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INTRODUCTION

Les maladies a prion, dont la dénomination préeste« Encéphalopathies Subaigués
Spongiformes Transmissibles » ou ESST, constituamjpurd’hui encore une énigme

biologique et le seul exemple de maladie transbiessiont I'origine reste encore inconnue.

Selon I'hypothése majoritairement retenue a I'heactuelle, I'agent responsable des
ces maladies serait une protéine appelée protéipeion ou PrP, qui pourrait se transformer

en protéine a caractere infectieux : la PrPsc.

Depuis quelgues années, ces maladies suscitentramd gntérét scientifique, en
particulier depuis I'apparition de la crise de «kche folle », en 1986 au Royaume Uni, et

I'’émergence d’'un nouveau variant de la maladie i2feldt-Jacob.

En effet, les ESST, maladies dégénératives du ragstéerveux central, regroupent
principalement, chez ’lhomme, la Maladie de CrerlttfJacob (MCJ) et chez l'animal, la
tremblante du mouton et 'Encéphalopathie SpongitaBovine (ESB). La mise en évidence
du passage d'une de ces maladies, I'ESB, d’évaiutionstamment mortelle, a travers la
barriere d’espéce et de la contamination de I'hnoraiaéa consommation de viande bovine a

renforcé le sentiment d’insécurité et modifié lageption du risque pour I’'homme.

Plus récemment, la démonstration expérimentaleadeossibilité de transmettre une
ESST a une brebis par la transfusion du sang datale brebis infectée expérimentalement
avec l'agent de I'ESB souléve la question du risqagransmission iatrogéne de I'agent du
nouveau variant de la maladie de Creutzfeldt-Jgesliransfusion sanguine.

En I'absence de barriere d’espece, il est en afteaindre que le sang puisse représenter pour
I’'homme I'équivalent de ce qu’ont été les farinegraales pour la crise de « la vache folle ».
Ce risque, actuellement hypothétique, a tout de enéomduit a de nombreuses mesures de
précautions en ce que concerne le don du sangptlassisurs pays.



Le risque de transmission d’'une ESST lors d'unesfigsion sanguine n'a jamais été
établi jusqu’a aujourd’hui. Mais des données sdignes supplémentaires sont nécessaires

pour caractériser ce danger transfusionnel.

Le risque de transmission par la transfusion samguiépend, d'une part, de
I'exposition de I'organisme a l'agent infectieuxtrmduit par voie intraveineuse et d’autre
part, de I'effet de cette exposition sur 'occurerdes processus pathologiques.

Nous nous proposons de déterminer I'exposition 'degdnisme a l'agent infectieux, la
protéine du prion, aprés son introduction par \&daguine en vue d’identifier d’éventuels
facteurs de risque (génétiques) et physiopathol@giq

L’étude de l'exposition consiste a documenter let ste la protéine, c’est a dire, sa
distribution corporelle, son métabolisme et somilation apres une administration directe
par voie intraveineuse. Cette exposition dépentit@uinfectieux du sang des donneurs et de
la capacité de I'organisme a éliminer plus ou moamdement la protéine, c’'est a dire, de sa

clairance et de son volume de distribution.

Ainsi, la clairance plasmatique de Il'agent infeactieapparait comme une donnée
fondamentale mais encore inconnue pour évaluerexpesition systémique et un risque

transfusionnel.

Dans une premiéere partie, apres avoir présentéplliegipales ESST animales et
humaines, nous proposerons une synthese bibliogwphdes connaissances sur ces
maladies : nature de l'agent responsable, méthddediagnostic, aspects génétiques de la
sensibilité aux ESST. Nous dresserons égalemdrilale des acquis actuels sur les risques de
transmission des ESST par transfusion sanguine.

La deuxieme partie sera consacrée aux réalisagapgrimentales visant a analyser la
disposition de la protéine du prion administréeymae sanguine chez la brebis et a évaluer sa
clairance. La protéine du prion recombinante ogee utilisée comme modele de la protéine
pathologique. L'influence des facteurs génétiquasla disposition de la protéine du prion
sera examinée par I'étude de I'effet du polymonmptesdu géne qui code pour la protéine du
prion sur la clairance de la protéine, ainsi que [@ comparaison des parameétres

pharmacocinétiques des variants génétigues de dhéipe. Finalement, I'étude des



mécanismes de clairance de la protéine du prios peumettra d’identifier certains facteurs
de susceptibilité a I'agent infectieux.



1% partie :

LES ESST AU CEUR DE L' ACTUALITE



|. LES DIFFERENTES FORMES D’ESST.

I.1. La tremblante des petits ruminants

Si l'attention portée a la tremblante est aujoundtiécuplée par I'hypothese d’un risque
de transmission a 'homme, cette maladie endém@juencestrale des petits ruminants fait
partie intégrante de la culture des éleveurs daneamnbreuses régions du monde, dans sa

gestion et son contrdle.

Décrite dés 1732 en Grande Bretagne, elle susgitetérét scientifique, notamment en
France et en Angleterre ou elle représente un padesomique important : 30% des cheptels
sont aujourd’hui infectés en Grande-Bretagne. EB619.Cuillé et P.L. Chelle, deux
vétérinaires de I'Ecole Nationale Vétérinaire deilbose, démontrent la transmissibilité de la
tremblante apres une longue durée d’incubatiodpet, le caractere infectieux de la maladie
(Cuillé et Chelle, 1936). Un peu plus tard, ils rikent I'aspect spongieux du cerveau comme
les Iésions anatomopathologiques typiques de talti@nte, faisant de celle-ci I'archétype des
Encéphalopathies Spongiformes Subaigués Transmeissiu ESST, caractérisées par des

lésions neurodégénératives, une période d’incub&biogue et une issue toujours fatale.

On distingue deux formes de la maladie atteignesmtahimaux agés de 2 a 5 ans: une
forme prurigineuse provoquant I'apparition de lésiale grattage (d’ou le nom de « scrapie »
ou prurit en anglais), d’une toison dépenailléajret forme paralytique, commencant par une
parésie de l'arriére-train et s’aggravant progressient (voir figure 1). Dans tous les cas, les
troubles du comportement, une hyperesthésie ett@sblements sont observés, ['état
général est progressivement altéré, I'animal miagjria mort survient en un ou deux mois en

moyenne, sans phase de rémission.



Figure 1. Brebis manech téte rousse atteinte de trembéritda toison dépenaillée.
(photo pathologie du bétail, ENVT)

Dans I'espéce ovine, a la différence des autresTE&Stransmission interindividuelle
de I'agent infectieux ne fait aucun doute, ménlesimodalités restent largement imprécises.
Si l'infectiosité du placenta, des glandes salesides muqueuses nasales et des intestins des
animaux malades et en incubation est démontréee(Raal, 1998), celle de la salive, du
jetage et des feces n’est que suspectée (Haztlaly1982 ; Pattisoet al, 1962).

Aussi existe-t-il une transmission naturelle honiabe entre les animaux au sein d'un
troupeau, liée a la placentophagie et a la contatiom du milieu extérieur lors de la mise bas.
De plus, les paturages contaminés semblent pouvamnsmettre l'infection pendant de
nombreuses années (Sigurdarsbal, 1998), jouant un réle majeur dans la transmisaiax
animaux achetés ou aux troupeaux voisins en pédative. Enfin, la présence de I'agent
infectieux dans les acariens du fourrage a étéorégp (Wisniewsket al,1996).

Quant a la transmission verticale, elle sembleiptespuisque certains embryons prélevés sur
une brebis infectée et transférés sur une mereys®tsaine développent la maladie, mais les
risques de transmission transplacentaire ne satcla@ement établis (Fostet al, 1992,
1996)

Ainsi, la voie orale semble étre la voie de contation majeure dans les conditions
naturelles. La voie transcutanée ou conjonctivaig sutefois décrites‘et. des contaminations

]
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iatrogenes ont déja eu lieu : en 1939, en GranééaBne, une tremblante expérimentale s’est
développée chez prés de 7% des 18000 moutons draitée ans auparavant avec un vaccin
contre le louping-ill, préparé a partir de cerveal@&xmoutons malheureusement contaminés
par une souche de tremblante (Greig, 1950). De m&mel997-98, un vaccin contre

Mycoplasma agalactiakii aussi contaminé fut utilisé en ltalie.

La barriere d’espece ne semble donc pas franchi€goent de la tremblante dans les
conditions naturelles, mais la question reste paigeguis qu’il a été incriminé dans le
développement de foyers d’ESST dans des élevagdssdas nourris avec des abats de
moutons contaminés (Encéphalopathie TransmissiblBison). La tremblante n’est tout de

méme pas considérée comme une zoonose.

Toutefois, le risque représenté par les ESST dgts paminants pour 'homme a été
reconsidéré suite a I'apparition de 'Encéphaloa8pongiforme Bovine (ESB) et suite a la
preuve, en 1993 par Foster, de la transmissil@kfgErimentale de 'ESB aux petits ruminants
par voie oraleEnfin, la mise en évidence a partir de 1996 d’'uzlation entre 'ESB et le
nouveau variant de la Maladie de Creutzfeldt-Ja@d&J) a mis en lumiére un risque
potentiel pour I'hnomme et attiré I'attention suisaealadies. Des mesures de prophylaxie ont
donc été prises, comme l'interdiction de l'utilisat des farines d’'os et de viandes dans la
fabrication d’aliments destinés aux ruminants ded896 et le retrait systématique de la
chaine alimentaire humaine, en France, depuis 188€,tissus ovins susceptibles d’étre
infectieux. Enfin, en 1996, la tremblante fut déétamaladie a déclaration obligatoire et un

réseau de surveillance épidémiologique nationaiigten place.

[.2. L’'Encéphalopathie Spongiforme Bovine (ESB)

L’ESB est une autre maladie dégénérative du systeemeeux central, touchant les
bovins adultes (Agés de 3 a 6 ans) et entrainprés aine incubation longue, des troubles
nerveux sensitifs et moteurs, évoluant lentemerg uae dégradation de I'état général et la
mort.

Les chats et les félidés sauvages sont égalemesibkes a I'ESB et la transmission naturelle

aux autres ruminants est possible.
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Identifiée pour la premiére fois en Grande Bretagmé 986, 'ESB se répand dans tout
le cheptel du Royaume Uni, avec un nombre croissaias jusqu’en 1993, date a laquelle se
font sentir les mesures de lutte mises en placel888 . Au total et a titre d’exemple, entre
1974 et 1995, 900 000 bovins auraient été infeck&st 75 000 bétes seraient entrées dans la
chaine alimentaire humaine (Andersetnal, 1996). Hormis la Grande Bretagne, les pays les
plus touchés furent I'lrlande, la France et le &gat (OIE, 2004).

L'origine de I'épidémie est encore incertaine, mdeaux hypothéses majeures sont
énoncées : ou 'ESB, issue de la tremblante, gagiagée avec I'entrée de carcasses ovines
contaminées dans le processus de fabrication degdaanimales destinées a I'alimentation
du bétail, ou la maladie est apparue spontanénmetene ou plusieurs vaches atteintes alors
d’'une forme d’ESST bovine. Dans ce deuxieme cagyuldes animaux recyclés dans les
farines animales pourraient étre a I'origine deitiémie.

Aucune preuve scientifique n'a encore vérifié I'ume I'autre de ces hypotheses, mais quoi
gu'’il en soit, les farines animales furent incrig@s, et 'adoption dans les années 70-80 de
procédés moins draconiens (comme des températei@®paration moins élevées), par souci
de rentabilité, a été mise en cause, permettantagants infectieux de persister dans les
produits destinés aux animaux qui, a leur tourponétre recyclés dans les farines.

Quant a la transmission verticale de 'ESB, ellmiske peu fréquente et aucune preuve de

transmission horizontale directe ou au paturage emdividus n’'a été rapportée.

Des lors, la mesure la plus importante pour coetrfa diffusion de I'ESB et pour en
prévenir une éventuelle résurgence fut donc l'titdion de ['utilisation des protéines de
mammiféres dans I'alimentation des animaux d’élevdgs 1988 en Grande Bretagne, suivie
de linterdiction des farines animales en Francel®8Q Enfin, sont exclus de la chaine
alimentaire humaine tous les tissus ayant montsétithes d’infectivité éleveés, ainsi que la

viande connectée aux os des bovins.
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I.3. Des ESST humaines : la Maladie de Creutzfeldiacob (MCJ) et le Kuru.

Si I'épidémie d’ESB a suscité autant d’émoi, enaifslde tout contexte économique,
c’est en raison de la capacité de I'agent infestiauranchir la barriere d’espéece dans les
conditions naturelles, contrairement a la tremigaqii ne touche que les petits ruminants.
Aussi des craintes pour la santé humaine ont-étiegveillées, aprés I'identification en 1990

d’'une nouvelle ESST transmissible chez le chat dtioge.

Une unité de surveillance de la maladie de Crelalizdacob fut alors créée au Royaume
Uni, puis étendue a divers pays européens. En 18#enquéte épidémiologique montrait
que 0,4 a 1 personne par million d’habitants etgmgétait touché en France et en Grande
Bretagne. Mais c’est en 1995 que deux cas inhdbitle MJC sont détectés au Royaume
Uni. Un an apres, R.G.Willlécrivait une nouvelle variante de la MCJ (Watl al, 1996).
Jusqu’alors, on connaissait trois formes de cetiadie décrite par Creutzfeldt et Jacob en
1920 et 1921 :

- la MCJ sporadique, la plus fréquente, représerfie @8s cas d’'ESST chez I'homme :
elle survient avec une fréequence annuelle de 1s4paa million d’habitants, soit 80
cas par an en France. D'origine indéterminée, edlecaractérisée par un syndrome
démentiel d’évolution rapide, diversement assoaléssignes neurologiques, tels que
des troubles de I'équilibre et de la coordinaties chouvements, une atteinte visuelle.
En phase terminale, le patient, prostré dans sdismeé ne communique plus avec
I'extérieur. L'évolution est fatale en quelques mat le diagnostic clinique est

confirmé par I'examen histologique du cerveau.

- La forme familiale de la maladie représente 10 &b ldes cas: c’est une forme

génétique a transmission autosomale dominante.

- La forme la plus rare est la MCJ iatrogéne : gilsemble pas exister de transmission
naturelle interhumaine, la maladie a pu étre trassraccidentellement lors d’actes
meédicaux, comme lors d’injections d’hormone de szance hypophysaire
contaminée (dans les années 80 en France), oudmrgreffe de dure mere,

d’'implantations d’électrodes au niveau du systeergaux.
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Or, la nouvelle variante de la MCJ ( nvMCJ ) présates différences avec les formes
habituelles de cette maladie, sur les plans épumlégigques et histopathologiques : les
patients atteints de la nvMCJ sont beaucoup pluse® que ceux touchés par la forme
classique (27 angersus64 ans en moyenne) et les signes cliniques s’étgrglir une durée
particulierement longue, soit plus de 2 ans. Desplon note I'absence d’'un
électroencéphalogramme typique de MCJ et un pnefilropathologique nouveau, avec une

atteinte du thalamus postérieur et des structyrephoides.

Si la concomitance de la crise de « la vache foké¢ de I'apparition du nouveau variant
de la MCJ peut laisser penser que I'émergence deNtCJ résulte d’'un passage de 'ESB a
I’'homme, les données expérimentales le suggeret@nient . En effet, les Iésions observées
chez les patients atteints de cette nouvelle faamt comparables a celles causées par 'ESB
inoculée expérimentalement a des rongeurs (Betied 1997). De plus, en 1996, D.Dormont
et JJ.Haww ont inoculé des extraits de cerveau alen® contaminés par L'ESB a des
macaques, lesquels ont développé tous les symptodeesla maladie. L'aspect
histopathologique du cerveau était identique aicdkl patients décédés de la nvMCJ
(Lasmezast al, 1996). Enfin, les propriétés biochimiques dediigresponsable de 'ESB et
de la nvMCJ semblent identiques (Collirgeal, 1996, Hillet al, 1997)

Toutefois, si un lien causal entre 'ESB et la nvl/€st aujourd’hui admis, I'origine de
I'infection de 'homme reste méconnue. L’hypothéaeplus probable serait une infection

d’origine alimentaire par des produits de viandasaminées dans la chaine alimentaire.

Enfin, une autre ESST humaine est le Kuru. Déenitd 957 par V. Zigas et D.Carleton
Gajdusek en Papouasie-Nouvelle Guinée, ou le calmsrite était pratique, elle se propageait
par la consommation rituelle du cerveau d'individhfectés. La durée d’incubation du Kuru,
mot indigene décrivant les tremblements des majadkst de 5 a plus de 40 ans . La mort
survenait moins d'un an apres [lapparition des [peesn signes cliniques. Grace a
I'observation des symptomes et des coupes histplegi de cerveaux, le lien fut établi entre
la tremblante, le kuru et la maladie de Creutzfé#ttob.

Le Kuru aura tué au vingtieme siecle plus de 308@gnnes sur une population de 30 000

Papous. L’origine de la maladie pourrait étre unsoradique de la MCJ.
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Il. LAPROTEINE PRION (PrP), AGENT RESPONSABLE
DES ESST ?

I1.1. Nature de I'agent infectieux

Les caractéristigues communes des ESST seraiest alliagent responsable de ces
maladies, classé parmi les Agents Transmissiblas Glanventionnels ou ATNC et dont la

nature exacte reste encore hypothétique.

Alors que l'idée d'un virus semblait la plus logeyuen 1967, T.Alper montre que le
spectre de résistance des ATNC aux rayonnementstegtituel : il correspond non pas a
celui des acides nucléiques mais a celui des pextéiDe plus, jusqu’alors, aucune structure
de micro-organisme, et notamment de virus, n'étaitble avec les microscopes les plus
performants. Il n’existait méme aucune réponse imitaire, comme si cet agent était

invisible pour les défenses de I'héte.

C’est en 1980 que Stanley Prusiner, de I'Univerd@éCalifornie, montre que les dépots
amyloides présents dans les cerveaux de hamstegquels il a inoculé l'agent de la
tremblante, sont constitués d’'une protéine hydrbphpqu’il nomme prion, acronyme de
« particuleprotéiqueinfectieuse » ( Prusinet al, 1982 et 1997). Il propose alors I'’hypothese
de la nature exclusivement protéiqgue des ATNChaldlal’encontre du dogme selon lequel
méme les formes les plus simples de la vie, conem@itus, impliquent une transmission de
matériel génétique sous forme d'acide nucléiqgue NABu ARN)! Cette hypothése est
pourtant celle qui est majoritairement retenue @afdui par la communauté scientifique et

la pathogénicité de la protéine Prion (PrP) seli@é a l'acquisition d'une structure

tridimensionnelle anormale de la protéine.
La protéine du prion cellulaire (PrPc) est en taie protéine cellulaire N-glycosylée

exprimée chez chacun et ancrée dans la membranairparoupement GPI (glycosyl-

phosphatidylinositol) (figure 2).
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Elle est exprimée dans quasiment tous les tissis estiparticulierement abondante dans les
neurones, cibles majeures de la dégénérescencaulkéESST. Le rble de la PrPc reste flou,
mais elle serait impliquée dans la transmissionsd@ggaux entre les cellules nerveuses et dans
la protection des neurones contre les dommagegsqas les oxydants (Mouillet-Richagd

al, 2000 ; Brown, 2001)

Figure 2: Structure tridimensionnelle de la protéine primormale (PrPc): alors que I'extrémité C-
terminale est structurée, principalement par déisd®u, I'extrémité N-terminale est libre de se mouvair e
solution. (Guilbert, 2001)

La forme pathogene de la PrP, encore appelée BpBsac « scrapie » en anglais), a la
méme composition que la PrPc mais differe par sactsire tridimensionnelle : elle est
capable de se « reproduire » en induisant un chnaegede la structure de la protéine native.
Ce processus a un caractere auto catalytique,iabantt a une accumulation de PrPsc a partir
de la PrPc, sous forme d’agrégats dits « amyloidd&aspect filamenteux, détectables sur les
coupes histologiques des malades. La PrPsc $egtistégalement par sa résistance partielle
a la digestion par une enzyme, la protéinase Kst@ieurquoi on I'appelle aussi PrPres (res

pour résistante).
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Deux modeles ont été proposés pour expliquer last@nformation de la PrPc en
PrPsc ( figure 3):

- le modele auto catalytique (ou modele de la matrice

- le modele de nucléation polymérisation

' i ' ' Modéle catatyﬁqua_ ou de replieman‘t
Pric

A S e e e
S ST 2

Structure amyloide (non

; : essentielle pour la réplication
Conversion empéchée par Hétérodiméra Homodimére du prion)

ung barriére d'énergie e = r i

A
S = s 3

formation dunoyau 06 PrP=¢ manomérique Structure amyloide

Modéle de mIMmWn

¢

. (trés fent) (rapide) Fm_gmsr::ﬁm en
giullibre noyaux infectieux
entra les deux formes | 4 A

Figure 3 : modeles hypothétiques de conversion conformaéie de PrPc en PrPsc : le modéle catalytique

et le modéle de nucléation polymérisation ( Guilb2001).

Il existe aussi une présomption quant a I'existedioa facteur supplémentaire, la protéine X,
ou d’'une protéine « chaperonne », qui seraientssages a la transconformation de la PrPc

en PrPsc.

A noter qu'il existe plusieurs souches d’ATNC : plde 20 ont été identifiés, mais leur
structure exacte, tout comme celle du support iddotmation génétiqgue n’est pas encore
connue. De telles connaissances seraient cepentkast pour permettre d’'identifier et de

caractériser les éléments clés de la transconfarmat

17



I1.2. La dynamigue du prion

Andréolettiet al (2000) ont montré que la PrPsc est détectabléatgsde 2 mois dans
les formations lymphoides annexées au tube digesiihme les plaques de Peyer et les
ganglions lymphatiques, des brebis trés sensiblis teemblante. Elle s’accumule ensuite
dans I'ensemble du tractus gastro-intestinal vensofs et gagne tous les tissus lymphoides
(rate, ganglions lymphatiques) a 6 mois pour atieirle systeme nerveux central vers I'age

de 9 mois. La phase clinigue commence vers 18 mois

Ainsi, le processus de neuroinvasion par I'agedadeemblante semble comporter deux
phases :
- une phase de colonisation des organes lymphoidde, (nceuds lymphatiques,
amygdales, appendice), ou le systéeme immunitaidifinla réplication de I'agent.
Les cellules dendritiques et les macrophages seréés premiers a accumuler la
PrPsc.

- une phase de transport axonda le systeme nerveux périphérique. Ainsi, TATNC
gagne la moelle épiniére et progresse pour gagmecéphale ou il se réplique de

facon exponentielle, entrainant la mort neuronale.

Si le systeme immunitaire semble jouer un réle densransport de la PrPsc, il existe
cependant certaines formes d’ESST, comme chez desoms a sensibilité moyenne ou chez
les bovins atteints d’ESB, ou I'on ne retrouve t®$t que dans le systeme nerveux central et

ou le systeme immunitaire ne semble pas ou peuqoipl(Andréolettet al, 2000).

Enfin, Moudjouet al ont étudié la distribution de la PrPc chez le raoutles tissus les
plus riches au niveau quantitatif en PrPc sontdeseau, puis des tissus non neuronaux
comme les poumons, les muscles splanchniques,ug Eatérus, le thymus et la langue (qui
contient 20 a 50 fois moins de PrPc que le cervéaas)autres tissus comme le tractus gastro-
intestinal sont pauvres en PrPc, le foie restatis$el le moins riche.

Ainsi, les organes dans lesquels l'infectiosité @dmontrée ( comme les amygdales, le
thymus, la rate, les intestins) ne contiennentghas de PrPc que les tissus qui ne supportent

pas linfection (muscles squelettiques, cceur..qr onséquent, comme la « barriere
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d’espéece », il pourrait exister une « barriére tdsus » qui modulerait I'existence de

I'infection.
Quoi gu'il en soit, de nombreux travaux tententoauj’hui de « pister » le prion pour

établir son trajet dans l'organisme, ce qui perraigttde comprendre la cinétique de la
maladie et de localiser plus facilement les éléseahtaminants.

[ll. DIAGNOSTIC DES ESST

Les ESST n’entrainent aucune inflammation déceldates le cerveau ou dans le reste
de l'organisme (pas d'infiltration leucocytaire) etucune réaction immunitaire n’est
détectable. Le diagnostic sérologique n’est deaitepas possible et il n'existe aucun test
biologique autorisant une détection directe dedrdagnfectieux. Seule I'apparition des signes
cliniques, reflet d’'une atteinte du systeme neryep@rmet une suspicion clinique. Sa
confirmation repose sur la détection post-mortera késions histopathologiques et sur la
détection de la forme anormale de la PrP.

En pratique, la détection des lésions microscopiguas histologie est effectuée sur des
coupes d’encéphales, ou I'on observe les lésigrigugs des ESST (figure 4) :
- vacuolisation des périkaryons (corps neuronauggpopulation neuronale
- spongiose du neuropile (zone d’enchevétrement xiases)
- astrocytose ou gliose : prolifération (hypertropbtehyperplasie) des cellules gliales
ou astrocytes, qui forment le tissu de soutienydtesne nerveux central
- dépbts amyloides, observés aprés coloration aweroaggo.

Aucune lésion n’est détectable dans le tissu lyrigeho
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Figure 4 : Bulbe d'ovin atteint de tremblante. Noter la valisation neuronale et du neuropile (Schelcher2200

La détection de la PrPsc dans le tissu nerveux iegqudes techniques
d'immunohistochimie, utiles en phase clinique si@gvements du tronc cérébral et en phase
pré clinique et clinique sur les tissus lymphoidesevés sur les animaux infectés (Herrmann
et al, 2002).

Enfin, la détection de la PrPsc dans le tissu nerymar Western Blot (séparation par
électrophorése suivie d’'une immunodétection) ouFdSA (immunodétection en plaques)
donne des résultats en 7 a 8 heures. Ces testlesapui nécessitent I'élimination préalable
de la PrPc par digestion enzymatique ou dénaturasont notamment utilisés dans le
dépistage systématique de tous les bovins de pllBOdnois a I'abattoir dans le cadre de la
surveillance des cas d’'ESB : les kits Prionics ®Bairad ® utilisent respectivement le
Western Blot et la technique ELISA.

Ces tests ont montré une efficacité équivalentella de la technique de référence de la
détection des ATNC, qui consiste a inoculer dineetet le matériel potentiellement
infectieux par voie intracérébrale a un animal dbofatoire (souris, hamster). Mais

aujourd’hui, les recherches continuent pour élaboretest utilisable.-en routine, permettant

r.._. 1 S
Va4
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grace a une haute sensibilité la détection dePaddans le sang, afin de repérer les malades
non seulement en phase clinique, mais aussi évdpeé'incubation.

V. ASPECTS GENETIQUES DE LA SENSIBILITE AUX ESST

Il existe chez les ovins une variabilité génétigieela résistance aux ESST, due en
grande partie au polymorphisme du géne Prnp que qoour la protéine prion. Cette
variabilité est bien documentée et a fait I'objetrebmbreux travaux depuis 1938 au Royaume
uni.

Une vingtaine d’'alléles du gene PrP sont connusjawr : (figure 5)
Tous dérivent du méme géne ancestral, de type RUIIB Q171, pour désigner les acides
aminés codés par le géne aux codons 136, 154 gpai7ine mutation unique. Le symbole A
désigne l'alanine, R I'arginine, Q la glutamine.
L’allele codé ARR confere une résistance a la tlanmtk: d'aprés une enquéte
épidémiologiqgue menée a I'échelle européenne, leatons homozygotes ARR/ARR ne
semblent pas atteints par la maladie et les hgtgodes ne le sont que rarement. Au contraire,
I'alléle codant pour la valine (V) en position 13®ur I'arginine en 154 et pour la glutamine
en 171, noté VRQ, confére une grande sensibilé&@mblante.
Enfin, il semblerait que les ovins homozygotes ARRR ne soient pas porteurs de la
contamination en situation naturelle, alors que #&s8maux homozygotes VRQ/VRQ

pourraient I'étre tres jeunes, comme on I'a not&cpdemment.
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ALLELE : CODONS

{112 136 137 3B M1 1St 1S4 1M 176 21
+ ARQ (anchtrs]
«TI1280Q | A M 2 L R R a N 2
« VRO | M M 5 | R R 0 M R
+ TRQ M M g L R R a N P
+ ATI379G M A 5 L R R Q N R
vANIIERQ | M A M L 7 R a N R
JAFIAIRG | M A M 5 7 7 Q N R
VACISIRQ | M A M 5 L 2 a R
s AHT B A M S L R Q R
w ARH M A M g L F R [
« ARR v A M 5 L R R N R
» ARK | W g L R R N R
W AROKITE | M Y 5 L R R Q R
fARQOZT | M M 5 L R R Q N

Figure 5 : alleles connus du géne PrP ovin (Elseal 2002)

On retrouve chez I'homme cette différence d'expoessde la maladie liée au
polymorphisme du gene PrP, dans le cas du Kuruuethauveau variant de MCJ:
I'hétérozygotie au niveau du codon 129 retardefa@pparition de la maladie, voire
protégerait de linfection. Enfin, dans le cas dang PrP bovin de I'ESB, peu de
polymorphisme a été décrit et aucune sensibiliteenl’infection ou la durée d’incubation ne

parait étre définie par des différences génétiques.

En 1997, Smits montrait la relation entre le chamget de conformation de la PrP et
I'existence de diverses souches ou variants deRadhacune d’elles ayant une affinité pour
des génotypes différents. Par la suite, Bosseat (2000), en étudiant la conversionvitro
des difféerents variants de la PrPc, montra quedaeptibilité du mouton était déterminée non
seulement par le génotype de I'animal cible massiapar le génotype du prion infectieux
utilisé ou inoculé.La conversion de la PrP en PrPsc serait modulét palymorphisme de
la PrPc et de la PrPsc. Ainsi, la transmissionadmaladie nécessite de passer la barriere du

polymorphisme, en plus de la barriere d’espece.

La tremblante naturelle est donc le résultat detéfaction entre les éléments

génétiques de l'animal (polymorphisme du géne Rspression variable du géne) et les
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variants génétiques de I'agent infectieux. Touggftas variations de codage n’expliquent pas
a elles seules les différences de sensibilité desreaces et les individus. D’autres éléments
génétiques ont aussi une influence sur le tempsubiation et la susceptibilité. Il est possible
que d'autres génes agissent de méme, sans oubliebld primordial en circonstances

naturelles de la pression et de la durée d'infactie I'age des animaux, etc...

Dans tous les cas, les connaissances actuellesegpenind’envisager, grace a une
approche génétique, une alternative aux stratégibgatoires d’abattage et de désinfection
souvent décevantes, dans le but d’éradiquer ladiealaes moyens mis en ceuvre par les
Unités de Promotion des Races (UPRA) francaiset wwmmbles selon les races, celles-ci
différant dans leur sensibilité a la tremblantedans l'incidence de la maladie par la
frequence des différents alleles du gene PrP (pample, la race Manech Téte Rousse
représente 2/3 des foyers de tremblante recendésmeoce).

Mais I'utilisation et la sélection de reproducteti@mozygotes ARR/ARR, en patrticulier les
béliers des centres d’insémination artificielleAgg au génotypage a grande échelle des
animaux pour leur géne PrnP, devrait donner rapaé¢mne augmentation de la fréquence de
l'alléle ARR et I'élimination de I'allele VRQ, pouaboutir a une protection plus importante
des élevages.

V. LATRANSMISSION PAR TRANSFUSION SANGUINE : OU
EN EST-ON DES RISQUES ?

La transmission des ESST animales et humaines sesiddfectuer principalement par
voie orale dans les conditions naturelles. Si ncroit les données épidémiologiques, le
cannibalisme était bien en cause dans la transmislsi kuru et si l'incertitude demeure sur le
mode de contamination précis des moutons atteatsetinblante, les farines animales et les
animaux malades entrés dans la chaine alimentaimgaihe seraient bien a l'origine de

I'épidémie de 'ESB et de I'apparition des nouveaas de MCJ.
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La notion de barriere d’espece a été remise eredamsque que Hill a montré gu'il est
possible de transmettre le prion du hamster a dessschez lesquelles il se réplique, sans
méme causer de signe clinique ( Hill et al, 20@Q)ggérant que des sujets apparemment
sains, mais abritant en fait des formes subclirdgy®urraient transmettre la maladie de
maniere iatrogene.

Enfin, la transmission de MCJ par I'hormone de s3ance hypophysaire a attiré
I'attention sur le fait que les produits sanguimsipaient contribuer a la transmission de la

MCJ iatrogene.

Jusqu’a aujourd’hui, aucune étude épidémiologiaglasait mis en évidence le risque
de développement de MCJ suite a une transfusiogugaa ou apres I'administration de
produits sanguins. Toutefois, en décembre 200Rdexités britanniques annongaient qu’un
patient décédé a I'automne de la nvMCJ avait rec996 du sang provenant d’'un donneur
qui avait succombé trois ans plus tard a cette méaladie. Méme s’il est impossible de
déterminer si la personne transfusée a été conéanmar le biais de la transfusion ou si les
deux malades ont été contaminés séparément, ilrgoblnien s’agir la du premier cas

susceptible d'étayer I'hypothése d'une transmiskda maladie par transfusion sanguine.

De plus, le nvMCJ présente des différences awdorime sporadique, a la fois sur le
plan épidémiologique, avec notamment I'existencesitpies environnementaux et sur le plan
de la pathogénie, comme en témoigne la présentaghnt infectieux dans les formations
lymphoides périphériques des patients atteintd{Raes est retrouvée dans les amygdales, la

rate, les nceuds lymphatiques, 'appendice, lesupksde Peyer).

La brebis infectée par voie orale avec I'agentadB$E représente un modele d’étude de
la pathogénie du nouveau variant de la MCJ, eomaile la voie commune de contamination
et de la distribution paralléle dans les organagplyoides. A partir de ce modele, les travaux
de Houstoret al ont montré qu'une ESST peut étre transmise pasfuigion du sang total
d’'un animal infecté avec I'agent de 'ESB au codesla phase pré clinique de la maladie
(Houstonet al, 2000).

De méme, les données expérimentales classiquenbéenues a partir des modeles
rongeurs inoculés par voie intracérébrale indiqugué le sang peut contenir l'agent

infectieux de la MCJ, suggérant I'existence d'wsgue transfusionnel potentiel.
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Brown et al ont ainsi détecté l'infectivité dans le sang toté¢ rongeurs expérimentalement
infectés, en particulier dans leur « buffy coadans lequel la PrPsc est associée aux
leucocytes (Brownet al, 1999). Enfin, l'infectiosité du sang dans le ades processus
physiopathologiques spontanés d’ESST a été fortesuggére par les travaux de Schnetrr

al, qui ont aussi détecté la PrPsc dans le « buffy & d’agneaux agés d’'un mois et dont la
mere était atteinte de tremblante naturelle (Scheteal, 1999).

Ainsi, le risque potentiel de transmission du n@auwegariant de la MCJ par transfusion
sanguine, allié a la méconnaissance de la préwalmtinfection pré-symptébmatique dans la
population donneuse de sang, a conduit a desatemts d’usage du sang en fonction des
pays donneur. Par exemple, la FDA ( Food and DrdgiAistration) ameéricaine a banni du

don du sang I'ensemble des européens.

Effectivement, le risque de transmission d'une ES&F transfusion de l'agent
infectieux est multifactoriel. Il dépend :
- du stade clinique de la maladie du donneur
- de la susceptibilité du receveur a l'infection etsbn génotype (sensible ou résistant)
- de la distribution de I'agent au niveau de |'organe

- de la clairance plasmatique de la protéine infaste

Des mesures de précautions, comme la leucofiitratu sang, ont aussi été finalement
adoptées par de nombreux pays dés 1997 pourlilaitssque transfusionnel en diminuant la
concentration sanguine des cellules blanches qaies# associées a l'infectivité, méme si
des données scientifiques supplémentaires sontsseioes pour définir ces risques et

renforcer la confiance des patients.
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2°™ partie : REALISATIONS EXPERIMENTALES

CONTRIBUTION A L’'ESTIMATION DU RISQUE
TRANSFUSIONNEL : ANALYSE DE LA
DISPOSITION DE LA PrP ADMINISTREE PAR
VOIE SANGUINE CHEZ LA BREBIS
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. INTRODUCTION

Nous avons vu que le risque, actuellement hypathéfide transmission iatrogene de
I'agent de la nouvelle variante de la MCJ par thagsisn sanguine a conduit a de nombreuses
mesures de précautions dans plusieurs pays. Maidatmées scientifiques supplémentaires
sont nécessaires pour caractériser ce dangerusamsifiel.

Le risque transfusionnel d'une ESST dépend de dsitpn de I'organisme a lI'agent
infectieux, c'est-a-dire, du titre infectieux dungaau cours des phases clinique et pré-clinique
de la maladie et de la capacité de I'organisméndirédr plus ou moins rapidement la protéine

infectieusej.e. de sa clairance.

La clairance totale d’un organisme peur étre mgdélcomme suit (figure 6) :

TETE
(ET BRAS) | arms

Veinejugulaire fian

(et veine subclaviérehs) Anérecarctide

(et artére subclavierejin

)

Veines pulmonairesi
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Veine cave inférieurena : ; —H COEUR
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Artére rénale

B

Veine porte1epatic portal
/ein

Veine rénale

al vein Artére iliaque

Veine iliaque * yein b
Tronc et jambess

Figure 6 : Modélisation de la clairance totale (Maderi®97)
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Elle est fonction du débit cardiaque de I'organisetalu coefficient d’extraction des
différents organes épurateurs (reins, foie, poumamses...).

A notre connaissance, la clairance, parametre fordtal a estimer pour apprécier le
risque transfusionnel n’a jamais été évaluée denfdgrmelle : le devenir de la protéine
infectieuse au cours des premiéres heures quirdgusan introduction dans la circulation
sanguine n’a jamais été précise, ni en termesiques, ni en termes mécanistiques (sites et

mécanismes de clairance de la protéine).

Les concentrations plasmatiques de PrPsc sontsidtagte de deux événements : le
taux d’entrée de la protéine dans le plasma elag@mece, dont la connaissance permettrait de
déterminer les concentrations plasmatiques de PdBsespondant aux différents taux
d’entrée de la protéine et, en particulier, la @mi@ation en PrPsc qui correspond a la valeur
du seuil infectieux. D'aprés Safar, I'unité de dasfectieuse correspondrait a*1@olécules
de PrPsc (Safaat al, 1998).

L’évaluation de la clairance de la PrPsc constégalement un élément important de
I'estimation du réle potentiel de la circulationngaine dans la dissémination de I'agent

infectieux.

De plus, Shakeet al, en 2001, ont montré qu’une isoforme de la Pristase a la
protéinase K est détectée dans les urines de haexgi&rimentalement infecté, ainsi que chez
des vaches et des hommes atteints d’ESST (Shetkatl 2001). La présence de la PrPres
dans les urines pendant la phase pré-symptomatigl& maladie suggere la libération de la
protéine dans le sang, sous une forme non agrageetir du systéme nerveux central ou des
organes périphérigues. Ces résultats ouvrent deetles perspectives pour I'étude des
mécanismes de clairance de la protéine et derguaét physiopathologique.

Ainsi, nous nous proposons de déterminer les pdram@harmacocinétiques de la

protéine prion recombinante ovine, utilisée comnuéhe pour la protéine pathologique ou
PrPsc.
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En ce qui concerne les mécanismes responsablea dasteptibilité génétique a la
tremblante, ils n'ont pas été clairement identifiee caractére résistant a la tremblante
pourrait impliquer des différences de niveau d'estfpon a I'agent infectieux et cela, de deux
facons : la clairance plasmatique pourrait étréuerfcée par le génotype du receveur, ou
encore, le polymorphisme de la PrPc pourrait caedaides clairances différentes pour les
variants de la protéineC’est ainsi que Rezaedt al (2000) ont montré que le variant
V136R154Q171 de la protéine prion ovine recombimaglt qui est associé a une forte
sensibilité a la tremblante, est intrinsequemems ptable que le variant A136R154R171 de la
protéine, lié au caractére résistant a la mala&gidon ces auteurs, la stabilité supérieure du

variant V136R154Q171 de la protéine PrPc pourtedt & I'origine d’une réductioim vivo de
la clairance de la protéine

Le modéle ovin présente deux avantages majeursl’gtuge que nous allons mener :
- l'existence de lignées de brebis présentant diftérdegrés de résistance a la maladie
- la disponibilité de différents variants de la pm&erecombinante correspondant au
génotype sensible ou résistant.

Ces deux atouts devraient permettre une étude fapplie de I'impact de facteurs
génétiques sur les parametres pharmacocinétiquda &P. D’'une part, nous pourrons
déterminer si la plus grande stabilité du variamRQ/ est effectivement associée a une
réduction de la clairanda vivo et, d’autre part, I'utilisation des différentegriges génétiques
de brebis nous permettra d’'analyser [l'influence dénotype sur les paramétres
pharmacocinétiques de la PrP et ainsi de déternsinkr résistance a la maladie peut étre

expliquée, du moins en partie, par une difféerencendtabolisme de la PrP.
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. OBJECTIFS

Nos objectifs sont donc :

- déterminer les parametres pharmacocinétiques foewtaumx de la PrP recombinante
ovine

- examiner I'influence du génotype de I'héte sur pasametres

- comparelin vitro la stabilité des variants ARR et VRQ dans le pagtie sang ovins

- comparer les clairances des variants ARR et VR@ geotéine recombinante

- évaluer les mécanismes de clairance plasmatiqu& &P : élimination urinaire, réle

du systéme réticulo-endothélial.

Ainsi, dans un premier temps, nous avons effecheaiude pharmacocinétique de la
PrP recombinanta vivo, pour en analyser la disposition aprés son adtratiien par voie
intra veineuse. Nous avons ensuite tenté de déterra role des poumons et du foie dans les

meécanismes de clairance de la protéine.

Dans une deuxiéme partie, nous avons analysé epazénin vitro, la stabilité des
variants ARR et VRQ de la PrP recombinante dasarmg et le plasma de brebis.

lIl. MATERIELS ET METHODES

I11.1. Analyse pharmacocinétigue de la PrP recombiante in vivo.

111.1.1. Expérience 1: Analyse de la dispositioe th PrP recombinante administrée
par voie IV

¢ Objectifs

Les objectifs de cette premiere expérience sontiphes :
- déterminelin vivoles paramétres cinétiques de la PrP recombinante.
- comparer la clairance des différents variantsadadtéine.

- étudier l'influence du génotype de I'héte sur laii@dnce.
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- Evaluer I'élimination rénale de la PrP recombinamar la détermination des
concentrations urinaires en PrP. En effet, |la PdBnt le poids moléculaire est de 33
kDa pourrait étre éliminée par filtration glomémé, le rein pouvant filtrer des

protéines dont le poids moléculaire est inférie@0&Da.

¢ Animaux.

- Caractéristiques

L’'essai a été réalisé avec 10 brebis saines de Rameanov, adultes, de poids

homogene (environ 42 kg), originaires du domaireermental INRA de Langlade.

Cing brebis étaient de génotype homozygote A136RI1FAR171 (résistant) et les 5 autres
étaient de génotype V136V136Q1710Q171 (tres sensiblee fiche individuelle mentionnait
les caractéristiques suivantes : élevage d’origidentification, génotype au niveau des

codons 136, 154 et 171 du gene PrP, poids, raageet

- Hébergement.

Chaque brebis était hébergée dans une cage a it@tabandividuelle, dans une
bergerie du service de physiologie de I'Ecole Nadle Vétérinaire de Toulouse. Elle recevait
quotidiennement du foiad libitumet 200g de concentrés, matin et soir, a heuxes {08:00
et 16:00). Elle était également abreuvée a volonté

¢ Protocole expérimental

L’expérience a comporté 2 périodes, séparées partenvalle de 2 jours. Au cours de
celles-ci, la disposition des variants de la PrRombinante a été examinée aprés
I'administration par voie intraveineuse des vagaatla dose unique de 0.02 mg/kg, selon un
plan d’expérience en crossover ( voir plan d’exgrige ci-dessous : tableau 1).
Les animaux furent systématiquement pesés la vedleehacune des administrations afin

d’ajuster la dose au poids vif.
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_ Période 1 | Période 2
1 AARRRR ARR VRQ
2 AARRRR ARR VRQ
3 AARRRR VRQ ARR
4 AARRRR VRQ ARR
5 VVRRQQ ARR VRQ
6 VVRRQQ ARR VRQ
7 VVRRQQ VRQ ARR
8 VVRRQQ VRQ ARR

Tableau 1: Plan d'expérience : ordre d’administration desards VRQ et ARR de la PrP recombinante aux
brebis de génotype VVRRQQ et AARRRR.

Des prélevements sanguins ont été réalisés pentlaetre qui précéde les
administrations de PrP recombinante (3 prélevemarn2® minutes d’intervalle), puis aux
temps 1, 2, 4, 8, 15, 30, 45, 60, 90 et 120 minytes toutes les heures, jusqu’a 12 heures
post administration . Enfin, des prélevements g smt été effectués aux temps 24, 36,et 48

heures aprés I'administration.
La totalité du volume urinaire de la vessie a é#epée avant 'administration, puis

toutes les heures post administration, pendantel2els. A chaque fois, le volume total des

urines a été déterminé.
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111.1.2. Expérience 2 : Evaluation de I'éliminatiopulmonaire et hépatigue de la PrP

recombinante

¢ Objectifs

Les mécanismes de clairance de la protéine priontipas été encore identifiés. Nous
en avons envisage deux types : une éliminationedaine clairance par le systéeme réticulo-
endothélial (SRE) des poumons et du foie.

En effet, le SRE, nous I'avons vu, est une des gne® cibles du prion : dans la rate et les
organes lymphoides secondaires, I'infectivité ésectée trés tét. De plus, Beringeteal ont
montré le réle des macrophages du SRE dans le &entte linfection des tissus

périphériques par I'agent de la tremblante (Beragfal, 2000).

Chez les ruminants, le principal organe du SRE igogl dans I'élimination des
protéines est , non pas le foie, mais les poum@nair( et al 1999) : les macrophages
pulmonaires intravasculaires, liés a I'endothélides capillaires sont les principaux lieux de
la phagocytose. C’est la raison pour laquelle raums évalué un éventuel effet de premier
passage pulmonaire (c’est-a-dire une éliminatiorctie de la protéine lors de son premier
transit par les poumons, avant la distribution auyanes), en comparant la clairance de la
protéine obtenue apres son administration dangil&@rcarotidienne (en s’affranchissant de
'effet de premier passage pulmonaire, voir figusg avec celle obtenue apres une

administration par voie intraveineuse.

Dans le foie, le réle de la phagocytose est désabucellules de Kupffer, macrophages
des sinusoides hépatiques. Ainsi, dans un deuxiemps, afin d’évaluer I'élimination de la
PrP recombinante par le SRE de cet organe, nousisawvalué les parametres
pharmacocinétiques de la protéine , 24 heures afmdministration intraveineuse de
gadolinium (GdCI3), connu pour inhiber spécifiquerni&activité phagocytaire des cellules de

Kupffer.
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¢ Animaux

Les brebis de lI'expérience 1 ont été utilisées,sddas conditions d’hébergement
identiques.

¢ Protocole expérimental

- Evaluation de I'effet de premier passage pulmonaire

Aprés un essai pilote sur une brebis témoin, 3ibréb a génotype ARR, 2 a génotype
VRQ) ont été utilisées pour cette expérience. Aurea’une intervention chirurgicale, sur
chacune d’elles, un cathéter a été mis en place ula@ artere carotidienne. La disposition de
la PrP a été examinée aprés I'administration dianbVRQ de la protéine, a la dose de 0.02
mg/kg, par voie intracarotidienne.
Les prélévements de sang et d'urine ont été ré&aligds les mémes temps que lors des

périodes 1 et 2.

- Analyse du role du SRE hépatique.

Un essai pilote uniqgue a été réalisé avec une rabgénotype VVRRQQ . Une
administration intraveineuse de gadolinium, a laedde 20 mg/kg a été effectuée 24h avant
I'injection par voie intraveineuse du variant VRI@ la protéine prion.

Des prélevements de sang et d'urines ont été é8alislon le méme protocole que celui

développé au cours de I'expérience 1.

111.1.3. Procédure expérimentale

¢ Préparation des solutions de PrP recombinante.

Les variants ARR et VRQ de la PrP recombinanteétdtfournis par J. Grosclaude, de
L’'INRA de Jouy en Josas (55 mg de chaque variamt)solution dans du tampon MOPS
0.1M a la concentration de 1.1 mg/ml pour le varMRQ et a la concentration de 0.8 mg/mi
pour le variant ARR. Les solutions ont été consesv@& une température comprise entre 4 et
8°C.

Pour I'ensemble des administrations, une solutiencbaque variant a été préparée a la

concentration de 0.2 mg/ml dans un « pool » denmasle brebis romanov recueilli sur
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EDTA. La solution préparée a été aliquotée et amésea —20°C. Deux fractions aliquotes de
200 pL ont été prélevees et conservées a —20°C pourndétr avec précision la dose

administrée .

¢ Préparation de la solution de gadolinium.

Le gadolinium (Sigmad) a été dissous a la concentration de 0.2 g/ml dansérum

physiologique.

¢ Administrations.

Les administrations ont été réalisées par une peesone participant pas aux
prélevements.
La solution de PrP recombinante a été administi&ed® d’'une seringue de 5 mL, a la dose
de 0.02 mg/kg, le volume étant ajusté selon le pdiel chaque animal. La dose exacte de
protéine ainsi administrée a été vérifiée par laépede la seringue avant et aprés chaque
administration.
De méme, la solution de gadolinium a été admiresérd’aide d’'une seringue de 5 mL, a la
dose de 20 mg/kg.
Les administrations intraveineuses ont été effast@él’aide d’'un cathéter placé dans la veine
jugulaire droite de chaque brebis tondue au niwEaliencolure, la veille de chaque période.
En ce qui concerne I'administration intra-artégeles brebis ont subi une anesthésie générale
nous permettant de mettre en place un cathétea-catotidien du coté droit sur chacune
d’elles, 2 jours avant I'administration du varia® la PrP recombinante par cette voie intra-
artérielle.
Apres les administrations, le cathéter était syat@&mement rincé avec 5 mL de sérum

physiologique hépariné.
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¢ Méthode de mise en place d’un cathéter intra-cdisoti

L’artére carotide, recouverte par une épaisse @uhsculaire, n'est pas accessible
pour des prélevements directs. Pour l'atteindrea idonc fallu disséquer la région de
I'encolure droite des brebis, de maniére a visarllartére (figure 7). Nous avons alors
installé un cathéter dans la carotide, rattachéslgs points aux muscles adjacents et relié a

I'extérieur par une tubulure laissée a demeure.

A. facialis

V. jugularis

t. vagosympathicus

A. carotls communis__

oesophagus_

trachea

Figure 7 : Visualisation de 'artére carotide aprés digsectle I'encolure.
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¢ Prélevements sanguins.

Au cours de chaque période, les prélevements sanquit été réalisés a l'aide d’'un
cathéter inséré, la veille des manipulations, dangine jugulaire gauche de chaque brebis
(tondue au niveau de I'encolure) et prolongé d'tmieulure permettant une manipulation
minimale des animaux. Les cathéters utilisés (Hatmo80 et Vygon, Paris) étaient stériles et
héparinés (Héparine Roche) afin d’éviter toute mlgsion par coagulation. Entre chaque
prélevement, ils restaient bouchés.

Pour chaque prélevement, 3 seringues étaientagtiis deux de 2 mL et une de 5 mL.
En effet, avant le prélevement, un volume d’au mdinmL du contenu du cathéter était
prélevé puis éliminé. Ensuite, 5 mL de sang étaientieillis et placés dans un tube en
polypropyléne contenant de I'EDTA. Enfin, le ca#égtait rincé avec 1 mL de sérum
physiologique hépariné (10 U/ mL).

Immédiatement mélangé par retournement, le saaiigrapidement centrifugé a 3000g.
Le plasma était alors réparti en 3 fractions aligaalans des tubes de polypropyléne de 5 ml
et conservé a —20°C. Chaque tube a été identi&é Evnuméro de protocole (PKPRP02/01),
le numéro de la brebis, le numéro du prélevemeb®IR P126 pour la période 1, P201 a
P226 pour la période 2...) et la nature de I'échlantil L’ensemble des tubes fut regroupé
dans une poche plastique scellée et contenanticime gignalétique précisant la nature des
prélevements, le tout étant conservé au congélaaeume température inférieure a —20°C, en

attendant la réalisation des dosages.

+ Prélevements urinaires.

Les brebis ont été équipées, le matin de chaquepniation, d’'une sonde de Foley
siliconée (Charriere 12, Rush), maintenue en pdekaide du ballonnet pendant la durée des
prélevements. L'extrémité de la sonde était obtemtee les prélevements. Ainsi, la totalité
des urines contenues dans la vessie était reeuiillies les heures a I'aide d’une seringue de
50 ml, le volume prélevé étant noté. Puis, un étham de 500uL d’'urine était prélevé et
placé dans un tube de propylene de 5 mL Le voluestant était placé dans un pot de
polypropylene de 30 mL. Finalement, les échantdlldiurine ont été identifiés de la méme
maniére que les prélévements sanguins et cons&r/23°C.
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¢ Méthode analytique : dosage de la PrP.

La PrP a été dosée par ELISA selon une méthode awiggoint par le CEA (Centre
d’Etude Atomique) et qui est & la base du testd&fdrdu diagnostic officiel de I' ESB. Ce
dosage a été adapté et validé au laboratoire deighbgie de 'ENVT pour le dosage de la

protéine du prion dans le plasma ovin.

Principe du dosage (figure 8):
Ce dosage non-compétitif, aussi appelé dosage dwszmn». Un premier anticorps anti-
protéine prion est coaté au fond des puits. L’étitham biologique est ensuite déposé puis, un
second anticorps anti-protéine prion (reconnaisgarépitope différent du premier anticorps),
couplé a l'acétyl choline estérase est ajoutéélélation est ensuite obtenue apres adjonction
du réactif de Ellman : ce chromophore passe d'wudear transparente a jaune foncé suivant
le taux de protéines révélées. La mesure de laratma obtenue est faite par
spectrophotométrie a 414 nm : a partir de la démgitique obtenue, nous avons donc acces a
la concentration en protéine prion.
Une gamme et des contrbles qualité de chaque vamaété préparés dans du plasma ovin et

conservés a — 20°C.

Sandwich ELISA

Substrat Couleur
——
Enzyme
‘Anticorps
Anticorps . Protéine
secondaire prion

%’,00 o

%HMW Anticorps

A S D |
Puit coaté

Figure 8 : Principe du dosage ELISA.

38



I11.2. Analyse de la stabilité de la PrP recombinake in vitro

111.2.1. Objectifs

Afin d’évaluer I'éventuelle existence d’'une claicende la PrP dans le plasma ou le
sang, nous avons comparé la stabilité des vandR@ et ARR de la PrP recombinante
vitro, dans le sang et le plasma maintenus a 37°C stagptation.

Le premier objectif était de comparer la stabitiths le sang et le plasma des deux
variants de la PrP. En effet, les résultats obtémws#tro par Rezaie et al. montrent une plus
grande stabilité du variant VRQ. Une différencensigative de stabilité entre ces deux
variants pourrait étre a l'origine d’'une différende clairancan vivo de la protéine dans le
compartiment sanguin ou plasmatique.

Le deuxiéme objectif était de s’assurer que laiPéRait pas dégradée tres rapidement
entre les temps de prélevements, de centrifugatierrecueil du plasma et les dosages, de

maniere a valider notre protocole expérimental.

111.2.2. Protocole expérimental

Afin de tester I'évolution des concentrations dasants ARR et VRQ dans le sang et
le plasma, une solution de chaque variant a étgap#é et mise a incuber dans une étuve
réglée a 37°C, dans du sang d’'une part, dans dmpla’autre part. Des prélévements de ces
solutions furent effectués a intervalles régulismst a 0.5, 1, 2, 4, 6 et 24 heures apres la mise

en solution des variants.

111.2.3. Procédure expérimentale

¢ Préparation des solutions

Deux solutions de chaque variant (VRQ et ARR) aét gréparées : I'une dans du
plasma et l'autre dans du sang recueilli sur EDa partir d’échantillons de plasma obtenus
au cours de I'expérience 1 et dont les concentrataes variants ARR et VRQ avaient été

respectivement évaluées par ELISA..
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¢ Prélevements plasmatiques et sanguins

Au différents intervalles de temps, a I'aide d’uni&ropipette, 50QL de la solution de
plasma étaient prélevés et congelés a —20°C dansarde propyléne de 5 mL.
De méme, 1 mL de la solution de sang était prévwecueilli dans un tube de propyléne
contenant de 'EDTA. Il était alors centrifugé pant 10 minutes a 3000g. Le plasma issu de
la solution de sang pouvait alors étre prélevépservé a —20°C.

¢ Méthode analytique : dosage de la PrP

La méthode ELISA utilisée fut la méme que décritcpdemment.

IV. ANALYSES

IV.1. Analyse pharmacocinétigue des données plasniaties.

L’analyse pharmacocinétique des données a ététadie@ 'aide d’'un programme de

régression non-linéaire adapté de Multi (Yamaoka.efl981).

- Les données dancentrations plasmatiques en protéinesnt été ajustées a I'équation

polyexponentielle 1.

n
C(t)=>_ Yiexp(-Ait) Equation 1

i=1
Ou C(t) représente la concentration plasmatiquePegh au temps t (h), ;Yest le iéme
coefficient etA; le ieme exposant. Les estimations initiales oatalitenues en utilisant la

méthode des résiduelles. Les paramétres pharmatigcies obtenus ont été ajustés par une

régression non linéaire utilisant la méthode demdres carrés étendus.
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- La clairance plasmatique du variant (Cl, en mL/kg/min) a été calculée selon

I'équation 2 :

Cl =Dose / AUC Equation 2

ou AUC (ng.min/ml) est l'aire sous la courbe desmaamtrations plasmatiques en PrP en
fonction du tempsAinsi, la clairance permet de mesurer la capaci@dingnation de
I'organisme et représente le volume de sang toahe@puré de I'analyte par I'organisme par

unité de temps. Elle s’exprime par un débit.

- Le volume de distribution du compartiment central (Vc, en mL/kg) a été calculé a

I'aide de I'équation 3 :

n
Ve =dose /(D Yi) Equation 3
i=1

Il représente le volume initial au temps 0.

- Le volume de distribution a I'équilibre (VSS, en mL/kg a été calculé a l'aide de

I'équation 4 :

n
Vss =Vc (1+ ) Kin/Kn1) Equation 4
i=1

Ou ki et ki sont les constantes de premier ordre traduisantédmnges entre les
compartiments du modéle.
Vss permet de calculer la quantité de métaboltesd’'organisme a un temps donné a partir

des concentrations plasmatiques.

- Letemps moyen de résidence (MRT, en ming été calculé a 'aide de I'équation 5 :

Equation 5
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Il s’agit du temps moyen passé dans |'organismégoarolécule administrée.

IV.2. Analyse statistigue.

Les analyses statistiques ont été réalisées & |@udlogiciel Systét (version 8.0, SPSS Inc,
Chicago, USA).
Les moyennes arithmétiques, I'écart type et le fement de variation ont été calculés pour

chacun des parameétres.

Pour les paramétres obtenus au cours de I'expé&iigammodele d’analyse de variance a été le

suivant :

Yijki = n+Vi+ G+ P+ B+ (G*V)) + giu
ou :
Yijk est la réponse observpeur la brebis |, de génotype j, durant la périkdet a

qui I'on a administré le variant i.
L est I'effet moyen général

V;est I'effet du variant i

G; est I'effet du genotype |

Py est I'effetde la période k

Bjj est I'effet de la brebis | de génotype j

Gj*V est I'effet de I'interaction du génotype j avew&iant i

£ ijk estle terme d’erreur du modele .
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V. RESULTATS

V.1. Analyse pharmacocinétigue de la PrP recombinda

V.1.1. Expérience 1 : Analyse de la dispositiodadBrP recombinante administrée par voie
I\YA

¢ Exemple de cinétique des concentrations plasmatidada PrP recombinante au cours du
temps.

La figure 9 illustre I'’évolution temporelle des iarts ARR et VRQ de la protéine prion
administrée par voie IV a la dose de 0.02 mg/kg e¢hee brebis représentative a génotype
VVRRQQ :

500
450
400
350
300 -
250 -
200 -
150
100 -

—e—VRQ

—— ARR

Concentration plasmatique (ng/ml)

0O 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120
Temps (min)

Figure 9: Evolution temporelle des concentrations plasquess des variants ARR et VRQ de la PrP
recombinante chez une brebis représentative a yEmofVRRQQ, aprés I'administration intraveineuses de
variants a la dose de 0.02 mg/kg.
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Ainsi, I'observation visuelle de cette figure sugg€gue le variant ARR de la protéine prion
est éliminé plus rapidement que le variant VRQ.

¢ Paramétres pharmacocinétiques des variants ARRRE We la PrP recombinante pour
les génotypes AAARRR et VVRRQQ.

- Les tableaux 2a et 2b donnent les parameétres phaométiques des variants ARR et
VRQ de la PrP recombinante obtenus lors des périddet 2, aprés I'administration
intraveineuse des deux variants a la dose de Ogdgnaux brebis de génotype AAARRR
(tableau 2a) et aux brebis de génotype VVRRQQ¢dtabPb) :

VARIANT ARR VRQ ARR VRQ ARR VRQ ARR VRQ

Vc (mL/kg) 32.78 | 28.98 | 44.39 | 39.91 | 59.65 | 48.34 | 31.61 | 28.00

Vss (mL/kg) 38.66 | 37.55 | 48.71 | 46.12 | 250.10 | 78.85 | 42.34 | 40.82
Cl
(mL/(kg.min))
MRT (min) 16.2 27.0 13.6 19.7 81.4 46.7 18.5 27.9

2.38 1.39 3.58 2.34 3.07 1.69 2.28 1.46

Tableau 2a: Paramétres pharmacocinétiques des variants ARAR® de la PrP recombinante obtenus aprés

I'administration intraveineuse des variants a laedde 0,02 mg/kg aux brebis de génotype AARRRR

VARIANT ARR VRQ ARR VRQ ARR VRQ ARR VRQ

Vc (mL/kg) 38.96 30.91 56.65 | 42.06 | 53.65 | 42.06 | 36.16 | 39.68

Vss (mL/kg) 62.15 41.35 66.65 | 56.00 | 97.83 | 83.04 | 46.51 | 50.96
Cl
(mL/(kg.min))
MRT (min) 19.3 23.0 14.9 23.7 21.7 42.4 13.2 22.5

3.21 1.80 4.45 2.36 5.50 1.96 3.51 2.26

Tableau 2b: Parametres pharmacocinétiques des variants ARARE de la PrP recombinante obtenus apres

I'administration intraveineuse des variants a laedde 0,02 mg/kg aux brebis de génotype VVRRQQ.
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- Le tableau 3 donne les valeurs moyennes (+/- égae} des différents parameétres
pharmacocinétiques des variants ARR et VRQ de RarBcombinante obtenus lors de
cette expérience, ainsi que la moyenne globaleedg@arametres obtenus chez les brebis a
génotype AARRRR et a génotype VVRRQQ :

VARIANT
PARAMETRES ARR VRQ
Ve (mL/kg) 44.2+11.1 37.5:7.3 39.2+11.1 63.1+ 8,6
Vss (mL/kg) 81.6x 70.7 54.3t17.5 72.9%72.8 63.1+ 19.1
Cl _ 3.37+ 0.83* 1.91+ 0.39* 2.27+£0.77 3.0+ 1.08
(mL/(kg.min))
MRT (min) 24.9+ 23.0 29.2+9.9 31.4+£22.7 22.6t 8.9

Tableau 3: Parameétres pharmacocinétiques moyensgart type) des variants ARR et VRQ de la PrP
recombinante ovine administrée par voie intraveseedlla dose de 0,02 mg/kg a 4 brebis a génotyfRREFR

et a 4 brebis a génotype VVRRQ, et moyenne glofakcart type) des parameétres des variants VRQ et ARR
obtenus chez les brebis a génotype AARRRR et VVRRQQ

** P<0.01 : les valeurs indiquées par ces deux agt@sssont significativement différentes.

Ainsi, la clairance moyenne du variant ARR a étgificativement supérieure a celle du
variant VRQ (3.37+ 0.83versus1.91 + 0.39,** P<0.01). Aucune différence significative
entre les deux variants n’a été trouvée pour legsparametres pharmacocinétiques.

Enfin, les parametres pharmacocinétigues moyensmdss a génotype AARRRR n’ont pas
différé de ceux des brebis a génotype VVRRQQ.

- la PrP recombinante n’a pas été détectée dansitesuquel que soit le variant génétique

de la PrP et le génotype des brebis.

45



V.1.2. Expérience 2 : Evaluation de I'éliminatiommonaire et hépatique de la PrP
recombinante.

¢ Evaluation de I'effet de premier passage pulmonaire

- Exemple de cinétique des concentrations plasmatideda PrP recombinante au cours du
temps.

La figure 10 illustre I'évolution temporelle desm@ntrations plasmatiques du variant VRQ
de la protéine prion, administré soit par voiedoarotidienne, soit par voie IV, chez une
brebis représentative a génotype VVRRQQ.

D ~ o] ©o

o o o o

o o o o
| | ]

—e— voie intracarotidienne
500 |

—m—voie IV

400 -

300 ~

200 ~

100 -

Concentration plasmatique (ng/ml)

o

T T T T .
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Temps (min)

Figure 10: Exemple de I'évolution des concentrations plagpoas du variant VRQ de la PrP recombinante

chez une brebis représentative a génotype VVRR@f@sd administration du variant par voie |V ou peie
intracarotidienne.

Le profil des concentrations plasmatiques du vandRQ ne semble pas étre trés différent,
selon sa voie d’administration.
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- Parameétres pharmacocinétiques du variant VRQ d&@Rarecombinante, administré par
voie intracarotidienne.

Les tableaux 4 et 5 donnent les parametres phanimgtiques individuels et moyens
obtenus pour le variant VRQ administré a la des® @2 mg/kg a une brebis de génotype
AARRRR et a deux brebis de génotype VVRRQQ, soit \mae intracarotidienne lors de
I'expérience 2 (tableau 4), soit par voie intraneise lors de I'expérience 1(tableau 5).

(Remarque : I'expérience 2 étant réalisée sur unbme limité de brebis, aucune analyse
statistique n’a été effectuée.)

Ve (mL/kg) 30.24 39.34 34.27 34.62

Vss (MI/kg) 37.74 59.82 77.36 58.31
Cl (mL/(kg.min)) 1.47 3.10 2.25 2.27

MRT (min) 25.66 19.27 34.35 26.43

Tableau 4: Parameétres pharmacocinétiques du variant VRQraskné par voie intracarotidienne a la dose de
0,02 mg/kg kg a une brebis de génotype AARRRRd&tLK brebis de génotype VVRRQQ.

Ve (mL/kg) 28.00 VVRRQQ 34.27 37.37

Vss (Ml/kg) 40.82 56.00 83.04 59.95
Cl (mL/(kg.min)) 1.46 2.36 1.96 1.93

MRT (min) 27.9 23.7 42.4 31.33

Tableau 5: Paramétres pharmacocinétiques du variant VRQrastné par voie intraveineuse a la dose de 0,02
mg/kg kg a une brebis de génotype AARRRR et a theekis de génotype VVRRQQ.

Nous voyons ici qu’en comparant les moyennes desi@ss pharmacocinétiques obtenues
lors de ces deux expériences, aucune différenceifisajive n’est observée entre les

différents parametres selon le mode d’administnadio variant VRQ.
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En particulier, la clairance moyenne du variant VR@st pas modifiée selon qu’il est

administré par voie intraveineuse ou intracarotides
¢ Analyse du role du SRE hépatique.

La figure 11 illustre I'évolution au cours du tengiss concentrations plasmatiques du variant
VRQ de la PrP recombinante, administré par voieaugtineuse, avant ou 24h aprés une
administration IV de gadolinium a la dose de 20kgg/

E
2 800
g
Z 600 -
©
&
s 400 - . —
a —e— apres gadolinium
C ..
) —— avant gadolinium
2 200 - g
|5
(&) O T T T T T ! T T t T T ol
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figure 11 : Evolution des concentrations plasmatiques diamaiVRQ de la PrP recombinante administrée par

voie intraveineuse a la dose de 0,02 mg/kg a umbibrde génotype VVRRQQ, avant et 24h apres
'administration IV de gadolinium a la dose de 20/ky.

L’observation des cinétiques de décroissance deseotrations plasmatiques du variant

VRQ de la PrP, avant et apres I'administration deafjnium, ne montre pas de modification
de la disposition du variant VRQ de la protéine.
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V.2. Analyse de la stabilité de la PrP recombinante vitro

Le tableau suivant illustre I'évolution temporelle vitro des concentrations sanguines et

plasmatiques des variants ARR et VRQ de la PrRmbowante.

Temps (en h) sang Plasma sang plasma
0 14.93 12.01 26.28 11.53
0.5 13.67 10.43 24.38 11.25
1 21.14 11.56 34.77 9.78
2 14.72 13.36 25.97 12.31
4 17.79 10.77 30.36 10.34
6 19.67 9.89 32.89 10.00
24 9.12 6.88 17.04 7.08
Diminution des
D 35,99 42.7% 33.8% 38.6%
PrP au bout de
24h

Tableau 6: Concentrations plasmatiques de la PrP recomt@naistenues a différents temps aprés la mise en

solution des variants dans du sang ou du plasmeanservation de la solution a 37°C, sous agitation

Nous voyons ici que les concentrations plasmatiqdes échantillons sanguins et
plasmatiques des deux variants de la PrP recontkimestent & peu pres constantes pendant
6h, c'est-a-dire pendant un délai supérieur au semendant lequel les concentrations
plasmatiques des variants demeurent supérieures limike de quantification apres leur
administration IV.

Au bout de 24h, la diminution des concentrationsReP recombinante est a peu pres

semblable selon les solutions et les variants.

49



VI. DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons caractérisé les paesmgharmacocinétiques de la

protéine prion recombinante dans le modéle ovin.

Nous avons tout d’abord montré que la clairancealiant ARR était en moyenne deux fois
supérieure a celle du variant VRQ (38D,83vs 1.91+ 0.39 mL/kg/min ). Le variant ARR,
associé au caractere résistant a la tremblantajrestplus vite €liminé que le variant VRQ,
associé a une forte sensibilité a la maladie. Gbttérence de clairance entre les variants de
la PrP pourrait contribuer aux mécanismes de séit&sigénétique : la transconformation de
la PrPc en PrPsc serait facilitée ou exacerbée lgsebrebis a génotype VRQ par une plus
lente élimination des protéines néoformeées.

Toutefois, pour chaque variant de la protéine,deogype de la brebis receveuse n’a pas eu

d’influence sur les parametres pharmacocinétiqeda grotéine.

Les valeurs de clairance des variants de la PrPfaitates : elles ne représentent en moyenne
que 3 % du debit cardiaque d'une brebis. L'aptitddel’'organisme a éliminer la PrP du
plasma est donc limitée, ce qui justifie la craidten risque de transmission des ESST par

transfusion sanguine.

Le volume de distribution a I'équilibre (Vss) degeotéine est également faible : il est de 81.6
+ 70.7 et de 54.2 17.5 mL/kg, respectivement pour les variants ARRRQ. Cela indique
que la distribution de la protéine est largememitée au secteur plasmatique : la diffusion
extravasculaire reste restreinte.

Ce faible volume de distribution de la protéine lepge aussi que, malgré une faible
clairance, son temps moyen de résidence dans flimga soit bref : 24.2 23.0 min pour le

variant ARR et 29.2 9.9 pour le variant VRQ.
Les résultats obtenus présentant une éliminatioa @pide du variant ARR par rapport au

variant VRQ sont compatibles avec les résultateraigin vitro par Rezaie et al, qui

suggerent une plus. grande stabilité du variant VRQ.
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Toutefois, dans nos conditions expérimentales, noasons pas mis en évidence de
difféerence majeure de stabilité entre les vari®&RR et VRQ. On peut ainsi affirmer que la
différence de clairance des variants de la PrP eng ptre attribuée a une différence de
métabolisme des variants dans les compartimentggusen et plasmatiques: les
concentrations d’échantillons sanguins et plasratigdes deux variants restent constantes
pendant 6 heures, soit pendant un délai supérieteraps pendant lequel les concentrations
plasmatiques en PrP sont supérieures a la limitquaatification apres leur administration

intraveineuse.

En ce qui concerne les mécanismes d’éliminatiofad®rP et, en particulier, le role du

systeme réticulo-endothélial des poumons et dy phissieurs points sont a retenir :

Nous avons montré que la clairance moyenne desntaride la PrP obtenue par voie
intracarotidienne n’est guére différente de cellbtenue apres une administration
intraveineuse : 2.3 0.8 mL/kg/min pour la voie intracarotidienn&ersus 1.9 = 0.5

mL/kg/min pour la voie intraveineuse. A priori, @ourrait donc exclure I'existence d’un

effet de premier passage pulmonaire dans I'élironale la PrP.

Nous n’avons pas observé de modification de laodisipn du variant VRQ de la protéine
aprés l'administration de gadolinium. Cela implicaie que les cellules de Kupffer ne
contribuent pas aux mécanismes d’élimination derR

Une étude d’invalidation des cellules de Kupffealis®e précédemment au laboratoire de
'ENVT avait montré que le protocole que nous aven/i permettait de multiplier par 2
l'activité de la créatine kinase (CK) plasmatiquasdle, et d’en diminuer la clairance
plasmatique, suggérant ainsi une implication dutésye réticulo-endothélial dans son
élimination chez la brebis. Or, afin de vérifieregtadministration de gadolinium avait bien
inhibé, lors de nos études, I'activité phagocythépatique, nous avons évalué chez 4 brebis
I'effet de ce traitement sur les concentrationssiplatiques basales de la créatine kinase.
Malheureusement, dans nos conditions expérimentates n’avons pas réussi a mettre en
évidence une augmentation de l'activité de la CHsplatique suite a I'administration de
gadolinium.

Par conséquent, nous n'avons pas pu valider |'apgronéthodologique développée pour

analyser le r6le des cellules de Kupffer dansrfigiation des la PrP.
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Il est cependant important de valider notre pramddnhibition de I'activité phagocytaire du
foie par le gadolinium pour pouvoir affirmer que3RE hépatique n’est pas impliqué dans la
clairance de la protéine. Ainsi, nous pourrions ficorer I'absence de contribution des
cellules phagocytaires hépatiques a I'éliminationvdriant VRQ de la PrP et examiner une
éventuelle participation de ces mécanismes dalsitétion du variant ARR. L'implication

ou non du systeme phagocytaire hépatique dansnif@tion des deux variants pourrait
expliquer le rapport égal a 2 entre les clairaptasmatiques des variants.

Il serait également intéressant d’évaluer le c¢oiefit d’extraction de la protéine par le foie
par I'analyse de la biodisponibilité de la protéapres son administration directement dans la

veine porte et en prélevant le sang dans la veine inférieure.

Enfin, les valeurs des clairances plasmatiquesique avons trouvées sont du méme ordre de
grandeur que le débit de filtration glomérulaire,qui est compatible avec I'hypothése selon
laquelle la PrP est éliminée par les reins. Lar@éd@mbinante n’a cependant pas été détectée
dans les urines, ce qui pourrait laisser pensetagBeP recombinante est peu ou pas éliminée
par filtration glomérulaire.

Des suites visant a mieux explorer les mécanisiheeslairance urinaire ont été récemment
données a notre étude : I'évaluation de l'effetadaéphrectomie bilatérale sur la disposition
de la PrP recombinante administrée par voie IV aatrdoque le rapport des clairances
évaluées avant et apres I'ablation du rein étaltaddre de 2. Cela suggére finalement que le
rein contribue a 50% de I'élimination de la pro&éau prion.

Il est probable que notre méthode de dosage,artili® couple d’anticorps (12F190, SAF 34)

n'a pas pu détecter la présence de fragmentsmtet@ine dans les urines.

Dans tous les cas, d’autres mécanismes d’élimimatela protéine prion sont mis en
jeu et doivent étre explorés, comme le métabolisgpatique. L’identification des systémes
de clairance de la protéine permettrait de détesmites facteurs de risques, comme
I'insuffisance rénale et d’ouvrir de nouvelles psthérapeutiques, grace a une modulation de

la clairance.
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CONCLUSION

Cette étude a permis de contribuer a I'estimatiomrisique de transmission de I'agent

responsable des maladies a prion lors d’une traimsfisanguine chez I’homme.

En attendant d’étre capable de détecter la protéares le sang dés les phases pré-
cliniues de la maladie, la connaissance des pamsnpharmacocinétiques de la protéine
prion, en particulier, sa clairance, des mécanistaanination de la PrP par I'organisme et
des facteurs de susceptibilité génétique a la nealadnt indispensables pour mieux

caractériser les « stratégies » et la dynamiquaida.

En pratique, les tests utilisés a I'heure actysdiemettent de proposer une protection de
’'homme au niveau de la sécurité de la chaine aliaie, notamment grace a un dépistage
systématique de I'ESB a l'abattoir et a I'élimimati des animaux positifs. De nouvelles
générations de tests plus sensibles pourront peutaéterme jouer un réle équivalent au

niveau de la transfusion sanguine.

En dehors des projets fondés sur une approche Hmttale, les efforts de recherche
s'orientent aussi aujourd’hui vers la préventioragdostic, décontamination), le contrble et

I'exploration de nouvelles approches thérapeutiques

Pour 'avenir, et en attendant la levée des ineléis sur la nature et le mode d’action
des agents de ces maladies, I'application de mesilgebon sens semble capitale : si les
maladies humaines restent rares, leur évolutiomaltigue, la longueur de leur période
d’incubation, linefficacité des traitements disflues justifient les mesures adoptées, en
France et ailleurs, pour éliminer les facteursiggues et la prise en compte systématique du

principe de précaution.
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