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LEncéphalopathie Spongiforme Bovine
(ESB), la tremblante du mouton (la scrapie),
la Maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ) font
partie de la famille des Encéphalopathies

Résumé

Les Encéphalopathies Spongiformes Transmissibles (EST) sont des maladies neu-
rodégénératives caractérisées par l'accumulation dans le cerveau d’une forme
anormale de la protéine prion, la PrP. La PrP cellulaire est une glycoprotéine mem-
branaire qui a deux sites de glycosylation. La susceptibilité des moutons a la trem-
blante, la plus répandue des EST, est sous le contrdle d’un polymorphisme
génétique en position 136, 154 et 171 de la protéine PrP. Différents travaux ont
montré que 'efficacité de la conversion de la PrP normale (PrPc) en PrP anorma-
le (PrPsc) pouvait étre influencée a la fois par son degré de glycosylation et par sa
séquence primaire en acides aminés. Au cours de notre travail de production d’an-
ticorps monoclonaux dirigés contre la PrP ovine, nous avons obtenu de nouveaux
anticorps discriminants les différentes formes glycosylées de la PrP. Parmi ces
anticorps, nous avons montré que certains présentent une affinité différentielle
vis-a-vis des alleles de la PrP, essentiellement en position 171. Cette position est
connue pour jouer un role majeur dans le controle de la résistance (Arginine,
R171) et de la sensibilité (Glutamine, Q171) des moutons a la tremblante. Ces
anticorps représentent de nouveaux outils pour étudier la relation entre le niveau
de glycosylation de la PrPc et sa capacité a étre convertie en PrPsc. Ils nous per-
mettront également une analyse plus fine du profil électrophorétique des diffé-
rentes glycoformes de la PrP anormale dans le cadre du typage de souches de
prions. Enfin, ces anticorps peuvent étre utilisés pour le génotypage rapide des
moutons en vue d’une sélection d’animaux résistants a la tremblante et pour la
compréhension des bases moléculaires de la résistance a la tremblante conférée
par la présence de I’Arginine en position 171 de la PrP.

Approche
immunochimique
de la structure
de la protéine
cellulaire PrPc
ovine.
Caractérisation
d’anticorps
discriminant les
glycoformes et
les alleles de la
protéine Prion
chez le mouton

Spongiformes Transmissibles (EST). En I'ab-
sence dune identification définitive de la
nature biologique de I'agent causal, la trans-
formation de la protéine normale, la PrPc, en
une protéine anormale, la PrPsc, est trés sou-
vent impliquée dans cette maladie (Prusiner
1998). La PrPc est une protéine ubiquitaire,
minoritaire (Moudjou et al 2001) et est atta-
chée a la membrane plasmique de la cellule
par une ancre Glycosyl Phosphatidyl Inositol
(GPI). Elle possede deux sites de glycosyla-
tion et un pont disulfure. Le role des chaines
glycosylées dans l'efficacité de conversion de
la PrPc en PrPsc reste encore assez mal
connu.

Le polymorphisme dans la séquence en
acides aminés de la protéine prion, principa-
lement en position 136, 154 et 171, gouverne
la susceptibilité des moutons a la tremblante
naturelle. Les animaux de génotype VRQ/VRQ
ou ARQ/ARQ sont sensibles a la maladie
contrairement a ceux de génotype ARR/ARR.
Les animaux hétérozygotes en position 171
(VRQ/ARR ou ARQ/ARR) sont modérément
sensibles a la tremblante (Laplanche et al
1993, Elsen et al 1999).
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La caractérisation d’anticorps monoclo-
naux (AcMc) dirigés contre la PrP ovine nous
a permis d’isoler une nouvelle catégorie d’an-
ticorps qui présentent une spécificité vis-a-vis
des différentes formes de glycosylation et des
alleles de la PrP (Moudjou et al 2004). Les
deux sites de glycosylation de la PrP ovine
sont en position Asparagine 184 (site 1) et
Asparagine 200 (site 2). Elle peut étre expri-
mée soit sous la forme bi-, mono- (deux gly-
coformes) ou non glycosylée. Deux classes
d’AcMc ont été obtenues, en utilisant la PrP
recombinante exprimée dans la bactérie
E.colt comme antigene (Equipe Biologie
Physico-chimique des Prions, VIM, INRA,
Jouy-en-Josas). Nous avons montré que ces
anticorps se distinguent des AcMc classiques
par un profil de reconnaissance de la PrP
dépendant de son état de glycosylation. La
premiere catégorie (catégorie I, Vb et V61)
reconnait spécifiquement la forme mono- et
non glycosylée de la PrP par western blotting
et par immunoprécipitation. La deuxieme
catégorie (catégorie II, V14 et V31) reconnait
majoritairement les bandes monoglycosylée
et non glycosylée, mais possede néanmoins
une faible affinité pour la forme biglycosylée
de la PrP. Ces nouveaux AcMc nous ont per-
mis de démontrer qu’'au niveau de ce qui est
communément appelé la bande monoglycosy-
lée, existe en réalité deux protéines de
masses moléculaires différentes (figure 1). La
bande supérieure de cette bande dite mono-
glycosylée est détectée par les AcMc de la
catégorie I et correspond a la population de la
PrP monoglycosylée sur le site 2 de glycosy-
lation (PrP-Mono2). La bande inférieure
représente la population de la PrP monogly-
cosylée sur le site 1 de glycosylation (PrP-
Monol) et est reconnue par les AcMc de la

catégorie II. Ces résultats montrent égale-
ment que la taille des chaines des glycanes
attachées sur le site 2 est plus grande que
celle des polysaccharides présents au site 1
de la PrP ovine, comme cela a été montré par
spectroscopie de masse a partir de la PrPsc
de souris (Stimson et al 1999). Lutilisation
d’extrait de cerveaux de souris transgéniques
exprimant des mutants de glycosylation dans
chacun des deux sites (Laboratoire de Martin
Groschup, Allemagne) a permis de confirmer
nos résultats. Les épitopes reconnus par ces
deux catégories d’anticorps sont probable-
ment conformationels.

De plus, nous avons montré que l'un des
AcMc de la catégorie 1 (V5) est spécifique de
I'allele ARR alors qu'un autre AcMc (V61) pré-
sente une forte affinité pour l'allele VRQ ou
ARQ de la PrP, ceci quel que soit le systéeme
d’expression des différentes protéines (chez
le mouton, dans des cellules Rov en culture
Vilette et al 2001, Sabuncu et al 2003 ; dans
des bactéries Rezaei et al 2000). C’est la posi-
tion 171 Q/R de la protéine PrP ovine qui est
déterminante dans la spécificité de ces anti-
corps.

Ces réactifs représentent le premier
exemple d’AcMc permettant une distinction
entre les alleles de la PrP associés a la sus-
ceptibilité des moutons a la tremblante. Ils
pourraient représenter un outil précieux pour
différencier des moutons en fonction de I'aci-
de aminé en position 171 (R/R, Q/Q, Q/R)
dans un test rapide de sélection génétique, en
complément aux tests moléculaires clas-
siques. Lensemble de ces résultats confirme
que des changements de conformations
locaux de la molécule de PrP pourraient étre

Figure 1. Approche immunochimique de la structure de la protéine cellulaire PrPc ovine : récapitulatif des
résultats obtenus par western blot et immunoprécipitaion avec les anticorps anti-glycoformes et anti-
alleles de la protéine PrPc. Les différentes glycoformes de la PrP sont représentées différemment. Les
petits triangles clairs correspondent a la chaine des sucres associée au site 1, alors que les triangles noirs
représentent les glycanes présents sur le site 2 de glycosylation de la PrP. La taille des glycanes fixés sur
le site 2 est plus importante que celle des glycanes attachés au site 1. Notre modéle propose que les
chaines de polysaccharides contrélent 'accessibilité des anticorps a la région de la PrP située juste en
amont de leur site d’attachement. Une de ces régions contient la position 171 associée a la susceptibili-

té des moutons a la tremblante.
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associés a la substitution d’acide aminé en
position 171 et montre que certains épitopes
de la PrP, notamment des épitopes spéci-
fiques d’alleles, peuvent étre masqués par la
présence de glycanes. Enfin, l'utilisation de
ces anticorps nous permettra d’aborder les

questions relatives au réle de chacun des
deux sites de glycosylation de la PrP dans le
phénomeéne de conversion, et de mieux
caractériser les différentes souches de
Prions en analysant finement leur profil gly-
cotypique.
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Abstract

Characterisation of monoclonal antibodies
discriminating the glycoforms and alleles of
the sheep prion protein

Transmissible spongiform encephalopathies (TSE)
are fatal neurodegenerative diseases characterised by
the accumulation in the brain of an abnormal form of
the host PrP protein. PrP is a cell surface protein with
two glycosylation sites. Susceptibility to sheep scrapie,
the most widely spread TSE, is controlled by a poly-
morphism of the ovine Prnp gene at amino acid posi-
tions 136, 154 and 171. Different studies have shown
that the efficiency of conversion of normal PrP (PrPc)
into the disease-associated form (PrPsc) is influenced
by its carbohydrate moiety and also by its amino acid
sequence.

In the present work, we characterised four glyco-
form-dependent monoclonal antibodies raised against

sheep PrP. We demonstrate that these antibodies dis-
criminate the PrP monoglycosylated species.
Interestingly, the recognition of PrP by two of these
antibodies was strongly influenced by the amino acid
present at position 171, i.e. either Gln or Arg. This
polymorphism is known as being the main determinant
of susceptibility (Glutamine, Q171) and resistance
(Arginine, R171) to scrapie in sheep.

In conclusion, the monoglycoform-assigned and the
allotype-restricted antibodies described here, should
provide further opportunities to investigate the involve-
ment of each glycan chain into PrP conversion in rela-
tion with prion strain diversity. They might also be of
interest for fast animal geneotype typing and for
understanding the basis of the resistance conferred by
the presence of Arginine at amino-acid 171 of PrP.
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