avoir une toxicité intrinsèque la plus faible possible. 

Une autre difficulté commune aux maladies à dépôts de protéines est de pouvoir trouver un 

traitement efficace alors que les signes cliniques sont déjà déclarés et que les lésions au 

niveau du SNC sont constituées. 

L’accumulation de protéines mal conformées est un phénomène commun à de 

nombreuses pathologies neurodégénératives (pour revue (Carrell and Lomas 1997)), ainsi il 

est possible qu’une approche efficace dans les maladies à prions puisse ouvrir des pistes de 

recherches dans le traitement d’autres neuropathologies (et inversement). L’avantage de la 

recherche thérapeutique dans les ESST est d’avoir des mesures claires et non ambigües du 

résultat dans les modèles expérimentaux qui reproduisent la pathologie in toto. 

 

Plusieurs molécules de classes thérapeutiques très différentes ont déjà été évaluées 

dans les maladies à prions. En effet, les premières tentatives de traitement ont été réalisés avec 

des antiviraux (amantadine, aciclovir, …), lorsqu’il n’était pas encore clairement admis que 

l’agent responsable était une protéine. Ensuite une des approches la plus utilisée a été de 

cibler la PrP afin de limiter sa conversion. Pour cela des modèles permettant un criblage à 

haut débit ont permis de sélectionner non seulement des composés résultants d’études de 

conception mais aussi de nombreuses molécules déjà utilisées chez l’Homme pour d’autres 

affections. Le repositionnement de molécules possède en effet un avantage certain : ces 

thérapies étant déjà utilisées chez l’Homme, leurs pharmacocinétiques (passage de la BHE) et 

leurs tolérances sont déjà bien connues. De plus, en cas d’efficacité certaine dans les modèles 

in vitro et in vivo, ces molécules peuvent être rapidement disponibles pour une évaluation 

clinique. 

 

 Plusieurs molécules ont déjà été testées dans ce domaine, avec plus ou moins 

d’efficacité. Plusieurs stratégies d’attaques sont possibles :  
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i) intervenir dans la conversion de la PrPc en PrPsc, en interagissant directement 

avec une des formes de la PrP ou bien avec un des cofacteurs de la conversion ;  

ii) diminuer la quantité de PrPc disponible, soit en diminuant son expression ou sa 

présentation à la membrane cellulaire ou bien en augmentant sa dégradation ;  

iii) augmenter la dégradation de la PrPsc ; iiii) agir sur les conséquences en aval du 

processus de conversion. 

1. Inhibition de la conversion 

Après avoir observé que les protéoglycanes à héparane sulfate (HSPG) endogènes 

étaient liés aux dépôts de PrPsc dans les ESST (Snow et al. 1989), l’effet anti-prion de 

polyanions sulfatés a été évalué. Ces composés, incluant le pentosan polysulfate (PPS) et les 

héparanes mimétiques, montrent une inhibition de la propagation de la PrPsc et/ou une 

diminution de l’accumulation de PrPsc dans des cultures cellulaires infectées et permettent un 

allongement de la période d’incubation chez des rongeurs inoculés par voie périphérique par 

des souches de  tremblantes (Ehlers and Diringer 1984; Diringer and Ehlers 1991; Ladogana 

et al. 1992; Caughey and Raymond 1993; Adjou et al. 2003; Larramendy-Gozalo et al. 2007). 

Le PPS a aussi été étudié chez des souris inoculées intracérébralement par une souche de 

tremblante, le traitement par perfusion intraventriculaire continue pendant quatre semaines de 

PPS permettait un allongement significatif du temps de survie (Doh-ura et al. 2004).Le 

mécanisme d’action le plus probable est que ces composés rentrent en compétition avec les 

HSPG endogènes pour lier la PrPc, la rendant non disponible pour la conversion en PrPsc.  

Ces résultats prometteurs, notamment pour le PPS, ont abouti à son administration 

chez l’Homme. Le traitement au PPS se fait par perfusion intraventriculaire continue, la 

molécule étant incapable de franchir la BHE. L’administration chez les patients semble avoir 

un effet bénéfique sur la survie dans quelques cas de vMCJ, mais ne permet pas d’améliorer 

les déficits déjà installés ni d’empêcher l’évolution vers une atrophie cérébrale majeure (Todd 

et al. 2005; Whittle, Knight, and Will 2006; Parry et al. 2007; Tsuboi, Doh-Ura, and Yamada 

2009; Terada et al. 2010). Toutefois, la difficulté à mettre en place ces traitements et les effets 

secondaires graves qu’ils peuvent entraîner (épanchement sous dural et saignements 

intraventriculaires) ne permettent pas d’envisager une utilisation systématique du PPS. 

 

 Notons que le rouge Congo (RC), un colorant utilisé notamment en histopathologie 

comme marqueur des dépôts amyloïdes, a un mécanisme d’action similaire aux HSPG. Le 
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traitement de cultures infectées par la tremblante entraîne jusqu’à 90% de diminution de 

l’accumulation de PrPsc (Caughey and Race 1992; Caughey and Raymond 1993; Cronier et 

al. 2007). De la même façon son évaluation in vivo montre un allongement du temps de 

survie, et cet effet bénéfique est d’autant plus marqué que le traitement est proche du moment 

de l’infection (Ingrosso, Ladogana, and Pocchiari 1995; Poli et al. 2004). Néanmoins cette 

molécule est toxique et ne passe pas la BHE, ce qui ne permet pas son administration en 

clinique humaine. 

 

 Une autre stratégie pour inhiber la conversion de la PrPc en PrPsc est l’utilisation 

d’anticorps anti-PrPc. Effectivement la formation du complexe anticorps-PrPc empêche la 

transconformation de cette dernière. L’utilisation in vitro d’anticorps sur des cultures de 

cellules infectées par la tremblante entraîne une réduction significative de PrPsc (Enari, 

Flechsig, and Weissmann 2001; Peretz, Williamson, et al. 2001; Beringue et al. 2004; Griffin 

and Cashman 2005; Buchholz et al. 2006). Les anticorps entiers tels qu’ils sont synthétisés ne 

sont pas capables de passer la BHE, c’est pourquoi des anticorps modifiés ou des fragments 

d’anticorps ont été développés, ce qui permettrait une administration non invasive 

(Padiolleau-Lefevre et al. 2007; Jones et al. 2010). Les évaluations in vivo d’anticorps chez 

des souris infectées par la tremblante montrent une diminution de la PrPsc au niveau 

périphérique ainsi qu’un allongement du temps de survie (White et al. 2003). Une étude 

utilisant l’administration interventriculaire d’anticorps montre un retard de l’apparition de la 

maladie, une augmentation de la survie et une diminution des lésions neuropathologiques, de 

plus la progression de la maladie peut même être ralentie lorsque le traitement est initié 

tardivement (120 jours après l’inoculation) (Song et al. 2008). 

L’immunothérapie serait donc une piste intéressante pour le traitement des ESST, 

surtout dans les maladies génétiques où l’on connaît la séquence de la PrP et pour lesquelles 

des anticorps contre des épitopes particuliers peuvent être spécialement sélectionnés (pour 

revue (Cardinale and Biocca 2013)). Le plus gros challenge de ces thérapies est l’innocuité, 

d’autant plus que l’agent visé est une protéine de l’hôte.  

 

Un autre groupe de composés montrant des effets anti-prion sont les peptides 

synthétiques. Ces peptides ont démontré une interaction directe avec la PrPc, en formant des 

complexes (Kaneko, Wille, et al. 1997). D’autres études ont montré que des peptides 

synthétiques de la partie centrale de la PrP (PrP106-136 et PrP109-141 notamment) étaient 
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capables d’inhiber in vitro la conversion acellulaire de la PrPc (Chabry, Caughey, and 

Chesebro 1998). 

D’autres peptides synthétiques dits peptides briseurs de feuillets β (BsBp) ont aussi été 

étudiés. Ces peptides ont été spécifiquement conçus pour interagir avec la PrPc afin de 

prévenir sa transconformation en feuillets β mais aussi pour désorganiser les feuillets β déjà 

formés (Soto 1999; Soto et al. 2000). Les BsBp montrent une homologie partielle avec le 

fragment de la PrPc impliqué dans le repliement anormal, mais contient un résidu proline 

dans une structure en feuillet β, or ce résidu est incapable de soutenir une telle structure (Li et 

al. 1996). L’incubation in vitro de PrPsc avec le BsBp iPrP13 induit une diminution de la 

résistance à la protéinase K de la PrPsc (Soto et al. 2000). Le pré-traitement d’inoculum avec 

ce même peptide entraîne une augmentation du temps d’incubation chez les souris inoculées, 

ce pré-traitement permettrait une diminution de 90 à 95% de l’infectiosité et serait dose-

dépendant (Soto et al. 2000). 

 

Plusieurs études se sont intéressées à un effet de type dominant négatif. Effectivement 

nous avons pu voir que certains polymorphismes de la PrPc ne formaient pas de PrPsc, et 

conférent une résistance à l’infection (Kaneko, Zulianello, et al. 1997). Des mutants de la 

PrPc contenant ces épitopes dominants négatifs ont été exprimés in vitro dans des modèles 

cellulaires ainsi que in vivo, et ont montré qu’ils étaient incapables de propager l’infection 

tout en prévenant la conversion de la PrPc endogène (Kaneko, Zulianello, et al. 1997; Perrier 

et al. 2002). L’équipe de Véronique Perrier s’est ensuite intéressée à des composés qui 

seraient capables de se lier à ces épitopes et ainsi inhiber la conversion de la PrPc sans 

ingénierie génétique (Perrier et al. 2000). Cette stratégie est bénéfique puisque le traitement 

inhibe la formation de PrPsc dans des cultures cellulaires nouvellement infectées et rend la 

PrPsc indétectable dans des cellules chroniquement infectées.  

Une approche complémentaire dans l’utilisation de l’effet dominant négatif est 

l’apport exogène de mutants PrP dominants négatifs. Les cultures de cellules chroniquement 

infectées bénéficiant d’un traitement par peptides recombinants dominants négatifs ou bien de 

l’administration de lentivirus codant pour des mutants dominants négatifs montrent une 

diminution voire une inhibition complète de la formation de PrPsc (Crozet et al. 2004; 

Kishida et al. 2004). L’injection de lentivirus codants pour des mutants dominants négatifs a 

aussi été réalisée in vivo dans un modèle de souris (C57Bl/6J) infectées par la tremblante 

(ME7) (Toupet et al. 2008). Il apparaît qu’une seule injection de lentivirus à 105jours post 

infection permet d’augmenter la survie. La survie est d’autant plus augmentée que l’injection 
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est précoce, toutefois les niveaux de PrPsc des animaux traités ou contrôles sont semblables 

au stade terminal, montrant que l’expression d’un mutant dominant négatif à l’aide de 

lentivirus n’est pas stoechiométriquement suffisant pour inhiber complétement la formation 

de PrPsc. 

 

Une série de composés a été découverte à l’aide d’un test ELISA à haut débit, en 

sélectionnant les molécules diminuant significativement l’accumulation de PrPsc dans une 

lignée N2a chroniquement infectée par la souche RML (ScN2a) (Ghaemmaghami et al. 2010; 

Wagner et al. 2013; Berry et al. 2013; Giles et al. 2015; Giles et al. 2016). Ces molécules sont 

capables de doubler le temps de survie de souris infectées par la souche RML. Notons 

toutefois que ces résultats impressionnants $résultent de traitements initiés dès le jour de 

l’inoculation et allant jusqu’à 200mg/kg/j (Giles et al. 2016). Ces composés agiraient en 

interagissant directement avec la PrPsc, ce qui leur confère une grande spécificité de souche. 

Ainsi leur évaluation in vivo sur les souches humaines n’a à ce jour montré aucune efficacité. 

 

Un intérêt tout particulier a été porté aux antibiotiques tétracycliques tels que la 

tétracycline et la doxycycline. En effet ces molécules ont démontré un fort pouvoir anti-prion, 

in vitro en inhibant la formation de fibrilles, en diminuant le titre infectieux de tissus infectés 

et en rétablissant la sensibilité de la PrPsc aux protéases (Tagliavini et al. 2000; Forloni et al. 

2002). Les cyclines sont aussi capables d’inhiber la perte neuronale et la prolifération gliale 

induites in vitro par le peptide 106-126 de la PrP (Tagliavini et al. 2000). L’administration de 

cyclines à des hamsters infectés par la souche de tremblante 263K allonge le temps de survie, 

de façon différente selon le composé et la voie d’administration (De Luigi et al. 2008). 

 Ces résultats très encourageants ont abouti à des essais compassionnels non contrôlés, 

en Italie et en Allemagne. La comparaison de la survie des patients traités avec la doxycycline 

versus des patients non traités, appariée pour l’âge et le codon 129, montre un doublement 

significatif de la survie (Tagliavini 2008; Ponto and Zerr 2013). Ces données positives ont 

permis la mise en place d’un essai clinique européen, randomisé et en double aveugle 

(doxycyline 100mg per os, vs placebo), appelé Doxyprions. Les résultats de cet essai ont été 

décevants, aucune différence de temps de survie n’ayant pu être démontrée (Haïk et al. 2014). 

En compilant les résultats de l’essai européen avec des données d’essais observationnels, 

l’équipe allemande permet de mettre en avant une légère amélioration du temps de survie, 

chez les patients MM, due au traitement par la doxycycline (Varges et al. 2016).  
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L’effet de la doxycyline n’ayant pas encore été évaluée in vivo sur des souches 

humaines, nous ne pouvons pas conclure si les résultats de l’essai Doxyprions sont dus à une 

efficacité moindre de la doxycycline vis-à-vis des souches humaines, ou bien à un sous 

dosage de la doxycyline per os. 

La doxycycline est actuellement évaluée dans un essai clinique chez des patients 

asymptomatiques porteurs de mutations responsables de l’IFF (doxycyline 100mg per os, vs 

placebo) (EudraCT 2010-022233-28). 

2. Diminution de la PrPc disponible à la conversion 

Une des approches thérapeutiques est de diminuer la quantité de PrPc disponible à la 

conversion afin de limiter la propagation de la maladie. La quinacrine est une molécule 

utilisée dans le traitement de la malaria. Ses propriétés lysosomotropiques ont attiré 

l’attention car les lysosomes seraient un des sites de conversion de la PrPc en PrPsc (Caughey 

et al. 1991; Magalhaes et al. 2005). Une autre étude a montré que la quinacrine était aussi 

capable de lier de façon non spécifique à la PrPc (Kamatari et al. 2013). In vitro cette 

molécule est effectivement capable de diminuer l’accumulation de PrPsc en inhibant sa 

formation (Doh-ura, Iwaki, and Caughey 2000; Barret et al. 2003). Bien que la quinacrine 

puisse passer la BHE, ses effets in vivo sont très limités voire inexistants (Collins et al. 2002; 

Barret et al. 2003). Cette molécule étant déjà sur le marché pour une autre pathologie, elle a 

rapidement été utilisée chez l’Homme, mais cette fois encore les résultats obtenus ne montrent 

pas d’effets bénéfiques au niveau de la clinique et du temps de survie (Furukawa et al. 2002; 

Nakajima et al. 2004; Haïk et al. 2004; Collinge et al. 2009; Geschwind et al. 2013). 

La quinacrine a aussi été utilisée en association avec la chlorpromazine, un inhibiteur 

de phospholipase A2. Même si ces deux molécules ont montré une inhibition de la formation 

de PrPsc dans des cultures infectées (Korth et al. 2001), leur utilisation en clinique ne permet 

pas une amélioration des symptômes ni de la survie (Benito-León 2004; Martinez-Lage et al. 

2005). 

 

L’amphotéricine B est un antifongique, capable d’interagir avec le cholestérol pour 

rompre les membranes cellulaires. Il permettrait donc une diminution de la présentation de la 

PrPc à la membrane cellulaire. Cet antifongique, ou son analogue moins toxique (MS-8209), 

est capable de bloquer la formation de PrPsc in vitro (Mangé et al. 2000) et permet d’allonger 

les temps d’incubation, en diminuant l’accumulation de PrPsc au niveau du SNC, et de 
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retarder l’apparition des signes cliniques, lors de son évaluation sur des souches ovines ou 

bovines (Pocchiari, Schmittinger, and Masullo 1987; Xi et al. 1992; Adjou et al. 1997; Adjou 

et al. 2000). Certaines études ont même montré un allongement du temps de survie chez des 

hamsters infectés par des souches de tremblantes (Adjou et al. 1995; Demaimay et al. 1997; 

Demaimay, Race, and Chesebro 1999). La seule évaluation en clinique humaine de 

l’amphotéricine B, portant sur deux patients, n’a pas apporté d’éléments en faveur d’une 

quelconque efficacité (Masullo et al. 1992). 

 

D’autres composés agissant au niveau du cholestérol de la membrane sont les 

antidépresseurs tricycliques, comme la désipramine. Son effet in vitro sur des cellules ScN2a 

est une diminution de l’accumulation de PrPsc (Klingenstein et al. 2006). Les auteurs ont 

aussi synthétisé un nouveau composé, le quinapyramine, fusion de la quinacrine et de la 

désipramine. Ce composé a un effet bénéfique synergique. De façon intéressante cet effet est 

encore amélioré lors de l’administration conjointe de simvastatine, un inhibiteur de la HMG-

CoA réductase, réduisant la biosynthèse de cholestérol et ralentissant ainsi la réorganisation 

des membranes lipidiques. 

 

Plus récemment l’équipe de Benoit Schneider s’est intéressée à l’action de TACE 

(tumor necrosis factor-α-converting enzyme, aussi appelée ADAM 17) sur la présentation de 

la PrPc à la membrane. En effet, en condition physiologique TACE est située à la membrane 

cellulaire et permet le clivage α de la PrPc, libérant la PrPc soluble, qui n’est alors plus 

disponible à la membrane cellulaire. En revanche, en contexte infectieux la kinase PDK1 est 

suractivée et entraîne l’internalisation de TACE, la PrPc membranaire n’est alors plus clivée 

et est disponible pour la conversion (Figure 22). De plus TACE permet aussi le clivage α du 

récepteur au TNFα, le TNFR1, ce qui permet de diminuer la sensibilité des cellules au TNFα 

qui est une cytokine impliquée dans les processus d’inflammation. L’utilisation d’un 

inhibiteur de PDK1 (appelé BX912) sur des lignées cellulaires (1C11) ou sur des cultures 

primaires de neurones en grains du cervelet infectés montre une diminution de l’accumulation 

de PrPsc (Pietri et al. 2013). L’administration de BX912 à des souris infectées par la souche 

de tremblante 22L entraîne une augmentation de la survie de ces rongeurs, une diminution des 

dépôts de PrPsc dans le SNC et une amélioration générale des lésions neuropathologiques, et 

ce bien que le traitement soit initié seulement 10 jours avant l’apparition des signes cliniques 

(soit 130 jours post infection). Son action sur des lignées cellulaires montre aussi un 

rétablissement du clivage du TNFR1. L’inhibition de PDK1 semble donc être une piste 
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thérapeutique intéressante dans les maladies à prions mais aussi dans d’autres maladies 

neurodégénératives, son administration à des modèles de MA engendrant également des effets 

bénéfiques (Pietri et al. 2013). 

 

 

Figure 22 : Implication de TACE et de PDK1 dans la physiopathologie des maladies à 

prions et de la MA. (Pietri et al. 2013) 

 

Une autre approche permettant de diminuer la quantité de PrPc disponible à la 

conversion est tout simplement l’inhibition de son expression par ARN interférent. Cette 

technique a montré de bons résultats in vitro, en inhibant la réplication en PrPsc dans des 

cultures cellulaires (Tilly et al. 2003). Certaines études ont évalué l’impact de ces ARNi in 

vivo, avec la création d’animaux transgéniques ayant intégré l’ARN interférent. Il apparaît 

que les niveaux de PrPc sont réduits non seulement chez la souris mais aussi chez des 

embryons expérimentaux de chèvres et de bovins (Pfeifer et al. 2006; Golding et al. 2006). 

Melanie White et ses collègues se sont intéressés à l’utilisation de l’ARNi comme traitement 

et non plus comme outil génétique : ils ont ainsi injecté des lentivirus contenant des ARNi à 

des souris inoculées par une souche de tremblante (White et al. 2008). Une seule injection 

dans les deux hippocampes des souris à 8 semaines post inoculation est suffisante pour 

augmenter le temps d’incubation et la survie, tout en réduisant la spongiose (et ce même au-

delà des sites d’injections). Cette approche semble donc être extrêmement intéressante, bien 
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qu’aujourd’hui l’administration ne peut se faire autrement que par injection directe au niveau 

du cerveau. 

3. Diminution de la PrPsc 

Il existe deux voies de dégradation principales dans la cellule : l’Ubiquitine 

Proteasome System (UPS) et la protéolyse lysosomale (incluant les voies de l’autophagie). Il 

a été montré que des formes agrégées et oligomerisées de protéines impliquées dans les 

maladies conformationnelles inhibent l’activité du protéasome, aussi bien dans des modèles 

cellulaires que in vivo (Kristiansen et al. 2007; Deriziotis et al. 2011; Andre and Tabrizi 2012; 

Hong, Huang, and Jiang 2014). L’altération de l’UPS entraîne une suractivation de 

l’autophagie (Korolchuk, Menzies, and Rubinsztein 2010).  

L’induction de l’autophagie par des composés divers (tréhalose, lithium ou 

rapamycine) sur des cultures infectées permet la clairance de la PrPsc et augmente le temps de 

survie dans des modèles murins infectés (Aguib et al. 2009; Heiseke et al. 2009; Cortes et al. 

2012). 

 

De façon étonnante le resvératrol, connu pour ses propriétés antioxydantes, permet 

aussi l’induction de l’autophagie. En effet il agit comme un activateur de Sirt1 (Silent 

information regulator 1) qui va alors réguler positivement l’activation de l’autophagie. Cette 

action permet de diminuer la mort neuronale engendrée par l’infection et une inhibition de la 

toxicité médiée par la PrP aussi bien en culture (Seo et al. 2012; Jeong et al. 2012; Wang et al. 

2016) que dans un modèle de C. elegans (Bizat et al. 2010). 

 

L’astemizole est un antihistaminique de seconde génération qui a été utilisé dans le 

traitement des allergies jusqu’en 1999. Il a en effet été retiré du marché pour cause d’effets 

secondaires rarissimes mais potentiellement fatals (arythmies cardiaques). Son activité anti-

prion permet d’inhiber la réplication dans des cultures de neuroblastomes par induction de 

l’autophagie (Karapetyan et al. 2013). L’administration d’astemizole à des souris inoculées 

par la souche RML, de 20 à 50 jours post inoculation, permet un rallongement significatif de 

la survie. 
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4. Diminution des conséquences neuropathologiques 

La flupirtine est un analgésique non opioïde montrant des effets neuroprotecteurs dans 

des cellules exposées à la PrP106-126 (Perovic et al. 1995; Perovic et al. 1997; Perovic et al. 

1998). Un essai clinique en double aveugle, flupirtine versus placebo, a permis de constater 

que les patients atteints de MCJ sporadique d’évolution lente présentaient un ralentissement 

du déclin cognitif (Otto et al. 2004). En revanche aucune amélioration significative de la 

survie n’a été observée.  

 

Des études récentes se sont intéressées à l’Unfolded Protein Response (UPR), 

mécanisme activé par le stress du réticulum endoplasmique lors de l’accumulation de 

protéines mal repliées (Figure 23). Son activation permet, via la voie Bip/PERK/eIF2, de 

diminuer transitoirement la synthèse protéique afin d’assurer la survie de la cellule. La 

protéine PERK a été retrouvée sous sa forme phosphorylée (active) dans des cerveaux de 

patients atteints de MA, de maladie de Parkinson ou de Sclérose Latérale Amyotrophique 

(Hoozemans et al. 2007; Hoozemans et al. 2009; Atkin et al. 2008).  

 

Figure 23 : L’Unfolded Protein Response et ses cascades d’activation.  

(Moreno et al. 2013) 
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L’administration d’un inhibiteur de PERK (GSK2606414) chez des souris infectées 

par une souche de tremblante engendre des bénéfices importants (Moreno et al. 2013). En 

effet les animaux ne montrent pas de signes cliniques dus à l’infection et on retrouve au 

niveau du cerveau des animaux une diminution des lésions de perte neuronale, de spongiose 

et d’astrocytose. En revanche le traitement n’a pas d’effet sur l’accumulation de PrPsc. 

Ce traitement a aussi été testé avec succès dans un modèle murin de démence fronto-

temporale, démontrant que l’effet protecteur d’un inhibiteur de PERK est aussi efficace vis-à-

vis d’une tauopathie (Radford et al. 2015). 

Néanmoins ces résultats très encourageants sont associés à une perte de poids 

importante et une hyperglycémie chez les animaux. En effet, les souris traitées ne montraient 

pas de signes de maladies à prions mais présentaient une perte de poids de plus de 20%, ce 

qui a conduit à leur sacrifice. Ces effets secondaires sont dus au rôle essentiel de PERK au 

niveau des cellules β des îlots de Langerhans du pancréas (Harding et al. 2000; Harding et al. 

2001). Les souris déficientes en PERK développent effectivement une hyperglycémie sévère 

dès 4 semaines de vie et leurs cellules β disparaissent progressivement par apoptose.  

Cette approche thérapeutique reste extrêmement intéressante dans le traitement des 

maladies à prions, des études supplémentaires seront nécessaires pour viser à diminuer les 

effets périphériques des inhibiteurs de PERK. 

 

Des études ont montré que de nombreux nouveaux neurones pouvaient être générés à 

partir des cellules souches neurales adultes et être intégrés dans les circuits neuronaux pré-

existants (Cameron and McKay 2001). Ces données ont suggéré que l’utilisation de cellules 

souches, par leur stimulation ou par greffe, serait un traitement possible pour les maladies 

neurodégénératives.  

Le premier essai de greffe de cellules souches neurales fœtales (NSCs), issues 

d’embryons de souris KO pour la PrP, chez des souris inoculées par une souche de tremblante 

n’a pas montré l’effet bénéfique escompté, puisqu’aucune amélioration de la survie n’a été 

observée (Brown et al. 2001). Une augmentation du nombre de neurones fonctionnels a 

toutefois été rapportée chez ces animaux greffés. Par la suite, des auteurs ayant réalisé une 

greffe de NSCs 20 jours seulement avant la phase clinique chez des souris infectées, ont pu 

observer une augmentation du temps d’incubation ainsi que de la survie (Relano-Gines et al. 

2011). Les résultats observés dépendent du moment de la greffe, puisqu’aucun effet bénéfique 

n’a été observé lorsque la greffe était réalisée après l’apparition des signes cliniques. En 
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revanche le type génétique du greffon (cellules issues de souris WT ou KO pour la PrPc) n’a 

pas d’influence sur les résultats.  

5. Autres composés 

Notons que l’utilisations des antiviraux (aciclovir, virabidine, interferon, amantadine) 

dans la thérapeutique des maladies à prions n’a pas montré d’efficacité (David, Grant, and 

Ballantyne 1984; Furlow, Whitley, and Wilmes 1982; Kovanen, Haltia, and Cantell 1980; 

Neri et al. 1984). 

 

 D’autres molécules plus inattendues ont pu montrer une efficacité anti-prion sans que 

leurs mécanisme d’action soit connu. C’est le cas notamment du curcumin, pigment prinicipal 

du curcuma, qui est un polyphénol possédant des propriétés anti cancéreuses et anti 

inflammatoires (pour revue (Kunnumakkara et al. 2016)). Son utilisation sur des cellules 

infectées engendre une diminution de l’accumulation de PrPsc en inhibant la conversion de la 

PrPc (Caughey et al. 2003). Le traitement à l’aide de doses faibles de curcumin (50mg/kg/j) 

de souris inoculées avec une souche de tremblante, à partir de 100jours post infection, montre 

un allongement significatif du temps de vie (Riemer et al. 2008). En revanche aucune 

amélioration n’a pu être mise en évidence à l’aide du traitement à hautes doses (500mg/kg/j). 

6. Conclusion 

Comme nous venons de le voir, un nombre non négligeable de composés ont été 

étudiés pour leurs effets anti-prion. Pourtant aucun n’a réussi à démontrer une efficacité en 

clinique sur les ESST humaines. Plusieurs points sont en effet questionnables dans le domaine 

de la recherche thérapeutique dans les maladies à prions. 

Tout d’abord nous avons pu voir qu’un grand nombre de molécules est évalué sur des 

souches animales, or les traitements peuvent être souches spécifiques, notamment pour les 

composés interagissant avec la PrP. Ainsi le développement de composés extrêmement 

efficaces contre la tremblante n’est à ce jour pas bénéfique pour la thérapeutique humaine. 

De plus, les essais in vivo sont souvent peu représentatifs de ce qu’il peut se passer en 

clinique humaine. En effet, les traitements expérimentaux sont souvent initiés bien avant la 

phase clinique, voire simultanés à l’infection. Une efficacité de ces composés est prometteuse 

pour les porteurs de mutation du gène PRNP, pouvant bénéficier de traitements 
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prophylactiques, mais sera moins pertinente pour la majorité des cas d’ESST humaines (MCJ 

sporadiques). 

Afin de pouvoir évaluer le plus grand nombre de composés en un temps réduit, il 

apparaît donc nécessaire de disposer d’un modèle in vitro permettant la propagation des 

souches humaines. Les molécules efficaces devront pouvoir être évaluées lors de la phase 

toxique de la maladie et non uniquement lors de la phase réplicative, afin d’extrapoler leur 

éventuelle efficacité en clinique humaine.  

Enfin, dans ce type de pathologie à évolution rapide il y a un risque de biais de 

recrutement dans les essais cliniques. En effet, le temps nécessaire à la pose du diagnostic et 

au recrutement dans l’essai peut être long et ne permet pas de recruter des patients ayant une 

évolution rapide, rendant indispensable la mise en place d’essais contrôlés.  
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OBJECTIFS 

Les objectifs de ce travail de thèse sont axés autour de l’utilisation d’un modèle de 

cultures primaires de neurones afin d’étudier deux thèmes principaux : tout d’abord une 

approche physiopathologique, en explorant la relation entre la protéine prion et les anomalies 

de la protéine tau, puis une approche thérapeutique, en recherchant des effets anti-prion de 

certains composés pharmacologiques. 

Dans la première partie nous avons étudié la toxicité induite par la présence de 

protéines PrP mutées, notamment en observant les anomalies de tau dans un modèle cellulaire 

exposé à des PrP recombinantes. En effet, les évènements moléculaires qui aboutissent à 

l’agrégation et à l’hyperphosphorylation de tau en présence de l’accumulation de protéines 

amyloïdes sont encore mal connus. Nous avons pu observer que l’exposition de cultures 

primaires corticales à des PrP recombinantes mutées induisait une hyperphosphorylation de 

tau. Nous avons pu étudier l’impact du niveau d’expression de la PrPc sur 

l’hyperphosphorylation de tau et identifier les assemblages de PrP déclenchant ces anomalies. 

Une approche pharmacologique nous a aussi permis d’identifier une voie de signalisation 

cellulaire impliquant la PrPc dans la phosphorylation anormale de la protéine tau. 

 

Dans la deuxième partie nous nous sommes intéressés à la mise au point d’un modèle 

cellulaire de réplication des souches humaines de prions, permettant une évaluation 

relativement rapide de l’efficacité de molécules anti-prion vis-à-vis de ces souches. Aucun 

traitement n’est actuellement disponible en clinique. Cela est notamment dû à l’absence de 

modèle cellulaire répliquant les prions humains de façon stable. En se basant sur notre 

système de cultures permissifs aux souches de tremblantes, et à l’aide de souris transgéniques 

surexprimant la PrPc humaine, nous avons pu développer un modèle cellulaire d’infection de 

neurones primaires permettant la réplication de différents isolats humains en passage 

primaire. Ce modèle nous a permis de tester plusieurs molécules à visée thérapeutique. Les 

effets bénéfiques de ces traitements in vitro ont été confirmés in vivo par un allongement du 

temps de survie de souris inoculées par des souches humaines et traitées par ces molécules. 
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PARTIE 1 

Introduction 

Dans cette première partie nous proposons d’aborder la question du lien entre protéine 

amyloïde et déclenchement de la pathologie tau en faisant appel à un modèle prion original. 

En effet, dans certaines maladies à prions, en plus de l’accumulation de la PrPsc il a été 

rapporté une tauopathie associée. C’est le cas notamment dans certaines formes génétiques de 

maladies à prions comme le syndrome de Gerstmann-Straüssler-Scheinker (GSS), ou bien 

chez les patients atteints de vMCJ (Ghetti et al. 1989; Giaccone et al. 2008; Reiniger et al. 

2011). La PrPsc est donc capable, dans certaines conditions, de déclencher une pathologie tau, 

sans les mécanismes impliqués soient connus. 

De plus, dans le cas de la maladie d’Alzheimer (MA), bien que 

l’hyperphosphorylation et l’agrégation de tau soient considérées comme critiques dans le 

relais de la toxicité induite par le peptide Aβ, les événements moléculaires qui sous-tendent 

les anomalies de tau en réponse à l’accumulation d’Aβ restent imparfaitement connus.  

Ce projet est notamment fondé sur des données obtenues par l’équipe chez des patients 

atteints de formes génétiques de maladies à prions et porteurs de mutations au niveau du 

codon 211 du gène PRNP (Peoc'h et al. 2012). Une des mutations (E211D), qui se manifeste 

par un GSS, est associée, à proximité des nombreuses plaques amyloïdes de PrPsc, à des 

lésions tau neurofibrillaires (couronnes neuritiques et dégénérescences neurofibrillaires) 

comparables à celles observées dans la MA. Ces dépôts de tau ne sont pas observés chez les 

patients porteurs d’une autre mutation (E211Q) et qui développent une maladie de 

Creutzfeldt-Jakob. En dynamique moléculaire, les deux substitutions ont des effets différents 

sur la conformation de la PrP. Leurs cinétiques d’agrégation sont également distinctes. Ces 

mutations de PRNP constituent donc un outil moléculaire précieux pour l’étude des 

mécanismes conduisant à la phosphorylation anormale et à l’agrégation de la protéine tau.  

Cette étude vise à caractériser l’interaction entre la PrP pathologique et les anomalies 

de tau dans des modèles cellulaires exposés à des PrP recombinantes. Les mutations E211 

nouvellement identifiées seront utilisées en exposant des cultures de neurones aux monomères 

et oligomères de PrP recombinantes E211D, E211Q et sauvage, obtenus in vitro par un 

processus de polymérisation. Les objectifs sont de déterminer si cette approche permet de 
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modéliser les effets mutation-spécifiques sur les altérations de la protéine tau observés chez 

l’Homme, de décrypter les événements moléculaires et cellulaires qui conduisent à une 

pathologie tau dans certaines maladies à prions, d’étudier l’implication du niveau 

d’expression de la PrPc dans ces phénomènes, et d’identifier les conformères de PrPsc 

responsables. Des approches pharmacologiques contribueront à l’étude des voies de 

signalisations impliquées dans la pathologie de tau et du dysfonctionnement neuronal. 

Les résultats issus de cette étude devraient contribuer à une meilleure compréhension 

des mécanismes impliqués dans la pathologie tau neurofibrillaire induite par les prions, et, au 

travers de ce paradigme, apporter un nouvel éclairage sur la relation pathologique Aβ–tau au 

cours de la maladie d’Alzheimer. 
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Résultats 

Article 1: 

Mutation-specific effect of human prion proteins on tau abnormal 

phosphorylation in neurons through a PrP- and PDK1-dependent pathway 
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Résultats complémentaires : modèle d’étude in vivo dans Caenorhabditis elegans 

Grâce à une collaboration avec le laboratoire de Brian Kraemer à Seattle, nous avons pu 

obtenir une lignée transgénique de C. elegans exprimant la protéine tau humaine sauvage 

(Kraemer et al. 2003).L’expression de tau dans cette lignée est dirigée par le promoteur aex-3, ce 

qui signifie que son expression est pan neuronale. La protéine tau sauvage est l’isoforme 4R1N, 

possédant quatre répétitions du domaine de liaison aux microtubules (4R) et un insert N-terminal 

(1N). La forme 4R1N est la plus abondante dans le cerveau humain adulte. Cette lignée exprime 

également la GFP au niveau du pharynx, ce qui permet une visualisation rapide des animaux 

ayant intégré le transgène. 

Dans notre laboratoire trois lignées ont été créées, exprimant à la fois la GFP et la PrP, 

wild-type, E211D ou E211Q. L’expression de la PrP et de la GFP est dirigée par le promoteur 

pmec-7, ciblant les neurones mécanosensibles du ver. 

Le croisement des lignées transgéniques tau et des lignées transgéniques PrP a permis 

l’obtention d’animaux co-exprimant les deux protéines d’intérêt. Les animaux montrant la 

double expression (pharynx et neurones mécanosensibles GFP positifs) ont été sélectionnés et 

leurs générations stabilisées. 

 

Les travaux impliquant la construction des lignées ainsi que leur caractérisation ont été 

effectués au laboratoire par Nicolas Bizat, Valeria Parrales, Sofian Laoues et Sébastien Normant. 

 

Figure 24 : Croisement de lignées et obtention d’animaux exprimant la protéine tau 

humaine dans tous les neurones et la PrP dans les neurones mécanosensibles. 
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Ces lignées sont d’un intérêt tout particulier puisqu’elles nous permettent d’observer, 

chez le même animal, des neurones co-exprimant les protéines tau et PrP (dans les neurones 

mécanosensibles) et des neurones jouant le rôle de contrôle interne, n’exprimant que la protéine 

tau. 

 

 Ces lignées ont été caractérisées, tout d’abord par qRT-PCR afin de sélectionner 

uniquement des lignées ayant des niveaux d’expression similaires pour les différentes 

protéines d’intérêt : GFP, tau et PrP (WT, E211D ou E211Q). 

 

 

Figure 25 : Quantification par qRT-PCR des différents gènes d’intérêt. 

Les résultats montrent la quantification de trois expériences indépendantes avec cinq 

extractions d’ARN réalisées systématiquement pour chaque lignée. 

 Une fois sélectionnées, ces lignées ont été séquencées pour le gène de la PrP et 

biochimiquement caractérisées en étudiant les profils de migration en western blot des 

différentes PrP exprimées. Les profils de migration obtenus étaient différents pour chaque 

mutation de PRNP, la PrP portant la mutation E211D présentant par exemple une bande de 

poids moléculaire plus élevée. Ces profils ne différaient pas entre les lignées exprimant la PrP 

seule ou en association avec la protéine tau. 
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Figure 26 : Profils de migration de la PrP des différentes lignées C. elegans. 

Profils éléctrophorétiques obtenus après détection de la PrP à l’aide de l’anticorps 

monoclonal anti-PrP : sha31. 

 

La résistance à la protéinase K de ces PrP exprimées dans le nématode a aussi été 

évaluée. Les échantillons d’extractions ont été soumis à une gamme de concentration de 

protéinase K avant leur analyse en western blot. Cette fois-ci encore, les profils obtenus sont 

différents selon la mutation, avec une résistance à la protéinase K plus élevée observée avec la 

PrP E211D. 

Ces différences de profils suggèrent que les PrP mutées exprimées par les nématodes 

ont des conformations différentes. 
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Figure 27 : Profils de migration après digestion à la protéinase K. 

Profils éléctrophorétiques des PrP extraites des différentes lignées ayant été soumises à 

gamme de concentration de protéinase K, de 10 à 50µg/mL.  

 

Mon travail au sein de ce projet était d’étudier les conséquences de l’expression des 

PrP mutées sur la protéine tau chez ces animaux. 

Pour cela une étude de l’expression des transgènes par immunofluorescence a été 

effectuée. Plusieurs anticorps anti tau phosphorylée ont été utilisés: AT8 (pS202/pT205); 

CP13 (pS202); PHF-1 (pS396/pS404) et enfin pS262 reconnaissant la sérine 262 

phosphorylée. 

L’étude des images obtenues par microscopie en épifluorescence montrait qu’aucune 

hyperphosphorylation de tau n’a pu être détectée à l’aide des anticorps AT8 et CP13 dans ces 

modèles. 

En revanche, un profil d’hyperphosphorylation de la protéine tau a pu être observé 

avec les anticorps PHF-1 et pS262. En effet, tandis que la phosphorylation de tau n’a pu être 

détectée dans les lignées de C. elegans n’exprimant pas la PrP, une hyperphosporylation de 

tau apparaît dans les animaux exprimant une PrP mutée.  
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Figure 28 : Immunomarquage des lignées C. elegans à l’aide de l’anticorps PHF-1. 

Les différentes lignées : tau (A), tau x PrP WT (B), tau x PrP E211D (C) et tau x PrP 

E211Q (D) ont été soumises à un immunomarquage à l’aide de l’anticorps anti tau 

phosphorylée PHF-1 (en rouge). Nous pouvons distinguer les neurones mécanosensibles 

grâce à la GFP (en vert), les noyaux sont marqués à l’aide de DAPI (en bleu). 

 

Il nous faudra réitérer les expériences afin de pouvoir quantifier le nombre de 

neurones à la fois positifs pour la PrP et pour la phosphorylation de tau afin d’éventuellement 

mettre en évidence une différence de phosphorylation de tau selon la mutation de PrP 

exprimée. 
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Discussion 

La pathologie tau est une des lésions cardinales dans le cerveau des patients atteints de 

maladie d’Alzheimer. Cette pathologie tau a également été décrite dans des formes familiales 

et infectieuses de maladies à prions humaines sans pathologie Aβ associée (Bautista et al. 

2006; Giaccone et al. 2008; Reiniger et al. 2011).  

Les objectifs de ces travaux étaient de caractériser l’impact de PrP recombinantes sur 

la physiopathologie de la protéine tau, afin de mieux caractériser la relation entre ces deux 

protéines et de déterminer quels conformères de PrP sont capables de déclencher ces 

anomalies de tau. Pour cela nous avons tiré avantage des mutations au codon 211 de la PrP 

qui ont été précédemment décrites par l’équipe (Peoc'h et al. 2012). La mutation E211D se 

manifeste par un GSS et engendre, au niveau du SNC, des lésions neurofibrillaires semblables 

à celles retrouvées dans la MA, ainsi que de nombreuses plaques amyloïdes. En revanche la 

mutation E211Q se manifeste par une maladie de Creutzfeldt-Jakob sans tauopathie associée. 

Nous avons pu observer un effet des PrP recombinantes dans les cultures primaires de 

neurones corticaux. C’est à notre connaissance la première étude montrant un effet biologique 

in vitro de PrP recombinantes mutées. Cet effet se manifeste par la formation de renflements 

neuritiques pS262 positifs, ou « neuritic beads ». L’apparition de ces renflements neuritiques 

est décrite dans de nombreuses pathologies comme l’ischémie, l’épilepsie, la maladie de 

Parkinson et la maladie d’Alzheimer (Takeuchi et al. 2005). Ces renflements seraient le reflet 

d’une toxicité ou d’une souffrance neuronale, et sont accompagnés d’une dysfonction 

mitochondriale ainsi que d’une déplétion cytosolique d’ATP (Greenwood et al. 2007). Leur 

présence est un témoin précoce de la dysfonction neuronale, notamment au niveau du 

transport, précédant la mort neuronale (Takeuchi et al. 2005). Cependant l’apparition de ces 

renflements semble être réversible et pourrait être un mécanisme de défense, leur formation 

ne mènerait donc pas systématiquement à la mort neuronale (Ikegaya et al. 2001; Greenwood 

et al. 2007). Les tests de viabilité cellulaire nous ont d’ailleurs permis de confirmer que 

l’apparition des renflements neuritiques n’était pas associée à une mort cellulaire à ces temps 

et doses d’expositions. 

Nous avons observé un important effet des PrP recombinantes mutées sur la formation 

de renflements neuritiques tau pS262 positifs. Cet anticorps marque la protéine tau 

phosphorylée au niveau de la sérine 262 dès quelques heures d’exposition. Cet épitope est un 
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des sites majeurs de la phosphorylation de tau et sa phosphorylation a un effet majeur sur la 

liaison de la protéine tau aux microtubules (Biernat et al. 1993). Son marquage est associé aux 

« pre-tangle », soit les stades précoces de la pathologie tau au cours de la MA (Augustinack et 

al. 2002; Schraen-Maschke et al. 2008). Ainsi nos observations basées sur des expositions 

relativement courtes (moins de 12h) nous ont permis de détecter une phosphorylation de tau 

sur cet épitope. Au contraire, l’anticorps AT8, marqueur des dégénérescences neurofibrillaires 

et donc des stades plus tardifs de la pathologie de tau ,ne nous a pas permis de détecter une 

phosphorylation anormale au niveau de la sérine 202 et de la thréonine 205. 

Nos résultats montrent que l’apparition de la phosphorylation anormale de tau dépend 

de la mutation portée par la PrP recombinante. En effet, l’exposition à une PrP mutée E211D 

est suffisante pour induire une phosphorylation anormale de tau, comparativement à 

l’exposition aux PrP WT et E211Q. Ceci est cohérent et corrèle parfaitement avec les données 

de neuropathologie retrouvées chez les patients porteurs de ces mutations (Peoc'h et al. 2012). 

L’apparition des renflements neuritiques tau pS262 positifs est donc mutation 

dépendant mais nous avons pu observer qu’elle était aussi dépendante du type d’assemblages 

utilisés. Effectivement, la forme oligomérique des PrP recombinantes avait un impact plus 

important sur l’hyperphosphorylation de tau. Ces résultats sont en accord avec les données 

d’une étude précédente, décrivant un effet plus marqués des oligomères que des monomères 

sur la toxicité neuronale induite in vitro et in vivo (Simoneau et al. 2007). Nous avons 

d’ailleurs confirmé que les oligomères à forte dose (200µg/mL) pendant des temps 

d’exposition longs (jusqu’à 36h) avaient un effet délétère sur la survie cellulaire dans notre 

modèle de cultures. De façon intéressante nous avons observé une dissociation entre le 

conformère induisant une plus forte toxicité (E211Q) et celui aboutissant à l’augmentation de 

phosphorylation anormale de tau (E211D). Ceci laisse suggérer que l’hyperphosphorylation 

de tau n’entraîne pas, du moins dans les stades précoces, une toxicité accrue pour les 

neurones. 

La différence observée dans les réponses provoquées par l’exposition à ces oligomères 

serait donc due à des assemblages de formes différentes selon les diverses PrP recombinantes. 

En effet, bien que les études de dichroïsme circulaire des PrP WT, E211D et E211Q montrent 

que les structures secondaires de ces PrP ont des répartitions identiques, les études de 

dynamique moléculaire et de chromatographie à exclusion stérique ont montré que la PrP 

E211D a une plus forte propension à former des oligomères de plus grande taille 
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comparativement aux PrP WT et E211Q (Peoc'h et al. 2012). Ceci serait dû à une stabilité 

moindre de la première hélice α de la PrP E211D. Nos données montrent que les oligomères 

de PrP E211D sont plus résistants à cette digestion, ce qui suggère également une différence 

de structure. L’ensemble de ces résultats est en faveur de l’accumulation, chez les patients 

atteints de GSS associé à la mutation E211D, d’assemblages spécifiques de PrP mal 

conformée, capables, une fois libérés dans l’espace extracellulaire, de déclencher chez les 

neurones environnementaux une phosphorylation anormale de la protéine tau.  

Les effets que nous avons observés sont accentués dans les lignées surexprimant la 

PrPc. L’effet des oligomères mutés de PrP serait donc partiellement dépendant du niveau 

d’expression de la PrPc. Cependant, l’exposition des cultures neuronales issues de souris KO 

pour la PrPc a aussi montré une augmentation du nombre de renflements neuritiques pS262 

positifs. Cet effet, associé à la mutation E211D, n’a pu être mis en évidence qu’à la plus forte 

concentration et au plus long temps d’exposition. Ceci suggère que la ou les voies activées 

menant à l’hyperphosphorylation de tau dans ces cultures sont des voies accessoires, 

contrairement à la voie passant par la PrPc dans les autres cultures. 

Nous avons donc pu voir que l’effet de la PrP E211D sur la phosphorylation anormale 

de tau était en partie dépendant de la PrPc. Or il a été rapporté récemment qu’une voie de 

signalisation PrPc-dépendante était impliquée aussi bien lors des maladies à prions que lors de 

la MA, c’est la voie passant par l’activation de PDK1 (Pietri et al. 2013). Nous avons donc 

choisi d’explorer cette voie en utilisant un inhibiteur de PDK1 dans les cultures exposées à 

des oligomères de PrP E211D. L’inhibition de cette kinase a entraîné une très forte 

diminution des renflements neuritiques pS262 positifs observés. La phosphorylation anormale 

de tau dans notre modèle serait donc due à une activation de la kinase PDK1 suite à 

l’interaction d’oligomères de PrP E211D avec la PrPc. La PrPc a aussi été démontrée comme 

impliquée dans la toxicité neuronale induite par Aβ en jouant le rôle de récepteur pour ce 

peptide (Lauren et al. 2009). Il est possible que l’interaction de l’Aβ avec la PrPc entraîne les 

mêmes modifications sur la phosphorylation de tau que l’interaction d’oligomères de PrP 

E211D avec la PrPc. Une étude a d’ailleurs montré que l’exposition de cultures primaires de 

neurones hippocampaux de rats à des dimères d’Aβ, extraits et purifiés à partir de cerveaux 

atteints de MA, entraînait une désorganisation des microtubules ainsi qu’une augmentation de 

la phosphorylation de tau, détectable par les anticorps pS262 et AT8 (S202/T205) (Jin et al. 

2011). Ainsi un mécanisme d’action commun entre ces deux pathologies serait l’interaction 
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d’oligomères de peptide amyloïde avec la PrPc transmembranaire, aboutissant à l’activation 

de PDK1 et la phosphorylation anormale de tau. Les deux kinases communes dans la 

phosphorylation de tau sur les épitopes S262, S202 et T205 sont les kinases GSK3β et PKA 

(cAMP-dependent protein kinase) (Wang and Liu 2008; Hanger, Anderton, and Noble 2009). 

Lorsque PDK1 est activé, il entraîne la phosphorylation de GSK3β en sérine 9, et donc son 

inactivation, par la kinase Akt (Hernandez et al. 2010). La phosphorylation anormale de tau 

suite à l’activation de PDK1 serait alors due à l’action de la PKA. En effet PDK1 sous sa 

forme active est capable de phosphoryler et donc d’activer la PKA (Cheng et al. 1998).  

L’ensemble de ces données nous a donc permis de mettre en avant l’effet assemblage 

dépendant et partiellement PrPc dépendant de peptide amyloïde sur la phosphorylation 

anormale de tau. Ces résultats sont en parfaite adéquation avec les types de lésions retrouvées 

en neuropathologie chez les patients porteurs des mutations E211. Cette étude nous a aussi 

permis de mettre en avant l’implication d’une nouvelle voie impliquée dans la 

phosphorylation anormale de tau en réponse à la présence de peptide amyloïde, passant par 

l’activation de PDK1. L’exploration et l’inhibition de cette voie dans des modèles de maladie 

à prions associée à une tauopathie ou de MA pourra permettre de mieux comprendre les 

processus lésionnels engendrés par la relation peptide amyloïde-tau. 

 

Perspectives 

Les perspectives de ce travail seront de pouvoir confirmer les effets observés in vitro 

dans un modèle in vivo à l’aide de lignées C. elegans triple transgéniques (GFP-PrP-tau). Ces 

lignées nous permettrons de cibler l’effet des mutations de PrP dans une population 

particulière de neurones et ainsi de mieux caractériser la relation PrP-tau. L’usage d’ARN 

interférents ou d’animaux déplétés en PDK1 pourrait nous permettre d’explorer la voie de 

signalisation impliquant PrPc/PDK1/tau. 

Une autre approche in vivo serait l’injection stéréotaxique d’oligomères de PrP 

recombinantes, en utilisant des lignées murines ayant des niveaux différents d’expression de 

la PrPc. Nous pourrions ainsi confirmer nos résultats obtenus in vitro, en évaluant la toxicité 

et la dysfonction neuronale induite par les différentes mutations au niveau cérébral. 
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Au niveau cellulaire, il nous faudra valider la voie de signalisation impliquant PDK1 

dans la phosphorylation de tau induite par les PrP mutées. Une attention toute particulière sera 

portée à l’étude des partenaires de PDK1, en étudiant notamment les modifications des 

kinases Akt et PKA. 

Il pourrait aussi être intéressant d’étudier l’infection de cultures neuronales primaires à 

l’aide d’homogénats de cerveaux humains atteints d’une maladie à prions associée à une 

tauopathie (vCJD par exemple, voir la deuxième partie des résultats). Nous étudierons si cette 

infection, au-delà de la propagation de l’agent infectieux, entrainerait une 

hyperphosphorylation de la protéine tau et si cette phosphorylation anormale pourrait être 

inhibée par des inhibiteurs de PDK1. 

Afin de confirmer le rôle de PDK1 dans la phosphorylation anormale de tau induite 

par l’accumulation de protéines amyloïdes dans l’espace extracellulaire, les effets de ces 

inhibiteurs pourraient être évalués dans des modèles in vitro de maladie d’Alzheimer. La 

technologie récente de cultures en trois dimensions à partir de cellules souches neurales 

humaines, portant des mutations de MA familiale sur le gène du précurseur du peptide 

amyloïde Aβ (APP) et sur le gène de la présiniline (PS1) semble un bon modèle pour évaluer 

ce traitement (Choi et al. 2014; D'Avanzo et al. 2015). En effet ce modèle in vitro permet 

l’observation à la fois d’accumulation d’Aβ avec la formation de plaques amyloïdes, mais 

aussi de hauts niveaux d’hyperphosphorylation de tau et la présence de protéine tau sous 

forme fibrillaire. L’inhibition de PDK1 ayant déjà montré des effets bénéfiques sur 

l’accumulation d’Aβ dans un modèle in vivo de MA (sans pathologie tau associée), son 

évaluation dans ce système combinant les deux caractéristiques neuropathologiques de cette 

maladie serait extrêmement intéressante. 
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PARTIE 2 

Introduction 

Comme nous avons pu le voir dans l’introduction générale, de nombreux composés 

ont été évalués pour leurs effets anti-prion mais aucun n’a à ce jour démontré une efficacité en 

clinique humaine. Une des étapes essentielles dans le développement de ces composés est de 

pouvoir tester leurs effets sur des souches humaines, dans des systèmes de criblage in vitro 

plus prédictifs que ceux utilisant des souches de tremblante par exemple.  

La première étude de cette partie thérapeutique s’est concentrée sur la mise en place 

d’un modèle cellulaire permettant la propagation d’isolats humains. Nous avons utilisé des 

cultures primaires de neurones en grains du cervelet (CGN) issus de souris sauvages C57BL/6 

ou de souris transgéniques tg650 surexprimant de la PrPc humaine, méthionine au niveau du 

codon 129, ces souris étant susceptibles à différentes souches humaines de prion (Beringue et 

al. 2008). Les CGN exprimant une PrP murine ou humaine, propageant respectivement des 

souches de tremblantes expérimentales (139A, ME7 ou 22L) ou des souches humaines (MCJ 

sporadique, vMCJ ou iMCJ) ont été utilisés pour tester l’effet des cyclines (tetra-, mino- et 

doxycycline) sur l’accumulation de PrPres dans les cultures infectées. En effet ces composés 

ont démontré à plusieurs reprise leur action anti-prion, aussi bien in vitro en diminuant les 

titres infectieux de tissus infectés ou en diminuant la toxicité induite par le peptide 106-126, 

que in vivo chez des hamsters inoculés par une souche de tremblante (Tagliavini et al. 2000; 

Forloni et al. 2002; De Luigi et al. 2008).  

Cette étude a permis:  

1) pour la première fois, de propager des isolats humains de maladie à prions 

dans un modèle cellulaire (neurones primaires, issus de souris transgéniques 

surexprimant de la PrPc humaine), sans passage préalable sur un modèle animal.  

2) de montrer que l’efficacité des cyclines vis-à-vis de ces isolats humains et 

des souches animales variait d’une cycline à l’autre et selon l’agent considéré.  
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Résultats 

Article 2 : 

Cycline Efficacy on the Propagation of Human Prions in Primary Cultured 

Neurons is Strain-Specific 

 

Samia Hannaoui, Alexianne Gougerot, Nicolas Privat, Etienne Levavasseur, Nicolas Bizat, 

Jean-Jacques Hauw, Jean-Philippe Brandel, and Stéphane Haïk 
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Conclusion article 2 : 

Cette étude démontre que notre modèle de cultures primaires semble être un outil 

pertinent pour évaluer rapidement les propriétés anti-prion de composés pharmacologiques 

pour une stratégie thérapeutique efficace chez l’Homme. Ce modèle nous a permis d’évaluer 

l’effet in vitro de la doxycycline vis-à-vis des souches humaines de prions. Les résultats 

obtenus montrent que la doxycycline est un bon candidat pour le traitement de ces maladies 

puisqu’elle est efficace dès la concentration de 1µM. L’essai clinique Doxyprions a permis la 

collecte de données concernant le dosage de la doxycycline dans les cerveaux des patients 

traités (Haïk et al. 2014). Il apparaît que la doxycycline passe bien la BHE et s’accumule dans 

le cerveau au cours du traitement. Il semblerait que la concentration efficace de 1µM puisse 

être atteinte dans le cerveau selon les données des patients recevant le traitement jusqu’à la 

veille de leur décès (doxycycline mesurée de 646 à 3051ng/g de cerveau). Cependant la 

concentration la plus efficace dans notre modèle n’est jamais atteinte. L’échec de cette 

thérapie en essai clinique pourrait également s’expliquer par le fait que le traitement soit mis 

en place trop tardivement dans l’évolution de la maladie. 

 Une approche intéressante serait de pouvoir combiner les effets de plusieurs 

traitements anti-prion afin d’obtenir une action synergique et pouvoir prétendre à au moins 

ralentir le processus pathologique en phase clinique de la maladie. 
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Evaluation de nouveaux composés anti-prion 

 Au vu des résultats encourageants obtenus avec notre modèle de cultures primaires 

dans cette première étude, nous avons cherché à évaluer de nouveaux composés montrant des 

effets anti prions, et ayant des mécanismes d’action différents. 

 Notre attention s’est tout d’abord portée sur l’astemizole, molécule pour laquelle un 

effet anti-prion a été décrit par l’équipe de Corinne Lasmézas (Karapetyan et al. 2013). En 

effet leur étude montre que l’astemizole est capable d’inhiber la réplication de souches de 

tremblantes dans des cultures de neuroblastomes à une concentration de 2µM. De plus son 

administration intra-péritonéale de 20 à 50 jours post-inoculation à des souris C57Bl/6 

inoculées avec la souche RML permet d’allonger la survie de ces animaux (p=0,06). 

L’astemizole a pour mécanisme d’action d’activer l’autophagie, ce qui pourrait être 

intéressant puisque ce mécanisme semble être indépendant de la souche de prions. De plus 

l’astemizole étant une molécule figurant dans la « US Drug Collection » et ayant déjà été 

administrée chez l’Homme, ce traitement pourrait être rapidement disponible en clinique dans 

le cas d’une efficacité vis-à-vis des souches humaines. 

 Un intérêt tout particulier a été porté à l’inhibition de l’Unfolded Protein Response 

(UPR) par l’équipe de Giovanna Mallucci (Moreno et al. 2013; Halliday and Mallucci 2014). 

L’inhibition de cette voie, via l’inhibition de la kinase PERK, chez des souris tg37 inoculées 

avec une souche de tremblante (RML) permet une diminution significative des lésions 

neuropathologiques, et retarde l’apparition des symptômes. L’inhibition de PERK permet 

donc d’agir sur les conséquences neurotoxiques de l’accumulation de la PrPsc. Il est 

intéressant de noter que ces effets bénéfiques ont aussi pu être constatés lorsque le traitement 

a été mis en place neuf semaines après l’inoculation, le temps de survie moyen sans traitement 

étant de treize semaines. Ce traitement efficace, même en phase relativement tardive, et sans 

effet sur l’accumulation de la PrPsc nous a semblé être un bon candidat pour notre étude. En 

revanche, la limite de ce traitement est l’action périphérique de l’inhibiteur de PERK, 

entraînant une perte de poids de plus de 20% ainsi qu’une hyperglycémie, conduisant au 

sacrifice des animaux avant l’apparition des signes cliniques caractéristiques des maladies à 

prions. 

 Une autre approche ayant retenu notre attention est celle étudiée par l’équipe de 

Benoit Schneider qui module la présence de la PrPc à la membrane cellulaire en inhibant la 

kinase PDK1 (Pietri et al. 2013). L’action double de cette inhibition (clivage de la PrPc à la 
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membrane, la rendant soluble, et clivage du récepteur TNFR1 du TNFα) semble être 

particulièrement bénéfique dans le traitement des maladies à prions. En effet, la mise en place 

du traitement seulement 10jours avant l’apparition des signes cliniques chez des souris 

C57Bl/6 inoculées par la souche de tremblante 22L induit une nette augmentation du temps de 

survie (p<0,0001). Au niveau cérébral, le traitement permet une diminution de l’accumulation 

de PrPsc et de la mort neuronale.  

 

 Nous avons donc choisi d’étudier l’implication de ces trois mécanismes d’actions 

différents dans notre modèle d’étude de cultures primaires permissives aux souches humaines 

de prions. L’efficacité des traitements a été évaluée en fonction de l’accumulation de PrPres et 

de la survie neuronale. Nous avons également étudié s’il était possible d’obtenir un effet 

synergique à l’aide d’un traitement en association avec la doxycycline. Les candidats les plus 

efficaces sur les souches humaines ont ensuite été évalués in vivo chez des souris 

surexprimant la PrPc humaine et inoculées par une souche sporadique humaine. 

 



135 

 

Matériel et méthodes 

L’ensemble des matériels et méthodes concernant l’obtention des cultures primaires, 

leur infection et la détection de la PrP anormale est similaire à celui décrit dans l’article 

précèdent (Hannaoui et al. 2014).  

Toutefois, suite à un changement de lot de sérum de veau fœtal, nous sommes passés à 

l’utilisation de milieu conditionné pour le rinçage des cultures. Ainsi, à la fin de l’exposition 

de 4 jours aux homogénats de cerveaux, le milieu est retiré et remplacé par un milieu prélevé 

sur des cultures non infectées et au même stade de développement que les cultures exposées. 

 

Expériences d’immunofluorescence  

Pour les expériences d’immunofluorescence, la PrP a été détectée à l’aide de l’anticorps 

monoclonal Sha31 (IgG1, épitope 148–159, SPI-Bio, France) et les astrocytes ont été marqué 

par un anticorps polyclonal anti-GFAP (glial fibrillary acidic protein) (Dako, France). La 

population neuronale a été quantifiée en comptant le nombre de cellules PrP-positive ayant 

une morphologie neuronale et négatives pour la GFAP, la population astrocytaire a été 

déterminée en comptant le nombre de cellules positives pour la GFAP et la présence de 

noyaux anormaux présentant des modifications morphologiques évocatrices d’apoptose a été 

quantifiée (nombre de noyaux pycnotiques ou fragmentés). Quarante-cinq images contenant 

au minimum 10 noyaux ont été analysées pour chaque condition. 

 

Traitements 

Pour le traitement des cultures, les molécules ont d’abord été dissoutes dans du 

diméthylsulfoxide (DMSO) afin d’obtenir des solutions stocks à 2mM. Les solutions étaient 

ensuite diluées dans du DMEM juste avant le traitement puis ajoutées au milieu de culture. La 

concentration finale maximale de DMSO présente dans les puits était de 0,2%. 
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Inoculation et traitement des souris 

Vingt microlitres d’un homogénat à 10% de cerveau humain atteint de MCJ sporadique (sous-

type MM1) a été inoculé intracérébralement sous anesthésie générale à des souris tg650, 

surexprimant la PrP humaine sauvage M129 et âgées de 7 à 8 semaines.  

Chaque groupe de traitement était composé de 13 souris, la proportion de mâles et de femelles 

par groupe était équivalente dans tous les groupes. L’évolution de la maladie a été suivie deux 

fois par semaine puis quotidiennement dès les premiers signes cliniques. Une cotation (0: 

aucune; 1: discrète; 2: faible; 3: moyenne ; 4: forte), permettant une évaluation de l’état 

clinique a été effectuée sur les paramètres suivants : état général, ataxie cérébelleuse, 

paraparésie, cyphose, état de prostration. Le sacrifice a été réalisé au stade 4 = stade terminal 

de la maladie:  

Le traitement a été mis en place à l’aide de pompes osmotiques Alzet (Charles River), placées 

en sous-cutané. Les traitements ont été préparés le jour de l’implantation des pompes. Les 

molécules ont tout d’abord été dissoutes dans du DMSO puis diluées dans de l’eau pour 

préparations injectables (ppi) (Lavoisier). Les pompes osmotiques ont été remplies avec les 

traitements puis implantées en sous-cutané sous anesthésie générale. Le débit de délivrance 

est de 0,25µL/h, correspondant à une dose de 10mg/kg/j pour la doxycycline et de 3mg/kg/j 

pour l’astemizole. 
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Résultats 

1. Evaluation de la toxicité des composés vis-à-vis des cultures primaires 

Afin de s’affranchir de tout effet cytotoxique direct des composés sur les cultures 

primaires neuronales, nous avons évalué la viabilité des cultures primaires de CGN issues de 

souris tg650 après exposition à une gamme de concentration de chaque molécule. Les 

traitements ont été ajoutés à 14 jours post exposition (dpe) et la viabilité cellulaire mesurée 

trois jours après (17dpe). 

 

Figure 29 : Viabilité cellulaire après exposition aux différents composés. 

Chaque courbe représente la moyenne de trois expériences indépendantes réalisées en 

sixtiplicats ± SEM sur des cultures de CGN issus de tg650 et infectées par un homogénat 

de MCJ spo (MM1) ou un homogénat de cerveau sain pour les contrôles. Les différences 

significatives par rapport au contrôle ont été calculées à l’aide d’un test de Mann-



138 

 

Whitney et sont représentées telles que : * pour p<0,05 ; *** pour p<0,001 et **** pour 

p<0,0001. 

Les résultats obtenus montrent que bien que les composés puissent avoir un effet 

toxique pour des doses élevées, ils ne sont pas toxiques aux doses efficaces décrites (Figure 

29) (1µM pour BX912 ; 2µM pour l’astemizole et GSK2606414 et 3µM pour GSK2334470). 

 

2. Effet des composés sur l’accumulation de PrPres en culture 

Les effets des composés sur l’accumulation de PrPres dans des cultures primaires de 

CGN ont été évalués, seuls ou en association avec la doxycycline. Les traitements ont été 

initiés à 14 jours post exposition(dpe), à raison de deux fois par semaine pour la doxycycline 

qui est très bien tolérée par les cultures, et une fois par semaine pour les autres composés. Les 

puits contrôles ont reçu uniquement la solution véhicule. Les cultures sont lysées à 28dpe et la 

quantité de PrPres est évaluée par Western Blot.  
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Figure 30 : Effets des traitements sur l’accumulation de PrPres dans des cultures 

de CGNtg650 infectées par un homogénat MM1 sporadique. 

Quantification de l’accumulation de PrPres à 28 dpe dans des cultures de CGN issues 

de tg650 infectées par une souche de MM1 sporadique et traitées par différents 

composés, seuls ou en association avec la doxycycline. Evaluation de l’accumulation 

de PrPres par Western Blot (anticorps 3F4) et densitométrie. Les résultats présentés 

correspondent à la moyenne ± SEM d’au moins trois expériences indépendantes 

réalisées en triplicats. Les différences significatives par rapport au contrôle ont été 

calculées à l’aide d’un test de Mann-Whitney et sont représentées telles que : * pour 

p<0,05 ; *** pour p<0,001 et **** pour p<0,0001. 

 

 Les résultats montrent une efficacité de l’astemizole et de l’inhibiteur de PERK 

(GSK2606414) sur la réplication de la souche MM1 sporadique dans notre modèle cellulaire 
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(Figure 30). De façon très intéressante cet effet est synergique avec l’action de la doxycycline 

et permet une réduction accrue de l’accumulation de la PrPsc. Cet effet est visible mais moins 

marqué vis-à-vis de la souche VV2 sporadique (Figure 31). 

 En revanche les inhibiteurs de PDK1 ne montrent pas d’effet anti-prion dans ce 

modèle cellulaire. Le traitement par ces composés va jusqu’à contrecarrer l’effet bénéfique de 

la doxycycline précédemment observé. 

 

Figure 31 : Effets des traitements sur l’accumulation de PrPres dans des cultures de 

CGNtgVal infectées par un homogénat VV2 sporadique. 

(A)et (B) : Blots représentatifs de l’accumulation de PrPres à 28dpe dans des cultures de 

CGN tgVal infectées par une souche de VV2 sporadique et traitées par l’astemizole (A) 

ou le GSK2606414 (B), seuls ou en association avec la doxycycline. Détection à l’aide de 

l’anticorps 3F4 ; T+= témoin positif ; CT= véhicule (DMSO) seul. 

(C) et (D) : Quantification de l’accumulation de PrPres néo-synthétisée à 28 dpe dans des 

cultures de CGN issues de tgVal infectées par une souche de VV2 sporadique et traitées 

par différents composés, seuls ou en association avec la doxycycline. Evaluation de 

l’accumulation de PrPres par Western Blot (anticorps 3F4) et densitométrie. Les 

différences significatives par rapport au contrôle ont été calculées à l’aide d’un test de 

Mann-Whitney et sont représentées telles que : ** pour p<0,01. 
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3. Effets de l’astemizole et du GSK2606414 sur la mort neuronale. 

L’astemizole et le GSK2606414 étant efficaces pour réduire l’accumulation de PrPsc 

au sein des cultures, nous avons investigué leur effet sur la mort neuronale. Pour cela nous 

avons gardé le même schéma de traitement (un traitement par semaine de 14 à 28dpe) puis 

nous avons comptabilisé la proportion de neurones, d’astrocytes et de cellules présentant des 

altérations nucléaires. 

 

Figure 32 : Effets des traitements sur la survie neuronale. 

Le dénombrement et le typage des cellules est effectué à l’aide d’un immunomarquage 

(DAPI pour les noyaux et GFAP pour les astrocytes). Les résultats représentent la 

moyenne ± SEM de trois expériences indépendantes réalisées en triplicats sur des 

cultures de CGN issues de tg650 et infectées par une souche de MM1 sporadique. Les 

différences significatives des populations neuronales et astrocytaires par rapport au 

contrôle ont été calculées à l’aide d’un two way ANOVA et sont représentées telles que : 

**** pour p<0,0001. 

 

Les résultats montrent que le traitement par l’astemizole n’engendre pas d’effet délétère 

sur la survie neuronale. Au contraire, le traitement par inhibiteur de PERK semble induire une 

réaction astrocytaire au dépend de la survie neuronale.  

Nous avions aussi choisi de comparer les effets de ces deux nouveaux traitements avec 

celui du riluzole. En effet le riluzole est un inhibiteur de la libération du glutamate et des 

canaux sodiques dépendants d’un potentiel d’action, ce qui lui confère un effet 
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neuroprotecteur (Doble 1996). Cette molécule est d’ailleurs administrée aux patients atteints 

de Sclérose Latérale Amyotrophique. Les résultats montrent ici que le traitement par le 

riluzole ne montre pas d’effet bénéfique et ne permet pas de diminuer l’effet toxique induit 

par le GSK2606414. 

 

4. Evaluation in vivo de l’efficacité de l’astemizole, de la doxycycline et de leur 

association vis-à-vis d’une souche humaine de prion. 

Les données in vitro donnent l’astemizole comme meilleur candidat vis-à-vis des 

souches de prions humains. Nous avons évalué son effet in vivo chez des souris tg650 

inoculées intracérébralement par un isolat de MCJ sporadique de type MM1. Dans ce modèle, 

nous avons montré avec l’équipe de Vincent Béringue que les isolats de MCJ MM1 étaient 

d’emblée adapté dans ce modèle (taux d’attaque de 100% avec une période d’incubation 

stable dès le premier passage) (Jaumain et al. 2016). Le traitement a été initié le plus proche 

possible de la phase clinique, à savoir 148 jours post inoculation (dpi), soit deux semaines en 

moyenne avant l’apparition des premiers signes cliniques.  

Tous les traitements utilisés montrent un allongement significatif de la survie. L’effet 

de la doxycycline seule est particulièrement marqué. Au contraire de ce que nous avons pu 

observer in vitro, l’association des molécules ne semble pas avoir un effet synergique sur la 

survie. 
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Figure 33 : Evaluation in vivo de l’astemizole, de la doxycycline ainsi que de leur 

association. 

Traitement initié à 148 dpi chez des souris tg650 inoculées intracérébralement par une 

souche de MM1 sporadique. La délivrance continue des traitements en sous-cutanée est 

réalisée grâce à des mini pompes osmotiques Alzet, à raison de 3mg/kg/j pour l’astemizole 

et 10mg/kg/j pour la doxycycline. Le groupe contrôle est constitué de souris implantées par 

des pompes ne contenant que le véhicule (DMSO à 30% dans de l’eau p.p.i.). Les 

différences significatives par rapport au contrôle ont été calculées à l’aide d’un test de 

Mantel Cox et sont représentées telles que : * pour p<0,05 et *** pour p<0,001. 
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Discussion 

Malgré le grand nombre d’études portant sur la thérapeutique des maladies à prions, 

aucun traitement n’a démontré son efficacité en clinique à ce jour. L’un des problèmes 

majeurs dans le développement de thérapies efficaces vis-à-vis des souches humaines était le 

manque de modèles in vitro pertinents. Nous avons pallié à ce manque en mettant au point un 

modèle in vitro permettant la propagation de souches humaines (Hannaoui et al. 2014). La 

propagation de prions dans un modèle de cultures neuronales primaires a été décrite pour la 

première fois par Sabrina Cronier et ses collègues (Cronier, Laude, and Peyrin 2004). La 

propagation de souches de tremblante mais aussi d’un isolat d’origine humaine, préalablement 

adaptés aux rongeurs, est possible dans ce modèle. Dans notre étude, nous avons utilisé ce 

modèle de cultures primaires et nous avons pu démontrer que la propagation d’isolats 

humains, sans adaptation préalable, était possible. En effet, nous avons réussi à propager des 

isolats humains (MCJ sporadique MM1 et VV2, vMCJ, iMCJ) sur des cultures de CGN issues 

de souris transgéniques surexprimant la PrPc humaine, méthionine (tg650) ou valine (tgVal) 

au codon 129. De plus, l’évaluation de composés ayant des propriétés anti prion est possible 

dans ce modèle. Nous avons pu observer que l’efficacité des traitements était souche 

dépendant mais aussi dépendant de la cycline utilisée. Ainsi le traitement par la doxycycline a 

montré une efficacité sur les souches sporadiques de MCJ au contraire de la tétracycline et de 

la minocycline. 

Dans la continuité de cette étude, nous avons sélectionné des molécules ayant des 

propriétés anti prion nous semblant pertinentes afin de les évaluer dans notre modèle. Nous 

avons privilégié des mécanismes d’actions différents de chacune de ces molécules dans 

l’optique de pouvoir associer les différents traitements et en obtenir un effet synergique. 

Nous avons ainsi pu évaluer l’effet anti-prions de composés ayant montré un effet 

thérapeutique vis-à-vis de souches de tremblantes. Deux de ces composés, l’astemizole et 

l’inhibiteur de PERK, sont capables de réduire l’accumulation de PrPres néosynthétisée au 

sein de nos cultures après infection par deux souches sporadiques différentes (M1 et V2). Les 

inhibiteurs de PDK1, en revanche, ne semblent pas avoir d’effet vis-à-vis de ces deux souches 

dans notre modèle. Il est possible que ce traitement soit spécifique de souches, ou bien que les 

résultats de cette efficacité soient biaisés dans ce modèle de surexpression de PrPc. En effet 
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l’action thérapeutique de ces inhibiteurs passe par le clivage α de la PrPc membranaire par la 

protéine TACE (Pietri et al. 2013). Or dans notre modèle la PrPc est surexprimée, on peut 

alors imaginer que l’action de TACE soit minimisée par rapport au nombre de molécules de 

PrPc présentes à la membrane. 

Nous avons observé que l’astemizole et le GSK2606414, en plus de permettre une 

diminution de l’accumulation de PrPres en traitement simple, montraient une action 

synergique lorsqu’ils étaient associés à la doxycycline. Ces résultats encourageants montrent 

qu’il est possible et avantageux de combiner deux approches avec des mécanismes d’action 

différents dans le traitement des maladies à prions. 

Ces résultats étaient surprenants pour l’inhibiteur de PERK qui n’avait pas engendré 

de diminution de l’accumulation de PrPsc dans le cerveau des animaux traités (Moreno et al. 

2013). Afin de nous assurer que cette diminution observée dans nos cultures ne soit pas due à 

une toxicité neuronale des traitements, nous avons évalué l’impact de l’astemizole et de 

l’inhibition de PERK sur la survie neuronale.  

La quantification des cellules après traitement dans les cultures a mis en évidence une 

neurotoxicité du GSK2606414 après 14 jours de traitement. La diminution du nombre de 

neurones est accompagnée d’un fort développement du nombre d’astrocytes. Les astrocytes 

sont aussi sensibles à l’infection et sont capables de la propager, mais dans une moindre 

mesure que les neurones (Cronier, Laude, and Peyrin 2004). Il semblerait donc que la 

diminution globale de l’accumulation de PrPres observée dans nos cultures s’explique par une 

forte neurotoxicité de l’inhibiteur de PERK. En revanche, les proportions de population 

neuronale ou astrocytaire ne varient pas après un traitement à l’astemizole pendant 14 jours. 

L’ajout d’un neuroprotecteur (riluzole) dans le milieu de culture ne montrait pas de bénéfice 

sur la survie neuronale. De façon très intéressante on observe que l’association astemizole + 

doxycycline semble aussi bien tolérée par les cultures. 

Ainsi cette association astemizole + doxycycline apparaît comme un excellent 

candidat pour le traitement d’une infection par les souches humaines de prions. Nous avons 

choisi de valider l’effet de cette association dans un modèle in vivo de souris transgéniques 

tg650 surexprimant la PrPc humaine méthionine au codon 129, inoculées à l’aide d’un 

homogénat de cerveau atteint de MCJ sporadique MM1. Afin de mimer au plus près la réalité 

de la clinique humaine, nous avons choisi d’initier le traitement à la fin de la phase 

d’incubation, au plus proche du début des signes cliniques. Les résultats montrent un 
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allongement significatif du temps de survie chez les animaux traités avec la doxycycline seule 

(p <0,001) ou avec l’astemizole seul (p <0,05). Ces résultats sont très encourageants et 

permettent de confirmer in vivo l’effet anti prion de la doxycycline vis-à-vis des souches 

humaines. Effectivement, bien que ce traitement ait été mis en place lors d’un essai clinique 

contrôlé en double aveugle, son efficacité in vivo avait été démontré uniquement sur des 

souches de tremblante (De Luigi et al. 2008). L’évaluation en phase tardive de la période 

d’incubation avait été réalisée à l’aide d’une délivrance particulière, la doxycycline étant 

contenue dans des liposomes afin de permettre sa diffusion dans l’espace 

intracérébroventriculaire des animaux infectés. Notre étude apporte donc la preuve manquante 

concernant l’efficacité in vivo de la doxycycline vis-à-vis des souches de prions humains. 

De plus, nos résultats montrent que l’astemizole est efficace vis-à-vis des souches 

humaines in vitro et in vivo. Cette efficacité est observée alors même que le traitement est 

initié tardivement. Ces résultats soulignent l’intérêt des stratégies ciblant l’autophagie dans la 

recherche de molécules efficaces dans les maladies conformationelles des protéines. Ce 

composé, du fait de son profil pharmacologique et de pharmacovigilance bien connu chez 

l’Homme, est donc un candidat potentiel pour une étude de repositionnement en clinique 

humaine. Bien que le traitement associant la doxycycline et l’astemizole montre un 

allongement significatif du temps de survie (p <0,05), nous n’avons pas pu observer d’effet 

synergique de cette association in vivo. L’effet de l’association est d’ailleurs moins 

significatif que le traitement par la doxycycline seule. Ce résultat décevant est très 

probablement dû au mode de délivrance des composés. Effectivement les deux molécules 

étaient contenues dans la pompe osmotique, il est possible que des réactions chimiques se 

soient produites, entraînant par exemple l’inactivation de l’un ou des deux composés. Cette 

hypothèse est confortée par l’observation, au cours du traitement, de lésions cutanées en 

regard du dispositif de délivrance chez certains animaux. Aucune des souris recevant un 

traitement unique n’a montré ce genre de lésions. Ce problème semble uniquement 

expérimental, aucune interaction médicamenteuse n’a été reportée pour ces deux molécules 

ayant déjà été administrées à l’Homme. Nous avons engagé une collaboration avec le 

laboratoire BioCIS (Biomolécules, Conception, Isolement, Synthèse ; Châtenay-Malabry), 

dirigé par Bruno Figadère, afin d’avoir une analyse du mélange des composés au cours du 

temps à 37°C. Ces résultats nous serons d’une grande aide dans la compréhension de nos 

observations. Une des perspectives de ce travail sera d’initier un traitement associatif en 

utilisant deux voies d’administration distinctes : per os pour la doxycycline et sous cutanée 

pour l’astemizole par exemple. 
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Notre étude a donc permis la validation de deux candidats rapidement disponibles pour 

la thérapie des maladies à prions humains. Ces traitements pourraient être administrés en 

association afin d’envisager une attaque plus agressive sur la progression de la maladie. Les 

nouvelles techniques de détection de la PrPsc à l’aide de la RT-QuIC à partir de LCR ou de 

muqueuses olfactives de patients, devraient permettre la pose d’un diagnostic de la MCJ plus 

précoce, dès les premiers symptômes et d’ainsi raccourcir le délai entre début clinique et 

diagnostic probable, qui prend en général plusieurs mois (Orru et al. 2014; McGuire et al. 

2016; Haïk et al. 2014). La combinaison d’un diagnostic plus précoce et de thérapies 

associatives efficaces vis-à-vis des souches humaines porte l’espoir d’un possible tournant 

dans la prise en charge des maladies à prions. 
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DISCUSSION GENERALE & 

PERSPECTIVES 

Les prions sont responsables chez l’Homme et l’animal d’une neurodégénérescence 

dont l’évolution est rapidement fatale. D’autres maladies neurodégénératives, comme la 

maladie d’Alzheimer partagent avec les maladies à prions des caractéristiques comme 

l’accumulation et l’agrégation de protéines ainsi que certaines lésions histopathologiques. La 

raison pour laquelle l’accumulation d’Aβ dans un cas, et de PrPsc dans d’autres, entraîne une 

pathologie tau reste mal comprise. Nous avons abordé cette question en étudiant l’impact de 

PrP recombinantes mutées sur la phosphorylation anormale de la protéine tau. Les maladies à 

prions sont aussi des pathologies pour lesquelles aucun traitement efficace n’est disponible à 

ce jour. Nous avons donc mis au point un modèle d’étude permettant l’évaluation in vitro de 

composés anti prion vis-à-vis des souches humaines. 

Dans un premier temps nous avons étudié la physiopathologie de la protéine tau en 

réponse à la présence de différents assemblages de protéine PrP. Pour cela nous nous sommes 

appuyés sur des mutations du gène PRNP récemment décrites par l’équipe (Peoc'h et al. 

2012). Ces mutations se situent au niveau du même codon, et il est intéressant de noter qu’une 

modification fine de la séquence de la protéine par la substitution d’un acide aminé par un 

autre, sur la même position, induit deux pathologies distinctes présentant des tableaux 

cliniques et lésionnels différents. L’exposition de neurones corticaux primaires à des PrP 

recombinantes portant ces mutations ont permis de caractériser plusieurs points dans cette 

relation protéine amyloïde-physiopathologie de la protéine tau. Tout d’abord ces outils 

moléculaires nous ont permis de reproduire in vitro la disparité observée chez les patients 

entre ces deux mutations, puisque l’effet obtenu était mutation E211-dépendant. Nous avons 

observé que le déclenchement d’une phosphorylation anormale de tau est aussi dépendant du 

type d’assemblage de PrP utilisé. Nos résultats sont en accord avec l’ensemble des données 

montrant une toxicité liée aux oligomères solubles plutôt qu’aux monomères (Weissmann et 

al. 2002; Kazlauskaite et al. 2005; Masel, Genoud, and Aguzzi 2005; Novitskaya et al. 2006; 

Haass and Selkoe 2007; Simoneau et al. 2007). 

Toutefois nous avons pu observer dans notre modèle une dissociation entre l’induction 

d’une toxicité et celle d’une phosphorylation anormale de tau. Une hypothèse expliquant un 



150 

 

tel résultat serait que la phosphorylation anormale de tau aux stades précoces de la maladie 

serait le reflet d’un mécanisme de protection, par exemple en déstabilisant les microtubules 

afin de prévenir la propagation, via le transport axonal, des espèces toxiques, ou en protégeant 

contre l’apoptose (Lee et al. 2005; Wang and Wang 2015). La phosphorylation sur la sérine 

262 de la protéine tau observée ici est d’ailleurs associée aux stades précoces de la MA 

(Augustinack et al. 2002; Schraen-Maschke et al. 2008). De plus, il a été rapporté que bien la 

phosphorylation en S262 entraîne le détachement de la protéine tau des microtubules (Biernat 

et al. 1993; Fischer et al. 2009), elle inhibe également l’agrégation de tau et la formation de 

paires de filaments hélicoïdaux (Schneider et al. 1999). En effet, la phosphorylation de la 

protéine tau en S262 est retrouvée lors de processus physiologiques et est nécessaire à la 

réorganisation des microtubules, pour permettre la croissance des neurites notamment 

(Biernat and Mandelkow 1999; Biernat et al. 2002). 

Afin d’étudier plus précisément l’implication de la phosphorylation anormale de tau 

dans la toxicité cellulaire en réponse à la présence d’oligomères de protéines spécifiques, nous 

pourrons évaluer l’exposition de cultures primaires neuronales issues de souris KO pour la 

protéine tau à des concentrations élevées d’oligomères de PrP E211D par exemple (Tucker, 

Meyer, and Barde 2001). 

Il sera également intéressant d’évaluer l’impact sur la survie cellulaire et la 

phosphorylation anormale de tau de l’exposition de cultures corticales à des formes fibrillaires 

des PrP recombinantes. 

 Enfin, l’étude des différents assemblages sur la toxicité neuronale et la 

physiopathologie de la protéine tau pourrait être complétée in vivo par l’injection 

stéréotaxique de monomères, d’oligomères et de fibres de PrP recombinantes, chez des souris 

ayant des niveaux d’expression de PrPc différents. 

De plus nous avons démontré que la phosphorylation anormale de tau suite à la 

présence d’oligomères amyloïdes était partiellement PrPc dépendante. Ces résultats sont très 

intéressants, la toxicité neuronale induite par le peptide amyloïde Aβ étant elle aussi médiée 

par la PrPc (Lauren et al. 2009; Bate and Williams 2011; Kudo et al. 2012). Ainsi d’une façon 

générale, la PrPc semble impliquée dans la physiopathologie de la protéine tau en réponse à la 

présence de protéines ou de peptides amyloïdes au niveau de l’espace extracellulaire. Nos 

résultats indiquent que l’interaction de la PrPc avec les oligomères de PrP mutées la 

phosphorylation anormale de tau sur l’épitope pS262 via une action de la kinase PDK1, 

probablement médiée par la kinase PKA.  
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 L’implication de la kinase PDK1 dans la MA n’a été jusqu’ici que très peu décrite et 

les études sur son action dans la physiopathologie de la maladie sont contradictoires. Ainsi il a 

été montré que la surexpression de PDK1 dans une lignée de cellules du système nerveux de 

rat (lignée B12), permet une résistance à la toxicité engendrée par le peptide Aβ (25-35) 

(Newington et al. 2012). Une autre étude montre que la mort neuronale induite par la toxicité 

du peptide Aβ (1-42), dans une lignée cellulaire dopaminergique (SN4741) comme dans des 

cultures neuronales primaires de rat et des cultures organotypiques d’hippocampe et de cortex 

entorhinal de rats, passe par voie PI3K/PDK1/nPKC/Rac1 (Manterola et al. 2013). Enfin, 

l’inhibition de la kinase PDK1 dans un modèle murin de MA (pathologie β amyloïde 

uniquement) améliore les troubles cognitifs et diminue la formation de plaques amyloïdes 

(Pietri et al. 2013). Ces résultats contradictoires peuvent s’expliquer par l’implication de 

PDK1 dans plusieurs voies de signalisation pouvant avoir des effets opposés. De plus la 

diversité des modèles d’étude peut influencer les résultats. Ainsi l’étude, dans des lignées de 

cellules, de kinases impliquées dans des voies de signalisation de survie est assez délicate, les 

voies de signalisation pouvant être altérées dans des cultures de cellules immortalisées (Xu 

and Zhong 2013). Les résultats de nos travaux, combinés à ceux de l’équipe de Benoit 

Schneider sont toutefois en faveur d’une action bénéfique des inhibiteurs de PDK1 sur 

certains stigmates lésionnels associés aux maladies à prions et de la MA. 

L’activation potentielle de la PKA par la PrPc est intéressante. En effet il a été 

démontré que cette voie est impliquée dans la neuroprotection et la plasticité synaptique 

(Chiarini et al. 2002; Caiati et al. 2013). L’activation de la PKA par la PrPc serait due à 

l’interaction de la protéine de stress inductible 1 (STI-1) avec la PrPc (Lopes et al. 2005; 

Caetano et al. 2008). Le rôle de cette protéine STI-1 semble important dans la 

physiopathologie des tauopathies, puisqu’elle peut entrer en compétition avec les oligomères 

Aβ dans la liaison à la PrPc et ainsi permettre d’inhiber leurs effets toxiques (Ostapchenko et 

al. 2013).  

Le rôle de la protéine PKA semble aussi important puisqu’elle est impliquée dans les 

mécanismes moléculaires de la mémoire (Kandel 2012). Or une étude a démontré un lien 

entre PrPc, PKA et mémoire (Coitinho et al. 2006). Les auteurs ont non seulement montré que 

l’interaction PrPc-laminine était essentielle dans la plasticité neurale impliquée dans la 

consolidation de la mémoire, mais aussi que cette action passait par l’activation des kinases 

PKA et ERK 1/2 via la PrPc. De plus, une autre étude a étudié l’implication de la PrPc dans la 

physiopathologie de la MA à l’aide d’un modèle murin (pathologie β amyloïde seule) croisé 

avec des souris Prnp 
-/-

 (Gimbel et al. 2010). Les résultats montrent que bien que les souris 
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Prnp
-/-

 présentent une accumulation d’Aβ et la présence de plaques amyloïdes, elles ne 

montrent pas de troubles cognitifs caractéristiques de la MA (troubles de l’apprentissage et de 

la mémoire). Il se pourrait donc que les troubles mnésiques de la MA soient notamment 

médiés par l’axe PrPc/PDK1/PKA.  

 De plus, il a été montré que les héparanes sulfates, ligands connus de la PrPc, étaient 

aussi impliquées dans la phosphorylation anormale de tau. En effet celles-ci sont co-localisées 

avec les DNF dans les neurones affectés lors de la MA (Snow et al. 1990; Goedert et al. 1996; 

Hernandez et al. 2002). L’expression de l’enzyme HS3ST, ou heparan sulphate (glucosamine) 

3-O-sulphotransferase 2, qui génère des domaines héparane 3-O-sulfatés, est augmentée au 

niveau des hippocampes de patients atteints de la MA (Sepulveda-Diaz et al. 2015). Il a été 

montré que les produits héparane-3-O-sulfatés de cette enzyme sont capables d’être 

internalisés et d’interagir directement avec la protéine tau, favorisant sa phosphorylation 

anormale, notamment en position S262 (Sepulveda-Diaz et al. 2015). De façon très 

intéressante, l’inhibition de l’expression de l’enzyme HS3ST2 dans un modèle in vivo de 

poisson zèbre exprimant une protéine tau humaine mutée (P301L) permet réduire la 

phosphorylation anormale de tau et de conserver l’intégrité des axones moteurs. Il est 

intéressant de noter que certains HSPG transmembranaires comme le syndecan-1 sont 

capables de moduler l’activité de PDK1 (Hu et al. 2010). 

 

 Nous pourrons tirer avantage du modèle C. elegans afin d’étudier de plus près ces 

voies impliquées dans la physiopathologie de tau en réponse à la présence de protéines (WT, 

E211D, E211Q) ou de peptides amyloïdes. L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques ou 

d’ARN interférents nous permettrons de mettre en avant les implications de chaque protéine 

dans les cascades de signalisation. 
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Figure 34 : Cascade de signalisation aboutissant à la phosphorylation anormale de tau. 

1 : La présence de monomères de PrP mutées ou d’oligomères de PrP E211Q n’a pas 

d’effet sur la phosphorylation anormale de la protéine tau. 

2 : Les oligomères de PrP E211D interagissent avec la PrPc, entraînant l’activation de 

PDK1, possiblement médiée par PI3K et Src (Checler 2013). L’activation de PDK1 

aboutit à la phosphorylation de tau en sérine 262, diminuant fortement son affinité pour 

les microtubules. Cette phosphorylation est probablement due à l’activation de la PKA et 

serait favorisée par la présence de protéoglycanes à héparanes sulfates (HSPG). 

3 : En l’absence de PrPc, les oligomères de PrP E211D semblent être capables d’induire 

la phosphorylation anormale de tau en S262. Nos travaux ne nous permettent pas de 

définir la voie accessoire qui est activée dans ces conditions. 

 

Dans un deuxième temps nous nous sommes intéressés à la thérapeutique des maladies 

à prions. En effet, il semblait urgent de pouvoir compter sur un modèle in vitro pertinent 

permettant d’évaluer l’efficacité de plusieurs composés anti-prions sur la réplication d’agents 

humains. Nous avons développé le premier modèle cellulaire d’infection par des isolats 
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humains non préalablement stabilisés chez la souris, à l’aide de souris transgéniques 

surexprimant la PrPc humaine. Ce modèle permet l’évaluation de molécules anti-prion et 

semble réellement prédictif puisque les composés efficaces en cultures démontrent aussi une 

efficacité in vivo, même à un stade tardif, chez des animaux infectés à l’aide de souches 

humaines. L’analyse des cerveaux des souris traitées visant à évaluer les bénéfices éventuels 

au niveau de l’accumulation de PrPsc et de la mort neuronale est en cours. Même s’ils doivent 

être confirmés in vivo, nos résultats concernant l’utilisation d’associations médicamenteuses 

sont encourageants et apportent l’espoir de pouvoir proposer rapidement une évaluation 

clinique de cette association, les molécules sélectionnées ayant déjà été administrées à 

l’Homme. 

 

Nous pourrons tirer avantage de ce modèle de propagation des souches humaines pour 

propager des isolats de maladie à prions associée à une tauopathie (vCJD, GSS). L’évaluation 

de la perte neuronale associée à la réplication dans ce modèle et sa corrélation avec la 

survenue d’une tauopathie selon les souches propagées permettra d’évaluer l’impact de la 

phosphorylation de tau sur la survie. Ce modèle développé permettra aussi d’évaluer in vitro 

l’effet d’inhibiteurs de phosphorylation de tau sur la propagation axonale de souches 

humaines. Il nécessite de croiser les lignées surexprimant la PrP (humaine ou bovine) et la 

protéine tau humaine sur un fond PrP
-/-

 et tau murine 
-/-

. 

 

Afin de mieux caractériser l’impact de la protéine tau dans la physiopathologie de ces 

maladies et dans le relais de la toxicité induite par la PrPsc, nous pourrons étudier la 

propagation de ces souches sur des cultures issues de souris KO pour la protéine tau.  

L’équipe de Bruce Chesebro a très récemment étudié l’effet de l’expression de la 

protéine tau humaine sur le développement de maladies à prions induites par l’inoculation de 

souches de tremblante chez des souris (Race et al. 2016). Les premières observations 

montrent que l’expression de la protéine tau humaine n’accentue pas les symptômes et la 

sévérité de la maladie. Au contraire, les souris exprimant la protéine tau humaine montrent 

une légère amélioration du temps de survie (p <0,05). L’étude de tau au niveau du cerveau 

montre une hyperphosphorylation majoritairement visible sur la protéine tau humaine et non 

sur la protéine tau murine, les auteurs n’observent pas d’augmentation de lésions 

neuropathologiques associées au marquage de tau. Ces résultats sont en accord avec le rôle 

neuroprotecteur possible des modifications de tau, bien que les auteurs n’en discutent pas. Le 

modèle d’étude proposé a ses propres limites. En effet les souris expriment à la fois une PrP 
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wild-type et une PrP mutée, sans ancre GPI, et expriment deux séquences de la protéine tau. 

La même étude pourrait être réalisée dans un modèle murin déplété en tau murine et 

exprimant la protéine tau humaine non mutée au niveau basal, mais les résultats seraient 

faussés puisqu’un tel modèle développe une tauopathie, avec hyperphosphorylation et 

agrégation de tau (Andorfer et al. 2003).  

 L’approche in vitro permettant la propagation de différentes souches de prions sur des 

cultures primaires issues de différentes lignées murines, exprimant une protéine tau humaine 

ou murine pourrait donc être une bonne approche afin d’évaluer rapidement les effets des 

interactions PrP-tau sur l’évolution de la pathologie. 

 Les modèles d’étude les plus proche de l’Homme sont les primates non-humains, il 

pourrait donc être intéressant d’étudier les cerveaux de macaques infectés par l’ESB. En effet, 

l’infection de singes écureuils par l’ESB a engendré une tauopathie caractérisée par de larges 

dépôts de protéine tau AT8 positive, sans plaque amyloïde associée (Piccardo et al. 2012). De 

plus une autre étude a mis en avant que la phosphorylation de tau par la kinase PKA était 

aussi retrouvée dans le cerveau de singes au cours du vieillissement (Carlyle et al. 2014). Ce 

modèle d’étude semble donc être particulièrement intéressant afin de mieux caractériser la 

cinétique d’apparition de la pathologie tau, son rapport avec l’apparition d’une PrP anormale 

détectable et son lien avec l’apparition de plaques amyloïdes de type floride. 

 

Enfin, nous pourrons évaluer in vivo l’effet d’inhibiteurs de la phosphorylation de tau 

et de composés anti prions, seuls ou en association, dans les lignées de C. elegans portant des 

mutations responsables de GSS, et dans un modèle in vivo de souris transgéniques 

surexprimant la PrPc humaine et inoculées par des souches de prions induisant une 

tauopathie. Il sera donc intéressant d’évaluer l’efficacité de ces différents traitements sur la 

survenue d’une tauopathie, la propagation des prions, la survie et la fonction neuronale. 

 

Nos travaux ont permis la mise en place d’un modèle d’étude in vitro à l’aide de 

cultures primaires de neurones permettant la propagation de souches de prions humains. Ce 

modèle est pertinent pour l’évaluation de composés anti-prion, en vue de la mise en place de 

traitements associatifs efficaces en clinique humaine.  

Ce modèle d’étude nous a aussi permis d’étudier la relation entre des assemblages 

spécifiques de PrP et la survenue d’un pathologie tau. Nous avons ainsi caractérisé une 

nouvelle voie impliquée dans la phosphorylation de la protéine tau en réponse à la présence 

d’oligomères spécifiques. Cette voie implique l’activation de la kinase PDK1 dont le rôle 
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dans l’accumulation et la toxicité du peptide Aβ et de la PrP a récemment été décrite, 

notamment à l’aide du modèle de cultures primaires infectées mis en place dans l’équipe 

(Pietri et al. 2013). Nos travaux ouvrent donc une perspective nouvelle de recherche 

physiopathologique et thérapeutique dans MA, l’implication de cette voie dans la relation 

entre pathologies β-amyloïde et tau restant à démontrer. Soulignons que l’extension des 

lésions tau neurofibrillaires corrèle le mieux avec le stade clinique des patients atteints de MA 

et que, suite aux échecs rencontrés dans les stratégies anti-Aβ, la phosphorylation et 

l’agrégation de tau sont actuellement considérées comme des cibles particulièrement 

pertinentes dans les recherches visant à modifier l’évolution de la pathologie (Iqbal, Liu, and 

Gong 2016).  

 

De manière plus générale, les avancées et les perspectives de ce travail pourront 

amener à une meilleure compréhension de la survenue d’une pathologie tau suite à la présence 

d’assemblages pathologiques de protéines, et à la recherche de traitements efficaces dans 

d’autres maladies du SNC associées à l’agrégation anormale de protéines. 
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Physiopathologie et thérapeutique des prions humains: une approche cellulaire 

Résumé: 

 
Les maladies à prions sont des pathologies neurodégénératives d’évolution fatale, transmissibles, pour 

lesquelles aucun traitement efficace n’existe, et qui associent sur le plan neuropathologique une 

spongiose, une gliose astrocytaire et microgliale, une perte neuronale, et une accumulation de la forme 

anormalement repliée (PrPsc) de la protéine prion cellulaire codée par l’hôte (PrPc). Certaines formes 

de cette maladie sont associées à une tauopathie et présentent des lésions neuropathologiques 

similaires à celles retrouvées dans la maladie d’Alzheimer. Dans ce travail de thèse nous avons utilisé 

un modèle de cultures primaires de neurones afin d’explorer d’une part la relation entre la protéine 

prion et la physiopathologie de la protéine tau, et d’étudier d’autre part la propagation de souches 

humaines et l’effet de composés anti-prions sur cette propagation. Nos résultats indiquent que 

l’hyperphosphorylation de tau en réponse à l’exposition de PrP recombinantes est mutation 

dépendante, conformation dépendante, partiellement dépendante de la PrPc et est médiée par la kinase 

PDK1. Nous avons aussi démontré pour la première fois que la propagation d’isolats humains de 

maladie de Creutzfeldt-Jakob est possible dans un modèle in vitro et permet une évaluation rapide de 

l’efficacité de composés anti-prions, confirmée in vivo. Ces travaux ont donc permis de mieux 

caractériser la relation protéine amyloïde-physiopathologie de tau, d’ouvrir des perspectives de 

recherche dans la compréhension des mécanismes impliqués dans la maladie d’Alzheimer, et 

d’apporter un modèle unique permettant d’évaluer rapidement les effets de molécules anti-prions vis-

à-vis des souches les plus pertinentes, dans une stratégie de repositionnement thérapeutique. 
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Physiopathology and therapy of human prions diseases: a cellular approach 

Abstract: 

Prion diseases are fatal transmissible neurodegenerative disorders, with no effective treatment. Brain 

lesions include neuronal vacuolization, astrogliosis, neuronal loss and the accumulation of PrPSc, an 

abnormal isoform of the host-encoded cellular prion protein (PrPc). Some forms of prion diseases are 

associated with tau fibrillar pathology similar to that observed in Alzheimer’s disease except that 

Abeta peptides are replaced by PrPsc. Here we used a primary neuronal cultures to first explore the 

interplay between the formation of prion protein assemblies and the occurrence of tau pathology, and 

secondly to evaluate in vitro human strain propagation and the efficiency of some antiprion 

compounds towards human prions. We showed that tau hyperphosphorylation in response to 

recombinant PrPs exposition was mutation-dependent, conformation-dependent and varied with the 

PrPc expression level of exposed neurons. This effect was mediated by PDK1 kinase. We also 

demonstrated for the first time that human prion isolates could propagate in an in vitro model. This 

model was also useful to evaluate the efficacy of antiprion compounds that was further validated in 

vivo. Our results help us to better understand the amyloid protein-tau physiopathology interplay and 

provide a useful and unique tool for fast evaluation of therapeutic compounds active against human 

prion strains in a repositioning strategy in such rare but devastating diseases. 
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