forme et a adopter la conformation
pathogene : ce serait un moyen d’as-
surer sa multiplication. Cela expli-
querait pourquoi les maladies & prions
sont transmissibles, pour autant que
les prions ingérés avec les aliments
parviennent au cerveau.

Selon le modele de S. Prusiner,
une protéine PrP normale et un prion
pathogene s’assembleraient pour for-
mer un hybride et se sépareraient
lorsque la conformation anormale serait
transmise. A chaque nouveau cycle, les
molécules infectieuses devraient dou-
bler, mais ce n’est que lorsque leur
concentration est suffisante qu’elles
s’assembleraient en longues chaines,
c’est-a-dire en fibrilles amyloides (voir
la figure 2).

Peter Lansbury et ses collegues de
la faculté de médecine, de I’'Université
Harvard, a Cambridge, ont proposé un
autre modele, dit de la formation de
germes. Les deux formes de protéines
seraient en équilibre thermodynamique,
passant d'une forme a l'autre ; dans le
cas normal, I’équilibre serait déplacé
vers la forme «saine» qui prédomine-
rait. C’est seulement lorsque plusieurs
molécules anormales parviendraient a
constituer un germe de polymérisation,
qu’elles formeraient alors un piege a
prions pathogenes, déplacant I'équi-
libre. Parfois, les amas en croissance se
rompent et forment de nouveaux
germes de polymérisation, assurant une
multiplication rapide des germes.

L'équipe de Manfred Eigen, al'Ins-
titut Max Planck de chimie-physique
et biologie, a Gottingen a analysé en
détail la cinétique de ces modeles (voir
L’énigme des prions, page 86 a 91). Tou-
tefois, personne n’a encore réussi a
reproduire le modele sur de véritables
molécules : onignore encore comment
produire, par génie génétique, un prion
qui adopterait d’emblée la conforma-
tion anormale.

D’apres des expériences réalisées
parl’équipe de S. Prusiner sur des sou-
ris transgéniques, un facteur complé-
mentaire — un cofacteur — semble
nécessaire au changement de confor-
mation. Ces facteurs pourraient étre
des protéines chaperonnes, qui, natu-
rellement, aident les protéines a se
replier correctement. Elles participe-
raient au dépliement des protéines mal
conformées, mais les protéines
dépliées, échappant a la vigilance de
leurs protéines chaperonnes, adopte-
raient la conformation pathogene au
lieu de la conformation normale.
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Ensuite, la conformation anormale
étant tres stable, les prions pathogenes
échapperaient a tout traitement cor-
recteur. Ainsi, contrairement a leur mis-
sion, les protéines chaperonnes
favoriseraient la conformation patho-
gene en abaissant la barriere énergé-
tique qui doit étre franchie lors de la
transformation d"une forme repliée en
une autre.

Une protéine
a queue mobile

Les détails de la transformation d"une
protéine PrP cellulaire inoffensive en
un prion infectieux restent encore mys-
térieux. Pour les préciser, on doit
d’abord déterminer la conformation
spatiale des deux formes de protéines.
On pourrait alors étudier pourquoi et
comment la protéine PrP normale se
convertit en prion pathogene.

Depuis 1996, nous étudions la
structure de ces protéines. Nous tra-
vaillons sur une protéine produite par
des bactéries modifiées qui absor-
bent du carbone 13 et de 'azote 15. Ces
isotopes nous permettent de déter-
miner la structure spatiale de cette pro-
téine par spectroscopie par résonance
magnétique nucléaire, ou RMN.
Connaissant la structure d’une pro-
téine, on en déduit son mécanisme
de repliement et ses interactions avec
d’autres protéines.

En collaboration avec Francisco
Lopez Garcia et Kurt Wiithrich, nous
avons récemment élucidé la struc-
ture tridimensionnelle des protéines
PrP «saines» d’origines bovine et
humaine (voir la figure 3). Les deux pro-
téines ont une longue terminaison
mobile — une queue —, attachée a un
«corps», plutdt sphérique, comprenant
trois segments enroulés en hélices
alpha et un élément en forme de tole
ondulée (les feuillets béta).

Nous avons également découvert
les mouvements de la queue, trés
mobile, de la protéine (voir la figure 1).
Les protéines ont rarement de telles
terminaisons dépourvues de structure
fixe, et cette particularité pourrait jouer
un role — que nous ignorons encore —
dans la fonction normale de la protéine
PrP. Nous n’avons pas encore identi-
fié le role de la protéine normale, car,
chez la souris, I’élimination totale du
gene qui la code n’a aucune consé-
quence :les souris se développent nor-
malement. Quoi qu’il en soit, nous
savons que cette protéine est surtout

R. Zhan, P. Giintert, K. Wiithrich

PROTEINE PrP
DE SOURIS

PROTEINE PrP
DE HAMSTER

3. LA COMPARAISON DES PROTEINES PrP
de difféerentes espéces animales révéle les
différences et les ressemblances. La protéine
PrP bovine (en vert) a une silhouette plus
proche de celle de la protéine PrP humaine
(en rouge) que de celle de la protéine PrP
de la souris (en jaune) ou du hamster (en
violet). Les molécules ont été représentées
sans leur région mobile. La grande simila-
rité des protéines humaine et bovine aurait
favorisé la transmission de I’encéphalopathie
spongiforme bovine a ’homme.

présente dans le systéme nerveux, et
qu’elle se fixe sur la surface externe des
neurones au moyen d’un sucre, lié a
I'acide aminé placé en fin de chaine, a
la position 230.

La protéine participe peut-étre a
la transmission des signaux entre neu-
rones voisins, car elle est présente sur
les synapses, les zones de contact entre
neurones. Peut-étre intervient-elle
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dans le transport des ions cuivre a tra-
vers lamembrane, car la partie mobile
de la protéine présente une forte
affinité pour ces ions, importants pour
le fonctionnement de certaines
enzymes qui protegent les cellules
contre le stress oxydatif.

Séquences superflues,
séquences clés

Malheureusement, on ne peut pas
encore analyser le prion pathogene, car
les fibrilles ont tendance a s’agréger,
ce qui interdit leur analyse aux rayons X
ou par spectroscopie par résonance
magnétique nucléaire, laquelle n’est
pas utilisable pour les grosses protéines
en solution, qui, de surcroit, sont inso-
lubles. L’équipe de C. Weissmann a
réussi a repérer les zones de la protéine
PrP normale qui ne sont pas indis-
pensables a la conversion en prion
pathogene. Ils ont produit des souris
chez qui certaines séquences du gene
codant la protéine PrP avaient été éli-
minées. La délétion d"un long fragment
constitué des acides aminés 23 a 88
de la queue flexible n’avait aucune
conséquence : les animaux pouvaient
toujours étre infectés par le prion.

Enrevanche, quand la protéine était
raccourcie encore davantage, les souris
devenaient résistantes, comme si elles
ne synthétisaient plus du tout de pro-
téine PrP normale. Des 1993, I'équipe
de S. Prusiner avait montré que de
longues séquences de la protéine PrP
normale adoptent une structure en
feuillets béta, lors de la conversion en
prion pathogene. Il s’agit notamment
de la séquence des acides aminés 90 a
120 de la terminaison libre, qui, une fois
repliée en feuillets béta, résiste aux
enzymes protéolytiques. Outre les ques-
tions que posent encore la structure de
la protéine PrP normale et celle du prion
pathogeéne, reste une autre question
ouverte : comment un prion d’'une
espeéce peut-il se transmettre a une autre
espece et devenir pathogene?

Pour comprendre comment les bar-
rieres d’especes peuvent étre franchies,
les biologistes ont d’abord injecté des
prions directement dans le cerveau de
différents animaux de laboratoire.
Ainsi, des hamsters ont requ des prions
extraits de cervelles de souris conta-
minées ; ils sont devenus malades
apres une durée d’incubation d’envi-
ron 380 jours. La durée d’incubation
pour des souris a quil’on aurait injecté
les mémes prions aurait été trois fois

plus courte. La durée d’incubation
pour une transmission de prions de
hamster a d’autres hamstersn’est que
de 60 jours, et les souris résistent aux
prions de hamster. Ainsi, 'efficacité
de labarriere d’espece dépend a la fois
de l'espéce réceptrice et de 1’origine
des prions. Elle pourrait étre franchie
quand les prions transmis et ceux de
I'espéce réceptrice interagissent.

Nous nous sommes demandé dans
quelle mesure la structure des protéines
PrP normales participe al’efficacité de
la barriére d’espéce. Nous avons com-
paré des structures modélisées des pro-
téines PrP de la souris, du hamster,
delavache et de]’homme. Nous avons
ensuite montré que les protéines PrP
normales de la souris, du hamster et
dela vache présentent, localement, des
différences. Cela expliquerait pourquoi
on peut transmettre expérimentale-
ment 1’encéphalopathie spongiforme
bovine a la souris et au hamster, et
confirmerait qu’il existe tout de méme
une barriere d’espece plus ou moins
élevée. Les protéines de la vache et de
I’homme ont une ossature presque
identique. Pour autant, cela signifie-
t-il qu’il n’y a pas de barriere d’es-
pece pour la transmission du prion
bovin a ’homme?

L’évaluation des risques

Une protéine n’a pas seulement un
«squelette», elle a aussi une «muscu-
lature» : les résidus d’acides aminés.
C’est pourquoi nous avons simulé
sur ordinateur les surfaces — les ron-
deurs — des protéines PrP normales
humaine et bovine. Nous avons fait
apparaitre les charges électrostatiques
de surface (voir la figure 4). Les deux
protéines ont des ossatures semblables
(seuls huit acides aminés different),
mais les répartitions des charges pré-
sentent 21 différences. Ainsi, la pro-
téine PrP bovine normale porte en un
site une charge négative, absente dans
la version humaine. Inversement, la
molécule humaine porte plusieurs
charges négatives absentes de la pro-
téine bovine. Ces différences de charges
électriques de surface expliquent vrai-
semblablement — du moins en par-
tie — la barriére d’espéce qui protege
I’homme de I'encéphalopathie spon-
giforme bovine.

Malheureusement, on ne sait pas
préciser davantage les risques encou-
rus, et les estimations de I’ampleur
del’épidémie due aunouveau variant
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PROTEINE PrP BOVINE

4. LA REPARTITION DES CHARGES DE SURFACE des protéines PrP
humaine et bovine différe. Les fleches jaunes indiquent les domaines
chargés négativement (en rouge) dans la protéine PrP humaine, mais
qui sont absents de la protéine PrP bovine. Au contraire, les fleches

de la maladie de Creutzfeldt-Jakob
varient notablement : dans le meilleur
des cas, quelques centaines de per-
sonnes seraient atteintes ; dans le pire,
plus de 100 000 personnes auraient déja
été contaminées. Jusqu’a présent,
toutes les victimes avaient des spéci-
ficités génétiques qui se retrouvent chez
35 pour cent des Européens : la sus-
ceptibilité a lamaladie différerait d"une
personne a l’autre.

En Grande-Bretagne, probablement
750 000 bovins infectés sont entrés dans
la chaine alimentaire. Les tissus et les
organes sont plus ou moins infectieux.
Lorsque la maladie est déclarée chez
I’animal, le cerveau, la moelle épiniére
etles yeux contiennent de grandes quan-
tités de prions : pres d’un milliard de
protéines pathogenes par gramme de
tissus. C’est égalementle cas delamoelle
osseuse, des ganglions lymphatiques,
des amygdales, de certaines parties de
l'intestin gréle et du gros intestin, ainsi
que delarate et des glandes surrénales :
environ un million de prions par
gramme. En revanche, on n’a jamais
réussi a détecter de prions dans le lait
ou dans les muscles. Toutefois, lors de
I’abattage et de la préparation, des
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ZONE DE NEUTRALITE
ELECTRIQUE

prions risquent d’étre transmis par
des couteaux ou par des scies conta-
minés a des morceaux de beeuf nor-
malement sains. Les produits d"origine
bovine sont également utilisés en dehors
del’'industrie agroalimentaire : 70 pour
cent des produits pharmaceutiques
contiennent des extraits bovins, notam-
ment de la gélatine. Néanmoins, son
utilisation semble étre sans risque, en
raison des procédés de fabrication et de
surveillance mis en ceuvre.
Aujourd’hui, les tests rapides de
dépistage de 'encéphalopathie spon-
giforme bovine utilisés sur les animaux
abattus n’offrent pas une sécurité totale,
car ils détectent le prion seulement
lorsque sa concentration cérébrale est

PROTEINE PrP HUMAINE

blanches montrent des charges négatives présentes sur la protéine
PrP bovine et absentes de la protéine humaine. Ces différences ren-
forcent sans doute la barriére d’espéce entre I’'homme et la vache, et
limite la transmission de I’encéphalopathie spongiforme bovine a ’'homme.

élevée. Plusieurs équipes recherchent
des tests beaucoup plus sensibles de
détection du prion chez I’animal. La
sensibilité requise dépendra du nombre
de prions nécessaires pour infecter un
étre humain, ce qui n’est pas encore
connu. Toujours est-il qu"une vache peut
étre contaminée par l'ingestion de seu-
lement un gramme de cervelle infectée.
Pour juguler la crise de 1’encépha-
lopathie spongiforme bovine, nous
devons continuer a étudier I’agent
pathogene et a élucider sa structure
interne. C’est sur ces seules bases que
I'on pourra développer des méthodes
diagnostiques performantes, ainsi que
des médicaments efficaces contre la
maladie de Creutzfeldt-Jakob.
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