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INTRODUCTION

Les encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST) également appelées maladies a
prions constituent une famille de maladies neurodégénératives affectant un grand nombre
de mammiferes. Contagieuses, elles sont considérées comme des zoonoses car elles présen-
tent un danger de mortalité pour I’homme.

Ces maladies se caractérisent par une longue période d’incubation asymptomatique, suivie
d’une phase clinique conduisant progressivement et systématiguement vers la mort.
L’examen post-mortem du systéme nerveux central, seul moyen diagnostique de certitude
actuel, révele une triade lésionnelle caractéristique : spongiose, perte neuronale et gliose
astrocytaire. De telles lésions histologiques sont liées a I'accumulation d’un isoforme anor-
mal de la protéine prion PrPsc, découlant de changements conformationnels de la protéine
cellulaire PrPc.

Le systéme nerveux central (SNC), ainsi que la rétine, constituent les sites principaux de ré-
plication des prions et de localisation des Iésions.

Ces derniéres années, et suite notamment a la crise de la vache folle, les recherches portant
sur ces neuropathies ont été trés nombreuses, ce qui a permis d’augmenter considérable-
ment les connaissances a propos des maladies a prions. L'enjeu est bien évidemment de
taille puisqu’il s’agit entre autres de mieux comprendre les mécanismes impliqués, de mettre
au point des méthodes de diagnostic ante mortem et d’envisager des solutions thérapeu-
tiques.

De telles avancées sont également tres attendues pour progresser dans la prise en charge
d’autres maladies neurodégénératives, qualifiées par certains auteurs de maladies « prions-
like », telles que la maladie d’Alzheimer, de Parkinson ou les tauopathies. En effet, bien que
ces derniéres ne possédent pas de caractére infectieux, la pathogénie de ces maladies re-
pose initialement sur une agrégation anormale de protéines (respectivement les protéines
APP (AP precursor protein), a-synucléine et la protéine tau associée aux microtubules), ce
qui leur conférent une caractéristique commune aux EST.

Au sein des EST animales, la tremblante du mouton est la maladie la plus ancienne et repré-
sente le modele d’infection naturelle le plus étudié. Ces derniéres années, de nombreux tra-
vaux portant sur la pathologie et la pathogénie de la tremblante, ont principalement étudié
les changements dans le cerveau et la moelle épiniere ou les Iésions caractéristiques sont
aisément identifiables. La rétine, considérée telle une extension du systéme nerveux central,
est désormais de plus en plus présente dans les études en raison d’une architecture relati-
vement simple et d’'une physiologie largement décrite. Nombreux sont ceux ayant évalué
I'atteinte oculaire et notamment de la rétine a partir de modeéles expérimentaux ou sponta-
nés. Une telle recherche sur les lésions rétiniennes présentes lors des maladies a prions
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s’inscrit pleinement dans la volonté de mise au point de méthodes diagnostiques indirectes
et non-létales, ne serait-ce qu’en vue d’éventuels essais thérapeutiques ou le suivi de la ré-
ponse au traitement dans le temps est primordial. Ces recherches ont également un réle
dans la quéte continue de connaissances a propos de ces neuropathies. De par sa facilité
d’acces, la rétine constitue un tissu tres intéressant, contrairement au tronc cérébral a étu-
dier, notamment parce que l'accumulation de PrPsc y est observée avant I'apparition de
signes cliniques chez I'animal.

La présente étude détaille tout d’abord les caractéristiques générales des maladies a prions
animales. Elle rappelle ensuite les principes anatomiques fondamentaux de la rétine des
mammiféres ainsi que les méthodes diagnostiques employées dans les études qui ont envi-
sagé les répercussions oculaires lors des maladies a prions chez I'animal, lesquelles sont ex-
posées dans une troisieme partie.
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|. GENERALITES SUR LES ENCEPHALOPATHIES SPONGIFORMES TRANSMISSIBLES

I.1. Historique

La tremblante du mouton, appelée « scrapie » en Angleterre, surnommée « gratte » en
France, est la premiére EST décrite.

Elle est en effet connue depuis 1732 en Europe continentale et dans les files britanniques ou
elle ravagea de nombreux troupeaux ovins et, de fagon moindre, de caprins au cours du
XVllleme siecle. Elle est pour la premiére fois décrite avec précision en 1755 dans le Journal
de la Chambre des Communes ou elle est caractérisée par les démangeaisons et tremble-
ments qu’elle occasionne, ayant pour conséquence des pertes importantes pour I'industrie
de la laine, notamment lors d’épizooties (Ewka, 2013). Il est aussi rapporté que la mort sur-
vient alors inexorablement en quelques mois. Elle sera pour la premiére fois rapportée aux
USA en 1947.

Dés lors, deux hypothéses quant a son origine s’affrontent: une prénant la cause infec-
tieuse, I'autre la cause héréditaire.

Le 28 décembre 1936, deux vétérinaires francais présentent a I’Académie des Sciences une
note résumant leurs travaux menés entre juillet 1934 et octobre 1935 (Cuillé et Chelle,
1936).

Jean Cuillé (1872-1950) et Paul-Louis Chelle (1902-1943), professeurs a I'Ecole Nationale
Vétérinaire de Toulouse, ont en effet réussi a transmettre expérimentalement la maladie en
inoculant un broyant de moelle épiniére et de cerveau de brebis atteintes de tremblante
directement dans les globes oculaires de deux brebis saines. lls ont en fait inoculé 9 brebis
mais 7 décedent ou sont sacrifiées pour des raisons indépendantes de leur volonté et sans
signe laissant présager la tremblante. Ils réussirent la ou tous leurs prédécesseurs et con-
temporains avaient échoué, en particulier les Dr Bertrand, Carré et Lucam qui conclurent en
1937, apres seulement 3 mois d’attente post-incubation et aucune observation, le postulat
inverse et continuerent d’alimenter la théorie héréditaire. Il faut noter que Cuillé et Chelle
avaient gardé leur deux brebis quinze et vingt-deux mois en observation avant I'apparition
des signes cliniques.

Les travaux de Sir John Mac-Fadyean en 1918 l'avait conduit a conclure au fait que si
I'origine était infectieuse, I'incubation devait étre au moins supérieure a 18 mois (Schwartz,
2001). Faute de résultats probants, I’hypothése d’un temps d’incubation long était pourtant
déja avancée. Pour autant, c’est presque sans le vouloir que Sir Mac-Fadyean était sur la
bonne voie puisqu’ayant inoculé du sang ou des substances autres que du tissus nerveux,
son absence de résultat était probablement plutét due a un pouvoir infectieux trop faible
plutdt qu’a un temps d’incubation trop long. Une mauvaise maitrise de la langue francaise,
et donc une mauvaise compréhension des travaux de Pasteur sur la rage, serait-elle a
I'origine de cette erreur ?... L'Histoire conserve sa part de mystere.
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En 1938, Cuillé et Chelle réussirent méme a transmettre la maladie a la chévre, transgressant
alors la barriere d’espéce. Malgré une forte résistance aux procédés classiques de stérilisa-
tion, ils avancent une hypothese virale. La Seconde Guerre Mondiale et la mort prématurée
de Paul-Louis Chelle interrompirent les travaux des deux vétérinaires frangais.

A partir des années 60, la recherche sur les encéphalopathies s’intensifie. L’hypothése d’un
agent infectieux reprise par John Stanley Griffith dans un article paru dans Nature en 1967
(Griffith 1967), fut confirmée par les travaux de Stanley Prusiner en 1982 (Prusiner 1982). Le
prix Nobel de Médecine fut décerné a Stanley Prusiner en 1997 pour ses travaux sur |I'ESB.
Ce dernier formalisa la théorie selon laquelle une protéine peut mimer la pathogénie virale
ou bactérienne et se transmettre a certains tissus du systéme nerveux. Bien qu’initialement
difficilement acceptée par la communauté scientifique qui était encore baignée par le para-
digme selon lequel une origine infectieuse ne pouvait étre que virale, bactérienne ou parasi-
taire, I’hypothese du PRoteinaceous Infectious ONly particle, ou prion, ne tardera pas a étre
adoptée comme agent responsable des EST.

Entre 1986 et 2000, la Grande Bretagne ainsi que certains de ses voisins européens est se-
couée par une crise sanitaire retentissante : la crise de la vache folle. Cette derniére a pro-
voqué la mort de prés de deux cent personnes au total, toutes atteintes du nouveau variant
de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (nvCJD), résultant d’une transmission depuis des produits
d’origine bovine infectée par I'ESB (Colby, Prusiner 2011).

I.2. Les caractéristiqgues communes aux encéphalopathies spongiformes transmissibles
humaines et animales

Les EST affectent un large spectre de mammiferes, dont ’'homme ; elles ont une origine
spontanée, génétique ou infectieuse. Le tableau ci-aprés donne la liste des différentes EST
humaines et animales.

Maladie Hote (principal) Mécanisme pathogénique
MCJ familiale Homme Mutations germinales du gene Prnp
MCJ sporadique Homme Mutation somatique ou conversion sponta-

née de PrPc en PrPsc

variante de la MCJ Homme Infection par des prions d’origine bovine
MCJ iatrogénique Homme latrogénique

Kuru Homme Infection lors de rites cannibales
Syndrome de GSS Homme Mutations germinales du géne Prnp
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IFF Homme Mutations germinales du gene Prnp

Tremblante Mouton Infection

ESB Bovins Infection ou sporadique

MDC Cervidés Infection

ETV Vison Infection avec des prions ovins ou bovins
ESF Félins Infection par des prions d’origine bovine

Encéphalopathie des | Ongilés exotiques (nya- | Infection par des prions d’origine bovine
ongulés exotiques la, kudu, oryx,...)

Tableau 1

MCJ : Maladie de Creutzfeldt-Jakob ; GSS: Gerstman-Straussler-Scheinker ; IFF : Insomnie Fatale Familiale ; ESB :
Encéphalopathie Spongiforme Bovine ; MDC : Maladie du Dépérissement Chronique ; ETV : Encéphalopathie Trans-
missible du Vison ; ESF : Encéphalopathie Spongiforme des Félins

(d’aprés Colby & Prusiner, Prions, 2011)

Ces maladies partagent des caractéristiques communes permettant de les considérer
comme une entité homogéne.

On note ainsi tout d’abord une longue période d’incubation qui varie en fonction de la mala-
die, de I’'h6te et notamment de son génotype qui influence sa sensibilité ainsi que de la
souche des prions. Toutefois, on peut considérer de fagon générale que celle-ci s’étend de
guelques mois a plusieurs années. De plus, cette incubation est silencieuse : ’hote contami-
né, potentiellement contagieux, ne présente aucun signe clinique, aucune réaction immuni-
taire ou inflammatoire. Cette particularité rend la lutte contre la transmission de ces mala-
dies particulierement difficile.

Une phase clinique d’'une durée de quelques semaines a quelques mois fait suite a
I'incubation silencieuse. L'expression symptomatique des EST differe légerement selon les
entités mais est a dominante neurologique. Des troubles moteurs, sensitifs ou cognitifs évo-
luent ainsi progressivement (Collinge, 2001).

L'issue est inéluctablement fatale et aucun traitement n’est actuellement possible.

De plus, le diagnostic de telles maladies ne peut malheureusement étre établi qu’en post
mortem, bien que de nombreux travaux aient été et soient menés pour mettre au point des
méthodes de diagnostic ante mortem. Ces encéphalopathies sont dites spongiformes en
raison de 'apparition de lésions vacuolaires dans le systeme nerveux central, combinée a
des raréfactions neuronales ainsi qu’une astrocytose réactionnelle (Fraser & Dickinson,
1973).
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1.3. Les prions

1.3.1. Définition

Le terme prion dérive de I'acronyme crée a partir de la définition proposée par Stanley Pru-
siner en 1982: PRoteinaceous Infectious ONly particle (Prusiner 1982).

Le terme de « prion » est utilisé pour désigner de facon générale le principe ou processus
actif infectieux responsable des EST. Les prions sont des particules infectieuses de nature
protéique, dépourvues d’acide nucléique, qui présentent donc des mécanismes de transfert
et de propagation d’informations nouvelles (Prusiner, 1982).

Les prions sont des agents transmissibles non conventionnels. Ne possédant pas de génome,
ils résistent a la chaleur séche ainsi qu’aux procédés chimiques d’inactivation classiques et
ne sont pas visibles en microscopie optique (Colby et Prusiner, 2011). En conséquence, les
doses de rayonnement ultraviolets et de radiations ionisantes nécessaires pour les inactiver
sont nettement supérieures a celles employées contre les agents infectieux classiques. Une
de leurs caractéristiques est leur résistance partielle a la dégradation par la protéinase K
(Aguzzi, Polymenidou 2004). Trente ans apres cette découverte fondamentale, la recherche
de fragment résistant a une hydrolyse ménagée par la protéinase K constitue toujours le
gold standard en matiére de diagnostic biochimique des EST.

1.3.2. La PrPc
La structure de la PrPc

La protéine PrPc (c pour cellulaire) est exprimée de fagcon physiologique dans de nombreuses
cellules de I'organisme, en particulier dans les cellules nerveuses (Prusiner 1998).

Cette petite protéine complexe est constituée d’environ 250 acides aminés: 253 chez
I'Homme, 254 chez la souris, 256 chez les ovins et les caprins et 264 chez les bovins (Buton,
2006). Cette sialoglycoprotéine est codée par un gene, nommé Prnp, découvert et séquencé
en 1985 (Wietgrefe et al. 1985; Oesch et al. 1985; Basler et al. 1986). Ce géne est présent sur
le bras court du chromosome 20 chez 'Homme et sur le chromosome 2 chez la souris. Le
poids moléculaire de la PrPc est compris entre 33 et 45 kDa.

L’étude cristallographique (Knaus et al. 2001) et spectroscopique par résonnance magné-
tique nucléaire (Riek et al. 1996) a permis de comprendre la conformation de la PrPc. Celle-ci
comprend quatre régions principales.

La partie N-terminale de 95 acides aminés comprend des sites de fixation au cuivre, zinc et
fer (Brown et al. 1997). Elle est flexible, n’est pas structurée et a la forme plus ou moins va-
riable d’'une queue, pouvant acquérir une conformation définitive une fois la fixation a la
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membrane plasmique réalisée (Naslavsky et al. 1997). L'extrémité N-terminale de 23 acides
aminés permet I'entrée dans le réticulum endoplasmique.

La région des acides aminés 96 a 135 est hydrophobe transmembranaire ; elle est haute-
ment conservée chez les mammiferes.

La région des acides aminés 135 a 230 est une partie globulaire, principalement constituée
d’hélices a, au nombre de 3, et de 2 feuillets B antiparalleles. Deux sites de N-glycosylation
sont présents au niveau des acides aminés 181 et 197 et servent d’ancrage pour deux
chaines oligo-saccharidiques (Riek, et al. 1996).

Enfin, la partie C-terminale, acides aminés 231 a 253, est constituée d’une séquence hydro-
phobe avec un site de fixation d’un glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPl), permettant
I'ancrage de la PrPc a la face externe de la membrane plasmique (Aguzzi, Polymenidou
2004).

4 répétitions d’octameres Liaison a groupement
Fixation de n;letaux (Cu, Zn, Fe)  Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol
peptide signal + domaine {GFI}[c“ué dans le RE)
(clivé dans le RE) transmembranaire |
y ¥ ¥ S-S L /
Extrémité Extrémité
H-tu;'mln ale H m 1 C-t::n'ﬂntlle
3 51 o1 113 135 | 290 253
Y 2 Sites de_
Clivage N-glycosylation

(proteases) [ 2 teuiliets béta |3 hétices alpha

Figure n°la:
Représentation schématique des caractéristiques biochimiques de la protéine prion humaine

(d’apres http://medidacte.timone.univ-mrs.fr/webcours/biocell/biopath_cell/prion/PrPnor.html)

Helin &

Figure n°1b :

Structure obtenue par résonnance magnétique nucléaire de la
PrPc recombinante de hamster Syrien. Les hélices o sont en
bleu et les feuillets B en vert.

(d'aprés Colbv et Prusiner. 2011)
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La protéine PrPc est sensible a la digestion enzymatique par la protéinase K, contrairement
aux PrPsc qui y sont partiellement résistantes.

Son expression est quasi-ubiquitaire au sein du SNC ; la PrPc se localise essentiellement dans
les neurones et les astrocytes. Elle est fortement exprimée dans les terminaisons synap-
tiques et est également associée aux vésicules synaptiques. ARNm de la PrPc a également
été retrouvé en plus faible quantité dans I'appareil génital, le coeur, les poumons et la rate,
ainsi que dans le systeme lymphoide.

Une fois synthétisée sur les ribosomes, elle est transportée dans le réticulum endoplasmique
ou elle subit des modifications post-traductionnelles, notamment des N-glycosylations. La
PrPc possede deux sites de glycosylation. Plusieurs « glycoformes » coexistent en fonction de
I’état de la protéine. L'étude des poids moléculaires permet de compléter la caractérisation
de la molécule. La PrPc est ensuite exportée via I'appareil de Golgi sur la membrane plas-
mique ou elle reste attachée par son ancre GPI et se localise principalement dans des do-
maines de la membrane plasmique riches en glycosphingolipides. Aprés avoir atteint la
membrane, une partie de ces protéines cellulaires est ré-endocytée et clivée dans les lyso-
somes. In vitro, c’est durant son passage intracellulaire que la protéine pourrait étre modi-
fiée pour devenir PrPsc (Burthem, 2003 ; Harris, 2003).

Le réle physiologique de la PrPc

Alors que de nombreuses études se sont penchées sur le role pathologique des PrPsc, le réle
physiologique de la PrPc n’a pas été clairement établi (Williams, et al. 2011).

Un role potentiel dans la neuroprotection et la survie cellulaire a souvent été évoqué, de
méme qu’un rdle dans la réponse immunitaire. Cependant, la facon dont ces deux fonctions
interviennent lors de réponse auto-immune demeure peu claire. Dans I'étude de Williams et
al. (2011), un modele murin de névrite optique auto-immune a été utilisé avec des souris
knock-out (KO) invalidées pour le gene Prnp qui n’expriment pas de PrPc, des souris surex-
primant la PrPc et des souris de phénotype sauvage. Une exacerbation de la névrite optique,
tant sur le plan clinique que lésionnel, a été observée pour les souris PrPc*® et celles surex-
primant la PrPc. Toutefois, une protection significative des cellules ganglionaires de la rétine
a été notée pour les souris surexprimant PrPc. A l'inverse, les souris PrPc®® montrent plus de
neurodégénérescence que les sauvages. De telles observations suggérent une fonction neu-
roprotectrice de la PrPc indépendante de sa régulation de la réponse immunitaire.

Les références de cette étude rapportent un nombre important de processus cellulaires dans
lesquels la PrPc serait impliquée, tels que I'adhésion neuronale ou la neuritogénese, qui cor-
respond a la production de tout prolongement cellulaire d’un neurone. La PrPc serait aussi
impliquée dans la survie cellulaire en prévenant I'apoptose; seules des expériences réalisées
in vitro ont cependant montré un tel effet. Elle serait également le récepteur présumé de
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grand nombre de ligands, tels que la laminine, I’'héparine ou des protéines synaptiques va-
riées. Elle serait également nécessaire au maintient a long terme de la myéline.

Enfin, la PrPc aurait un réle dans la régulation du sommeil et dans les rythmes circadiens
(Huber, et al. 1999).

1.3.3. Les PrPsc
La structure des PrPsc

Il s"agit de composés protéiques constitués d’'un conformere anormal de la Protéine Prion,
notée PrPsc dans le cas de tremblante (sc pour scrapie en anglais). Cependant, ce terme est
également employé pour désigner les conformeres anormaux des Protéines Prions d’autres
especes. Des exceptions existent, et il est ainsi fréquent de rencontrer les abréviations de
PrPcwd lors de Maladie du Dépérissement Chronique des cervidés (Chronic Wasting Disease)
ou de PrPtme lors d’Encéphalopathie Transmissible du Vison (Transmissible Mink Encephalo-

pathy).

Les PrPsc ne présentent pas de différence au niveau de leur structure primaire ni de modifi-
cation post-traductionnelle avec les PrPc (Colby, Prusiner 2011).

L'unique différence réside dans leur structure conformationnelle. Dans leur partie structu-
rée, elles contiennent essentiellement des feuillets B. Ces feuillets B sont trés compacts, de
plus, tres peu d’épitopes permettant de fixer des anticorps spécifiques sont présents. La dis-
tinction entre la PrPsc et la PrPc par des anticorps est donc difficile, ce qui complique la dé-
tection des PrPsc.

La structure leur confére notamment une résistance partielle a la protéinase K. Cette pro-
priété permet I'élaboration de profil électrophorétique particulierement utile pour distin-
guer la PrPsc de la PrPc. En effet, lors du traitement a la protéinase K, seule la partie N-
terminale de la PrPsc est digérée contrairement a la PrPc, intégralement dégradée. La partie
C-terminale restante, appelée aussi corps résistant a un poids moléculaire de 27 a 30 kDa.
Elle est pour cette raison fréquemment désignée par la dénomination PrP?’ %,

Comme pour la PrPg, il existe différentes conformations des PrPsc appelées « glycoformes »,
selon le degré de N-glycosylation de la molécule. Plus la protéine est glycosylée, plus son
poids moléculaire est élevé.
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) Figure n°2

Modélisation de la structure du monomére PrP?’. Les fléches
jaunes correspondent aux feuillets B, les hélices rouges aux
/s hélices a.

(d’ aprés Colby et Prusiner, 2011)

Leur conformation permet aux PrPsc de s’associer a une PrPc de I’'hote et de la convertir en
PrPsc. La conversion de la PrPc en PrPsc sera détaillée plus loin mais il est a noter que, sous
certaines conditions physico-chimiques, ces molécules peuvent se polymériser sous forme
de fibrilles de 60 a 80 nm appelées « Scrapie Associated Fibrils » (SAF) ou « prion rods »
(Merz et al. 1981 ; Prusiner et al. 1983). Les différentes glycoformes pourraient expliquer en
partie le phénomene de souche (Notari et al. 2004) qui est détaillé plus loin. Le principe in-
fectieux du prion reposerait donc dans la conformation anormale de la PrPsc.

La localisation des PrPsc

Elle varie en fonction de la maladie et de la condition d’infection, naturelle ou expérimen-
tale.

La PrPsc est retrouvée dans I'encéphale, et ce méme avant |'apparition de Iésions. Le noyau
moteur dorsal du nerf vague et le noyau du tractus solitaire sont des localisations précoces
préférentielles lors d’inoculation par voie orale (McBride, Beekes 1999). La PrPsc se retrouve
également dans la substance grise de la moelle épiniére. Lors d’EST animales, une accumula-
tion de PrPsc a lieu dans la rétine, projection rostrale du SNC, de modeles spontanés et ex-
périmentaux (Foster, et al. 1999 ; Spraker et al. 2002 ; Hamir et al. 2004, 2005 ; Kercher et al.
2004). Cette accumulation sera détaillée dans le paragraphe Ill.4.

La localisation de la PrPsc dans le systéme nerveux périphérique (SNP) dépend fortement de
la maladie ; lors de tremblante naturelle du mouton, elle peut étre présente au niveau des
nerfs sciatique, axillaire, ulnaire, médian, tibial, fibulaire et saphene (Groschup, et al. 1999).

Une détection de la PrPsc dans les tissus périphériques est possible, ce qui est particuliére-
ment intéressant pour développer les tests diagnostiques ante mortem. Il est a noter que
cette accumulation de PrPsc a lieu sans que des Iésions histologiques des tissus en question
ne soient détectables. La PrPsc se dépose ainsi particulierement dans les organes lym-
phoides, notamment lors de vCID. Elle n’a cependant pas été détectée dans la rate lors
d’ESB. La PrPsc a été détectée dans l'iléon, le colon, les noeuds lymphatiques, les amygdales,
la rétine, le thymus, la moelle osseuse, le foie, les poumons, le pancréas. Dans le cas de
tremblante transmise expérimentalement a des moutons et a des animaux de laboratoire, la
PrPsc a également été mise en évidence dans le rein (Siso, et al. 2006; Ligios, et al. 2007).
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L'espece de I’'h6te influence le lymphotropisme, de méme que la souche du prion (Sigurdson
et al. 2002).

Une présence de la PrPsc a été démontrée dans le placenta de brebis lors d’infection natu-
relle par la tremblante au cours de la gestation (Andréoletti, et al. 2002), de méme que dans
les muscles striés squelettiques (Andréoletti, et al. 2004), et ce plusieurs mois avant
I’apparition des signes cliniques. La présence dans les muscles est cependant moins fré-
quente lors de contamination naturelle et absente chez les génotypes ARR/ARR.

L'infectiosité du sang lors d’EST a également été démontrée dans les modeles animaux: la
transmission expérimentale de la tremblante et de I'ESB a des moutons par transfusion san-
guine a ainsi été réalisée (Houston et al. 2008). Cette « prionémie » présente toutefois une
capacité de transmission 10 3 107 fois inférieure a celle de I'encéphale. Chez une patiente
atteinte du vMClJ, l'infectiosité a été démontrée dans les érythrocytes, les leucocytes et le
plasma (Douet et al. 2014)

La PrPsc a également été détectée dans les urines par PMCA (protein misfolding cyclic ampli-
fication) chez des hamsters infectés expérimentalement par la tremblante (Gonzalez-
Romero et al. 2008) a des concentrations environ dix fois inférieures a celles du sang. Bien
gue l'origine de cette présence urinaire soit encore mal comprise, la présence de la PrPsc
dans les urines de hamsters n’était pas associée a une néphrite ou une cystite, contraire-
ment a ce qui avait été observé chez la souris (Seeger et al. 2005).

1.3.4. La conversion conformationnelle de PrPc en Prpsc

La conversion de la PrPc en PrPsc est un processus complexe, encore aujourd’hui incomple-
tement compris (Graham, et al. 2011).

Un modele (auto)catalytique selon lequel les PrPsc exogénes « imposeraient » leur confor-
mation aux PrPc naissantes, endogenes fait actuellement consensus. Ce modele suppose une
interaction entre de la PrPsc exogene et la PrPc endogene, qui se transforme par la suite
elle-méme en PrPsc. Une haute barriere énergique pourrait empécher une conversion spon-
tanée. Le principal argument contre cette hypothese est I’existence de nombreuses souches
différentes de prions pouvant étre transmises avec une grande fidélité de réplication a I’'hote
contaminé et qui nécessite I'existence de nombreuses PrPsc stables sous différentes iso-
formes.

Des souris transgéniques exprimant la PrPc du hamster syrien (SHa-PrP, Syrian Hamster) ou
surexprimant la séquence de la souris (MoPrP, Mouse) ont été récemment utilisées dans des
expériences ou leur étaient tout d’abord inoculés des prions provenant de souris (Colby,
Prusiner 2011). La MoPrPc se transformait alors en MoPrPsc et il n’y avait pas de SHaPrPsc
formée, par contre si sur d’autres souris de méme phénotype (SHaPrP/MoPrP) I'inoculation
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était réalisée avec des prions provenant de hamsters: on voyait alors la conversion de
SHaPrPc en SHaPrPsc. Ce processus autocatalytique serait trés probablement assisté par des
cofacteurs (Graham et al. 2011), agissant soit de fagon directe et spécifique en tant que pro-
téines chaperonnes ou indirectement en réalisant un « échafaudage protéique » permettant
un alignement spatial correct entre PrPc et PrPsc.

De récentes étude in vitro (Graham et al. 2011) ont montré la présence de chaines a des
Na‘/K" ATP-ases issue de la purification de SAF provenant de trois souches de prions diffé-
rentes et pouvant augmenter la conversion des PrPc en PrPsc; les Na'/K" ATP-ases pour-
raient donc faire partie de ces protéines chaperonnes. La surexpression de ces protéines
chaperonnes devrait raccourcir le temps d’incubation et un knock-out devrait empécher ou
ralentir I'incubation de la maladie. Cependant, jusqu’a ce jour, de telles expériences se sont
soldées par un échec (Colby, Prusiner 2011). Chez les levures, de nombreuses protéines cha-
peronnes ont pu étre identifiées, notamment Hsp104, Hsp 40 et Hsp 70 (Colby, Prusiner,
2011).

Bien que la PrPsc soit « le principe infectieux » principal lors de maladie a prions, I’"hypothése
du « tout-protéique » semble étre aujourd’hui partiellement remise en question puisque
d’autres molécules que la PrPsc sont suspectées nécessaires a la conversion de la PrPc en
PrPsc in vivo. Un certain nombre de molécules non protéiques, telles que des acides nu-
cléiques (Deleault et al. 2003), des polyanions (Wang et al. 2010), des lipides (Lihrs et al.
2006 ; Wang et al. 2010), des glucanes (Wong et al. 2001), des métaux (Sing et al. 2010) et le
lipopolysaccharide (LPS) (Saleem et al. 2014) semblent en effet essentielles in vitro pour
permettre la réplication de PrPsc. Des études pour savoir si ces prions synthétiques ont une
capacité infectieuse et neurotoxique sont encore en cours (Saleem et al. 2014).

Il existerait ainsi un état intermédiaire entre la PrPc et la PrPsc, noté PrP*, qui correspond a
la PrPc plus des cofacteurs et dont la rencontre avec une PrPsc permet la transformation de
la PrPc en PrPsc.

1.3.5. L’accumulation de PrPsc et la formation de substance amyloide

La substance amyloide est définie comme un agrégat protéique insoluble dans un tissu.
L’origine des protéines en question est variable. La plus part du temps sérique, elle peut
étre, dans le cas des maladies a prions, la PrPsc.

La formation de substance amyloide n’est pas nécessairement présente lors de maladie a
prions (Colby, Prusiner 2011).

Il s’en forme ainsi dans 10% des cas lors sMCJ (maladie de Creutzfeldt-Jakob sporadique),
70% des cas de kuru, mais dans 100% des cas de vMCJ, variant de la maladie associée a
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I’'ESB. Ces dépots amyloides entourés d’une couronne de vacuole sont appelés « florid
plaques ».

L'inoculation des fibres amyloides recombinantes a des souris qui surexprimaient PrPc a
permis de mettre en évidence que les fibres amyloides de haute stabilité conformationnelle
entrainaient des maladies a prions a long temps d’incubation tandis que celles peu stables
structurellement provoquaient des formes a court temps d’incubation. Autrement dit, plus
les fibres amyloides ont une conformation instable et plus la maladie se développe vite.

1.3.6. La notion de souches de prions

Pour une maladie donnée, il n’existe pas un mais des prions. Des 1976, Dickinson observe
que deux isolats de tremblante inoculés a deux chevres différentes donnent lieu a des signes
cliniques extrémement différents : soit un syndrome de somnolence, soit un syndrome pru-
rigineux). Il pressent ainsi cette notion de souches.

Celle-ci est cependant relativement difficile a expliquer étant donné la nature exclusivement
protéique de I'agent pathogene.

Les premiers éléments soutenant I’hypothése selon laquelle la PrPsc pourrait servir de sup-
port a la définition de souches ont été apportés par I’étude de deux isolats de prions issus du
vison et propagés sur hamsters. Les souches « drowsy » (léthargie) et « hyper » (hyperexci-
tabilité) entrainent chez le hamster I'accumulation de deux types de PrPsc biochimiquement
différentes par leur solubilité, leur résistance a la protéinase K et leur profil de migration
(Bessen and Marsh, 1992 ; 1994). Des résultats similaires ont été obtenus avec différentes
souches de tremblante (Bruce, 2003). Différents phénotypes cliniques observés lors de MCJ
ont été associés a des PrPsc biochimiquement différenciables par le poids moléculaire des
fragments et le ratio des trois glycoformes de la PrPsc aprées digestion par la protéinase K
(Collinge et al. 1996). Il semble cohérent que la PrPsc serve de matrice pour la conversion de
PrPc en PrPsc, et soit a I'origine de la création et de la propagation des souches de prion, via
une transmission conformationnelle.

Selon I'hypothése avancée par Prusiner de la nature purement protéique de I'agent infec-
tieux, les différences obtenues lors du développement de maladies suite a I'inoculation de
différentes souches dépendraient alors de la structure secondaire, tertiaire ou quaternaire
de la PrPsc et/ou de son profil de glycosylation (Buschmann et al. 2004). Les feuillets B sem-
blent étre un point clé dans ce phénoméne (Thomzig et al. 2004). La diversité des souches
résiderait donc dans la variabilité de conformation. Une telle étude de la conformation pro-
téique est permise par la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier ou spectrosco-
pie IRTF (ou encore FTIR, de l'anglais Fourier Transform InfraRed spectroscopy). Les diffé-
rentes courbes de profil d’absorption obtenues permettent de différencier les souches entre
elles.
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Des profils pathologiques différents en fonction des EST sont donc identifiables, de méme
que leurs caractéristiques lésionnelles et biochimiques qui peuvent étre maintenus et stabili-
sés lors d’inoculation en série sur souris. Par analogie avec les autres agents infectieux, ces
variants ont été appelés « souche ». Une définition de souche de prions a ainsi été proposée
comme correspondant a « un agent qui induit des modifications constantes en terme de
Iésions spongiformes et de période d’incubation lorsqu’il est administré régulierement a des
souris sensibles » par Gavier-Widen et al. (2005).

Le typage d’une souche se réalise en trois étapes (isolement, stabilisation et caractérisation)
consistant en des passages successifs sur deux lignées de souris : la C57BL, associée a une
période d’incubation courte et la VM associée a une période d’incubation longue. Les pas-
sages successifs permettent de stabiliser la souche de I’échantillon testé et d’en déterminer
la durée d’incubation selon la lignée de souris. Des coupes histologiques pratiquées a des
endroits précis du cerveau des souris inoculées avec cette souche permettent ensuite
d’établir le profil lésionnel en se basant sur un score attribué en fonction de l'intensité de la
vacuolisation dans neuf zones de substance grise et trois de substance blanche (Sarradin &
Laude, 2004).

L’étude de la diversité des souches a souligné une certaine uniformité au sein des souches
d’ESB chez les bovins, tandis que les souches de tremblante chez les petits ruminants pré-
sentent une grande diversité. Elle est également importante du point de vue sanitaire
puisque que |I'on sait que certaines souches de prions sont transmissibles a I’'homme alors
qgue d’autres ne le sont pas. Il faut noter que les durées d’incubation de la maladie sont inti-
mement liées a la souche pathogéne mais également a I'hGte, et en particulier a son géno-
type (Foster, 2001). Ce point sera détaillé ultérieurement.

1.3.7. La notion de barriére d’espéce

La barriere d’espéece est une notion relative au manque de sensibilité d‘une espece vis-a-vis
des souches de prions issues d’autres espéces. La preuve en a été apportée par des expé-
riences réalisées sur des souris transgéniques exprimant le geéne de la PrP de hamster et qui
étaient insensibles aux agents d’origine murine comme nous avons pu le voir précédemment
(Colby et Prusiner, 2011), alors que l'inoculation d’un agent de hamster conduisait a
I'infection de 100% des animaux avec un délai d’incubation comparable a celui observé chez
le hamster. Un autre exemple de cette notion de barriére d’espéces nous vient des chevaux :
aucun rapport ne fait état d’EST affectant le cheval. Ceci est d’autant plus remarquable qu’il
s’agit d’une espece chez laquelle les animaux atteignent la plupart du temps un age avancé
et que la période d’incubation des EST chez les autres espéces est longue : elle atteint par
exemple 2 a 8 ans lors d’ESB chez les bovins.

Les homologies de séquence de la protéine PrP seraient un des criteres déterminant de la
barriere d’espéce. Ainsi, lors de l'injection d’un agent d’'une espéce donnée a un animal
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d’une autre espeéce, la barriere d’espéces peut se traduire par une diminution parfois tres
importante de l'efficacité de la transmission ou un allongement significatif de la durée
d’incubation augmentée, (Scott, 1999).

Selon la souche et I'héte, la barriére d’espéce peut étre franchie (Torres et al. 2014). L’agent
de I'ESB est un des exemples de passage de la barriere d’espéces. Sa transmission naturelle a
I’'Homme avec le variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vMCJ) (Bruce et al. 1997) n’est
pas la seule illustration : 'ESB peut aussi étre transmise par voie naturelle aux chats, a un
grand nombre d’animaux exotiques (Sigurdson et al. 2003) et méme a des chévres (Eloit et
al. 2005). De plus, de nombreuses transmissions expérimentales a des espéces telles que le
mouton, le porc, la souris et des primates non-humains ont été rapportées (Hunter 2003;
Brown et al. 2003; Lasmézas et al. 2005). Ce potentiel passage de la barriére d’espéce im-
plique de lourdes répercussions en santé publique. Il est intéressant de remarquer que,
meéme apreés son passage vers une autre espéce hote que le bovin, I'agent de I'ESB conserve
ses caractéristiques de souche évaluées par bio-essai chez la souris. Plus récemment, il a été
montré que |'agent de I'ESB provenant de moutons infectés se transmettait de facon plus
efficace a des modeles transgéniques de souris exprimant la PrPc bovine, porcine et hu-
maine. Cette transmission a des souris transgéniques exprimant la PrPc humaine est
d’ailleurs encore plus efficace avec des agents de I'ESB provenant de moutons (Plinston et al.
2011). De telles observations soulevent bien évidemment des questions cruciales sur I'agent
de I'ESB apres son passage par des espéces autres que les bovins (Torres et al. 2014).

1.4. La pathogénie des maladies a prions

1.4.1. La transmission des maladies a prions

Les voies de contamination

La transmission des maladies a prions se fait essentiellement par voie orale puis absorption
intestinale. De maniére beaucoup plus rare, une contamination par pénétration lors de
plaies cutanées, conjonctivale ou de la muqueuse gingivale est possible (Beekes, McBride
2007).

Expérimentalement, les voies intracérébrale, intrapéritonéale, intrasplénique, intraveineuse,
intramusculaire et intraoculaire permettent une inoculation. La voie intracérébrale permet
I'apparition la plus précoce des signes cliniques, suivie de la voie intraoculaire, puis des
autres voies (Kercher et al. 2004).

Il semblerait, d’aprés des travaux récents (Gregori, et al. 2008; Gonzalez-Romero, et al. 2008)
qu’une excrétion urinaire des prions soit possible et donc que la contamination horizontale
par les urines soit a considérer dans la transmission des maladies a prions. Dans le cas de la
maladie du dépérissement chronique des cervidés, une contamination environnementale a
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clairement été mise en évidence chez ces animaux oU une excrétion fécale, urinaire et sali-
vaire de prions existe (Haley et al. 2011 ; John et al. 2013).

Chez I'nomme, des cas de transmission iatrogéne de MCJ par injection intramusculaire ou
intracérébrale ainsi que par transfusion sanguine ont été rapportés (Ponte, 2006).

La phase de lymphoinvasion

A la suite d’une contamination orale, I'agent infectieux s’accumule dans les plagues de
Peyer, ainsi que dans les follicules primaires et les centres germinatifs des follicules secon-
daires a cellules B (Andréoletti, 2000).

Les plaques de Peyer de l'intestin gréle distal jouent un réle primordial comme porte
d’entrée précoce, chez le mouton exposé naturellement (Andréoletti et al. 2000) ou expéri-
mentalement (Heggebo et al. 2000) a la tremblante. La PrPsc s’accumule rapidement dans
I’'ensemble des formations lymphoides digestives : le GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue)
et les noeuds lymphatiques de drainage.

A partir de la lumiére intestinale, la prise en charge de I'agent de la tremblante est réalisée
par les cellules M (Beekes et McBride 2000 ; Heppner et al. 2001), M pour microfold, qui sont
des cellules épithéliales spécialisées dans la micropinocytose. Par un mécanisme de transcy-
tose, elles conduisent le prion de la lumiere intestinale jusqu’a une poche intra-épithéliale,
ou sont localisées les cellules clés du systeme immunitaire : macrophages, cellules dendri-
tiques et lymphocytes.

La dissémination a partir du tissu lymphoide digestif

La capture et le transport de la PrPsc vers les centres germinatifs locaux et les autres lym-
phocentres seraient ensuite assurés par les phagocytes mononucléés (Aucouturier et al.
2001, Huang et al. 2002).

La phase de neuroinvasion

Le SNC est un site majeur de réplication des prions. Deux voies de dissémination sont dé-
crite: la voie hématogene et la voie neuronale. Bien que la premiére voie ne soit pas totale-
ment exclue, les résultats des différentes études priviligient la seconde. Les fibres nerveuses
disséminées dans la paroi intestinale et assurant la motricité intestinale sont contaminés en
région iléale a partir des cellules folliculaires dendritiques (Follicular Dendritic Cells - FDC),
des lymphocytes et des macrophages (Andréoletti et al 2000). La relation anatomique et
fonctionnelle existant entre le systeme nerveux entérique et les centres nerveux autonomes
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favorise ensuite la dissémination au SNC. Le noyau dorsal du nerf vague et les segments tho-
raciques moyens (T6-T8) de la moelle épiniére sont les premiers segments du nevraxe ou la
PrPsc est détectée. L'infection se généralise ensuite a I'ensemble de la moelle spinale pour
finalement atteindre le cerveau, a I'origine des altérations neurodégénératives spécifiques.

Figure n°3

Les voies de propagation des prions vers le SNC
aprés une contamination périphérique :

1) L’infection périphérique par voie orale ou a tra-
vers la peau 1ésée est la principale voie de contami-
nation dans les EST naturelles.

2) Les prions s’accumulent d’abord dans les cellules
folliculaires dendritiques (FDC), localisées dans les
centres germinatifs des tissus lymphoides drainant
le site d’entrée dans 1’organisme (plaques de Peyer
(PP) et noeuds lymphatiques mésentériques (MLN)
suite & une infection par voie orale).

3) Les prions sont ensuite rapidement détectés dans
les autres tissus lymphoides, en particulier dans la
rate, via la circulation sanguine et lymphatique.

4) Apres son accumulation dans les FDC, les prions
infectent les nerfs sympathiques et les fibres du nerf
vague, et se propagent le long de ces voies vers le
SNC.

5) L’accumulation des prions dans 1’encéphale
provoque une neurodégénérescence, et aboutit a la
mort de I’individu.

(d’ aprés Mabbott et Turner, 2005)

1.4.2. De la protéine PrPsc a la pathologie cellulaire

Il existe encore aujourd’hui de nombreuses incompréhensions pour expliquer le lien entre le
changement conformationnel de la PrPc en PrPsc et la mort neuronale finale. Nous ignorons
en effet si les lésions neuronales résultent de la perte de la fonction physiologique de la
PrPc, si la PrPsc possede un réel caractére toxique ou bien s'il existe d’autres facteurs a dé-
couvrir. En outre, il demeure incertain si ces mécanismes de mort neuronale sont primaires
ou consécutifs a d’autres atteintes tissulaires, telles que celle de la microglie ou la réponse
astrocytaire.

De fagon générale, une bonne corrélation anatomique et temporelle entre I'accumulation de
PrPsc et I'apparition de neuropathie est observée, ce qui semble étre en faveur du caractére
neurotoxique de la PrPsc (Unterberger et al. 2005).

Les mécanismes cellulaires et moléculaires menant a la neurodégénérescence sont nom-
breux et complexes (Kovacs, Budka 2008).
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L'apoptose, processus par lequel des cellules déclenchent leur auto-destruction en réponse a
un signal, se caractérise par une diminution de la taille des cellules, une condensation de la
chromatine et la formation de corps apoptotiques. Ces caractéristiques morphologiques de
I'apoptose, ainsi que la fragmentation de I'ADN et I'activation de la caspase-3 mises en évi-
dence lors de maladies a prions suggérent que I'apoptose est un mécanisme impliqué dans
ces maladies (Puig & Ferrer 2001; Unterberger et al. 2005). Cependant, la variabilité des ré-
sultats lors des différentes études ayant mis ces éléments en évidence suggére que cette
voie n’est pas exclusive.

Lors de tremblante expérimentalement inoculée mais aussi lors de Maladie de Creutzfeldt-
Jakob ou de syndrome de Gerstman-Straussler-Scheinker, des vacuoles autophagiques ont
été observées (Liberski et al. 2004). Elles résultent probablement de I'accumulation intra-
neuronale de PrPsc qui dépasse alors les capacités cataboliques de la cellule. Ces vacuoles
autophagiques précedent I'apparition des lésions spongiformes, dont la répartition est va-
riable en fonction de la maladie.

Dans les études immunohistochimiques menées in vivo sur des cerveaux de souris infectées
expérimentalement, la présence de nitrotyrosine, une héme-oxygénase, et de marqueurs
d'oxydation des lipides suggere qu’un stress oxydatif pourrait étre un mécanisme de perte
neuronale chez la souris lors de tremblante (Brown, 2005).

Les études microscopiques, immunohistochimiques, génétiques et biochimiques ont mis en
évidence un role du systeme endosomal-lysosomal dans la pathogénie des maladies a
prions. Celui-ci est en effet impliqué dans le traitement de la PrPc et de la PrPsc lorsque
celles-ci sont internalisées. La mort neuronale lors des maladies neurodégénératives peut
également étre liée a I'activité du réticulum endoplasmique en réponse au stress cellulaire.

La PrPc et la PrPsc se localisent particulierement dans les synapses, qui représentent de ce
fait une cible privilégiée lors des maladies a prions. La dégénérescence et la perte synaptique
ont été mises en évidence lors d’études immunohistochimiques et ultrastructurales, et elles
précédaient toujours la dégénérescence neuronale. Cette perte synaptique peut avoir pour
effet d'isoler les neurones des signaux électriques et des facteurs trophiques, ce qui pourrait
déclencher des mécanismes autodestructeurs décrits ci-dessus (Fraser 2002; Unterberger et
al. 2005). Cependant la suppression de I'expression de la protéine Bax ne permet pas
d’éviter I'apoptose neuronale causée par la perte synaptique. Les thérapies anti-
apoptotiques sont ainsi peu susceptibles de fonctionner, a moins d’étre associées a des mo-
lécules permettant d’éviter les dommages synaptiques (Chiesa et al. 2005).

Les protéines chaperonnes, y compris les protéines de choc thermique (HSP) peuvent éga-
lement avoir plusieurs roles en relation avec les protéines PrP. Elles peuvent par exemple
contribuer a stabiliser I'une des isoformes de la PrP et donc favoriser ou inhiber la formation
de la conformation pathogéne.
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La pathogénie des maladies a prions est un processus complexe, mettant en jeu plusieurs
voies dont la plupart se retrouvent dans d’autres neuropathies telles que la maladie
d’Alzheimer. Il semble clair que I"'accumulation intracellulaire de PrPsc ait un réle dans la
neurodégénérescence ; par contre son caractere cytotoxique lorsqu’elle est extracellulaire
demeure moins certain.

Une synthese, volontairement simpliste et simplificatrice, de la pathogénie des maladies a
prions peut étre avancée comme suit (Kovacs, Budka 2008). Un événement non identifié, tel
gu’une infection par des prions exogeénes, conversion spontanée, ou |'éveil de prions endo-
genes jusqu’ici silencieux, initie le changement conformationnel de la PrPc en PrPsc, entrai-
nant des déficiences fonctionnelles neuronales encore potentiellement réversibles. Au cours
de ce processus, les formes oligomériques de la PrPsc provoquent une cascade
d’évenements toxiques pouvant mener jusqu’a I'apoptose cellulaire ou a I'autophagie, voire
aux deux phénomenes simultanément. Ce processus est de plus potentiellement influencé
par la perte de la fonction neuroprotectrice de la PrPc. En fonction de I'espéce hoéte, de la
souche et de la voie de dissémination des prions au SNC, la pathologie tissulaire, qui inclut
les changements spongiformes, la microgliose et la réponse astrocytaire, sera variable. Etant
donné la multiplicité des mécanismes pathogéniques impliqués, il est évident que le blocage
seul d’'une des voies comme perspective thérapeutique est illusoire.

1.4.3. La sensibilité de I’héte est influencée par son génome

Dans de nombreuses EST humaines et animales, le génotype de I’h6te influence de maniere
plus ou moins importante la sensibilité a la maladie et I’expression de celle-ci (symptémes et
Iésions). Le polymorphisme génique ou les mutations du géne Prnp, codant pour la synthese
de la PrPc, peuvent ainsi étre déterminants.

Par exemple, les moutons de génotype ARQ/ARQ sont résistants a la souche SSBP/1 mais
sensibles a I'isolat CH1641, issu d’une souche circulant dans un troupeau en 1970. Des mou-
tons de méme race et méme génotype, et provenant du méme troupeau, sont ainsi résis-
tants a certaines souches naturelles et sensibles a d’autres. Cette influence sera développée
plus en détail dans le paragraphe 1.6.1.1. Au contraire, d’autres maladies comme I'ESB (So-
merville et al, 1997) semblent étre moins influencées en fonction du génome de I'héte.

I.5. Les encéphalopathies spongiformes transmissibles animales :

1.5.1. Les encéphalopathies spongiformes transmissibles animales spontanées

Contrairement a ’'homme, la plupart du temps l'origine est exogéne chez I'animal (Colby,
Prusiner 2011).
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1.5.1.1. La tremblante :
Importance et distribution géographique

En France, la tremblante est présente sur 'ensemble du territoire avec toutefois une pré-
dominance dans le Sud, région qui comprend la plus forte densité d’élevages ovins (agricul-
ture.gouv.fr). La tremblante est documentée et rapportée en Europe depuis plus de deux
siecles et demi (1732). Elle affecte les moutons, chévres et mouflons ; elle peut aussi étre
transmise expérimentalement a des hamsters, souris, rats, singes et autres animaux de labo-
ratoire. Une forme atypique de tremblante, observée pour la premiére fois en Norvege en
1998 et baptisée Nor98, affecte les moutons et les chévres génétiquement résistants a la
forme classique. Il existe d’autres formes atypiques. La distribution de la tremblante est
mondiale : Europe (incluant le Royaume-Uni), le Moyen-Orient, le Japon, le Canada, les USA,
le Kenya, I'Afrique du Sud, la Colombie et une partie d’Asie. L’Australie et la Nouvelle-
Zélande en demeurent indemnes : de faibles épisodes ont eu lieu mais la maladie a été éra-
diquée par des abattages d’animaux importés et de leurs troupeaux. Nor98 était détectée
dans de nombreux pays européens dés 2002 et aux USA a partir de 2007.

Transmission

Elle peut avoir lieu des la naissance via la mére. Les prions peuvent se localiser dans le pla-
centa durant la gestation, toutefois le génotype du foetus est déterminant quant a sa sensibi-
lité. La transmission au nouveau-né se fait par léchage ou ingestion de membranes ou fluides
foetaux. Une transmission verticale stricte est également possible mais plus rare, de méme
que la contamination d’adultes non infectés a partir de fluides foetaux. Elle peut aussi surve-
nir par contact direct entre individus, les prions étant notamment détectés dans la salive, les
sécrétions nasales et le colon proximal, en plus du systeme nerveux, des amygdales, des
nceuds lymphatiques, de la rate, des muscles et de I'iléon distal. L’excrétion urinaire a ré-
cemment été rapportée chez la souris et les hamsters mais non mise en évidence chez le
mouton. La contamination environnementale est controversée. Certains rapports attestent
d’une persistance de prions dans des granges islandaises pendant prées de 16 années.

Signes cliniques

La période d’incubation est longue et varie entre 2 et 5 ans chez le mouton ; des cas de mou-
tons agés de moins d’un an sont rares. Les symptoémes varient selon les souches de prions et
les génotypes et races de moutons. Les premiers signes sont généralement comportemen-
taux : les individus atteints se tiennent a I’écart du troupeau. Avec la progression de la mala-
die, 'animal tend vers un état d’hyperexcitabilité et présente une démarche ébrieuse en
projetant les membres vers le haut lorsqu’il se déplace (« high stepping »). A 'inverse, les

34



animaux atteints peuvent présenter un état fixe avec un port de téte haut. De |'ataxie et des
tremblements sont également rapportés (d’olu le nom en frangais), de méme que des con-
vulsions pouvant étre déclenchées notamment lors de la contention. Un intense prurit est
trés souvent associé (surnommeée la « gratte » en francais). Une réaction de mordillement
est provoquée lorsqu’on gratte I’'animal sur la ligne de dos ou a la base de la queue. La toison
apparait dépenaillée, seche et cassante. Le prurit est cependant rare lors de Nor98. Une
baisse de I'état corporel apparait lors des stades précoces et évolue ensuite vers la cachexie.
La toison est séche et cassante. La mort survient généralement 2 a 6 mois apres I'apparition
des signes cliniques, parfois plus tardivement.

Chez la chévre, les signes cliniques peuvent étre moins nets : les seuls symptémes sont par-
fois juste une certaine fatigue, une perte de poids et un arrét précoce de la lactation. Le pru-
rit est moins fréquent que chez le mouton et s’il I’est son intensité est moindre et il se loca-
lise surtout a la queue et au garrot.

Sensibilité et génotype

Trois codons du gene Prnp sont susceptibles d’influencer la sensibilité de I’"hote chez le mou-
ton ; ils sont situés dans une région de la protéine qui subit des changements conformation-
nels lors de la transformation de la PrPc en PrPsc; il s’agit des codons 136, 154 et 171. Les
codons 136 et 171 sont ceux ayant la plus grande influence (Laplanche et al. 1993 ; Gold-
mann et al. 1994 ; Andréoletti et al. 2002). Ainsi une alanine A en 136 est associée a une plus
grande résistance de I’h6te alors qu’une valine I'est a une plus grande sensibilité. Il en va de
méme pour le codon 154, avec respectivement I'arginine A et I'histidine H, ainsi que pour le
codon 171 avec respectivement la glutamine Q et 'arginine R. Cing combinaisons d’alleles
parmi les 8 possibles en théorie sont les plus fréquentes: A136R154R171 (abrégée ARR),
ARQ, AHQ, ARH et VRQ. Les génotypes homozygotes ou hétérozygotes ARR sont hautement
résistants a la tremblante (Clouscard et al. 1995 ; Hunter et al. 1996). Ceux-ci développeront
alors des signes cliniques apres une incubation bien plus longue ou n’auront pas de signe
clinique, tandis que le génotype VRQ/VRQ est le plus sensible. Le génotype homozygote ARR
est considéré résistant a la tremblante classique (Hunter et al. 1997 ; Andréoletti et al. 2002;
Fediaevsky et al. 2010).

De plus, les foetus génétiquement résistants suppriment le portage placentaire de prions
d’une mere sensible. A l'inverse, une meére résistante ne développe pas un placenta positif
au prion si le foetus est sensible (Andréoletti, et al. 2002). Différents programmes de génoty-
pages dans de nombreux pays ont déja été menés (de Andrade et al. 2012; Hautaniemi et al.
2012), et ce afin notamment de sélectionner les individus ARR/ARR ; toutefois il semble que
ceux-ci soient plus sensibles a la tremblante atypique Nor98 et donc que cette sélection ne
soit pas idéale (Fediaevsky et al. 2010).
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Chez la chevre, ce sont essentiellement les codons 142, 143, 146, 154 et 222 qui influencent
la susceptibilité ou la résistance (Valdez et al. 2003 ; White et al. 2008).

Diagnostic

La clinique seule ne permet qu’une suspicion. Le diagnostic différentiel inclut les parasitoses
externes, la maladie d’Aujesky, le virus de Maedi-Visna, la listériose cérébrale, la toxémie de
gestation, la rage, la nécrose cérébrocorticale, un abcés ou une tumeur cérébrale, le louping
ill, différentes toxines, ’hypomagnésémie, I'entérotoxémie chronique et tout autre dégéné-
rescence centrale ou autre cause de prurit.

Le diagnostic nécessite I’histopathologie ou des tests de laboratoire réalisés principalement
sur des échantillons prélevés en post-mortem dans I'obex, voire dans les noeuds lympha-
tiques périphériques avec cependant une sensibilité plus faible, tels que I'lHC ou le Western
Blot. A I'abattoir, I'encéphale et la moelle spinale, la rate, les amygdales et les nceuds lym-
phatiques sont prélevés. Des tests rapides sont également disponibles et reposent sur le
principe ELISA ou I'immunoblotting. Les tests ante mortem chez I'animal sont peu représen-
tés. La préoccupation principale est d’éviter la transmission a ’lhomme. Ainsi, chez I'animal,
la priorité est plutot I'élaboration de tests post mortem performants et utilisables a grande
échelle. Des tests sanguins récemment développés sont basés sur |'électrophorese par capil-
larité de la PrPsc. La sérologie n’est bien évidemment pas utile ici.

Des programmes de sélection génétique existent et permettent d’augmenter la résistance
du cheptel et limiter aussi la transmission de la maladie puisque les placentas sont alors non
contaminés.

1.5.1.2. L’encéphalopathie spongiforme bovine
Importance et distribution géographique

Elle a été rapportée pour la premiere fois au Royaume—Uni en 1986 (Gavier-Widen et al.
2005). Elle correspond au nouveau VMCJ chez I’homme. Son origine demeure inconnue ;
I’'ESB est probablement issue d’une mutation spontanée de la protéine PrPc ou provient
peut-étre d’'une mutation de prions de la tremblante ovine. Cette derniere théorie est ce-
pendant aujourd’hui quasiment abandonnée : les expériences de transmission de trem-
blante a des bovins par voie naturelle n’ayant jamais provoqué la maladie. La transmission
de tremblante a des bovins par voie intracérébrale fut cependant réalisée mais les signes
cliniques de I'ESB et les modifications pathologiques associées ne furent pas notés. Il semble
que la réutilisation de protéines animales pour I'alimentation du bétail soit a I'origine de
I’épidémie explosive qu’a connue le Royaume-Uni dans les années 80/90. En effet, la pro-
duction de farines animales a partir d’abats de moutons/bovins/poulets (meat and bone
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meal) utilisées pour nourrir les vaches laitieres comme supplément nutritionnel hautement
protéique est mise en cause, et ce d’autant plus qu’a partir de la fin des années 70’ le procé-
dé de fabrication de ces farines a été modifié, ce qui a nettement augmenté son taux de ma-
tiere grasse permettant la survie de prions d’origine bovine ou ovine et permettant ainsi la
dissémination. Bien que des cas continuent d’étre aujourd’hui détectés (Seuberlich et al.
2012), des mesures de contréle et de surveillance, en plus de I'interdiction de l'utilisation
des protéines de mammiféres dans I'alimentation des animaux d’élevage dés 1988, ont per-
mis de diminuer nettement la prévalence.

L'ESB peut en fait étre au moins subdivisée en trois groupes : L'ESB « classique », le type-H et
le type-L sur la base de signatures biochimiques différentes. Ces signatures pouvaient étre
différenciées en western blot de celle de I'ESB classique grace a la masse moléculaire de la
bande non glycosylée de la PrPres : plus faible dans les cas d’ESB-L (pour Low) et plus élevée
lors d’ESB-H (pour Heavy). En outre, le glycoprofil typique de I'ESB, caractérisé par une nette
prédominance de la PrPres non glycosylée, n’était pas retrouvé dans les cas d’ESB-L. La
grande majorité des cas d’ESB, et notamment ceux lors de |'épizootie originaire de Grande-
Bretagne sont de type classique (Greenlee, et al. 2012). Différentes hypothéses sont propo-
sées pour expliquer 'origine des formes atypiques de I'ESB. Il pourrait simplement s’agir de
formes spontannées de la maladie, de méme que la forme sporadique de la Maladie de
Creutzfeldt-Jakob.

Lors de I'épidémie d'ESB, des foyers ont été signalés dans plusieurs pays européens. Le pre-
mier foyer est apparu au Royaume-Uni, ol plus de 180 000 cas ont été confirmés depuis les
années 1980. L'épidémie au Royaume-Uni a atteint un pic en 1992, avec pres de 1000 nou-
veaux cas confirmés chaque semaine. A I'époque, l'incidence annuelle dans les troupeaux
touchés était d'environ 2-3 %. A la suite de mesures de contrdle (surtout I'interdiction des
farines animales), l'incidence était d’environ 5-10 nouveaux cas par semaine en 2004. Ce
nombre a continué a baisser, l'incidence annuelle passant a 99 cas confirmés en 2006, 35 cas
en 2008, et 7 a 11 cas par an entre 2009 et 2011. A partir de 2012, environ 60 cas d’ESB-L ou
ESB-H ont été identifiés dans le monde en raison de la surveillance de I'ESB classique. L'inci-
dence de I'ESB atypique semble étre beaucoup plus faible que I'ESB classique. Sa prévalence
chez les bovins en France et en Allemagne est d’environ 1 cas pour 3 millions de bovins
adultes. Presque tous les cas d’ESB de type-L et de type-H ont été détectés chez les bovins
agés de plus de 8 ans, a I'exception d'un cas d’ESB-L chez un boeuf agé de 23 mois au Japon.

De tres rares cas naturels ont été rapportés chez la chévre ainsi que chez des ongulés exo-
tiques en captivité (nyala, oryx, bison). Expérimentalement, I'ESB a été inoculée a des mou-
tons, des chévres, des visons, des souris, des oustitis, des macaques et des saimiris (Piccardo
et al. 2012).
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Transmission

L'ESB se transmet par l'ingestion de tissus contenant des prions d’un animal infecté. Les
jeunes individus semblent étre particulierement sensibles. Les prions se répliquent initiale-
ment au niveau des plaques de Peyer de I'iléum puis sont transportés via les nerfs périphé-
riques vers le systeme nerveux central. L'accumulation de prions dans le cerveau nécessite
environ 24 mois post-infection chez les bovins. Chez les animaux naturellement infectés, des
prions ESB sont détectés principalement dans le cerveau, mais également dans la moelle
épiniere, la rétine, l'iléum distal, les nerfs périphériques et les glandes surrénales. Il n’y a
aucune preuve de transmission horizontale directe chez les bovins ou au paturage, et la
transmission verticale est tres rare voire inexistante (seules quelques observations la rappor-
tent).

Signes cliniques

La période d’incubation classique pour les bovins varie entre 2 et 8 ans (avec un pic aux alen-
tours de 5 ans). Les signes cliniques comprennent des anomalies posturales et de la dé-
marche, en particulier une ataxie des membres pelviens et 'amble. Une hyperréactivité aux
stimuli extérieurs, des tremblements, un changement comportemental (agressivité) appa-
raissent aussi. Un prurit intense n’est pas rapporté chez les bovins, mais ceux-ci peuvent tout
de méme se lécher ou se frotter de maniére répétitive. Les signes non spécifiques incluent
une baisse de I'état corporel, du grincement de dents, une baisse de la production laitiere.
La bradycardie et des troubles du rythme cardiaque ont également été rapportés par cer-
taines études. Ces signes évoluent progressivement jusqu’au coma et a la mort sur une pé-
riode allant de plusieurs semaines a 6 mois.

Diagnostic

Aucun test fiable n’a encore été mis au point sur des animaux vivants. La détection de PrPsc
dans le SNC permet le diagnostic. Celle-ci peut étre faite a partir d’extraits de cerveau non
fixées par immunobloting, et dans les cerveaux fixés par immunohistochimie. En outre, plu-
sieurs tests diagnostiques rapides basés sur la méthode immuno-enzymatique (ELISA), im-
muno-automatisés (Western blot) et dispositifs de flux latéral (LFD) sont disponibles. Les
tests rapides permettent le screening d’'un grand nombre d'échantillons et sont donc tres
utilisés dans la surveillance. Les échantillons positifs a des tests rapides sont traditionnelle-
ment confirmés par des tests plus spécifiques comme l'immunohistochimie ou immuno-
blotting (Western blot). Toutefois, I'OIE indique maintenant que la confirmation des résultats
positifs avec un deuxieme test rapide est acceptable dans certaines circonstances. Un résul-
tat négatif au second test de confirmation n'est pas suffisant pour écarter I'ESB. Un diagnos-
tic de I'ESB peut également étre confirmé par la mise en évidence de fibrilles de prions ca-
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ractéristiques appelées fibrilles associées a la tremblante (SAF) en microscopie électronique
dans des extraits de cerveau. Cependant, les méthodes de diagnostic relatives aux prions ont
toutefois une sensibilité limitée : les prions ne peuvent généralement étre détectés dans le
cerveau qu’a partir de 3 a 6 mois avant le début de la maladie clinique. L'examen histolo-
gique du cerveau peut étre trés utile dans le diagnostic, mais certains animaux dans les pre-
miers stades de l'infection ont peu ou pas de changements spongiformes. En outre, I'ESB
peut étre détectée par des études de transmission chez la souris (bio-essai). Cependant, une
période d'incubation de plusieurs mois, rend cette technique peu pratique pour le diagnostic
de routine.

1.5.1.3. La maladie du dépérissement chronique des cervidés
Importance et distribution géographique

La maladie du dépérissement chronique (MDC) affecte le cerf mulet ou cerf hermione
(Odocoileus hemionus), le cerf a queue noire (0. hemionus columbianus), le cerf a queue
blanche (O. virginianus), et le wapiti des montagnes rocheuses (Cervus elaphus nelsoni). Ré-
cemment, des cas ont été rapportés sur des élans (Alces alces), ainsi que sur des cerfs
élaphes (Cervus elaphus elaphus) et des caribous (Rangifer tarandus).

Détectée a l'origine dans I'Ouest Américain en 1967 chez un cerf mulet (Odocoileus he-
mionus) du Colorado puis en 1978 dans le Wyoming, elle s’est ensuite propagée a travers
toute I’Amérique du Nord et a méme été retrouvée en Corée du Sud (Buton, 2006). Dans des
populations captives, I'incidence peut atteindre jusqu’a 90% ; en milieu sauvage celle-ci est
estimée a 15% (Sigurdson et al. 2002). Le développement de souris transgéniques exprimant
la PrP des cervidés a permis de mieux comprendre cette maladie et d’améliorer sa détection
ainsi que 'estimation des titres infectieux.

Transmission

Une particularité est I'excrétion contaminante possible dans les féces des cervidés, et ce
méme en phase présymptomatique. La transmission horizontale a ainsi lieu par contact di-
rect ou par contamination environnementale. Les patures et les enclos seraient contaminés
par les sécrétions des animaux malades avant méme I'apparition des symptémes et conta-
mineraient ainsi les animaux sains. Les wapitis, qui, contrairement aux cerfs, ont une plus
faible accumulation de prions dans leur tissu lymphoide, se transmettent moins la maladie
entre eux. De méme, la transmission horizontale n’a pas été mise en évidence chez I'élan. La
transmission verticale est possible mais n’a pas été documentée et ne semble pas étre une
voie majeure de la dissémination. La transmission expérimentale de MDC a des bovins est
possible par injection intracérébrale, suggérant qu’une transmission aux bovins par patures
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contaminées est possible. Des prions ont été retrouvés dans les muscles squelettiques de
certains cerfs, ainsi que dans le muscle cardiaque ; de plus, la présence de prions dans le
sang dans le cas de MDC ne permet d’exclure aucun organe concernant une éventuelle con-
tamination par des prions.

Signes cliniques

Comme toute autre EST, la MDC est toujours fatale. Des morts soudaines d’animaux en dé-
but de phase clinique ou méme en phase pré-clinique sont rapportées. La maladie du dépé-
rissement chronique doit étre suspectée chez les cervidés agés de plus de 16 mois qui ont
une perte de poids ou dépérissement chronique, un comportement inhabituel, des signes
nerveux, une salivation excessive, de la polyurie / polydipsie, des signes de pneumonie par
fausse déglutition, un maintien inhabituel du poil d'hiver.

Diagnostic

En général, dans les troupeaux d'élevage, un seul animal est affecté a la fois. D'autres neu-
ropathies doivent étre écartées, incluant la maladie hémorragique épizootique et la fievre
catarrhale ovine, ainsi qu’une parasitose méningée (Parelaphostrongylus tenuis). Une intoxi-
cation a la locoweed (plante d’Amérique du Nord de la famille des astragales, produisant de
la swainsonine, une substance phytotoxique) doit également étre envisagée. L'examen ana-
tomopathologique du cerveau peut étre tres utile dans le diagnostic, mais certains animaux
dans les premiers stades de la maladie ont peu de lésions histologiques. Comme dans toutes
les EST, la triade lésionnelle se retrouve dans le systeme nerveux central: dégénérescence
puis disparition des neurones, Iésions spongiformes avec vacuoles intracytoplasmiques dans
les neurones, hyperplasie et hypertrophie astrocytaire, avec formation de plaques amy-
loides. La technique immunohistochimique révele la présence de la PrPcwd dans divers or-
ganes (tonsilles palatines, les nceuds lymphatiques rétro-pharyngés, nceuds lymphatiques le
long du petit et du gros intestin, plaques de Peyer, rate) avant que le systeme nerveux cen-
tral soit atteint.

La MDC est généralement diagnostiquée par détection de prions dans le systéme nerveux
central et / ou les tissus lymphoides. L'immunohistochimie (IHC) est considérée comme le «
gold standard» pour le diagnostic. L'immunoblotting (Western blot) et les tests rapides sont
également utilisés pour cribler les cervidés. Dans les cerveaux autolysés, la MDC peut égale-
ment étre confirmée par la présence de fibrilles de prions caractéristiques appelées fibrilles
associées a la tremblante (SAF) en microscopie électronique. Cependant, ce test a une faible
sensibilité. La MDC peut étre diagnostiquée sur des animaux vivants, notamment par biopsie
des amygdales. Une approche dorso-latérale semble permettre une collecte d’un plus grand
nombre de follicules. Toutefois, chez le wapiti, 'accumulation de prions dans le tissu lym-
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phoide est moindre, de sorte que le résultat de ces biopsies est souvent non concluant. Tou-
tefois il s’agit d’'une méthode invasive nécessitant évidemment une anesthésie générale qui
limite sa réalisation en pratique.

Sensibilité et génotype

La sensibilité a la maladie serait liée au polymorphisme du géne Prnp (Gavier-Widen et al.
2005). La période minimale d’incubation est de 16 mois mais se situe en général entre 2 et 4
ans. Cette période d’incubation est également influencée par le génotype, et notamment le
codon 132 du gene Prnp. Trois génotypes se distinguent ainsi : les individus homozygotes
pour l'allele codant une méthionine en position 132, correspondant au génotype le plus fré-
guent en nature et captivité, ont généralement une période d’incubation de 2.5 ans. Le gé-
notype 132ML (L pour leucine) est beaucoup moins répandu et la période d’incubation asso-
ciée est de 3,5 ans. Quant au génotype 132 LL, trés rare, l'incubation dure 5 a 6 ans, voire
plus (Spraker, et al. 2010).

1.5.1.4. L’encéphalopathie transmissible du vison
Importance et distribution géographique
Il s’agit d’'une maladie rare, qui atteint les visons d’élevage.

En Amérique du Nord et en Europe, des visons d’élevage ont été contaminés par I'ingestion
d’aliments préparés a partir de carcasses de viande ovine et bovine impropre a la consom-
mation humaine. Elle est, a ce titre, le deuxieme exemple de transmission alimentaire de la
maladie. Elle a été décrite en Finlande, en Allemagne et en ex-Union Soviétique. Les cas rap-
portés aux USA ont eu lieu entre 1947 et 1985 (en particulier dans le Wisconsin, le Minneso-
ta et I'ldaho). Le vison constitue un cul de sac épidémiologique pour I'agent infectieux.

Transmission

La transmission est horizontale et plus particulierement par voie orale. Des blessures de la
langue facilite la transmission de la maladie ; de méme le comportement de cannibalisme
pouvant parfois survenir en élevage favorise I'apparition d’épizooties. Toutefois, la transmis-
sion de vison a vison est rare car ces derniers sont maintenant le plus souvent seuls dans
leur cage. La transmission verticale n’a jamais été mise en évidence.
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Signes cliniques

La période d’incubation varie entre 6 et 12 mois en élevage ; en conditions expérimentales
elle peut atteindre 5 mois. Les signes cliniques sont classiques : un changement comporte-
mental, avec en particulier une souillure fécale du site de couchage, est tout d’abord noté,
des difficultés pour déglutir apparaissent ensuite. Plus tard, les animaux atteints deviennent
hyperexcitables et mordent de maniere convulsive. La queue est portée relevée sur le dos,
de l'incoordination apparait, du tournis et les machoires se serrent. L'automutilation, en
particulier de la queue, peut étre notée. L'issue est toujours fatale, en général 2 a 8 se-
maines apres le début des signes cliniques.

Diagnostic

Les lésions histopathologiques typiques se concentrent au niveau du SNC. Le diagnostic dif-
férentiel inclut la rage, la maladie d’Aujesky, différentes intoxications, la toxoplasmose, un
déficit en thiamine,...

Les méthodes diagnostiques classiques sont employées post-mortem.

1.5.1.5. L’encéphalopathie spongiforme des félins

Cette affection est associée a la consommation de nourriture contenant des abats d’animaux
contaminés par I'ESB. Des données expérimentales supportent clairement le lien entre I'ESF
et I'ESB : des souris inoculées par voie intracérébrale avec des homogénats cérébraux de
chats ESF-postifs ont développé des lésions histologiques avec des temps d’incubation tout a
fait comparables avec ceux observés chez des souris inoculées avec I'ESB.

Les premiers cas d’ESF ont été pour la premiére fois rapportés en avril 1990 au Royaume-Uni
durant I'épizootie d’ESB. Quatre-vingt-dix cas au total ont ainsi été décrits en Grande-
Bretagne, 1 en Irlande, 1 en Norvege, 1 au Lichtenstein, 1 au Portugal et 2 en Suisse (lulini et
al. 2008).

Les chats domestiques atteints sont généralement agés de 4 a 9 ans. Les signes classiques
d’EST sont observés : changement comportemental avec timidité accrue ou agressivité, une
posture anormale, une ataxie qui affectent initialement les membres pelviens (la démarche
peut également étre hypermétrique), de I'hyperesthésie. Une téte penchée, des tremble-
ments et du tournis sont aussi rapportés.

Les prions se localisent classiquement dans le systeme nerveux central, la rétine, les nerfs
périphériques et les organes lymphoides. Toutefois, une étude de 2003 a montré qu’ils pou-
vaient également étre retrouvés dans la rate, I'iléum, les surrénales et les reins (Lezmi et al.
2003).
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L'ESF a également été observée et diagnostiquée chez d’autres félins : le guépard (Acinonyx
jubatus), I'ocelot (Felis pardalis), le chat de Temminck ou chat doré d’Asie (Pardofelis tem-
minckii), le puma (Felis concolor), le lion (Felis leo), et le tigre (Panthera tigris).

1.5.1.6. L’encéphalopathie des ongulés exotiques

Il faut enfin signaler que des cas de maladies a prions ont été observés sur des mammiferes
exotiques vivant en captivité dans des zoos de Grande Bretagne. La maladie a ainsi été dia-
gnostiquée chez des gazelles, oryx d’Arabie et nyalas a la fin des années 1980 dans un parc
zoologique du Sud de I’Angleterre, ainsi que chez des gemsboks (aussi appelés oryx gazelles),
des élans du Cap et des grand Koudou. Ces animaux recevaient une alimentation supplé-
mentée en farines de viande et d’os et ont aussi été contaminés par I'agent de I'ESB (Buton,
2006).

1.5.2. Les encéphalopathies spongiformes transmissibles animales expérimentales

La tremblante, I'ESB, la MDC et I'ETV furent transmises expérimentalement a des modeles
murins lors de nombreuses études afin d’en étudier différents parameétres. Les voies
d’inoculation different selon les protocoles expérimentaux ; la voie d’inoculation intracéré-
brale prédomine mais les voies intrapéritonéale, intrasplénique, intraoculaire ou intramuscu-
laire sont également employées. La période d’incubation est également fonction de la
souche de I'agent d’EST employée, de la souche de I'espece héte ainsi que de son génotype.
Selon les modeles murins utilisés et les souches de tremblante, les périodes d’incubation
varient par exemple de 56 jours pour la souche 263K de tremblante sur des hamsters Syriens
(Hogan et al. 1986) a 328 jours pour la souche de tremblante ME7 sur des souris de souche
VM (Foster et al. 1999). Suite a cette période d’incubation, des signes neurologiques pro-
gressent : tremblements, ataxie, mouvements de téte, difficulté a rester en décubitus dorsal,
bradykinésie, Iéthargie, malaises (Hogan et al. 1986).

I.6. Les encéphalopathies spongiformes transmissibles humaines

Dans les années 1920, Creutzfeldt et Jakob ont décrit pour la premiére fois une maladie qui
porte désormais leur nom (abrégée MCJ, Creutzfeldt-Jakob Disease en anglais, CJD) et qui est
la plus importante des EST humaines.

Les patients atteints de MCJ développent des épisodes de démence, parfois précédés par de
I’ataxie. La mort survient entre 3 et 12 mois (4 a 5 mois en moyenne) apres le début des
signes cliniques. Les caractéristiques pathologiques s’observent dans le cerveau : vacuolisa-
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tion, perte neuronale et prolifération des astrocytes avec un dépot de la PrPsc sous la forme
de plaques discrétes (Armstrong, 2006).

La MCJ existe sous plusieurs formes : la forme génétique (fMCJ, pour familiale) qui corres-
pond a 10-15% des cas, la forme sporadique (sMCJ), qui concerne environ 85% des cas, et la
forme iatrogene (iMCJ), dont certains cas sont survenus a la suite de greffe cornéenne,
d’utilisation d'électrodes implantées dans le cerveau, d’interventions neurochirurgicales, de
greffes de dure-meére ou d'utilisation d’hormone de croissance extraite d’hypophyse hu-
maine (Koch et al. 1985; Richard et al. 1994) et de gonadotropine. Celles-ci sont aujourd’hui
produites par génie génétique.

L'age moyen d’apparition des signes cliniques est de 60 ans. L'incidence de la MCJ est d'envi-
ron 1/1 000 000 (Araujo, 2013).

A partir de 1995, en plein cceur de la crise de la vache folle, une nouvelle forme de la MCJ a
été découverte et a fait de nombreuses victimes ; elle est souvent notée (n)vMCJ pour (nou-
veau) variant de la MCJ. Ce variant differe sensiblement des formes de MCJ précédemment
décrite : 'age moyen d’apparition des signes cliniques est de 28 ans et la mort survient plus
tardivement, jusqu’a deux ans apres |'apparition des symptomes.

Les signes cliniques sont principalement psychiatriques : les sujets sont anxieux, dépressifs et
présentent des changements de comportement. Aprés quelques semaines voire mois, des
troubles de la démarche et des mouvements apparaissent, ainsi que des problémes de mé-
morisation. En fin d’évolution, le patient devient muet, incapable de se mouvoir et présente
des épisodes de myoclonies. Les importants dépdts de PrPsc dans le cerveau sont dits en
«florid plaques».

En plus de la MCJ, trois autres maladies humaines a prions ont été identifiées. Historique-
ment, la maladie du kuru fut décrite chez des indigénes de Papouasie et Nouvelle-Guinée
peuplant les montagnes. Le kuru se transmettait tres probablement suite a des rituels canni-
bales. Ces rites cesserents dans les années 1950. L'insomnie fatale familiale (IFF) est une ma-
ladie génétique récemment décrite ; elle se caractérise par des troubles du sommeil, de
I'insomnie, puis par I'apparition d'hallucinations, de stupeur et de coma. Le syndrome de
Gerstman-Straussler-Scheinker (GSS) est une maladie génétique rare décrit pour la premiére
fois en dans 1936 (Collins, et al. 2001). |l se caractérisée par une ataxie, des épisodes de dé-
mence (perte de mémoire a court terme, du jugement et de troubles émotionnels), par une
faiblesse des membres et des troubles du langage.

I.7. Perspectives thérapeutiques des maladies a prions

Pour I'instant, aucun traitement n’est disponible pour stopper la progression ou traiter les
maladies a prions.
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Le blocage de la conversion de la PrPc en PrPsc constituerait I'approche thérapeutique la
plus pratique, cependant, de nombreux mécanismes et intermédiaires existent et sont en-
core trop peu compris (cf 1.4.2.).

Des études in vitro ont montré une certaine efficacité de la quinacrine et la chlorpromazine,
qui permettraient d’inhiber la formation de PrPsc dans une lignée cellulaire de neuroblas-
tomes chroniquement infectées par des prions. Toutefois, ces molécules n’ont pas montré
d’effet lorsqu’utilisées in vivo (Araujo, 2013).

Derniérement, des études portant sur I'emploi des tétracyclines ont fourni quelques résul-
tats (Tremblay et al. 1998; Noble et al. 2009; Forloni et al. 2009).

Les tétracyclines interagissent avec les agrégats formés par des peptides synthétiques PrP ou
PrP pathologiques (PrPsc) extraits de cerveaux d’animaux atteint d’EST et déstabilisent la
structure des fibrilles amyloides. Les tétracyclines inhiberaient le mauvais repliement de la
protéine associée a la formation PrPsc. Les preuves se sont récemment accumulées quant a
I'activité anti-amyloidogéne potentielle des composés polycycliques, dont beaucoup ont été
proposés comme « molécules anti-prion ». La conformation chimique plane de ces composés
affecterait la structure en feuillets B des PrPsc et interférerait avec leur repliement. Une ana-
lyse rétrospective du traitement de patients humains avec de la doxycycline depuis leur dia-
gnostic de MCJ jusqu’a leur décés indiquait un prolongement des temps de survie et sem-
blait ainsi appuyer ces données (Tagliavini, 2008). Toutefois, les résultats d’'une récente
étude clinique randomisée en double aveugle avec placebo montrent que I'emploi de
doxycycline s’est soldé par un échec (Haik et al. 2014).
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Il. PREREQUIS NECESSAIRES A L'ETUDE DE L’ATTEINTE OCULAIRE DES MALADIES
A PRIONS

I1.1. La rétine des mammiféeres

La rétine est une mince couche de tissu nerveux transparent spécialisé tapissant I'intérieur
de la choroide et permettant la transduction de la lumiére en signaux neuronaux qui seront
finalement pergus comme une image visuelle. Toute I'architecture anatomique de I'ceil n’a
pour but que de permettre a la lumiére d’atteindre la rétine.

Plus spécifiqguement, la lumiere atteint les photorécepteurs, une couche de neurones
spécialisés (comprenant les batonnets et les cones) renfermant des photopigments et elle
les stimule pour induire la naissance d’un signal électrique qui va cheminer le long des
neurones des cellules bipolaires puis ganglionnaires, puis a travers les voies visuelles
jusqu’au cortex. La rétine est un organe unique en ce sens que certaines de ses
modifications pathologiques peuvent étre visualisées par ophtalmoscopie alors que dans la
plupart des autres organes, les altérations ne sont identifiées que par le moyen de
I’'anatomo-pathologie.

11.1.1. Un organe multicellulaire trés organisé

Un modele tres simplificateur consiste a envisager la rétine comme une unité sensorielle a 3
neurones : les photorécepteurs relaient le message visuel via les cellules bipolaires puis les
cellules ganglionnaires.

Toutefois, d’un point de vue histologique, la rétine est décrite comme possédant 10 couches.
De I'extérieur (contre la choroide) a l'intérieur (contre le vitré), la rétine comprend (Ofri,
2008):

pl mant —.t.:-'ﬁ

1. Epithélium Pigmenté Rétinien -

2. la Couche des Photorécepteurs
3. la Membrane Limitante Externe
4. la Couche Nucléaire Externe

5. la Couche Plexiforme Externe

- wesimics >

6. la Couche Nucléaire Interne
Figure n°4a

7. la Couche Plexiforme Interne Schéma de I’organisation simplifée de la rétine

http: //webvision.med.utah.edu/
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Figure 4¢
Coupe histologique de rétine de brebis saine colorée a I’hématoxyline-éosine

GCL : couche des cellules ganglionnaires ; IPL : couche plexiforme interne ; INL : couche nucléaire interne ;
OPL : couche plexiforme externe ; ONL : couche nucléaire externe ; PS : couche des phototrécepteurs ; CHOR :
choroide

(d’ aprés Regnier et al. 2011)

11.1.2. Les différentes couches rétiniennes

L’épithélium pigmenté rétinien (Retinal Pigment Epithelium):

Il fait face a la choroide. Le RPE est pigmenté dans la partie hors tapis du fond d’ceil chez les
animaux domestiques et il donne a cette zone une couleur une coloration noiratre. Il se
compose d’une rangée de cellules unies entre elles par des jonctions serrées, renfermant
des granules pigmentaires et des phagosomes. L'espace sous-rétinien est constitué d’une
matrice extracellulaire spécialisée permettant l'intéraction entre les prolongements du pole
apical des cellules du RPE et les segments externes des photorécepteurs.

Le RPE est physiologiquement non pigmenté dans la région du tapis et ne peut étre vu clini-
guement. Cette absence de pigmentation permet aux faisceaux lumineux n’ayant pas atteint
de photorécepteurs d’arriver jusqu’au tapis et donc d’étre réfléchis.
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Le RPE possede deux fonctions principales. Tout d’abord il constitue une interface métabo-
ligue entre la choroide (donc I'apport vasculaire) et les photorécepteurs qu’il alimente en
métabolites et dont il élimine les déchets. Sa seconde fonction principale consiste a recycler
les photopigments « usagés ». Les disques contenus dans les photorécepteurs, synthétisés
par les segments externes et permettant la transduction en signal neuronal sont effective-
ment phagocytés par le RPE dans les phagosomes. Ce réle de phagocytose intervient égale-
ment lors d’inflammation rétinienne.

En position interne par rapport au RPE se trouve la neurorétine constituée de couches cellu-
laires connectées par des couches synaptiques.

La couche des photorécepteurs (Photoreceptors Layer, PS):

Elle se compose des segments extérieurs des cones et batonnets qui renferment les photo-
pigments visuels contenus a I'intérieur de disques empilés comme un tas de pieces de mon-
naie. C’est I’endroit méme ou la vision prend sa source car c’est la que se déroule le proces-
sus de phototransduction, c’est-a-dire la conversion d’un signal lumineux/visuel en signal
neuronal.

La membrane limitante externe (External Limiting Membrane):

Elle est formée par les extrémités des membranes cellulaires des cones, batonnets et cellules
de Miiller. Ces cellules de Miiller s’étendent sur 'ensemble de la rétine entre les membranes
limitantes externe et interne et constituent en quelque sorte le squelette de la rétine. Ces
cellules possedent également un réle important dans le stockage énergétique et la régula-
tion ionique. Cette membrane limitante externe n’est pas véritablement une « membrane »
au sens propre, mais plutét une série de complexes jonctionnels entre les photorécepteurs
et les cellules de Miiller. Ces ponts sont formés par I'extrémité distale des cellules de Miiller
qui s’attachent aux photorécepteurs par des jonctions de type zonulaire Le matériel filamen-
teux associé a ces adhérences zonulaires intercellulaires apparait telle une membrane en
microscopie, d’ou le nom (Spraker et al. 2010).

La couche des noyaux externes (Outer Nuclear Layer, ONL) :

Elle correspond aux noyaux des batonnets et des cones.
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La couche plexiforme externe (Outer Plexiform Layer, OPL) :

C’est une couche synaptique : les extensions axonales des photorécepteurs se dilatent pour
former des expansions synaptiques, qui font synapse avec les dendrites les cellules
bipolaires, ainsi qu'avec les photorécepteurs adjacents. Il s'agit du site de la premiere
synapse (sur les 3 existants dans la rétine).

La couche des noyaux internes (Inner Nuclear Layer, INL) :

Elle se compose des noyaux des quatre types cellulaires suivants : les cellules bipolaires, les
cellules de Milller, les cellules horizontales et les cellules amacrines (ces deux derniers types
cellulaires permettent une modulation du signal neuronal).

La couche plexiforme interne (Inner Plexiform Layer, IPL):

Il s’agit de la seconde couche synaptique, constituée des axones des cellules bipolaires,
horizontales et amacrines et des dendrites des cellules ganglionnaires.

La couche des cellules ganglionnaires (Ganglion Cells, GC):

Il s’agit des corps cellulaires des cellules ganglionnaires. A I'exception de la rétine centrale,
cette couche est monocellulaire.

La couche des fibres nerveuses (Nerve Fiber Layer):

Elle est formée par les axones des cellules ganglionnaires. lls cheminent de fagon paralléle a
la surface de la rétine et convergent tous vers la papille ou ils forment alors des faisceaux
nerveux qui constituent le nerf optique qui « sort » de I'ceil a travers la lame criblée (lamina
cribrosa). Les axones des cellules ganglionnaires font ensuite synapse dans les corps
genouillés latéraux (une fraction de ceux-ci fait synapse au niveau des noyaux pré-tectaux).

La membrane limitante interne (Internal Limiting Membrane) :

Accolée au vitré, elle constitue la couche la plus interne de la rétine.
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11.1.3. Le concept de « rétine inversée »

L'orientation anatomique des couches rétinienne peut sembler illogique au premier abord
puisque les photorécepteurs sont en position la plus externe et que la lumiere doit donc
cheminer a travers toute la rétine avant de les atteindre. Cette disposition anatomique,
appelée rétine inversée, s’explique en fait par les hauts besoins métaboliques des
photorécepteurs nécessaires a leur bon fonctionnement. Ainsi disposés, c’est-a-dire juste a
c6té du RPE qui est lui-méme accolé a la choroide, ils sont situés au plus prés de I'apport
vasculaire (Ofri, 2008).

11.1.4. Les cellules de la neurorétine

11.1.4.1. Les différents types cellulaires de la neurorétine

L'étude des différentes couches rétiniennes a révélé I'existence de cing types de cellules
neuronales et trois types de cellules gliales dans la neurorétine des mammiferes. La photo-
transduction nait en effet dans les photorécepteurs, qui émettent alors un signal neuronal
transmis par les cellules bipolaires puis les cellules ganglionnaires dont les axones cheminent
dans le nerf optique. Les cellules horizontales et amacrines jouent un réle modulatoire dans
la transmission de ce signal et constituent les deux derniers types de cellules neuronales de
la rétine.

Les neurones de la rétine:

Comme mentionné précédemment, les segments externes des batonnets et des cones
contiennent des photopigments sensibles a la lumiére, capables d’absorber I'énergie de
particules de lumiére (photons). Toutefois, les pigments des batonnets et ceux des cénes
sont différents, ce qui conduit a des rdles différents de ces deux types de photorécepteurs.
Les photopigments des batonnets sont beaucoup plus sensibles que ceux des cénes a de
faibles niveaux de lumiére et a des petits changements d’intensité lumineuse. Par
conséquent, ils sont particulierement sollicités lorsque lindividu se situe dans un
environnement sombre ou la nuit (vision scotopique). Les cones sont eux peu sensibles aux
faibles variations d'éclairage, et fonctionnent principalement lorsque celui-ci est important
(vision photopique). D'autre part, les cones sont capables d'une plus grande discrimination
visuelle que les batonnets, offrant ainsi une résolution plus haute de la vision. Chez de
nombreuses especes, les cones contiennent également des photopigments permettant la
vision des couleurs.

De plus, la différence de sensibilité entre les batonnets et les cones s’explique par le concept
de la sommation rétinienne : on dénombre non loin de 130 millions de photorécepteurs en
moyenne dans la rétine humaine pour seulement 1.2 million d’axones dans le nerf optique.
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Cela signifie donc que des axones ont plus d'un photorécepteur, et c’est particulierement le
cas avec les batonnets. En faisant converger plusieurs photorécepteurs (plusieurs batonnets
et un cone) d’'une méme localisation rétinienne sur une seule (grosse) cellule bipolaire et en
faisant converger plusieurs cellules bipolaires sur une cellule ganglionnaire, I'amplification de
faibles niveaux de lumiére est ainsi possible par les batonnets (sollicités dans ce cas).
Cependant, cette amplification se produit bien évidemment au détriment de la
discrimination fine puisqu’il n’est alors pas possible pour la cellule ganglionnaire de
« savoir » de quel batonnet provient exactement le message neuronal et donc quelle zone
précisément a été stimulée par la lumiere. C’est la notion de convergence rétinienne ; elle
est a la base d’une vision dite périphérique, moins précise mais fonctionnelle malgré de
faibles intensités lumineuses. Inversement, un cone est relié a une seule cellule bipolaire,
elle-méme reliée a une seule cellule ganglionnaire: cette disposition permet une
discrimination visuelle maximale et se retrouve au niveau de la fovéa (cf plus bas). Par
contre, la quantité de photons requise pour I'activation de ce systeme est supérieure, d’ou la
bonne acuité visuelle par forte intensité lumineuse seulement.

Les rétines des oiseaux et des primates possedent un domaine spécialisé appelé la fovéa. Les
photorécepteurs de cette région sont uniquement des cbnes. Elle permet une haute
résolution visuelle avec une grande définition des couleurs. Chez les Mammiferes non-
primates cette fonction est assurée par I'area centralis, cependant bien que la densité en
cones soit plus élevée qu’ailleurs dans la rétine, leur présence dans cette zone n’est pas
exclusive.

Chez tous les animaux, y compris ceux qui possédent une fovéa, le ratio batonnets/cones est
de I'ordre de 17/1 mais celui-ci varie en fonction de la localisation rétinienne : il s’éléve vers
la périphérie de la rétine (la résolution visuelle y est donc la plus faible). On peut enfin noter
gue certains animaux nocturnes ont une rétine ne comportant que des batonnets, tandis
que certains rapaces possedent deux foveas.

Un troisieme type de photorécepteurs existe dans la rétine des mammiferes. Il s’agit en fait
d’une sous-population de cellules ganglionnaires, qui représente a 1 a 3% des cellules
ganglionnaires totales. Ces photorécepteurs font donc directement synapse dans les corps
géniculés latéraux. Le photopigment qu’ils contiennent, la mélanopsine, a une sensibilité a la
lumiére et une résolution bien moindres que celles des photopigments des cOnes et des
batonnets. Ces photorécepteurs, appelés cellules ganglionnaires rétiniennes photosensibles
intrinsequement (ipRCGs), régulent les fonctions visuelles n’intervenant pas dans la
formation d’une image; ils interviennent par exemple lors des réflexes pupillaires
photomoteurs et influencent de nombreux mécanismes impliqués dans la régulation des
rythmes circadiens en fonction notamment de I’environnement lumineux du sujet.
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Les cellules gliales

Les cellules gliales de Miiller, principales cellules gliales rétiniennes, possédent des exten-
sions radiales a travers |'épaisseur de la rétine qui forment un support structural. Les cellules
de Miiller participent au métabolisme anaérobie des neurones en leur fournissant les méta-
bolites nécessaires. Elles éliminent les déchets, tels que le CO2 et I'amoniac et phagocytent
les substances neuroactives telles que le GABA, la taurine ou la dopamine. Elles joueraient
un réle dans la modulation de la transmission synaptique (Newman, 2004), outre leur fonc-
tion neuroprotectrice : elles favorisent notamment la régénération cellulaire (Garcia et Veci-
no, 2003). Les cellules de Miiller assurent aussi le recyclage du glutamate, neurotransmet-
teur dont I'exposition excessive est toxique pour les neurones.

La concentration des astrocytes est maximale dans la téte du nerf optique. Leurs corps cellu-
laires et leurs prolongements se concentrent dans la couche des fibres nerveuses. Les pro-
longements des astrocytes s’agencent de maniere a former un tube dans lequel passent les
axones des cellules ganglionnaires ; ils entourent également les vaisseaux sanguins de la
couche des fibres nerveuses (Trivifio et al. 1996). Comme les cellules de Miiller, les astro-
cytes contiennent des réserves en glycogene et fourniraient un support métabolique aux
neurones. lls participeraient aussi a la régulation de I’homéostasie ionique en régulant la
concentration extracellulaire en potassium.

Les cellules microgliales ont de petits corps cellulaires et des prolongements courts et irrégu-
liers. Une Iésion rétinienne stimule leur activité macrophagique : ces cellules phagocytent les
neurones dégénérés.

11.1.4.2. Les marqueurs protéiques spécifiques des cellules rétiniennes

La localisation histologique et les caractéristiques morphologiques de ces cellules permet-
tent de les différencier, mais il ne s’agit pas des seuls moyens. Certains marqueurs pro-
téiques spécifiques (Smith et al. 2008), dont I'expression est spécifique d’un type cellulaire
donné, peuvent en effet étre recherchés par immunohistochimie (technique détaillée plus
loin) pour mettre en évidence d’éventuelles atteintes cellulaires.

La protéine acide fibrillaire gliale (GFAP) est un indicateur du stress rétinien et
I’'augmentation de son expression survient de facon concomitante a I’"hypertrophie des cel-
lules de Miiller suite a un dommage rétinien (Greenlee et al. 2006). L'expression de la GFAP
dans la rétine normale se produit dans les astrocytes de la couche des fibres optiques et
dans la couche des cellules ganglionnaires, avec une certaine expression dans les cellules de
Miiller. L'expression accrue de la GFAP dans les cellules de Miiller est considérée comme un
indicateur de dégénérescence rétinienne. La Glutamine Synthase (GS) est également expri-
mée par les cellules de Miiller et permet la conversion du glutamate en glutamine, préve-
nant ainsi une excitotoxicité induite par le glutamate.
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L'isoforme a de la protéinen kinase C (PKCa) est un marqueur protéique des batonnets (Gre-
ferath et al. 1990; Haverkamp and Wassle, 2000). La protéine de transport vésiculaire du
glutamate de type 1 (VGLUT1) constitue un marqueur des terminaux glutaminergiques des
photorécepteurs au niveau de I'OPL donc et au travers de I'IPL dans les terminaux des cel-
lules bipolaires (Johnson et al. 2003). La Syntaxine 1 se retrouve quant a elle dans les proces-
sus des cellules horizontales donc au niveau de I’OPL (Hirano et al. 1996), ainsi que dans les
cellules amacrines (Morgans et al. 2006). La choline acétyltransférase (ChAT) est un mar-
queur spécifique des cellules amacrines et plus précisément d’un type particulier : les cel-
lules amacrines cholinergiques (Haverkamp et Wassle, 2000). La présence des cellules gan-
glionnaires peut étre mise en évidence par la protéine associée aux microtubules de type 2
(MAP2), qui constitue d’ailleurs également un marqueur de certaines cellules amacrines et
horizontales (Okabe et al. 1989)

I.2. Méthodes diagnostiques et techniques expérimentales fréquemment utilisées dans
les études concernées

11.2.1. Le diagnostic lésionnel histologique

Le diagnostic de I'ESB, de la tremblante, ou de la MDC était historiqguement basé sur
I’examen histopathologique du systéme nerveux central. Celui-ci se caractérise par une
triade lésionnelle typique : spongiose, perte neuronale et gliose astrocytaire.

Des changements caractéristiques vacuolaires, dits de spongiose, sont en effet observés
dans le cerveau et ont une distribution neuroanatomique typique. Cette spongiose peut étre
diffuse ou former localement des amas de vacuoles rondes ou ovales. Les |ésions siegent
dans le neuropile, partie du tissu nerveux située entre les principales cellules constituant
la substance grise du systeme nerveux central. Il s'agit donc d'un enchevétrement des pro-
trusions cytoplasmiques issues des neurones (axones et dendrites) et des cellules gliales des
couches profondes du cortex, dans le cortex du cervelet ou dans la substance grise sous cor-
ticale.

Les autres caractéristiques histologiques d'EST sont I'astrogliose et la perte neuronale. Tou-
tefois, bien que fortement évocateurs, ces derniers signes ne peuvent permettre de faire un
diagnostic en I’'absence de spongiose. Dans un tel cas de figure, c’est-a-dire lorsque la vacuo-
lisation est absente ou si des changements autolytiques sont présents (Clark et Moar, 1992),
le diagnostic doit étre confirmé par des méthodes plus sensibles telles que
I'immunohistochimie ou le Western Blot basées sur le réle central joué par la protéine prion
dans la pathogenése des EST. La caractérisation de PrPsc est ainsi finalement devenue
I"'approche diagnostique principale.
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Figure n°5

' & o 3 ' Coupe histologique de cerveau d’un patient
: in humain décédé de la vMCJ, observée au mi-
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e Les vacuoles spongiformes entourent les
plaques amyloides ( florid plaques).
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11.2.2. Le bio-essai

Le principe du bio-essai est simple: il s’agit d’inoculer a un animal sensible a la maladie un
homogénat de cerveau d’un animal que I'on suspecte infecté.

Le principal inconvénient en pratique de cette méthode est d(i au long temps d’incubation et
donc au délai nécessaire avant |I'obtention des résultats. Il n’est donc pas utilisé pour le dia-
gnostic de routine mais reste le test référence au plan expérimental. En effet, Le typage des
souches a l'aide de rongeurs conventionnels est resté pendant longtemps la méthode de
référence pour étudier la diversité des agents des EST. Pourtant, il est rapidement apparu
gue le recours a ces modeles animaux n’était pas dépourvu d’inconvénients. En effet, beau-
coup d’isolats d’EST ne sont pas transmissibles a la souris et de nombreuses interrogations
sur les conséquences de la transmission interspécifique des prions, en termes de propriétés
biologiques et biochimiques, ont été soulevées. Cet obstacle peut aujourd’hui étre partiel-
lement contourné grace aux modeles animaux transgéniques pour le géne Prnp qui ont été
créés suite a I'étude des facteurs influant sur I'efficacité de la transmission interspécifique
des prions.

Apres 'lhomogénéisation des échantillons prélevés (provenant le plus souvent du cerveau,
mais aussi d’oeil ou d’autres tissus) et dilution avec tampon phosphate contenant de
I'albumine, les échantillons sont alors préts a étre inoculés (Hogan et al. 1987 ; Smith, Green-
lee 2014).

Pour réaliser I'inoculation intracérébrale, un inoculum de 20 pl est injecté a I'aide d’une ai-
guille 30G a travers le crane de souris anesthésiées.

Le bio-essai permet également de déterminer le titre en agent infectieux d’un échantillon
donné en utilisant la méthode de dilution. Des dilutions successives de I’échantillon sont
inoculées a des souris. Le titre en agent infectieux est donné par la dilution qui ne provoque
plus la mort des souris. La méthode des intervalles de temps d’incubation établie par Pru-
siner (1982) permet aussi d’estimer le titre infectieux de I'’échantillon testé. Les intervalles

54



de temps entre I'incubation et I'apparition des premiers signes cliniques et entre I'incubation
et la mort sont mesurés. Le logarithme de ces intervalles moins un facteur correctif est une
fonction linéaire du logarithme de la dose inoculée.

11.2.3. La recherche de PrPsc

Au fil du temps, de nombreux anticorps spécifiques contre les PrPsc, seules marqueurs véri-
tables des EST, ont été produits. Des techniques basées sur I'immunologie, telles que I'lHC et
le Western Blot, et I'ELISA sont ainsi largement utilisés pour faciliter le diagnostic, que ce soit
a des fins de dépistage, pour étudier la pathogénie ou fournir des informations au niveau
moléculaire (Gavier-Widen et al. 2005).

La plupart des méthodes de diagnostic pour la détection de la PrPsc reposent sur la résis-
tance partielle de celle-ci a la protéinase K et I'identification par I'utilisation d’anticorps anti-
PrP. Cependant, une difficulté fondamentale avec les anticorps employés est que la discrimi-
nation spécifique entre PrPc et PrPsc reste difficile car il n’existe pas de réactifs spécifiques
de la PrPsc. Un traitement des tissus par la protéinase K afin de détruire la PrP cellulaire
normale est associé a une technique immunologique de détection de la PrPres. Aprés un
traitement par des enzymes protéolytiques, des étapes de démasquage de la PrP (acide for-
mique, autoclavage) favorisent la fixation des anticorps monoclonaux ou polyclonaux utili-
sés.

L'extrémité C-terminale de la PrPsc peut se condenser pour former un épitope conforma-
tionnel spécifique de la PrPsc. C'est ainsi que I'anticorps monoclonal V5B2 reconnait spé-
cifguement cet épitope et peut mettre en évidence uniquement la PrPsc chez I'homme, les
bovins et les ovins atteints respectivement de MCJ, ESB et tremblante (Serbec, 2003).

La PrPsc étant capable de se condenser en une structure appelée SAF (Scrapie Associated
Fibrils), cette derniere peut étre immunoprécipitée spécifiquement a I'aide de plusieurs anti-
corps monoclonaux qui ne se lient qu’aux PrPsc précipitées (Morel et al. 2004).

Plusieurs facteurs peuvent influencer la sensibilité de la détection des anticorps. La configu-
ration de la protéine, 'orientation et la présentation de I'épitope, les sites de clivage précis
des protéinases peuvent faire qu’un anticorps adapté pour la technique immunohistochi-
mique peut ne pas |'étre pour le Western Blot ou I'ELISA (Gavier-Widen et al. 2005).

1.2.3.1. L’immunohistochimie

L'immunohistochimie (IHC) a été décrite pour la premiéere fois en 1941 par Albert Coons. Il
s’agit d’'un procédé permettant la détection d’antigénes dans leur localisation anatomique
d’origine. L'IHC exploite le principe de la fixation d’anticorps spécifiques de I'antigéne visé et
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couplés a des enzymes ou des fluorophores, et permettant une réaction en vue de la visuali-
sation et donc du repérage de I'antigene cherché dans le tissu étudié. Elle est largement uti-
lisée dans les études récentes des maladies a prions (O’Rourke, et al. 1998 ; Valdez, et al.
2003 ; Hamir, et al. 2004 ; Hilbe, et al. 2009 ; ...).

Le premier des deux temps principaux de I'lHC consiste en la préparation de I'échantillon :
apres avoir collecté le tissu en question de facon adéquate pour respecter son intégrité il
faut ensuite le fixer. Le paraformaldéhyde est pour cela souvent utilisée, mais une dénatura-
tion a I'acide formique peut parfois la supplanter (Regnier et al. 2011). Le tissu alors fixé en
paraffine afin de maintenir sa forme originale et permettre de fines coupes de tissu réalisées
a I'aide d’'un microtome (environ 4 um) qui sont alors déposées sur des lames (recouverte
d’un adhésif, tel que I'APTS ou la poly-L-lysine) et déshydratées en réalisant des lavages a
I'alcool ou un passage a |'autoclave.

La prochaine étape consiste ensuite a marquer I'antigéne. Un solvant organique volatil est
tout d’abord utilisé afin d’enlever la paraffine des lames ; un traitement enzymatique ou par
la chaleur est ensuite aussi souvent nécessaire pour casser les ponts de méthylene engen-
drés par la fixation et pouvant masquer les épitopes antigéniques. Les anticorps primaires
(mono ou polyclonaux) sont alors déposés, puis, éventuellement, les anticorps secondaires :
la détection est alors indirecte, elle offre une meilleure sensibilité avec un meilleur pouvoir
d’amplification du signal. Si les anticorps secondaires sont conjugués a des molécules de bio-
tine, une plus grande amplification encore peut étre réalisée. Parfois, deux anticorps mono-
clonaux primaires peuvent étre utilisés. Dans le cadre de la recherche de PrPsc, une sé-
quence de la protéine est visée et constitue I'épitope antigénique visé par les anticorps pri-
maires.

La révélation peut étre réalisée soit par la fluorescence (un fluorophore a été fixé aux anti-
corps secondaires), on parle alors d'immunofluorescence, ou par une réaction enzymatique
chromogénique (immunopéroxydase).

Une contre coloration standard comme I’"hémaluntoxyline-éosineou est également réalisée
pour permettre une meilleure visualisation cellulaire.

11.2.3.2. Le Western-Blot

Il est possible d’établir le profil électrophorétique de la PrPsc extraite de tissus contaminés
par migration sur gel en conditions dénaturantes (western blot). Toutefois, en I'absence
d’anticorps reconnaissant spécifiqguement la PrP anormale, il est nécessaire d’éliminer la
PrPc de I’échantillon avant d’effectuer |'électrophorese. Pour cela, les propriétés biochi-
miques respectives des deux isoformes de la PrP sont exploitées. L’homogénat est soumis a
une digestion ménagée a la protéinase K en milieu détergent. La PrPc est ainsi complete-
ment dégradée alors que seule la partie N-terminale de la PrPsc est lysée. La PrPsc, insoluble
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dans les détergents non-ioniques, est ensuite récupérée par centrifugation/précipitation.
L'électrophorése est effectuée en conditions dénaturantes (SDS) et réductrices (B-
mercaptoéthanol) de maniére a ce que la vitesse de migration des protéines dépende « uni-
quement » de leur masse moléculaire. Apres le transfert des protéines du gel
d’électrophorése sur membrane, la révélation immunologique (voir immunohistochimie)
permet de visualiser un profil composé classiqguement de trois bandes, correspondant aux
formes bi-, mono- et non glycosylées de la PrPsc.

Le Western Blot constitue une méthode trés répandue (Schneider et al. 2012) et tres sen-
sible pour détecter la PrPsc, et ce sur tout type de tissus. La sensibilité peut étre multipliée
par 4 en utilisant l'acide phosphotungstique pour faire précipiter la PrPsc avant
I'électrophorese (Aguzzi et Polymenidou 2004). La bonne sensibilité du Western Blot est liée
aux trois volets de l'identification de la molécule : la reconnaissance par I'anticorps, le poids
moléculaire, et I'aspect typique en trois bandes d{ aux divers degrés de glycosylation de la
PrPsc (Raeber et Oesch, 2006). Cette méthode permet ainsi de différencier différentes
formes d’EST en fonction notamment du poids moléculaire des fragments et de I'abondance
relative des bandes hautement, faiblement et non-glycosylées. Dans le cas de la MCJ spora-
dique, le WB permet ainsi de différencier les deux glycotypes les plus fréquents, le type 1 et
le type 2a, caractérisés respectivement par des fragments non-glycosylés de 21 kDa et 19
kDa.

Le WB est toutefois une méthode présentant certains inconvénients. Celui-ci doit étre réalisé
sur des échantillons frais, il ne révele aucun caractére anatomique et reste chronophage.

oL RERT
Tri [ = St
T Figure n°6
e Typage biochimique des EST par Western Blot.
T — g - Chez le mouton, par exemple, le profil de la PrPres de I’ESB inoculée
> — E__J expérimentalement (ESBov) ou celui de la souche de tremblante aty-
— pique norvégienne (Nor98) sont particuliérement caractéristiques et se
28 = distinguent d’autres souches de tremblante plus classiques (Tr1 et Tr2).

(d"apres Collinge et al. 1996).

11.2.3.3. Les tests ELISA

Le principe du test ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) repose sur |'adsorption
d’antigenes recherchés au fond de puits remplis ensuite par une solution contenant les anti-
corps spécifiques sur lesquels, ou sur des anticorps secondaires, est fixée une enzyme qui
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catalyse une réaction colorimétrique ou chémoluminescente. La fixation des antigenes au
fond des puits peut étre obtenue suite a des intéractions non-spécifiques avec la surface du
puit, ELISA direct, ou en utilisant des anticorps spécifiques prélablement fixés au fond du
puit, ELISA indirect ou sandwich.

Les tests ELISA ont pour intérét leur grande sensibilité et leur automatisation aisée. Plusieurs
tests ont été proposés ces derniéres années pour le diagnostic de routine des EST animales,
grace aux efforts de plusieurs laboratoires européens pour I'obtention d’excellents anticorps
monoclonaux (Deslys et al. 2001). Leur simplicité d’utilisation a entrainé le large développe-
ment des tests ELISA dans le dépistage a grande échelle des animaux positifs a I'abattoir et a
I’équarrissage. Néanmoins, les autres tests gardent tout leur intérét, d’'une part pour confir-
mer avec d’autres méthodes les tests positifs, et d’autre part en tant qu’outils de recherche,
par exemple dans les études de pathogénie.

11.2.3.4. Le Paraffin Embeded Tissue Blot

Ce test permet de détecter la PrPsc sur des coupes histologiques fixées par du formol puis
incluses dans de la paraffine (Schulz-Schaeffer et al. 2000).

Des tranches de 5um d’épaisseur sont réalisées au niveau de I'obex la plupart du temps et
placées ensuite sur une membrane de nitrocellulose humide puis séchée (5h a 55°C). La
membrane est alors débarrassée de la paraffine (xyleéne), réhydratée et de nouveau séchée.
Les prélevements peuvent alors étre conservés longtemps a température ambiante.

Les prélévements sont alors réhydratés et incubés avec la protéinase K et traités avec des
dénaturants, pour ici encore éliminer la PrPc. Des anticorps primaires puis secondaires sont
alors ensuite utilisés (principe de I'immunomarquage) afin de permettre la révélation immu-
nologique de la localisation de la PrPsc dans la coupe de tissu étudiée, alors observée au
microscope.

Cette technique, mise au point par (Schultz-Schaeffer et al. 2000) peut se faire de fagon con-
comitante a 'immunohistochimie, cependant il s’agit d’'une méthode compliquée et longue.
Son avantage principal est sa tres haute sensibilité, supérieure a celle de I'lHC et du Western
Blot, d’aprées (Schultz-Schaeffer et al. 2000). De plus, le PET-Blot permet une bonne résolu-
tion anatomique. La résolution microscopique est cependant meilleure avec I'lHC. Le PET-
Blot permet I'étude de prélévements réalisés il y a plusieurs années.

En outre, contrairement a I'lHC ou I'emploi de protéinase K est possible mais rarement fait
en pratique car elle endommage les fines coupes sur lame et y est plutét remplacé par des
traitements hydrolysant a I'autoclave, celui-ci est fait a grande concentration dans le cas du
PET-Blot et permis ainsi de s’affranchir d’une image mal définie, due a une mixture mal défi-
nie de PrPsc et de PrPc non digérée.
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scrapie uninfected

Figure n°7

Coupe de cervelet et de tronc cérébral de
souris expérimentalement inoculées par
la tremblante (A), par I’ESB (B) ou té-
moins (C) et analysées par PET-Blot.

Les dépots bleu foncés traduisent la pré-
sence de PrPsc.

(d aprés Lezmi et al. 2006)

11.2.4. L’électrorétinographie

L’électrorétinographie consiste a étudier les potentiels électriques produits par la rétine
lorsqu’elle est stimulée par de la lumiére.

Le principe repose sur I'emploi de lumieres de différentes intensités, longueurs d’onde et
durées (Ofri, 2008). Celles-ci sont produites par un photostimulateur et dirigées vers la ré-
tine. Elles engendrent alors des potentiels électriques détectés par des électrodes disposées
autour de I'ceil (au nombre de trois et généralement disposées comme suit, c’est-a-dire une
au contact de la cornée par I'intermédiaire d’une lentille, une a proximité du cantus latéral
en position sous-cutanée et la troisieme en région occipitale également en sous-cutané). Ces
signaux électriques produits par la rétine nécessitent d’étre amplifiés pour étre visualisables
sur le support d’enregistrement choisi (papier ou informatique). lls forment alors des ondes
caractéristiques dont I'étude des amplitudes et des temps de culmination constitue
I'interprétation d’un électrorétinogramme.Dans un contexte d’étude expérimentale des EST,
I’électrorétinographie permet d’évaluer les répercussions oculaires sur la fonction réti-
nienne.

L'ERG permet en effet d’apprécier le fonctionnement et I'intégrité des photorécepteurs et
des couches rétiniennes en contact avec ceux-ci. Ceci étant les réponses des différents types
cellulaires sont surimposées sur le tracé de I'ERG ce qui rend son interprétation parfois diffi-
cile. Des protocoles lumineux particuliers peuvent toutefois permettre de séparer la réponse
des cones de celle des batonnets. Des stimuli de lumiere blanche non atténuéé dirigés vers
des yeux dans un environnement lumineux permettent I’enregistrement d’une réponse réti-
nienne dans laquelle celle des cones prédomine. Pour obtenir une réponse ou les batonnets
prédominent, des flashes lumineux de lumiere bleue atténuée sont dirigés vers les yeux
apres une adaptation a I'obscurité de durée variable. Enfin, pour évaluer la réponse com-
mune des cones et des batonnets, une lumiére blanche non atténuée est généralement utili-
sée sur des yeux ayant été adaptés a I'obscurité.
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Figure n°8
Mesure de ’amplitude (a) et des temps de culmination (t) des ondes-a et —b d’un ERG

http://webvision.med.utah.edu/

Un ERG « physiologique » se compose classiquement de deux/trois ondes appelées onde-a,
onde-b et onde-c (cette derniéere est non inclue dans les protocoles animaux en général).

Deux types de mesures sont classiquement repérés sur une ERG : 'amplitude (a) des ondes
(de la ligne de base au pic négatif de I'onde-a pour I'onde-a et du pic de I'onde-a a celui de
I’onde-b pour I'onde-b) et les temps de culmination (t) qui traduisent la latence entre le flash
lumineux et le pic des ondes (on releve un temps de culmination de I'onde-a et un pour
I'onde-b).

L'onde-a traduit I’hyperpolarisation des photorécepteurs provoquée par la lumiere.
L’explication de I'onde-b a longtemps été controversée et attribuée a la dépolarisation des
cellules de Miller faisant suite a celle des cellules bipolaires. Toutefois, des travaux récents
ont permis de montrer qu’il s’agissait en réalité de la traduction directe de la dépolarisation
des cellules bipolaires. Quant a I'onde-c, elle traduit I’hyperpolarisation de la membrane api-
cale du RPE et des cellules de Miller.

Toutefois, conclure alors que I'onde-a teste la fonction des cones et des batonnets, que
I'onde-b teste celle de cellules bipolaires et I'onde-c teste le RPE et les cellules de Miiller
revient a adopter un modeéle simplificateur d’un procédé complexe et encore incompléte-
ment compris.

Basé sur les indications cliniques de la réalisation d’'un ERG, deux protocoles classiques sont
habituellement employés : le protocole « oui-non », visant a démontrer le fonctionnement
global rétinien ou son absence (notamment lors de suspicion de SARD, sudden acquired re-
tinal degeneration, ou en vue d’une chirurgie de cataracte). L'autre protocole, plus com-
plexe, cherche a évaluer et différencier le fonctionnement des cones et des batonnets. Ce
dernier nous intéresse davantage dans le cadre de I'étude des EST.
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Figure n°9a
Réalisation d’un ERG sur une brebis anesthésiée

(d"aprés Regnier et al. 2011, photographies non publiées)
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Figure n°9b

Electrorétinogramme physiologique chez une brebis saine

(d'aprés Strain et al. 1991)
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[Il. LES REPERCUSSIONS OCULAIRES DES MALADIES A PRIONS

lll.1. Les premiéres découvertes

En 1956, Bosquet et al. mentionnérent que les réflexes pupillaires et la réponse a la menace
étaient normaux chez des moutons infectés naturellement par la tremblante. Pourtant, un
an plus tard, Palmer a observé des troubles de la vision chez des moutons naturellement
infectés de tremblante qui étaient en fin de phase clinique. Aucun changement rétinien
n’était alors encore rapporté a cette époque.

En 1961, Hadlow suggera que la cécité qu’il observe chez des chevres infectées naturel-
lement par la tremblante pouvait étre attribuée a des lésions présentes dans le corps
genouillé latéral plutot que dans la rétine.

Sept ans plus tard, Palmer décrivit des dégénérescences de type Wallérienne au sein du trac-
tus optique. La dégénérescence Wallérienne est un processus qui se produit lorsqu’une fibre
nerveuse est coupée ou écrasée, et dont la partie de I'axone située distalement par rapport
a la lésion dégénére (Beirowski et al. 2005). Certaines études suggerent que le défaut
d’apport en quantité suffisante de la protéine NMNAT2, essentielle aux axones, est un évé-
nement déclencheur clé. La dégénérescence Wallérienne, qui peut concerner le systeme
nerveux périphérique (SNP) comme le systéme nerveux central (SNC), débute dans les 24 a
36 heures suivant la lésion. Le squelette axonal se désintegre et la membrane axonale se
brise. Cette dégénérescence est suivie par la dégradation de la gaine de myéline et d’'une
infiltration par des macrophages qui, accompagnés des cellules de Schwann, éliminent les
débris de la dégénérescence. Le neurolemme de la fibre nerveuse (la gaine Schwann) ne dé-
génere pas et demeure sous la forme d’un tube creux.

Dans les quatre jours suivant une Iésion affectant le SNP, des racines nerveuses émergent de
I'extrémité distale de la fibre nerveuse située proximalement a la lésion, attirées par les fac-
teurs de croissance produits par les cellules de Schwann vers les tubes creux situés distale-
ment a la Iésion. Ainsi, une ré-innervation est possible, a moins que la distance séparant les
deux extrémités ne soit trop importante. Une telle « cicatrisation » n’a cependant pas lieu au
niveau du SNC. L’activité des macrophages y est en effet suivie par une prolifération des as-
trocytes et la formation a l'intérieur des cellules gliales de filaments constitués de GFAP, ve-
nant combler les espaces laissés par la dégénérescence des axones et de la gaine de myéline.
Cette cicatrisation astrocytaire empéche la recolonisation de I'extrémité distale a la lésion
par des racines nerveuses comme dans le cas de lésions affectant le SNP.

En 1971, Barnett et Palmer étudient le cas de deux brebis Suffolk de 4 et 5 ans naturelle-
ment atteintes de tremblante. Des troubles visuels étaient présents : les animaux heurtaient
des objets lors de leurs déplacements, et bien que les réflexes pupillaires photomoteurs fus-
sent présents, la réponse a la menace ne I'était pas, laissant suspecter une atteinte des voies
visuelles. A I'examen ophtalmoscopique, la papille et les vaisseaux rétiniens sont apparus
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normaux, mais quelques plages bien circonscrites et d’aspect réfléchissant furent observées
en regard du tapis. Ces modifications du fond d’ceil n’avaient jamais été décrites jusqu’alors.
Sur le plan histologique, les auteurs les ont fait correspondre a du matériel lipidique com-
plexe avec parfois en plus un matériel amorphe, protéique et éosinophilique présent entre la
couche des articles externes des photorécepteurs et celle de I'épithélium pigmentaire de la
rétine.

Parallelement aux études menées sur les animaux, la communauté scientifique commengait
a découvrir des cas de transmission iatrogene oculaire de la MCJ lors de chirurgie oph-
talmologique (Masters et al. 1979): 4 cas rapportés lors de greffe cornéenne (Duffy et al.
1974) et 2 lors de chirurgie de cataracte (Ghetti et al. 1978).

l11.2. Les résultats de I’examen ophtalmologique lors des maladies a prions chez I’'animal

111.2.1. L’examen de la fonction visuelle

111.2.1.1. Eléments de réponse chez I’animal

Les observations de Hadlow (1968) et Barnett et Palmer (1971) semblaient indiquer qu’une
atteinte de la vision était présente lors de tremblante ovine ou caprine. Il s’agissait cepen-
dant des premiers travaux réalisés sur cette maladie et il est intéressant de prendre en
compte les résultats des études ultérieures avant d’émettre toute conclusion.

Dans leur étude de 2003, Healy et al. ont constaté une réponse a la menace absente chez 15
des 129 animaux confirmés positifs a la tremblante (dont 9 de facon bilatérale).

Dans I"étude de (Regnier et al. 2011), aucune mydriase n’a été rapportée, les réflexes pupil-
laires photomoteurs étaient normaux sur tous les animaux confirmés positifs a la tremblante
apres analyse post mortem de cerveau. Chez trois d’entre eux seulement, ainsi que chez un
animal du groupe controle, la réponse a la menace était incompléte. Aucun changement
ophtalmologique, neurologique ou comportemental en faveur d’une baisse de la vision n’a
été observé au cours de cette étude.

De fagon analogue, dans la majorité des études récentes sur la tremblante, si la réponse a la
menace est parfois notée comme absente, aucun trouble visuel similaire a ceux rapportés
par Palmer en 1971 n’a été observé (Foster et al. 2001, 2008 ; Healy et al. 2003).

Nous pouvons toutefois noter les observations rapportées par Greenlee et al. en 2006. Lors
d’expériences menées sur des primates inoculés par voie intracérébrale avec des extraits de
cerveaux d’autres primates infectés par I'ESB, ils ont constaté une apparition de signes cli-
niques en 16 a 18 semaines, dont notamment I'absence de réponse a des stimuli visuels et la
perte des réflexes pupillaires photomoteurs.
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Aussi, dans le cas de MDC, Spraker et al. (2010) ont remarqué que, contrairement aux élé-
ments rapportés par Williams et al. (1980 et 1982), une géne visuelle était notée dans les
stades terminaux. Les animaux atteints détectaient effectivement les mouvements mais
lorsque les auteurs s’approchaient tout doucement sans faire de bruit, ils constataient que
les cerfs ne les voyaient pas.

111.2.1.2. Mise en paralléle avec les données disponibles chez ’THomme

Parmi des sujets atteints de la variante de la MCJ, des troubles de la vision sont décelables
chez 10% d’entre-eux en début de manifestation clinique et chez 50% lors de la phase d’état
de la maladie (Armstrong, 2006).

Les signes oculaires sont souvent les premiers détectés et les cas de vMCJ sont souvent vus
en premier par un ophtalmologiste. Les signes et symptomes suivants ont été rapportés :
une diplopie, c’est-a-dire la perception simultanée de deux images d'un simple objet qui
peuvent se déplacer horizontalement, verticalement ou en diagonale, une vision floue, une
hémianopsie homonyme, c’est-a-dire la perte visuelle du c6té droit ou gauche de chaque ceil
selon |’axe vertical), un nystagmus intermittent, voire une amaurose. Des hallucinations sont
aussi rapportées et peuvent étre confondues avec des troubles visuels. On note aussi parfois
des mouvements oculaires en saccade ainsi qu’une lenteur, voire des retards du regard pour
suivre des objets en mouvement. Ces derniers sont souvent précoces et disparaissent avec
I’évolution de la maladie. Enfin, on observe parfois une « periodic alternating gaze devia-
tion », qui demeure tres rare : apres avoir tourné la téte dans une direction le regard est
dévié dans cette direction pendant un court moment.

Une perturbation des fonctions visuelles complexes est parfois notée associée a une atteinte
du cortex visuel. Elle se matérialise par une difficulté d’identification des objets, une baisse
de la perception de la profondeur, mais aussi des troubles de reconnaissance des visages,
des difficultés de lecture, un syndrome de Balint, des hallucinations, et peut aller jusqu’a
I'amaurose corticale.

Le syndrome de Balint, décrit en 1909 par Rezsé (Rudolf) Balint sous le nom de « paralysie
psychique du regard », et dénommé sous son nom actuel en 1954, associe trois éléments
sémiologiques cumulatifs : I'apraxie optique (paralysie dite psychique du regard, elle corres-
pond a une difficulté a fixer une cible), I'ataxie optique (trouble de la coordination visuo-
manuelle, prédominant en périphérie du champ visuel) et la simultagnosie (déficit de I'atten-
tion visuelle, se traduisant notamment par une incapacité a percevoir deux objets en méme
temps) (Chechlacz, Humphreys 2014). Différentes étiologies ont été rapportées, telles que
des accidents vasculaires cérébraux, des tumeurs intracérébrales ou des maladies neurodé-
génératives. Lorsque les malades survivent, ils présentent des troubles complexes de |'utili-
sation du regard (difficultés a déplacer le regard d'un objet a un autre, impossibilité a comp-
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ter le nombre d'objets visibles dans un champ donné, incapacité a saisir la signification d'une
image complexe alors que chacun des composants est parfaitement identifié...)

La présence de tels signes n’a pas été évaluée chez I'animal mais ces derniers pourraient
exister sans qu’une expression clinique ne soit remarquée. Par ailleurs, le développement de
signes nerveux généraux (ataxie,...) peut aussi masquer I'expression clinique de troubles de
la vision. Il n’est donc pas possible d’exclure ou d’affirmer leur existence chez I'animal dans
I’état actuel de nos connaissances, méme si leur identification a un intérét limité dans le
cadre du diagnostic ante mortem des EST chez I’animal.

111.2.2. L’examen des structures oculaires

Aucune anomalie des structures oculaires n’est rapportée lors des différentes études, a
I’exception des lésions du fond d’ceil identifiées chez 2 moutons Suffolk atteints de trem-
blante par Barnett et Palmer (1971) exposées précédemment. Celles-ci correspondaient a
une accumulation de matériel entre le RPE et la couche des photorécepteurs. Microscopi-
quement, il s’agissait d’'un matériel éosinophilique séparant le RPE et la couche des photoré-
cepteurs qui, eux, étaient intacts. Différentes réactions chimiques (acide péroxide de Schiff,
bleu de toluidine,...) ont conduit les auteurs a avancer I’hypothése d’'un matériel lipidique
complexe avec parfois en plus un matériel amorphe, protéique et éosinophilique et ne pre-
nant pas les colorations lipidiques.

Figure n°10

Fond d’ceil d’une des deux brebis de Barnett & Palmer (1971).
On note la présence de plages bien circonscrites et d’aspect ré-
fléchissant

(d’'aprés Barnett & Palmer, 1971)

Les auteurs ont rapporté que ces observations n’avaient jamais été faites préalablement et
gu’ils n’en avaient jamais observé de telles lors de I'étude d’une autre rétinopathie. Ils envi-
sagerent la possibilité que ce matériel lipidique soit en fait le résultat d’'une dégénérescence
des cones et des batonnets précédemment rapportée dans d’autres travaux, et soit de la
méme nature que la substance neurosécrétée découverte au sein du rhomencéphale par
Bignami et al. (1970).

Ces lésions parsemées en regard du tapis rapportées dans les deux cas par Barnett et Pal-
mer n‘ont pas été observées par ailleurs, ou du moins n’étaient pas aussi marquées et plus
rares (Regnier et al. 2011) ; elles correspondent probablement a une trés forte accumulation
de ce matériel éosinophilique amorphe également décrite dans une étude plus récente.

65



Figure n°11
Fond d’ceil d’une brebis infectée par la tremblante, montrant quelques
plages bien circonscrites

(d'aprés Regnier et al. 2011, photographie non publiée)

l11.3. La localisation des prions dans I’oeil

Dans I'étude d’Hogan et al. (1986), des titres faibles en agent de tremblante ont été identi-
fiés dans la cornée, l'uvée et le cristallin d’animaux inoculés par voie intracérébrale, et cela
méme avant le développement des signes cliniques. Ces titres infectieux étaient cependant
prés de 10 000 fois plus faibles que ceux détectés dans le cerveau et la rétine. La méme dif-
férence entre les titres infectieux de I'épithélium cornéen et du cerveau d’hamsters inoculés
par 'ETV par voie intracérébrale fut notée par Marsch et Hanson en 1975. Les rares publica-
tions disponibles relatives a I'infectiosité de la cornée lors d’EST sont anciennes ; le dévelop-
pement et la maitrise de la transgenése a partir des années 1990 pourrait contribuer a ac-
quérir de nouvelles connaissances dans ce domaine, en s’affranchissant notamment du pro-
bleme de la barriere d’espéce, comme ce fut le cas dans I’étude de Manuelidis (1977).

Malgré ce manque de donnée concernant les titres infectieux en prions dans les cornées
humaines lors d’EST, cette information a comme prolongement clinique d’inciter a la pru-
dence, notamment lors des greffes cornéennes, comme en témoignent les cas de contami-
nation iatrogene rapportés par Duffy (1974).

La présence de PrPsc dans I'ceil n’a donc été que tres rarement détectée ailleurs que dans la
rétine lors de maladies a prions. On peut considérer ce point comme un avantage en vue de
I’étude de la rétine, qui de par sa position anatomique dans I'ceil, est ainsi bio-contenue, ce
qui constitue un avantage non négligeable, vis-a-vis notamment du personnel d’abattoir et
des personnes menant des travaux de recherche, ainsi qu’un argument supplémentaire pour
développer des tests diagnostiques a partir d’échantillons rétiniens (Surguchev, Surguchov
2010). Ceci étant, il est important de garder en téte une approche de biosécurité et
d’adopter des procédures appropriées de confinement lors la manipulation des échantillons
de tissus oculaires d’animaux suspects d’EST (Smith, Greenlee 2014).
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l11.4. Aspects histologiques, immunohistochimiques et électrorétinographiques des rétino-
pathies lors de maladies a prions chez I'animal

111.4.1. Lors de tremblante

111.4.1.1. inoculée a des modeéles murins

Hogan et al. furent parmi les premiers a rechercher les répercussions oculaires lors de trem-
blante inoculée a des hamsters (1981).

Dans cette étude, des hamsters ont été inoculés par voie intracérébrale et ont été euthana-
siés en série pour déterminer I'’évolution en fonction du temps du titre en agent infectieux et
des changements pathologiques présents au niveau oculaire. Les résultats ont révélé que le
titre infectieux s'éléve progressivement dans |'ceil pour atteindre un niveau maximal entre 6
et 8 semaines apres l'inoculation et se stabilise ensuite.

Des anomalies rétiniennes ont été observées des 8 semaines apres I'inoculation, soit une fois
le titre maximal atteint. Elles consistaient initialement en une perte progressive des seg-
ments externes des batonnets ; puis les segments internes et les noyaux des photorécep-
teurs.

A partir de 10 semaines, seul un vestige de 'ONL subsistait : I'atteinte spécifique de cette
couche rétinienne conduisit les auteurs de I'étude a la considérer comme potentiellement
importante lors du mécanisme pathogénique des rétinopathies dues aux EST.

La destruction neuronale est de plus couplée a un recrutement de macrophages, ainsi que,
plus tardivement, des cellules de Miuiller.

L’étude de (Kozlowski et al. 1982) constitue la premiere publication rapportant des rétino-
pathies chez des souris inoculées expérimentalement avec la tremblante.

Il est intéressant de noter que les auteurs rapportent une variabilité dans la présence de
rétinopathie chez les souris inoculées par voie intracérébrale par I'agent de la tremblante.

Les cas les plus séveres présentaient une perte compléte de I'ONL et des photorécepteurs.
Dans la majorité des cas, I'INL et la couche des CG sont épargnés.

Les auteurs ont ici utilisé deux souches de souris : la souche classique C57BL/6J pigmentée,
et les souches VM ou IM (albinos). Les souris C57BL/6J homozygotes pour 'alléle s7 du géne
Sinc ont un court temps d’incubation pour la souche ME7 ; tandis que les VM et IM sont ho-
mozygotes pour |'allele p7 et ont un temps d’incubation prolongé avec ME7 et raccourci
avec 87V par rapport a C57BL/6J. Ainsi les souris de souches VM et IM furent euthanasiées
environ 10 mois post-inoculation (MPI), tandis que celles de souches C57BL/6J le furent seu-
lement 5 MPI.
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Les auteurs ont ici relevé 23% de rétinopathies chez les souris C57BL/6J et 28.5% chez les
VM et IM.

Ces rétinopathies ont débuté par une perte de photorécepteurs suivie d’'une perte progres-
sive des cellules de I'ONL et de quelques cellules ganglionnaires, alors que I'INL était épar-
gné. Ces résultats concordent avec ceux rapportés par (Hogan et al. 1981) chez le hamster, a
I’exception des quelques cellules ganglionnaires atteintes.

Les observations histologiques des rétinopathies observées semblaient étre similaires a
celles présentes en cas de rétinopathie induite par la lumiére. Chez les souris non pigmen-
tées (VM ou IM), l'iris est moins efficace et le RPE non pigmenté, si bien que la rétine recoit
plus de lumiere. Cependant, aucune différence n’a ici été observée entre les souris de
souches pigmentées et les non-pigmentées. Toutefois, étant donné la forte ressemblance
histopathologique des rétines de souris infectées par la tremblante avec celles observées
lors de rétinopathie induite par la lumiere, les auteurs ont ici avancé I’hypothese d’une at-
teinte fonctionnelle possible du contréle pupillaire induite par la tremblante, et notamment
du systeme parasympathique, dont les fibres du nerf ciliaire innervent le sphincter de l'iris.
Une insuffisance dans la réponse pupillaire consécutive a une atteinte de I'innervation para-
sympathique entrainerait un éclairage lumineux trop important au niveau de la rétine a
I'origine des rétinopathies observées. Cette théorie n’a pas été reprise par la suite.

Un protocole similaire a I'étude de Hogan et al. (1981) a été suivi par Buyukmihci et al.
(1982). Les auteurs ont en outre comparé les hamsters inoculés avec des suspensions de
cerveaux d’hamsters infectés par la tremblante avec des hamsters nourris avec de la cupri-
zone (agent chélateur et inhibiteur des amine-oxidase, qui cause des encéphalopathies simi-
laires a la tremblante). La souche de tremblante utilisée ici était la souche 263K, qui donne
de tres hauts taux infectieux chez les hamsters avec des temps d’incubation courts (Kimber-
lin & Walker, 1977), contrairement a la souche 87V dont l'incubation est bien plus
longue (quasiment 1 an).

Aucune lésion rétinienne n’a été observée chez les animaux nourris a la cuprizone ; seule
une spongiose cérébrale fut notée chez ces derniers. Les auteurs considérerent que les lé-
sions observées chez les hamsters inoculés par voie intracérébrale étaient bien dues a la
tremblante.

Ces changements se caractérisaient par une perte du segment interne des photorécepteurs
(ainsi que du segment externe en cas de dégénérescence fortement avancée). La dégénéres-
cence rétinienne se localisait donc au sein de la couche des photorécepteurs. Dans celle-ci
d’ailleurs, une infiltration macrophagique et une augmentation du tissu glial ont été notées.
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La rétine était plus atteinte dans sa partie centrale que dans la partie para-centrale.

L’épaisseur de la rétine était parfois divisée par trois ; cet amincissement résultait de celui de
I'ONL et de I'INL.

Les auteurs ont été surpris de constater que le RPE était épargné. Par la suite, aucune étude
sur des rétinopathies lors de maladie a prions n’a fait état d’'une atteinte du RPE.

Cette étude a conclu que les changements rétiniens observés lors de tremblante chez des
hamsters expérimentalement infectés étaient dus a la tremblante et concernaient la couche
des photorécepteurs. Une atteinte du métabolisme des photorécepteurs par I'agent de la
tremblante pourrait étre a I'origine de leur dégénérescence. Les moyens techniques de
I’époque n’ont pas permis de caractériser cette atteinte a un niveau moléculaire, et il s"avere
gu’elle demeure toujours mal comprise a I’'heure actuelle.

En 1985, Buyukmihci et al. (1985a) ont montré que la dégénérescence rétinienne est univer-
selle chez les hamsters chez lesquels la tremblante a été inoculée expérimentalement, et ce
guelle que soit la voie d’inoculation. En effet, I'inoculation par voies intrapéritonéale et sous-
cutanée a également provoqué des rétinopathies chez le hamster.

L’atteinte de la couche externe de la neurorétine y était comparable a celle observée lors
d’inoculation par voie intracérébrale et s’étendait de fagon diffuse dans la rétine, épargnant
partiellement la zone périphérique extréme. Aucune différence n’a ici été notée entre I'ceil
droit et gauche d’un méme animal, contrairement aux observations faites par la méme
équipe la méme année lors de travaux menés sur le hamster mais avec une inoculation in-
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tracérébrale (Buyukmihci et al. 1985b). La rétine controlatérale a I’lhémisphére cérébral
choisi pour I'inoculation concentrait plus de lesions que la rétine ipsilatérale.

La méme équipe a publié un an plus tard les résultats d’une étude visant a determiner si la
souche de tremblante utilisée avait un effet sur les rétinopathies observées (Buyukmihci et
al. 1986b).

En effet, Foster et al. (1986) avaient montré que, chez la souris, les rétinopathies dépendent
de la souche de tremblante employée ainsi que du génotype de la souris. Les souches de
tremblante 22C, ME7, 87A et 87V provoquent ainsi des changements pathologiques minimes
voire aucun selon le génotype des souris testées, alors que la souche 79A et la souche 139A
provoquent une perte de photorécepteurs chez de nombreux voire tous les génotypes.

Le protocole de Buyukmihci et al. (1986b) était semblable a celui utilisé en 1982. Des hams-
ters furent inoculés par voie intracérébrale dans I'hémisphere droit avec les trois mémes
souches de tremblante que celles utilisées par Foster et al. (1986) dans leur étude sur les
souris (22C, 79A et ME7). Les auteurs souhaitaient en outre comparer leurs résultats avec
ceux obtenus en 1982 avec la souche de tremblante 263K.

Il est intéressant de noter tout d’abord que, malgré I'absence d’anomalie avant I'apparition
des signes cliniques, les réflexes pupillaires photomoteurs étaient ensuite incomplets et les
fonds d’ceil apparaissaient pales et mouchetés avec des vaisseaux atténués.

Une dégénérescence des photorécepteurs plus tardive et plus faible qu’avec la souche 263K
fut notée. Les résultats histologiques furent similaires pour les 3 souches testées. La dégéné-
rescence des photorécepteurs était évidente dans les deux yeux de tous les animaux. Les
changements initiaux concernaient la couche des photorécepteurs dans sa globalité (seg-
ment interne et externe), ainsi que I'ONL (dont les noyaux étaient pycnotiques), et ce de
fagon plus marquée en partie centrale de la rétine. Une infiltration macrophagique de la
couche des photorécepteurs se retrouvait a nouveau et accompagnait la perte progressive
des photorécepteurs.

Dans les cas les plus sévéeres, 'ONL était réduite a une rangée incomplete de noyaux et 'OPL
était absent. En revanche, I'INL était ici intact, comme lors de I'étude de Kozlowski et al.
(1982), tout comme le RPE. Il faut se souvenir que lors de leurs expériences précédentes
avec la souche 263K, I'épaisseur de I'INL était réduite (Buyukmihci et al. 1982).

Mise a part I'INL, les résultats étaient tout a fait comparable a ceux observés avec la souche
263K.
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Cette étude n’a pas permis de mettre en évidence des rétinopathies différentes en fonction
de la souche employée de tremblante utilisée et inoculée expérimentalement chez le hams-
ter. Cependant, les différences en fonction du génotype des hamsters n’ont pas été explo-
rées.

Le fait que I'ceil gauche soit le plus atteint chez un plus grand nombre d’animaux suggere
qu’une voie de dissémination le long de voies neuronales (résultats similaires avec la souche
263K lors des études de 1982) serait possible, ce qui sera rediscuté dans le paragraphe
11.6.1.

Nous disposons également des résultats de I'’étude d’Hogan et al. (1986) qui ont déterminé
les titres en agent infectieux dans les yeux de hamsters inoculés expérimentalement par voie
intracérébrale (région pariétale gauche) avant I'apparition des signes cliniques (soit 50 jours
post inoculation) et aprés (70 jours post inoculation, soit juste apres I'apparition des signes
cliniques).

En post mortem, les yeux furent disséqués et la cornée, le cristallin, la neuro-rétine, le com-
plexe RPE-choroide-sclere et le nerf optique furent mis séparément dans des tubes
d’homogéinisation afin que le titre en agent de tremblante soit déterminé par la méthode
décrite par Prusiner et al. (1980, 1982).

Les titres en agent de tremblante chez les hamsters euthanasiés 50 jours post-inoculation
étaient environ les mémes dans le cerveau et dans la rétine ou le nerf optique. En revanche,
ceux dans la cornée, le cristallin et le complexe RPE-choroide-sclére étaient 20 fois plus
faibles que dans le cerveau. Aucun changement histologique microscopiquement visible
n’était présent.

Soixante-dix jours post-inoculation, les titres étaient les mémes dans la rétine que ceux a 50
jours, de méme que ceux dans le nerf optique et la cornée ; ils étaient multipliés par 10 dans
le cerveau ainsi que dans le cristallin et le RPE. Par contre, une dégénérescence réti-
nienne avec perte des photorécepteurs, matérialisée notamment par un amincissement de
I’ONL, est notée. L'OPL est aussi aminci, mais I'INL et I'IPL ne sont pas atteints. Aucune at-
teinte du nerf optique n’est mise en évidence.

Cette étude apporte ici la preuve que, comme dans le cerveau, la réplication de prions dans
la rétine précede la dégénérescence rétinienne. Les titres en agent de tremblante sont les
plus élevés dans le cerveau et la rétine, localisations correspondantes aux changements his-
topathatologiques. Une corrélation entre la réplication des prions et les rétinopathies existe
donc bien.

Contrairement a diverses viroses oculaires ou le complexe RPE-choroide est le site de répli-
cation primaire suite a une dissémination hématogene, les titres en agent de tremblante
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sont prés de dix fois supérieurs au sein de la neurorétine comparativement a ceux du com-
plexe RPE-choroide-sclere. L’hypothése d’une dissémination neuronale semble donc plus
probable dans le cas de la tremblante. Toutefois, la contamination hématogéne de la rétine
ne peut pas étre exclue sur ces seules observations.

A ce stade, il était encore impossible de savoir si un type cellulaire rétinien était le lieu préfé-
rentiel de réplication des prions ; par contre la dégénérescence rétinienne semblait en géné-
ral se localiser dans la couche des photorécepteurs, 'ONL et I'OPL chez les rongeurs inoculés
expérimentalement par la tremblante, c’est-a-dire dans les couches les plus externes de la
neurorétine.

L'apport de I'électrorétinographie, (Curtis et al. 1989), fut ici majeur puisqu’elle permit pour
la premiere fois d’évaluer la fonction des rétines de souris inoculées par voie intracérébrale
avec la tremblante.
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Figure n°13

Electrorétinogrammes de souris expérimentalement infectées par la tremblante.

A 136 jours post-inoculation, ’amplitude de I’onde-b (et de I’onde-a) est clairement diminuée pour la souris de
gauche ; a droite, ’atteinte est encore plus sévere et 1’onde-b n’est presque plus détectable.

(d'apres Curtis et al. 1989)

Les auteurs ont ici noté que, lors des phases cliniques précoces, une réduction progressive
de I'amplitude des ondes-b était présente et coincidait avec I'apparition des premieres modi-
fications histologiques. Les amplitudes des ondes-a et —b diminuaient toutes les deux avec la
progression de la maladie, avec cependant une diminution plus rapide pour celle de I'onde-
b. Cette baisse d’amplitude n’était cependant pas associée a des changements significatifs
des temps de culmination de ces deux ondes. La disparition du tracé ERG rapportée chez la
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moitié des souris a 144 jours aprés inoculation correspondait a un stade de rétinopathie ou
I’ONL n’atteignait plus que quatre voire trois rangées de noyaux.

Les changements électrophysiologiques refletent tant une perte primaire de la phototrans-
duction (attestée par la baisse d’amplitude de I'onde-a) qu’un probléme de neurotransmis-
sion du signal électrique rétinien. La diminution des ondes-b atteste probablement d’une
déficience fonctionnelle des cellules bipolaires, ainsi que de la contribution des cellules de
Miller. Nous verrons plus tard des observations tout a fait différentes chez les ruminants
atteints d’EST.

Les changements morphologiques précoces suggérent que les Iésions primaires concernent
I'intégrité des photorécepteurs : en effet, les auteurs ont noté une dégénérescence initiale
de la couche des photorécepteurs, menant a une perte des segments internes et externes,
et ce en accord avec les études précédentes. De plus, les noyaux des photorécepteurs, c’est-
a-dire I'ONL, présentaient des stades variables de dégénérescence. Le maintien d’une quan-
tité plus ou moins réguliére des disques dans les segments externes suggere que le site de
Iésion primaire pourrait se situer dans le segment interne ou en pourtour des noyaux de
I"ONL.

Tremblante Tremblante

Figure n°14

Coupes histologiques de rétine de souris inoculées expérimentalement par la tremblante. Observation au micros-
cope optique, grossissement x260. L’ONL est réduit a une épaisseur de quatre (b) et trois (c) rangées de noyaux
chez les souris infectées. La fleche large (c) pointe un segment interne dégénéré. Les autres fleches montrent
une infiltration macrophagique.

(d'aprés Curtis et al. 1989)
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Dix ans plus tard, le développement de nouvelles techniques de laboratoire a permis un ap-
profondissement des connaissances des rétinopathies associées aux maladies a prions.

Foster et al. (1999) ont mis en évidence, grace a I'immunohistochimie et le Western Blot,
une accumulation de la PrPsc dans les rétines de rongeurs inoculés avec la tremblante par
voie intrapéritonéale ou intracérébrale.

Toutefois, cette accumulation différe selon le modéle étudié.

Témoin Tremblante, 80 jours post-inoculation

GCL

GCL

INL

PL

Figure n°15
Coupes histologiques avec immunomarquage de la PrPsc de rétine de hamsters inoculés par voie intracérébrale

par la souche de tremblante 263K. Observation au microscope optique, grossissement x400.
La PrPsc s’obsreve dans la couche des photorécepteurs (PL), dans ’INL et I’IPL des hamsters inoculés. (Elle
est absente chez les hamsters témoins).

(d’ aprés Foster et al. 1999)

Chez des hamsters, pour lequels la souche de tremblante n’a pas d’influence sur les rétino-
pathies diffuses observées lors de tremblante, la PrPsc se localise de facon étendue dans la
rétine en phase terminale de la maladie. Elle est présente en particulier dans la couche des
photorécepteurs, dans I'INL et dans I'IPL, et ce quelle que soit la voie d’inoculation (intrapé-
ritonéale ou intracérébrale). Cette localisation différe légerement des couches atteintes par
la dégénérescence rétinienne (Buyukmihci et al. 1986) puisqu’elle ne comprend pas I"ONL,
mais inclut I'INL.

Chez les souris, la présence de PrPsc dans les rétines est moins systématique. Elle dépend du
couple souche de tremblante-souche de souris utilisé. Une faible immunoréactivité de la
PrPsc est ainsi observée chez les souris de souche VL inoculées avec un agent de tremblante
de souche ME7. Une tres faible immunoréactivité est présente chez les souris C57 avec les
souches de tremblante ME7 et 79A ainsi que sur les souris VM avec la souche de tremblante
ME7. En 1986, Foster et al. avaient montré que seule la souche 79A pouvait provoquer une
dégénérescence rétinienne chez la souris. Leur étude de 1999 réveéle finalement des lésions
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rétiniennes, certes plus modérées, également possibles avec la souche ME7 utilisée sur des
souris VL et VM.

La corrélation entre les titres infectieux, I’accumulation de la PrPsc (localisée essentiellement
au sein des couches des PS, de I'INL et de I'IPL) et les rétinopathies (changements surtout
observés au niveau de I'ONL) consécutives aux inoculations intracérébrale ou intrapérito-
néale semble étre variable chez les rongeurs : elle est présente chez les hamsters mais peu
chez les souris.

Synthése de I’étude des rétinopathies lors de tremblante chez les modéles murins

Au vu des différentes études précédemment exposées, plusieurs caractéristiques des rétino-
pathies associées aux modeles murins infectés par la tremblante peuvent étre dégagées.

Une dégénérescence des couches les plus externes de la neurorétine survient lors
d’inoculation de tremblante a des souris et des hamsters, et ce quelle que soit la voie utilisée
pour réaliser I'inoculation. Cette dégénérescence, qui est corrélée a la réplication des prions,
concerne tout d’abord la couche des photorécepteurs puis s’étend a I'ONL et a I'OPL qui
s’amincissent. Il semblerait que les modifications soient plus marquées en région centrale de
la rétine controlatérale a ’lhémisphére cérébral choisi pour I'inoculation lorsque celle-ci est
intracérébrale. Une infiltration macrophagique et par les cellules de Mdller dans les couches
concernées accompagne la dégénérescence rétinienne. La PrPsc s’accumule dans la couche
des photorécepteurs, dans I'INL et dans I'lPL ; mise a part les photorécepteurs, cette localisa-
tion differe donc de celle des lésions rétiniennes. La dégénérescence rétinienne et
I’'accumulation rétinienne de la PrPsc varient cependant légerement selon le modéle murin
étudié. Chez le hamster, celles-ci semblent ne pas dépendre de la souche de tremblante em-
ployée et se retrouvent ainsi systématiquement dans les différentes études. Chez la souris
en revanche, ces deux parametres sont moins marqués et leur intensité est fonction du
couple souche de souris/souche de tremblante employé. D’un point de vue électrorétino-
graphique, une baisse d’amplitude des ondes-a et —b existe chez les souris inoculées par un
agent de tremblante et traduit une diminution de la sensibilité a la lumiere, pouvant
s’expliquer par les Iésions présentes au niveau de la couche des photorécepteurs, ainsi qu’un
probleme de neurotransmission du signal électrique rétinien au niveau des cellules bipo-
laires, pouvant s’expliquer par les Iésions présentes au niveau de I'OPL.

Il est temps de comparer ces observations avec celles réalisées chez les espéces hotes natu-
relles de la tremblante.
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111.4.1.2. chez les petits ruminants

Dans les rétines de moutons infectés par la tremblante, I'accumulation de PrPsc s’observe
principalement dans les différentes couches rétiniennes (Hardt et al. 2000; Jeffrey et al.
2001; Valdez et al. 2003) ; sa localisation varie selon les études et les modéles et sera détail-
lée ci-aprés. Des études récentes ont signalé quelques (Hortells et al. 2006) ou aucune
(Greenlee et al. 2006) lésion histologique dans ces rétines. Cependant, des changements
morphologiques dans des types spécifiques de cellules rétiniennes ont été démontrés (Smith
et al. 2008). En dépit de conséquences morphologiques de I'accumulation rétinienne de
PrPsc chez les ovins (Barnett et Palmer 1971 ; Smith et al. 2008), I'impact fonctionnel sur la
rétine de ces animaux était peu connu, mais les travaux de certaines équipes évaluant la
fonction rétinienne grace notamment a I’électrorétinographie ont permis de progresser dans
ce domaine.

Le paragraphe qui suit détaille ces aspects histologiques, immunohistochimiques et électro-
rétinographiques récemment décrits.

L’étude d’Hortells et al. (2006), menée sur 26 brebis de race Rasa Aragonasa de génotype
ARQ/ARQ (dont 6 étaient des animaux contrdles, 6 étaient en phase pré-clinique, 6 en phase
clinique et 8 en phase terminale), a révélé la présence de PrPsc dans les rétines de 19 des 20
animaux confirmés positifs. Les couches rétiniennes les plus concernées par cette accumula-
tion étaient I'IPL et la couche des cellules ganglionnaires, ou elle était la plus précoce a se
manifester. De méme, seuls les animaux en phase clinique ou terminale présentaient une
augmentation du nombre de cellules de Miiller exprimant la GFAP ainsi que de I'intensité de
cette expression.

De fagon générale, les auteurs ont noté que les Iésions rétiniennes n’étaient pas réellement
séveres, ce qui semblait confirmer les observations de Barnett, Palmer (1971) et celles de
Valdez et al. (2003). Les lésions histologiques concernaient les rétines de 7 des 14 animaux
en phase clinique. Les cones et les batonnets étaient rarement atteints chez les brebis natu-
rellement infectées, contrairement a ce qui est observé chez les modeles murins. Les cellules
ganglionnaires n’étaient pas dégénérées, ce qui correspondait aux résultats préalables de
Scott et Fraser (1989) qui n’en avaient pas détecté malgré une injection intraoculaire d’agent
de tremblante. Par contre le cytoplasme de ces cellules avait accumulé de la PrPsc, ce qui est
trés peu observé dans les modeles murins. Les auteurs ont considéré que cette accumulation
de PrPsc pouvait cependant affecter le métabolisme des CG sans causer de changement
morphologique ou alors qu’il s’agissait d’'une propriété des CG de permettre la diffusion des
prions sans en étre affectées. Les lésions histologiques se localisaient principalement au sein
de I'OPL qui était atrophié, de la membrane limitante externe qui apparaissait mal définie et
de I'INL et de I'ONL, désorganisés et dont la densité cellulaire était diminuée. Seul un cas, qui
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était celui le plus atteint tant sur le plan cliniqgue qu’histologique, présentait une atteinte de
la couche des photorécepteurs.

La méme année, Greenlee et al. (2006) ont publié une étude faite avec 13 brebis Suffolk
inoculées par voie intracérébrale. Elle fut la premiere décrivant I'accumulation de PrPsc dans
la rétine associée a une pathologie rétinienne en I'absence de modification morphologique
manifeste indiquant une dégénérescence rétinienne.

Cette absence de lésion histologique differait des précédentes observations rapportées dans
I’étude d’Hortells et al. (2006). Toutefois, plusieurs points sont a considérer a ce sujet. En
effet, I'intégrité structurale de la rétine est parfois compromise par le degré de fixation dans
le formol des tissus étudiés, ce qui peut conduire a des différences d’interprétation. En
outre, ces deux études ont examiné les rétines de différentes races de moutons: Rasa ara-
gonasa dans I'étude d’Hortells et al. (2006) et des Suffolk dans celle de Greenlee et al.
(2006). Enfin, la voie de contamination n’est également pas la méme : modeéle spontané chez
(Hortells et al. 2006) alors gu’ici il s’agit d’une inoculation expérimentale. Il n’est effective-
ment pas exclu que le génotype de I'h6te ainsi que la souche de tremblante impliquée aient
des répercussions sur d’éventuelles différences de changements histopathologiques (Smith,
et al. 2008).

Dans la rétine des moutons présentant le moins de foyers d'immunoréactivité a PrPsc, celle-
ci se retrouvait principalement dans la partie externe de la couche plexiforme interne (IPL),
avec de rares foyers dans la couche plexiforme externe (OPL). L'IPL semblait étre la premiére
couche rétinienne ou s’accumule la PrPsc. Lorsque I'immunoréactivité de PrPsc était plus
importante, les couches plexiformes internes et externes (IPL et OPL) étaient diffusément
atteintes et l'intensité de coloration diminuait de la membrane limitante interne a la mem-
brane limitante externe. Une telle localisation de I'immunoréactivité suggerait clairement
une accumulation de PrPsc au sein des synapses. En outre, il a été montré que la réplication
de PrPsc pouvait modifier la répartition de la machinerie synaptique (Russelakis-Carneiro, et
al. 2004), ce qui est également en faveur d’une atteinte fonctionnelle de cette derniére.

Contrairement aux résultats de Scott et Fraser (1989), I'inoculation intra-oculaire de cer-
taines souches de tremblante chez la souris avait provoqué une dégénérescence des cellules
ganglionnaires lors des travaux de Russelakis-Carneiro et al. (1999). Tandis que Marella et al.
(2004) ont montré que suite a une injection intra-oculaire de prions chez le hamster ou la
souris, avait lieu un recrutement de cellules microgliales dans la couche des cellules gan-
glionnaires et dans la couche plexiforme interne (IPL), dans I'étude de Greenle et al. (2006)
aucun recrutement de microglie, de changement morphologique compatible avec une dégé-
nérescence cellulaire ou de perte cellulaire (en particulier des batonnets) n’a été noté.
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Dans cette étude, toutes les rétines présentant une accumulation de PrPsc avaient aussi une
augmentation de I'immunoréactivité de la GFAP, qui se retrouvait dans I’ensemble de la ré-
tine et non seulement dans les aires d’accumulation de PrPsc.

Malgré l'absence de lésion histologique, cette immunoréactivité de la GFAP atteste d’un
stress rétinien, tres probablement consécutif a I'accumulation de la PrPsc.

A la différence de la majorité des études portant sur I'étude de la rétine lors d’EST expéri-
mentales ou spontanées qui se focalisaient jusqu’ici essentiellement sur la distribution de la
PrPsc dans la rétine et de la présence associée ou non de lésions microscopiques indicatives
de dégénérescence rétinienne, I'étude de Smith et al. (2008) a comparé la distribution de
marqueurs cellulaires rétiniens spécifiques lors d’inoculation expérimentale par la trem-
blante chez le mouton.

Quatre brebis Suffolk de 4 mois furent inoculées par voie intracérébrale avec I'agent de la
tremblante ovine et furent euthanasiées au stade clinique terminal. L'immunoréactivité de la
PrPsc au niveau cérébral a permis de confirmé que ces animaux étaient atteints de trem-
blante ovine.

De méme que dans I'étude de Greenlee et al. (2006), aucune modification histologique pou-
vant évoquer une dégénérescence rétinienne n’a été identifiée.

La localisation primaire de I'accumulation de la PrPsc se situait dans les couches synaptiques
(IPL et OPL), ce qui est en accord avec de nombreuses autres observations (telles que celles
faites par Hortells et al. en 2006).

Dans les rétines présentant une immunoréactivité a la PrPsc, les profils d'immunoréactivité
de l'a-isoforme de la protéine kinase C (PKCa) et du transporteur glutamate vésiculaire 1
(VGLUT1), tous deux marqueurs des cellules bipolaires de la rétine, étaient clairement dimi-
nués. Une immunoréactivité altérée de la protéine associée aux microtubules 2 (MAP2),
marqueur d'un sous-ensemble de cellules ganglionnaires de la rétine, fut également obser-
vée ; quant a celle de la glutamine synthétase (GS), marqueur des cellules gliales de Miiller,
elle était augmentée. En revanche, la distribution des marqueurs cellulaires des cellules
amacrines n’était pas altérée par I'accumulation rétinienne de PrPsc. Ces résultats démon-
trent I'altération des immunoréactivités de protéines associées a des types cellulaires réti-
niens spécifiques (cellules bipolaires et cellules ganglionnaires) et ce en dépit de dégénéres-
cence rétinienne visible en microscopie.

La diminution de I'immunoréactivité de la PKCa a été observée précisément dans les baton-
nets de zones d’IPL ou la PrPsc s’accumulait, suggérant que la connectivité synaptique y était
perturbée. Dans I'IPL, I'expression de VGLUT1 était diminuée du coté de la face vitréenne de
I'IPL, ce qui peut s’expliquer par une baisse du nombre d’extrémités axonales des cellules
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bipolaires associées aux batonnets. De telles données suggerent que les cellules bipolaires
associées aux batonnets constituent un type cellulaire spécifiqguement affecté par
I’'accumulation de PrPsc dans les rétines de moutons atteints de tremblante. Ces animaux
auraient donc potentiellement une vision scotopique diminuée. L'étude électrorétinogra-
phique apparait déja comme tres intéressante pour approfondir les connaissances dans ce
domaine. En effet, comme nous avons pu le voir précédemment, I'étude de I'onde-b de
I’électrorétinogramme traduit en quelque sorte I'activité de ces cellules bipolaires. Les résul-
tats de telles études sont discutés un peu plus loin. Une expression augmentée de Gluta-
mate Synthase est notée dans les rétines ol s’"accumule la PrPsc ; ceci peut étre consécutif a
des niveaux extracellulaires augmentés en glutamate et/ou a une hypertrophie des cellules
gliales de Miller en réponse a un stress/atteinte rétinienne. Cette hypertrophie cellulaire est
également a |'origine d’une surexpression de la GFAP (surexpression déja mise en évidence
dans les études de Kercher et al. (2004), Greenlee et al. (2006) et Hortells et al. (2006).

Cette étude de Smith et al. (2008) met ainsi en évidence la modification de I'immunoréactivi-
té de marqueurs spécifiques des cellules bipolaires associées aux batonnets, des cellules
ganglionnaires et des cellules de Miller. Les fonctions neuronales de ces cellules sont alté-
rées avant méme que la détection de la dégénérescence rétinienne ne soit possible, suggé-
rant que des altérations des profils d'expression des protéines dans ces cellules de la rétine
puisse induire cette dégénérescence.

Dans I'étude de Regnier et al. (2011) portant sur 17 brebis de race Manech infectées naturel-
lement par la tremblante et étant a des stades cliniques différents (avec 6 brebis saines
comme témoins), les auteurs ont réalisé un examen ophtalmologique, électrophysiologique
et morphométrique et immunohistochimique de la rétine, en différenciant 3 zones anato-
miques : centrale, paracentrale, périphérique, dans lesquelles ils ont réalisé des comptages
cellulaires dans les différentes couches pour en déterminer la densité cellulaire.

De nets changements électrophysiologiques et histomorphométriques en faveur d’une dé-
générescence rétinienne ont été vus chez tous les animaux naturellement infectés inclus
dans I'étude. De telles lésions, décrites ci-apres, étaient systématiquement associées a un
dépobt de PrPsc et une altération des cellules gliales mise en évidence par une augmentation
de I'expression de la GFAP. Ces deux phénomenes étaient principalement localisés au niveau
de I'lPL et de la couche des CG (régions synaptiques). Ces résultats different de ceux préala-
blement décrits dans I'étude de Hortells et al. (2006), ou 50% seulement des moutons pré-
sentant des signes de tremblante naturelle avaient aussi des lésions dégénératives de la ré-
tine.

Une accumulation multifocale de matériel amorphe a d’ailleurs ici aussi été remarquée dans
I'espace sous-rétinien. Leur intensité était cependant nettement moins marquée que celle
rapportée par Barnett et Palmer en 1971. Elle correspondrait a la conséquence de I'allonge-
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ment et de la désorganisation des segments des photorécepteurs (externes et internes), qui
se traduisait également par I'amincissement et la baisse de la densité cellulaire de I'ONL.
Cette baisse de la densité cellulaire, repérée par une baisse du nombre de noyaux et un
amincissement de cette couche anatomique, affectait aussi I'INL. Ces changements étaient
plus sévéres au niveau central de la rétine et étaient associés a un recrutement de cellules
phagocytaires, vraisemblablement des macrophages. Cependant, une perte compléte de la
couche des photorécepteurs n’a pas été observée comme celle rapportée chez les souris et
hamsters infectés expérimentalement (Buyukmihci et al. 1987a). En outre, le RPE n’est pas
atteint, ce qui n’a d’ailleurs jamais été rapporté chez aucun modele testé.

La dégénérescence rétinienne semble étre toujours possible lors d’infection naturelle chez le
mouton mais il existe des différences morphologiques des lésions qui semblent liées a
I'espece hote, la race et la souche de tremblante incriminées.

La perte cellulaire qui affecte I'INL et 'ONL, qui sont donc amincis, mais qui épargne la
couche des cellules ganglionnaire (CG), se produit probablement par apoptose, consécuti-
vement a l'exposition a la PrPsc et/ou a ses produits de dégradation, tels le fragment pro-
téique de PrPSc 106 -126 (Ettaiche 2000).

La réaction des cellules gliales est une réponse fondamentale du systeme nerveux central
lors d'infection par la tremblante du mouton (Fraser 1993), et il s’agit d’une caractéristique
de premier plan dans les rétinopathies des animaux atteints (Ettaiche 2000 ; Hortells, et al.
2006 ; Smith et al. 2008). La réponse des cellules de Miiller se produit dans diverses affec-
tions rétiniennes et peut augmenter la sensibilité des neurones a d’autres stimuli déléteres
pour la rétine malade (Bringmann et al. 2006). Dans le cas de la tremblante ovine, il reste
encore a découvrir si la gliose rétinienne participe a la mort des neurones de la rétine ou
représente un événement secondaire résultant justement de cette perte neuronale.
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Figure n°16a

Coupes histologiques de rétines de brebis naturellement infectée par la tremblante. Observation au microscope
optique, I’échelle correspond a 100pm.

Chez la brebis infectée, on note une désorganisation et un amincissement de la couche des photorécepteurs ainsi
qu’une baisse de la densité cellulaire dans I’INL et I’ONL.

(d’ aprés Regnier et al. 2011)

PrPsc

! : " GFAP

Figure n°16b

Coupes histologiques de rétines de brebis naturellement infectée par la tremblante, avec immunomarquage
de la PrPsc a gauche et de la GFAP a droite. Observation au microscope optique, 1’échelle correspond a
100pum a gauche et a 300pum a droite.

La PrPsc et la GFAP s’accumulent au niveau de I’IPL et de la couche des CG. Sur la photo de gauche, les
astérsques indiquent le matériel amorphe.

(d’ aprés Regnier et al. 2011)

Pour la chévre, nous disposons des résultats de I'étude de Valdez et al. (2003) qui rapporte
les observations réalisées sur une femelle angora de 3 ans, atteinte de tremblante clinique.
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L’accumulation de PrPsc dans la rétine concernait presque toutes les couches rétiniennes. En
effet, 'immunoréactivité de la PrPsc a été mise en évidence dans les batonnets et les cones,
la membrane limitante externe, ’ONL, I’OPL, I'INL, I'lPL, la couche des cellules ganglionnaires
et celle des fibres efférentes. Il est impossible de savoir a quel stade d’évolution de la mala-
die se trouvait la chévre, mais on peut suspecter, au vu de la clinique générale et de
I’étendue de la PrPsc accumulée dans les couches rétiniennes qu’elle était plutét a un stade
avancé de la maladie.

Ces résultats de Valdez et al. (2003) furent les premiers a mettre en évidence le dépot de la
PrPsc dans la rétine de petits ruminants naturellement infectés par la tremblante. Ce dépot
avait été mis en évidence chez une brebis inoculée expérimentalement par la tremblante
(Hardt et al. 2000) et chez une autre infectée expérimentalement par I'ESB (Foster et al.
2001). Ces derniers auteurs (Foster et al. 2001) avaient montré une distribution de la PrPsc
dans différents tissus (et notamment la rétine) de moutons inoculés expérimentalement par
voie orale par I'ESB. Un immunomarquage modéré de I'OPL et de I'INL fut noté au niveau
d’une seule rétine d’un des 13 animaux infectés.

Lors d’inoculation intracérébrale de tremblante ovine sur des wapitis des montagnes ro-
cheuses (Cervus elaphus nelsoni), une extension multifocale dans la CG, en plus de celle dans
I"IPL et I'OPL, fut notée (Hamir et al. 2004).

Telle qu’annoncée précédemment, I'étude électrorétinographique des animaux infectés par
la tremblante a récemment enrichi le champ des connaissances des répercussions oculaires
lors des maladies a prions en permettant notamment d’envisager les répercussions fonction-
nelles des prions dans les rétines.

La courte communication de Smith et al. (2009) a rapporté les résultats de I'étude menée
sur une brebis Suffolk, inoculée expérimentalement par voie intracérébrale a I'aide
d’homogénat cérébral d’une autre brebis atteinte (et confirmée) par la tremblante. Un ERG
fut réalisé 10 MPI, soit avant I'apparition des signes cliniques et répété a 12.5 MPI, c’est-a-
dire aprés I'apparition de signes cliniques (cachexie et ataxie sévére). Une analyse histolo-
gique des rétines avec immunomarquage de la PrPsc et de la GFAP fut réalisée en post mor-
tem, juste apres le second ERG.

Lors du premier ERG (10MPI), I'amplitude de I'onde-b et le temps de culmination étaient
semblables a celles du témoin, ainsi qu’aux tracés physiologiques réalisés chez le mouton
(Strain et al. 1991). En revanche, lors de I'ERG réalisé 12.5MPI (c’est-a-dire en phase cli-
nique), une diminution nette de I'amplitude de I'onde-b (54.3%) lors de I'ERG scotopique, un
ERG photopique non enregistrable et un allongement du temps de culmination de I'onde-b
(de 86.5%) étaient notés, sans que toutefois I'histologie n’ait révélé le moindre changement
significatif de la rétine (pas de spongiose ni de noyau picnotique).

L'immunohistochimie révela la aussi une accumulation nette de la PrPsc dans les couches
synaptiques de la rétine, c’est-a-dire I'lPL et I'OPL, et modérée dans cytoplasme des CG, ce
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qui corrobore les observations des études précédentes. L'immunoréactivité de la GFAP était
augmentée dans la rétine, en particulier dans I'INL.

L’étude précédente de ce méme groupe de chercheurs (Smith et al. 2008) avait déja montré
possible I'atteinte morphologique des cellules bipolaires associées aux batonnets et des cel-
lules de Miiller sur une brebis Suffolk expérimentalement inoculée par la tremblante sans
signe histologique de dégénération rétinienne. Or, le bon fonctionnement de ces cellules est
nécessaire au tracé physiologique de I'onde-b. De telles observations suggérent de poten-
tielles altérations de la fonction rétinienne, pouvant étre détectées par I'étude de I'onde-b
de I'ERG. L'accumulation de la PrPsc est probablement responsable d'un probleme de
transmission synaptique a I'origine d’une baisse d’amplitude de I'onde-b.

Dans I’étude de Regnier et al. (2011), les ondes-a et -b des ERG réalisés sur des brebis pré-
sentant des signes cliniques de la tremblante avaient une amplitude significativement plus
faible que celle des ERG des animaux témoins. La baisse d’amplitude des ondes-a signifie
gue les anomalies de photorécepteurs impliquent a la fois les batonnets et les cones, ce qui
est en accord avec les modifications morphométriques observées et la diminution du
nombre de noyaux de 'ONL. La diminution des ondes-b atteste de la contribution des cel-
lules de Miiller et probablement des cellules bipolaires, ce qui est en accord avec le change-
ment de la couche des cellules bipolaires. Des résultats similaires (c’est-a-dire une baisse
sélective des ondes-b) avaient été observés par Katz et al. (2000) sur une patiente atteinte
de MCJ confirmée a 'autopsie.

Tremblante Témoin

Figure n°17
Electrorétinogrammes en réponse a des flashes de
lumiére bleue sur des yeux adaptés a ’obscurité
d’une brebis atteinte de tremblante naturelle et
oo TP § L~ b présentant des signes cliniques (a gauche) et d’une
brebis saine (a droite).
L’amplitude de 1I’onde-b est significativement dimi-
nuée

(d’ aprés Regnier et al. 2011, résultats non publiés)
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Cependant, malgré les baisses d’amplitude, les formes des ondes-a et -b étaient normales :
cela est surprenant au vu des Iésions histomorphométriques rencontrées et nous aurions pu
nous attendre a ce que celles-ci soient modifiées.

Des observations similaires ont été faites dans I’étude de Curtis et al. (1989) menée sur des
souris inoculées expérimentalement avec la tremblante. Cela signifie que les photorécep-
teurs assurent un minimum de fonction normale et est en accord avec la distribution inégale
des lésions au niveau de la rétine, ainsi qu’avec le fait que trés peu voire pas de signes de
baisse ou de troubles de la vision ne soient rapportés lors d’EST animales.

Synthése de I’'étude des rétinopathies lors de tremblante chez les petits ruminants

Contrairement a ce qui a pu étre observé chez les modeles murins, les lésions histologiques
de la rétine ne sont pas toujours présentes chez les petits ruminants. Quand elles le sont,
leur intensité est moindre, elles n’affectent que trés rarement les photorécepteurs, se con-
centrant surtout dans les couches de I'ONL, I'OPL et I'INL des parties centrale et paracentrale
de la rétine et sont associées a une infiltration macrophagique. Dans certains cas, seule une
accumulation de PrPsc est présente (aucune lésion associée); elle se localise dans I'IPL et
I'OPL, ainsi que dans la couche des CG. Les couches synaptiques sont donc le site
d’accumulation préférentiel de la PrPsc chez les petits ruminants lors de tremblante. L'étude
de marqueurs spécifiques cellulaires a révélé I'atteinte sélective des cellules bipolaires asso-
ciées aux batonnets. Cette atteinte fut corroborée par I'approche fonctionnelle des réper-
cussions de l'atteinte rétinienne qui se traduit principalement par une diminution de
I'amplitude de lI'onde-b sur le tracé électrorétinographique. La réaction des cellules de
Miller, mis notamment en évidence par I'hyperréactivité de la GFAP, est également une des
caractéristiques a retenir ici.

111.4.2. Lors d’encéphalopathie spongiforme bovine

Bons et al. (2002) ont inoculé I'agent de I'ESB ou une souche variante isolée a partir de ma-
caques (macaque-adapted BSE) a des |émuriens par voie intracérébrale ou orale. Ceux-ci ont
alors développé des signes cliniques ainsi qu’une accumulation de PrPsc dans I’encéphale et
d’autres tissus, en particulier la rétine. L'accumulation se localisait dans les cellules gan-
glionnaires rétiniennes, et ce quelle que soit la voie d’inoculation ou la souche employées.

Lezmi et al. (2006) ont inoculé deux brebis de race Lacaune de génotype ARQ/ARQ par voie
intrapéritonéale ou intrasplénique avec I'agent de I'ESB isolé a partir d’'une vache affectée
afin d’étudier la pathogénie de I'ESB chez les petits ruminants. Une autre brebis de race La-
caune de génotype ARR/ARR fut également inoculée intrapéritonéalement. Aucun échantil-
lon provenant du SNC, d’organes lymphoides, du tractus digestif, du SNP, des yeux ou autres
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n’avait rélévé la présence de PrPsc, que ce soit lors de I'lHC, du WB ou de I'ELISA. De tels
résultats concordaient avec la plus grande résistance génétique envers les EST des moutons
de génotype ARR/ARR, que ce soit lors d’infection naturelle par la tremblante (Elsen et al.
1999) ou par inoculation par voie orale par I'ESB (Jeffrey et al. 2001).

Chez les deux brebis de génotype ARQ/ARQ, les résultats de I'accumulation de PrPsc furent
tout autres. En effet, outre une accumulation retrouvée dans le SNC, le systeme lymphoide
et le systeme nerveux autonome, celle présente dans la rétine était véritablement majeure.
Les niveaux y étaient comparables avec ceux dans le cortex frontal et le cervelet, c’est-a-dire
+++, contre ++++ dans le tronc cérébral selon leur échelle de score. L’accumulation de PrPsc
dans la rétine était essentiellement détectée dans les couches des CG, dans I'IPL et I’OPL,
soit la encore au niveau des couches synaptiques de la rétine.

Fait surprenant, chez la brebis inoculée par voie intrapéritonéale, le test ELISA était positif
dans le vitré et I’humeur acqueuse. De méme, chez la brebis inoculée par voie intrasplé-
nique, 'ELISA était douteux (+/-) dans liris et la cornée.

L’étude de Hamir et al. (2006) avait permis de montrer que la transmission expérimentale
par voie intracérébrale de I'ETV a des bovins était a I'origine de lésions histologiques quasi-
ment indiscernables de celles causées par I'ESB. Trois ans plus tard, Smith et al. (2009) ont
publié les résultats des électrorétinogrammes et de I'lHC pratiqués sur cing vaches adultes
de race Holstein inoculées par voie intracérébrale avec 'agent de I'ETV.

Des modifications des ERG furent notées avant I'apparition des signes cliniques, associées a
des changements histologiques et immunohistochimiques. Les temps de culmination de
I'onde-b étaient en moyenne augmentés en condition photopique ou scotopique, indiquant
que les batonnets et les cOnes étaient potentiellement impliqués. Une différence
d’amplitude de I'onde-b ne fut pas notée lors des phases précliniques, par contre elle était
significativement diminuée chez deux des cing vaches lors du stade clinique de la maladie
sous conditions photopique et scotopique ; par contre le temps de culmination de I'onde-b
de ces deux vaches n’était prolongé qu’en condition scotopique. Lors de la progression de la
maladie, la PrPtme s’accumule davantage dans les couches plexiformes et la transmission
synaptique en est perturbée, ce qui expliquerait probablement cette baisse d’amplitude.

Par ailleurs, I'immunoréactivité de marqueurs spécifiques des cellules bipolaires associées
aux batonnets (PKCalpha et VGLUT1) (Smith et al. 2008) était altérée, de méme que celle des
marqueurs des cellules de Miiller, la Glutamine Synthase et la GFAP. Les auteurs conclurent
donc la aussi que I'accumulation de PrPtme dans la rétine survient avant 'apparition des
signes cliniques et est tres probablement a I'origine d’une atteinte des cellules bipolaires
associées aux batonnets. Cette atteinte limiterait la fonction synaptique de ces cellules bipo-
laires. L'accumulation de la PrPtme altérerait en outre les mécanismes homéostasiques des
cellules de Miiller, tels que la régulation de neurotransmetteurs extracellulaires. La perte du
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role fonctionnel de la PrPc, notamment de ses proprietés antioxydantes ou son implication
dans la transduction de signaux neuroprotecteurs (Chiarini et al. 2002), peut également in-
tervenir.

De méme que Lezmi et al. (2006), Okada et al. (2011) détectérent une immunoréactivité de
la PrPsc intense et granuleuse dans la couche des CG et dans I'IPL et I'OPL, ainsi que dans le
de I'ESB, isolé a partir d’'une vache canadienne de race Charolaise.

L’équipe de Greenlee et al. (2012) travailla également avec un veau inoculé par voie intracé-
rébrale par un agent d’ESB de type-H. Ce dernier a déclaré des signes cliniques a 9.4 MPl et a
été euthanasié a 9.8MPI. L’analyse des résultats de I'lHC a la aussi révélé une accumulation
rétinienne de PrPsc de méme localisation, c’est-a-dire dans la couche des CG, dans I'IPL et
dans I'OPL, ainsi qu’une réponse a un stress rétinien traduit par 'immunoréactivité de la
GFAP dans la rétine. La fonction rétinienne de ce veau a été évaluée par électrorétinogra-
phie a 6 MPI, répétée a 9 MPI, soit 1 semaine avant I'apparition de signes neurologiques uni-
voques. L'amplitude de I'onde-b ne fut pas affectée, ce qui semble étre en accord avec les
observations précliniques réalisées par Smith et al. (2009) sur des vaches adultes de race
Holstein inoculées par I'agent I'ETV. Le temps de culmination de I'onde-b était prolongé,
suggérant un probléme de neurotransmission du signal électrique.

L’épaisseur de la rétine fut évaluée a 0 MPI et 9 MPI par la tomographie en cohérence op-
tigue. La tomographie en cohérence optique (OCT, optical coherence tomography) est une
technique d'imagerie du fond d'oeil non invasive développée des le début des années 90 et
permettant d'obtenir in vivo des coupes optiques de la rétine avec une résolution trés fine
(de l'ordre de 5 a 10 um). L'OCT permet la mesure de I'épaisseur rétinienne ; grace a ses
données quantitatives, elle est particulierement utile au suivi de rétinopathies diverses et fut
ainsi employée ici. Cette technique a permis de constater qu’un jour avant l'inoculation, la
rétine mesurait 371 mm contre 273 mm a 9 MPI (soit une diminution de 26.4%), tandis que
la rétine d’un veau témoin du méme age mesurait 310 mm. De tels résultats permettent
d’objectiver un amincissement rétinien consécutif a la maladie. Toutefois, les auteurs n’ont
pas précisé quelles couches rétiniennes étaient particulierement concernées par cet amin-
cissement, comme ce fut rapporté chez la brebis lors de tremblante avec 'ONL et I'INL (Re-
gnier et al. 2011).

Synthése de I’'étude des rétinopathies lors d’Encéphalopathie Spongiforme Bovine

Il apparait donc que, lors d’ESB, la PrPsc s"accumule dans les mémes couches rétiniennes que
lors de tremblante : la couche des cellules ganglionnaires et les deux couches plexiformes.
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Les études dont nous disposons ne font pas état de dégénérescence rétinienne notable, ce
qui semble en faire une caractéristique commune supplémentaire avec la tremblante des
petits ruminants méme si ce n’est pas une constante lors de tremblante. L'étude électroréti-
nographique a seulement révélé un allongement du temps de culmination de I'onde-b lors
d’ESB, mais trop peu de données sont actuellement disponibles pour avancer toute conclu-
sion.

111.4.3. Lors de maladie du dépérissement chronique des cervidés

Les travaux d’Hamir et al. (2008) réalisés sur 15 cerfs a queue blanche inoculés par voie in-
tracérébrale par I'agent de la MDC avaient mis en évidence par IHC une immunoréactivité de
la PrPcwd localisée au niveau de I'IPL, de 'OPL et de la couche des CG, bien qu’elle y était
légérement moins intense que dans les couches plexiformes. C’'est également ce qu’avaient
constaté Keane et al. (2008) sur des cerfs a queue blanche naturellement infectés. Cepen-
dant, seul quatre des 63 animaux inclus dans I'étude présentaient de la PrPcwd dans leurs
rétines.

Spraker et al. (2010) avaient analysés, en plus de I'obex, les rétines et voies visuelles de 30
wapitis des montagnes rocheuses de différents genotypes (132 MM, ML et LL) naturellement
infectés.

Un score proportionnel a la quantité de PrPcwd présente dans les obex était attribué pour
chaque animal. La présence de PrPcwd dans la rétine était associée a des scores dans I'obex
plus élevés qu’au niveau des voies visuelles (nerf optique, chiasma optique, tractus optique,
noyau géniculé latéral, radiations optiques, cortex visuel occipital, noyaux oculomoteur et
collicule supérieur). Les auteurs conclurent ainsi que la PrPcwd s’accumulait d’abord dans les
voies visuelles puis dans la rétine au cours de I'évolution de la maladie. De plus, au niveau de
la rétine, I'IPL était la couche la premiére colonisée par la PrPcwd, puis I'OPL, puis les
couches restantes dans une moindre mesure. Une telle cinétique dans I'accumulation réti-
nienne de la PrPcwd rappelle celle de la PrPsc dans I'étude de Greenlee et al. (2006).

Toutefois, il est intéressant de remarquer une différence dans I'immunoréactivité de la
PrPcwd en fonction du génotype des wapitis. En effet, aucun animal 132 MM n’a montré
d’accumulation de la PrPcwd dans la couche des CG, contrairement aux animaux 132 ML ou
elle était légere et marquée chez les wapitis 132 LL. De méme, des lésions de dégénéres-
cence rétinienne ne se retrouvaient que chez les animaux ML ou LL. L'absence
d’'immunoréactivité intraneuronale chez le génotype 132 MM semble étre liée a une expres-
sion minimale de la PrPc. Inversement, la présence d’au moins un alléle codant pour la leu-
cine au codon 132 du géne Prnp pourrait augmenter le niveau d’expression de la PrPcwd. La
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leucine pourrait donc jouer un role dans le métabolisme ou I'expression de la PrPcwd dans
les CG et cellules de Miller.

La surface interne de la membrane limitante externe des animaux de génotype 132LL pré-
sentait des petits agrégats de PrPcwd. Ce point n’a pas été observé pour les génotypes
132MM ou ML. Une hypothése pour expliquer la présence de tels agrégats peut étre avan-
cée en se basant sur la structure anatomique méme de la membrane limitante externe.
Cette derniére est constituée d’une série de complexes jonctionnels entre les photorécep-
teurs et les cellules de Miiller. Ces ponts sont formés par la fin distale des cellules de Miiller
qui s’attachent aux photorécepteurs par des jonctions de type zonula-adhérente. Le matériel
filamenteux associé a ces adhérences zonulaires intercellulaire apparait telle une membrane
en microscopie, d’ou le nom. Il apparait donc possible que ce matériel et ces jonctions ge-
nent le mouvement de la PrPcwd et expliquent donc I'accumulation observée qui se traduit
par les petits agrégats.

Synthése de I’étude des rétinopathies lors de Maladie du Dépérissement Chronique

Chez les cervidés atteints de MDC, il semble que la localisation de la PrPcwd soit identique a
celle de la PrPsc décrite lors de tremblante ovine ou d’ESB. En plus de la période
d’incubation, il semblerait que notamment le codon 132 du gene Prnp influence la présence
de PrPcwd dans les cellules ganglionnaires et de lésions de dégénérescence rétinienne.

111.4.4. Lors d’encéphalopathie transmissible du vison

Les hamsters inoculés par voie intracérébrale avec I'agent de I'ETV présenterent les mémes
changements rétiniens que ceux décrits dans les études travaillant avec des hamsters inocu-
Iés par la tremblante (Buyukmihci et al. 1982), bien gu’étant moins étendus (Buyukmihci et
al. 1987a). La dégénérescence des photorécepteurs était évidente dans les deux rétines -
I'inoculation avait eu lieu dans ’lhémisphére cerebral droit- mais son intensité était systé-
matiquement plus importante dans les rétines gauches, c’est a dire dans la rétine controlaté-
rale a I’"hémisphere cérébral d’inoculation. Une dégénérescence éparse des segments in-
terne et externe, associée a de la pycnose dans I’ONL, était initialement notée. Les change-
ments étaient plus marqués dans I'aire centrale rétinienne. Les animaux ayant été euthana-
siés les plus tardivement présentaient une perte marquée de photorécepteurs. La encore,
I’OPL était quasiment absent alors que I'INL était intact. Dans les stades avancés de trem-
blante chez le hamster, I'INL s’amincit, alors qu’il reste intact lors d’ETV. Ce dernier point
constitue probablement I'unique difference entre les rétinopathies observées consécutive-
ment a la tremblante et a 'ETV chez les hamsters inoculés expérimentalement par voie in-
tracérébrale.
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Lors d’'une étude visant a démontrer la possibilité d’inoculer expérimentalement a des ra-
tons laveurs I'agent de la tremblante ou celui de 'ETV et caractériser par la méme occasion
les temps d’incubation de ces deux maladies chez cette espéce, ainsi que la distribution des
Iésions lors de I'IHC, Hamir et al. (2005) ont pu constater que la rétine était I'un des tissus les
plus concerné par l'accumulation de la PrPsc. C'est dans les couches synaptiques
plexiformes, I'IPL et I'OPL, que celle-ci fut détectée a I'lHC.

111.4.5. Lors d’encéphalopathie spongiforme des félins

L’analyse immunohistochimique des rétines du premier cas d’ESF sur un guépard né en
France en captivité révélérent une forte accumulation de PrPsc dans les couches synap-
tiques, ainsi qu’une accumulation plus faible dans I'INL et la couche des photorécepteurs
(Lezmi et al. 2003).

Six ans plus tard, Hilbe et al. (2009) ont décrit les lésions histopathologiques et immuno-
histochimiques du SNC de deux chats domestiques ayant présenté des signes nerveux cen-
traux et dont l'autopsie et les résultats post portem ont confirmé qu’ils étaient atteints
d’ESF. Une accumulation marquée de PrPsc fut notée dans I'IPL, ainsi que dans I"OPL plus
modérément. De petits dépdts étaient également présents dans les photorécepteurs, dans
les cellules ganglionnaires et dans les axones du nerf optique.

Le peu de données disponibles sur les retinopathies associées a la FSE semble toutefois con-
firmer les observations précédemment exposées a propos des ruminants atteints d’EST: la
PrPsc s’accumule dans les couches synaptiques de la rétine.

l1l.5. La spectroscopie de fluorescence : une méthode diagnostique indirecte ?

Schonenbriicher et al. (2008) ont montré que la spectrofluorométrie, technique courante
d’analyse en chimie organique, permettait une détection en temps réel de tissus du SNC
présents en tres faible quantité dans des carcasses bovines. Les tissus du SNC sont haute-
ment fluorescents contrairement aux autres tissus de |'organisme. Cette fluorescence est
principalement due a une grande quantité de lipofuscine. La lipofuscine est un pigment
autofluorescent de haut poids moléculaire qui s’"accumule progressivement dans les lyso-
somes de cellules post-mitotiques. Le mécanisme de cette accumulation n’est pas comple-
tement élucidé mais elle affecte tout particulierement les neurones du SNC (Bose et al.
2013) et s’intensifie avec I'age. Cette accumulation pourrait étre une résultante du vieillis-
sement cellulaire associé a une diminution de I'autophagocytose, de la dégradation intraly-
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sosomiale et/ou de I'exocytose (Terman, Brunk 1998). Dans la rétine, la lipofuscine se re-
trouve dans le RPE et provient de la digestion incompléete des segments externes des photo-
récepteurs (Kennedy et al. 1995).

Figure n°18
Schéma de la formation de lipofuscine a partir des segments ex-
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La quantité de lipofuscine dans le SNC augmente lors de MCJ ou lors de modéles murins ino-
culés expérimentalement par I'agent de la MCJ (Boellaard et al. 1989). La détection de li-
pofuscine dans les rétines d’animaux atteints d’EST semble intéressante a envisager et est
ainsi discutée dans les deux études suivantes qui employerent la spectrofluorométrie. En
spectroscopie de fluorescence, I’échantillon est tout d'abord excité par absorption d’un pho-
ton de son état fondamental vers un état excité de plus haut niveau d’énergie : il s’agit de la
propriété de fluorescence. La molécule se conforme ensuite dans un des états vibrationnels
de I'état fondamental et émet un photon. Lors de ce processus, les photons acquierent diffé-
rentes énergies, et par conséquent différentes fréquences. Les fréquences de lumiére fluo-
rescente émises par |'échantillon sont mesurées avec une source lumineuse excitatrice de
longueur d'onde constante. Un « spectre d'émission » est ainsi obtenu.

La spectroscopie de fluorescence fut utilisée par Adhikary et al. (2010) qui travaillaient alors
avec des brebis naturellement infectées par la tremblante. Ils ont analysé les résultats spec-
trofluorométriques des rétines de 73 animaux, 35 d’entre eux étant atteints de tremblante.
Les yeux furent disséqués et les rétines étalées sur une lame de microscope. Les spectres de
fluorescence des rétines furent ensuite enregistrés pour différentes longueurs d’onde et de
nettes différences furent notées entre les rétines d’animaux atteints par la tremblante par
rapport aux animaux témoins. L'intensité de fluorescence des rétines des animaux positifs
était significativement supérieure et deux pics intenses a 560 et 600 nm furent notés sur les
spectres enregistrés pour une longueur d’onde excitatrice de 470 nm. Ces résultats n’étaient
pas influencés par la polarisation de la radiation excitatrice, ni par le facteur dge. Les auteurs
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conclurent alors que I'augmentation de l'intensité de la fluorescence des rétines de brebis
atteintes de tremblante pouvait s’expliquer par I'accumulation de lipofuscine dans le RPE
rapportée lors de maladies a prions.

La microscopie par fluorescence hyperspectrale (MFH) est une technique permettant la vi-
sualisation directe des tissus étudiés. Elle permet notamment de visualiser les différentes
régions de la rétine. Le principe repose sur la formation d'une image par détection de la lu-
miére émise une fois I’échantillon excité par I'absorption de photons.

Dans I’étude de Adhikary et al. (2010), des zones de plus forte intensité de fluorescence dans
les rétines d’animaux infectés furent notées. Les auteurs décrivirent en outre une certaine
hétérogénéité de la fluorescence avec des zones de forte brillance et des agrégats de fluo-
rescence, suggérant une accumulation hétérogene de la lipofuscine dans le RPE.

Cette étude suggere I'existence d’une corrélation entre le spectre d’émission de fluores-
cence des rétines de moutons et la présence ou I'absence de tremblante.

Trois ans plus tard, Bose et al. (2013) ont cherché la présence de telles caractéristiques spec-
trales chez des modeles murins. Cette étude décrit les résultats de spectrofluorométrie, se-
lon un protocole similaire au précédent, des rétines de 74 souris de méme age (et de 25 té-
moins) de souche C57BL/DK inoculées expérimentalement avec I'agent de la tremblante.
Plusieurs longueurs d’onde excitatrices furent testées tour a tour. Pour des longueurs d’onde
de 410 et 470 nm, l'intensité de la fluorescence des échantillons rétiniens était deux a trois
fois plus importante chez les animaux atteints de tremblante. Dans I'étude d’Adhikary et al.
(2010), elle était environ 100 fois plus intense. Ici, I'intensité de fluorescence variait cepen-
dant selon les souris testées : 'hétérogénéité de distribution de lipofuscine peut en partie
expliquer ces différences. Les résultats de la microscopie par fluorescence hyperspectrale
furent similaires a ceux de I'étude de Adhikary et al. (2010). Toutefois, I’'hétérogénéité de la
fluorescence lors de la MFH était moins marquée chez la souris.

Bien que certaines caractéristiques spectrales soient moins marquées chez les souris, il sem-
blerait tout de méme que la souris, qui constitue un modéle nettement plus simple d’un
point de vue pratique et logistique pour I'expérimentateur, soit appropriée pour I'étude
spectrofluorométrique de la tremblante.

Les données de spectrofluoroscopie de fluorescence impliquant le RPE sont cependant en-
core trop peu nombreuses pour étre affirmatif sur la valeur diagnostique de ces résultats. On
peut cependant s’étonner qu’aucune lésion du RPE n’ait été rapportée dans I'ensemble des
études décrites dans des chapitres précédents.
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lll.6. La pathogénie des maladies a prions au niveau oculaire

111.6.1. La dissémination des prions du cerveau a la rétine

111.6.1.1. via le nerf optique ?

Nous avons pu voir lors de I'’étude des rétinopathies chez les ruminants atteints d’EST que la
PrPsc se localisait préférentiellement dans les couches plexiformes de la rétine et dans la
couche des cellules ganglionnaires. Une telle accumulation dans les synapses rétiniennes,
qgue 'on retrouve d’ailleurs chez ’'Homme atteint de MCJ (Head, 2003), est en faveur d’'une
propagation centrifuge des prions depuis le cerveau vers I'ceil par l'intermédiaire du nerf
optique (Head, 2005). De plus, les observations de Iésions histologiques plus séveres dans les
zones centrale et paracentrale de la rétine sont en accord avec I'hypothése d’'une dissémi-
nation nerveuse des prions du cerveau vers la rétine (Regnier et al. 2011).

Lors de leurs différents travaux, Buyukmihci et al. (1982 ; 1985a; 1987a) ont constaté que
lorsqu’ils inoculaient un agent de tremblante par voie intracérébrale a des hamsters, les lé-
sions rétiniennes étaient plus marquées du coté controlatéral au site d’inoculation intracé-
rébrale. Contrairement a 'Homme ou 50% des fibres nasales du nerf optique décussent au
niveau du chiasma optique, celles qui croisent chez I'animal sont majoritaires (75% chez le
chien environ, 65% chez le chat). Compte tenu de cette particularité anatomique, les obser-
vations de Buyukmihici et al. suggerent une dissémination des prions de I'encéphale vers la
rétine par l'intermédiaire du nerf optique. De plus, lorsque cette méme équipe a inoculé la
maladie aux hamsters par voie intrapéritonéale ou intrasplénique, aucune différence Iésion-
nelle entre les deux rétines n’a été notée, ce qui respecterait ’hypothése précédente. En
effet, lors d’inoculation intrapéritonéale ou intrasplénique, chaque hémisphére cérébral
était atteint de fagon similaire par les prions apres dissémination, ce qui appuie également
I’hypothese du nerf optique comme voie de dissémination.

La validation d’une telle hypothése nécessite cependant la mise en évidence de la présence
de PrPsc dans le nerf optique. Les récentes études sur les especes hotes naturelles de trem-
blante n’ont pas, ou trés peu, détécté de PrPsc par immunohistochimie dans le nerf optique,
et n’ont donc pas validé I’hypotheése.

Hamir et al. (2004), dans leur étude sur la transmission de la tremblante ovine au wapiti par
inoculation intracérébrale, détectérent la PrPsc dans les rétines de 3 des 6 animaux inocu-
Iés ; par contre, aucune immunoréactivité ne fut notée dans les nerfs optiques. Jeffrey et al.
(2001) ainsi que Regnier et al. (2011) ont fait un constat similaire sur des moutons naturel-
lement atteints de tremblante.

Hortells et al. (2006), dans leur étude portant sur 20 brebis infectées naturellement par la
tremblante, n’ont de méme détecté la PrPsc que dans 3 nerfs optiques sur les 20 brebis étu-
diées, suggérant possiblement une autre voie de dissémination.
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Cette absence d’'immunoréactivité de PrPsc dans le nerf optique nous ameéne a considérer
deux hypotheses : soit la présence de PrPsc n’est que transitoire et détectable qu’en début
d’évolution de la maladie, ce qui expliquerait qu’elle n’ait pas été détectée sur les animaux
cliniques, soit la dissémination nerveuse des prions se fait par un autre mode de propagation
que le nerf optique. Une propagation par les cellules gliales associée aux fibres du nerf op-
tique, en position intracellulaire ou extracellulaire, peut étre envisagée (Fraser, 1982).

Une telle dissémination dans les cellules gliales du nerf optique fut également suggérée suite
a une partie des résultats de I'expérience de Kercher et al. réalisée en 2004. De part la voie
d’inoculation employée, le sens de la dissémination des prions est certes inversé mais
I’étude séquentielle de la localisation de PrPsc dans les voies visuelles a également permis de
tester la transmission par le nerf optique. Une souche de tremblante adaptée au hamster fut
inoculée intraoculairement a des souris transgéniques exprimant la protéine prion de hams-
ter (SHa-PrP) dans certains types cellulaires seulement. Chez les souris tgGFAP, qui
n’exprimaient la SHa-PrP que dans les astrocytes, la PrPsc fut tout d’abord détectée de facon
simultanée dans la rétine et le corps genouillé latéral a 140 jours post inoculation, mais fut
ensuite détectée 200 jours post inoculation dans des régions non associées aux voies vi-
suelles telles que I'hippocampe, I"hypothalamus ou le cervelet, avant d’étre finalement dé-
tectée dans le cortex visuel 280 jours post inoculation. La dissémination n’a donc pas eu lieu
dans les neurones, et un role potentiel des cellules gliales adjacentes a été suggéré.

Chez la chévre expérimentalement infectée par la tremblante, quelques cellules du nerf op-
tigue ressemblant morphologiquement a des cellules de Schwann présentaient, de facon
tres dispersée, une faible immunoréactivité cytoplasmique (Valdez et al. 2003).

Etant donné les trés faibles taux de PrPsc dans les tissus périphériques, Okada et al. (2012)
utiliserent I'immunofluorescence par double marquage, afin d’optimiser la sensibilité de la
détection immunohistochimique, ce qui leur permit de démontrer le dép6t de PrPsc dans le
nerf optique de bovins naturellement et expérimentalement infectés par I'ESB. Cette tech-
nique leur permit également d’identifier 'emplacement exact de la PrPsc dans le nerf op-
tique.

Il est important de relever que, malgré cette technique trés sensible, l'intensité de
I'immunomarquage était significativement moindre dans le nerf optique que dans les ré-
tines.

Dans les coupes transversales de nerf optique, la technique d'immunofluorescence par
double marquage montra une accumulation granuleuse, qui semblait inclue dans des lyso-
somes, et périneuronale, localisée dans le cytoplasme des astrocytes, des cellules micro-
gliales et dans les gaines de myéline. Des agrégats de PrPsc étaient aussi présents, associés
aux cellules microgliales et aux astrocytes du nerf optique. De tels résultats suggerent que la
PrPsc peut se propager de maniére centrifuge depuis le cerveau a l'intérieur et entre les cel-
lules gliales et/ou en position non-axonale le long des axones du nerf optique.
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111.6.1.2. une éventuelle infectiosité cornéenne ?

La voie intraoculaire est particulierement efficace dans la transmission des maladies a
prions. Trois cas de transmission iatrogéne de la MCJ dus a des greffes de la cornée ont été
décrits (Duffy, 1974). Un cas de MCJ iatrogéne est également rapporté chez une patiente de
45 ans, trente ans apres avoir recu une greffe cornéenne suite a un kératocéne (Hogan,
1995). Le risque d’une telle situation est cependant trés faible ; le nombre de donneurs
d’organes atteints de MCJ a par exemple été estimé entre 0.5 et 4 sur la population totale
des Etats-Unis d’Amérique (Armstrong, 2006). Le recueil de I'anamnese aupres des donneurs
de cornée constitue un critere d'exclusion suffisant et adéquat pour gérer un tel risque selon
la Eye Bank Association of America.

Suite aux cas de transmission iatrogéne de MCJ lors de greffe cornéenne (Duffy, 1974),
Marsh et Hanson (1975) déciderent de reproduire expérimentalement une telle situation. lls
disséquerent les yeux de hamsters en phase clinique avancée d’ETV et rechercherent les
titres infectieux des cornées, de I’"humeur aqueuse, ainsi que des échantillons de cerveau.
L’épithélium cornéen fut disséqué sous microscope et les fragments obtenus furent soumis a
quatre cycles de congélation/décongélation pour une partie, tandis que I'autre fut mise a
incuber dans une boite de Pétri pendant 3 semaines. Les fragments furent ensuite inoculés
par voie intracérébrale a des hamsters en croissance selon un protocole classique de bio-
essai. Les auteurs détecterent ainsi des titres en agent infectieux non nuls dans les épithé-
liums cornéens ; ceux-ci étaient 10 000 fois inférieurs a ceux du cerveux. Les résultats du bio-
essai montrerent en outre que l'infectiosité de I'épithélium cornéen était plus élevée dans
ceux non soumis a incubation avant I'inoculation.

Les auteurs conclurent que I'épithélium cornéen était infectieux. La différence entre les
titres infectieux des épithéliums cultivés et non cultivés peut s’expliquer par une absence de
division cellulaire in vitro des cellules infectées. La durée de vie des cellules de I'épithélium
cornéen étant de de 7 a 10 jours, celles-ci ont un fort pouvoir de réplication in vivo ; cepen-
dant celui-ci est bien plus faible in vitro. Comme le temps de réplication de I'agent de la
tremblante in vitro coincide avec celui des cellules de I’épithélium (Clarke & Haig, 1970), ce-
lui-ci est sans doute capable de supporter in vivo un niveau d’infection modéré. Une seconde
explication réside slirement dans le fait que I’épithélium cornéen contient des terminaisons
nerveuses non myélinisées au niveau desquelles les prions pourraient se répliquer.

La transmission des maladies a prions lors de greffe cornéenne est donc possible, toutefois
cela représente un risque extrémement faible.

Les greffes cornéennes ne sont pas pour autant le seul moyen de transmission de prions par
voie oculaire. En raison du caractére potentiellement infectieux de la cornée lors de maladie
a prions, la transmission iatrogene de MCJ par voie oculaire superficielle avec des matériels
réutilisables comme les tonomeétres constitue également un risque en ophtalmologie (Dava-
nipour et al. 1985). Une étude rétrospective de cas de MCJ sporadiques a en effet montré
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une proportion élevée de patients ayant eu des examens tonométriques dans les trois ans
précédents I'apparition des signes cliniques. Cependant, le développement de systemes ré-
cents intégrant des protections a usage unique permettent de minimiser un risque déja mi-
nime. L'utilisation répétée en ophtalmologie de lentilles de contact rigides perméables pour
des essais de tolérance constitue également un risque potentiel de contamination croisée
entre patients, étant donné la capacité d’adsorption des prions sur des surfaces. Un tel cas
serait survenu en Grande-Bretagne en juin 1999 (Armstrong, 2006). Dans leur étude de
2003, Comoy et al. ont évalué expérimentalement I'efficacité de différentes modalités de
désinfection des lentilles rigides perméables vis-a-vis des prions. Celles-ci ont été contami-
nées sur leur face interne avec une quantité connue de matériel infectieux, issu de la souche
263K de tremblante adaptée au hamster, adsorbé par séchage pendant 18 heures. Les diffé-
rents traitements de désinfection ont été réalisés selon les recommandations du fabricant
ou de 'OMS. La détection de la présence résiduelle de prions a ensuite été réalisée par bio-
essai en inoculant des hamsters par voie intracérébrale soit avec le matériel désorbé des
lentilles selon les méthodes habituellement préconisées soit directement avec les lentilles
réduites en poudre. Les résultats ont confirmé que les prions peuvent s’adsorber trés effica-
cement sur des surfaces et que les protocoles de désorption habituellement préconisés ne
permettent pas nécessairement de les désorber totalement. Les traitements de désinfection
des lentilles ophtalmologiques utilisés (titrant 0,4 a 0,5 % en chlore actif) diminuaient d’au
moins un facteur 10 000 000 la charge infectieuse retenue sur la surface de lentilles conta-
minées expérimentalement et constitueraient donc un élément important de protection
contre une infection potentielle avec une souche de prion par voie oculaire. L’'emploi actuel
de lentilles a usage unique pour les essais de tolérance a permis toutefois de s’affranchir de
ce risque.

Aucune étude n’a mis en évidence la présence de prions dans les larmes (Hogan, 2003) ; la
transmission par contact direct n’a jamais été démontrée et semble peu probable.

Si le caractere infectieux, quoique faible, de le cornée a été démontré, la transmission de
maladie a prions se produit avec un risque extrémement faible lors de greffe cornéenne. Il
faut cependant noter que le nombre d’études ayant recherché I'infectiosité de la cornée est
trés limité et celles qui sont disponibles ne bénéficient pas des techniques diagnostiques
récentes. L'utilisation de matériel d’ophtalmologie constitue également un risque tres faible
de transmission par la cornée. L'utilisation de matériel a usage unique et le respect de pro-
tocoles de désinfection permettent de minimiser ce risque.

[11.6.2. Les hypothéses concernant le réle pathogéene des prions au sein de I’oeil

Dans le cadre de I'étude de la pathogénie des maladies a prions dans la rétine, Kercher et al.
(2004) ont examiné les rétines de souris transgéniques exprimant la PrP de hamster (SHa-
PrP) de fagon sélective dans différents types cellulaires. Les souris transgéniques tg7 expri-
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maient la SHa-PrP sous contréle du promoteur tg7 dans les cellules neuronales, les cellules
de Miller et les cellules microgliales. Les souris tgNSE ne I'exprimaient que dans les cellules
neuronales et les souris tgGFAP uniquement dans les cellules astrocytaires.

Les souris ont été inoculées par voie intraoculaire avec une souche 263K de tremblante
adaptée au hamster. Cette inoculation locale fut choisie afin de mettre en évidence des dif-
férences éventuelles dans les changements histologiques précoces. Bien que les trois lignées
de souris développérent la maladie et présentérent des lésions de spongiose et de neurodé-
génération dans le cerveau, des différences significatives d’étendue des lésions rétiniennes
furent notées.

Les souris tg7 présenterent des signes de hyalite, de vascularite rétinienne, d’apoptose et
d’atrophie rétinienne et de hauts niveaux d’accumulation rétinienne de PrPsc : 6 souris sur 7
a 42 jours post inoculation et 5 sur 5 a 90 jours. Les souris tgNSE montrerent seulement des
signes minimes d’apoptose rétinienne et une accumulation de PrPsc Iégerement plus faible
que pour les tg7. Cependant, cette différence dans les niveaux d’accumulation n’était pas
significative. Les signes histologiques des souris tgGFAP étaient similaires a ceux des tgNSE,
c’est-a-dire minimes, et I'accumulation rétinienne de PrPsc était nettement plus faible que
pour les précédents types de souris.

Ces différences histologiques s’expliquent probablement par le fait que I'atteinte de plu-
sieurs types cellulaires rétiniens soit nécessaire a la dégénérescence rétinienne.
L’accumulation de PrPsc dans les neurones uniquement serait suffisante au développement
de la neurodégénérescence dans le cerveau mais n’induirait pas des sévéres rétinopathies. Il
faudrait pour cela que la PrPsc se localise dans les cellules gliales de Miiller et les cellules
microcytaires.

Les résultats de cette étude impliqueraient donc plusieurs types cellulaires dans la pathogé-
nie des rétinopathies lors des maladies a prions.
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CONCLUSION

Notre travail a permis d’exposer I'état actuel des connaissances scientifiques concernant les
répercussions oculaires des maladies a prions chez I'animal.

Nous avons constaté que des modifications de la fonction visuelle étaient parfois rapportées.
Chez 'lhomme, des troubles visuels complexes et subtils surviennent notamment lors de
vMCJ. De tels troubles sont cependant difficilement évaluables chez I'animal mais ces der-
niers pourraient exister sans qu’une expression clinique ne soit remarquée. Par ailleurs, le
développement de signes nerveux généraux séveres peut masquer leur expression clinique.
L’existence de troubles de la fonction visuelle ne peut donc étre exclue dans I’état actuel de
nos connaissances.

De rares et inconstantes lésions du fond d’ceil constituent les seules anomalies rapportées
lors de I'examen oculaire d’animaux atteints d’EST. Celles-ci traduiraient la présence d’un
matériel complexe éosinophilique situé entre la couche des articles externes des photoré-
cepteurs et celle de I'épithélium pigmentaire de la rétine.

La PrPsc ne s’accumulerait que dans la neurorétine, exception faite des rares et anciennes
études qui ont rapporté une faible infectivité de la cornée. Cette accumulation est liée au
développement de rétinopathies, qui peuvent étre détectées avant I'apparition des signes
cliniqgues généraux. Selon le modele animal étudié, le génotype de I’'hdte et la souche de
prions employée, les aspects histologiques, immunohistochimiques et électrorétinogra-
phiques de ces rétinopathies varient. La dégénérescence rétinienne n’est pas systématique
chez les ruminants, contrairement a certains modeles murins. L'accumulation systématique
de PrPsc dans les couches synaptiques de la neurorétine des ruminants semble étre couplée
a une atteinte sélective des cellules bipolaires associées aux batonnets.

La pathogénie des maladies a prions dans la rétine impliquerait, en plus des neurones, les
cellules de Miller et les cellules microcytaires. Il semblerait que I'atteinte oculaire survienne
de maniere centrifuge depuis le cerveau, avec une propagation des PrPsc a l'intérieur et
entre les cellules gliales et/ou en position non-axonale le long des axones du nerf optique.

Une récente étude (Smith et Greenlee, 2014) a permis de montrer que des échantillons réti-
niens pouvaient étre utilisés pour des tests commerciaux de détection rapide mais unique-
ment sur des animaux atteints cliniquement. lls ne peuvent a ce jour remplacer ceux prati-
qués sur des échantillons de tronc cérébral réalisés dans le cadre des programmes de sur-
veillance.

De tels résultats traduisent I'intérét actuel de I'étude des répercussions oculaires lors de
maladies a prions chez I'animal. Il est ainsi trés probable que de nouvelles études viennent
compléter I'état actuel de nos connaissances dans un futur proche.
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Résumé :

Les prions, agents transmissibles non conventionnels provoquent des maladies neurodégé-
nératives contagieuses mortelles. Aprés une dissémination entre et dans les cellules gliales
du nerf optique, les conformeres anormaux de la protéine prion, les PrPsc, qui sont les prin-
cipes infectieux de ces encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST), atteignent la
rétine, véritable extension du systeme nerveux central. Possédant une organisation anato-
mique simple qui en fait un tissu de choix pour I'étude des maladies a prions, la rétine con-
centre les répercussions oculaires de ces maladies. Les Iésions rétiniennes varient selon les
modeles animaux, les souches de prions et le génotype de I'hGte envisagés. Chez les rumi-
nants, la dégénérescence rétinienne n’est pas systématique, contrairement a I'accumulation
de PrPsc dans les couches synaptiques de la neurorétine. Cette accumulation semble étre
couplée a une atteinte sélective des cellules bipolaires associées aux batonnets.

Abstract :

Prions are non conventional transmissible agents, causing fatal neurodegenerative diseases.
After a centrifugal spread within or between glials cells of the optic nerve, the infectious prin-
ciples of these transmissible spongiform encephalopathies which are abnormal prion protein
conformers, reffered to as PrPsc, reach the retina, that represents an extension of the central
nervous system. Retina is an interesting tissue for studying prions diseases due to its simple
anatomical organization and as it focuses eye involvement. Retinal lesions depend on animal
model, prion strain and host genotype. In ruminants, retinal degeneration does not develop
systematically, while PrPsc accumulation always occurs in synaptic layers of the neuroretina
and seems more specifically linked with selective impairment of rod associated bipolar cells.

Mots-clés :

Maladies a prions, PrPsc, ruminants, animaux de laboratoire, rétine, rétinopathies
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