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Conservation des
"prions " chez les
Vertébreés

Les encéphalopathies spongiformes transmissibles sont entrées
relativement récemment, mais de maniere fracassante, parmi les

grands sujets d’inquiétude de notre époque. Ces maladies sont non
conventionnelles en ce sens que leur agent €etiologique est tres cer-
tainement une protéine, le "prion”. Des données récentes indiquent

que bien gu’il existe des barriéres d’espéeces entre les différents
Mammiféres, elles ne sont pas strictes. Ainsi, les EST sont forte-
ment suspectees de passer des Bovins a 'Homme par I'alimenta-
tion, posant de redoutables problémes de santé publique. Cet
article examine les données actuelles concernant I'existence de
protéines de type prion chez les autres Vertébrés, en particulier les
Poissons, autre source importante de I'alimentation humaine, et
leur ressemblance avec les prions mammaliens, d’ou pourrait
découler une éventuelle dangerosité.

Le mot prion a été créé en 1982 pour nom-
mer I'agent étiologique présumé des encépha-
lopathies spongiformes subaigués transmis-
sibles (ESST), un groupe de maladies neuro-
dégénératives qui affecte le systeme nerveux
central de 'Homme et d’autres Mammiferes.
Il fait clairement référence au fait que cet
agent est de nature protéique (prion = protei-
naceous infectious agent). Les protéines
prions présentent deux isoformes (appelées
aussi conformeres) : PrPc, dite cellulaire ou
normale, et PrPSc, résistante aux protéases.
L"hypothése prion" propose que l'isoforme
PrPSc a la capacité de transmettre sa confor-
mation anormale aux PrPc, ce qui conduit a
une accumulation de PrPSc dans les cellules
nerveuses et cause ainsi la maladie.

Le terme prion a tendance a étre utilisé pour désigner un nombre de plus en
plus vaste de protéines souvent tres divergentes. L'état actuel des connais-
sances permet de conclure a I'existence de "prions" potentiellement patho-
genes chez les Mammiféres uniquement. Des protéines de la méme famille ont
été trouvées chez les Oiseaux et les Tortues. Enfin, aucun homologue des
"prions" n’a pu étre mis en évidence chez les Poissons, en dépit de recherches
approfondies. Une révision de la nomenclature de ces molécules semble donc
s’'imposer, a des fins de précision scientifique et d’information claire du public.

Le présent article vise a faire le point sur la
conservation des genes codant pour des pro-
téines ressemblant structurellement aux
prions, déja isolés chez des Vertébrés non
Mammiféres (Oiseaux et Tortues), et a exami-
ner la possibilité que de tels génes soient plus
largement présents chez ces animaux, en par-
ticulier chez les Poissons.

Les glissements successifs de la définition
originelle des prions sont source de confu-
sion, d’une part pour la communauté scienti-
fique et d'autre part pour le grand public.
Nous utiliserons donc dans cet article le
terme prion pour désigner strictement les
protéines qui sont reconnues comme étant les
agents des ESST chez les Mammiferes. Nous
nommerons PrP les autres protéines dont il
sera essentiellement question dans cet article.
Elles ressemblent aux prions soit par leur
séquence primaire, soit par leur propriété
d’acquérir et transmettre des conformations
alternatives. Dans cet article, le prion sera
donc une PrP infectieuse et pathogene de
Mammifeéres, et les PrP un ensemble de pro-
téines trés hétérogénes, comme nous le dis-
cuterons.



L'homologie entre
PrP de mammi-
feres est voisine de
90%, elle est beau-
coup plus faible
avec les PrP des
autres vertébrés.
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Conservation évolutive
des PrP chez les Vertébrés

Les genes Prp appartiennent a une superfa-
mille génique qui comprend les différents
orthologues Prp connus chez de nombreux
Mammiféres et Oiseaux, et les génes doppel,
qui sont des paralogues provenant d’'une
duplication en tandem, connus chez la Souris,
le Rat et 'Homme. Cette duplication évolutive
probablement récente a donc eu comme
résultat, chez ces especes au moins, la pré-
sence de deux génes similaires et proches I'un
de l'autre sur le méme chromosome. Un seul
article traite de la conservation évolutive des
PrP entre plusieurs classes de Vertébrés (27
protéines de Mammiféres et 9 d'Oiseaux,
Wopfner et al 1999). Au sein des Mammiferes,
la conservation des PrP est forte (plus de 90 %
d’identité). Entre les Mammiferes et les
Oiseaux, I'hnomologie globale est faible (envi-
ron 40 %). Cependant, malgré les quelques 130
millions d’années d'évolution divergente
entre ces deux groupes d’animaux, il existe
des éléments structuraux conservés entre les
PrP aviaires et mammaliennes : un domaine
hydrophobe fortement conservé, précédé de
plusieurs motifs en tandem et une région
basique amino-terminale. Plus récemment
une PrP de Tortue a été isolée (Simonic et al
2000), ce qui permet d'inférer I'existence de
protéine(s) PrP chez les espéces situées a la

base du phylum des Amniotes (c'est-a-dire
des Vertébreés vraiment terrestres -a I'exclu-
sion donc des Amphibiens, qui sont apparus il
y a environ 250 millions d’années). Cette pro-
téine de Tortue posséde environ 40 % d’homo-
logie avec les PrP de Mammiféres et 60 % avec
celles d’Oiseaux. Selon les auteurs, sa struc-
ture secondaire est proche de celle des prions
de Mammiferes (figure 1). Il existe toutefois
des différences notables dans le nombre et la
nature des répétitions (10 hexaméres chez la
Tortue, 6 a9 chez les Oiseaux, et 5 octameres
chez les Mammiféres). Dans le domaine
hydrophobe trés conservé, supposé étre a
I'origine des changements de conformation,
la protéine PrP de Tortue posséde une histidi-
ne. Or, il a été montré que, dans certains cas
au moins, les PrPc possédant cet acide aminé
perdent la propriété de changer de conforma-
tion au contact d’'une PrPSc (Salmona et al
1999). Il est donc possible que les PrP de
Tortue ne possedent pas la propriété biochi-
mique caractéristique des prions (change-
ment de conformation spatiale) qui les rend
pathogénes.

Ce n’est pas la seule différence analysée et
reconnue entre les prions mammaliens et les
PrP des autres Vertébrés. Ainsi, par exemple,
Marcotte et Eisenberg (1999) ont aussi
démontré que la protéine PrP de Poulet ne lie
pas le cuivre, alors qu'il s’agit d’'une propriété
caractéristique des prions mammaliens. Ceci

Figure 1. Conservation de la structure des protéines prion chez les Vertébrés (adapté d'aprés Simonic et al 2000).
La structure primaire de ces protéines est peu conservée chez les Vertébrés (voir texte), cependant on
retrouve des motifs semblables dans des dispositions voisines, signant I'appartenance de ces molé-
cules a la méme famille. Un point important a noter est que ces analogies ne signifient pas que les pro-
priétés biochimiques des protéines de Mammiféres, d’'Oiseaux et de Tortue sont identiques, en particu-
lier en ce qui concerne les possibilités de repliement. Il est également a souligner que les caractéris-
tiques structurales et les propriétés n'ont été analysées en détail que chez les Mammiféres (en rouge),
pour les autres espéces il s'agit de sites putatifs inférés a partir de la séquence uniquement.
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démontre I'existence de domaines aux fonc-
tions différentes dans ces diverses molécules.

Par ailleurs, I'organisation structurale glo-
bale des PrP (domaine hydrophobe et répéti-
tions en tandem) n’est pas propre a cette
famille de protéines. Certaines protéines liant
I’ARN possédent aussi une organisation glo-
bale tout a fait semblable (en particulier des
répétitions d'acides aminés dans la région
amino-terminale) et une suite d’acide aminés
hydrophobes identique ou semblable & celle
que I'on trouve dans les PrP.

En résumé, il apparait clairement que les
éléments structuraux qui caractérisent les
prions mammaliens ne se retrouvent pas tous
dans les PrP d'autres Vertébrés, et que, en
revanche, certaines des caractéristiques des
prions se retrouvent dans des proteines de
familles tres différentes.

Des études récentes de génomique compa-
rée (par exemple, sur des levures, Malpertuy
et al 2000) montrent clairement que la plupart
des familles de génes sont conservées au
cours de I'évolution, méme si certaines
especes possedent parfois plus de copies des
genes homologues, a la suite d’événements de
duplication partielle ou totale du génome, ou,
au contraire, ont un nombre inférieur de
genes d’'une famille donnée. Une autre situa-
tion, relativement rare, est I'apparition d’une
nouvelle famille de génes, dont les membres
se maintiennent et se multiplient dans un phy-
lum donné. Dans I'état actuel des connais-
sances, il semble bien que la famille des genes
de type PrP fasse partie de ce deuxiéme type,
et soit propre au phylum des Vertébrés ou a
un sous-ensemble de ce phylum. Ces génes
sont bien conservés chez les Mammiferes, et
divergent trés rapidement chez les autres
Amniotes. Dans quel groupe va-t-on perdre
leur trace ?

Une PrP chez les Poissons :
état de l'art et hypothéses

Les "Poissons” : un ensemble
complexe

Le terme "Poissons" (définis dans le dic-
tionnaire Robert comme des Vertébrés
nageant dans I'eau et pourvus de nageoires)
est un mot du langage courant qui n’est en fait
pas pertinent du point de vue du classifica-
teur ou de I'évolutionniste, car il englobe des
animaux appartenant a plusieurs groupes
phylogénétiques. A l'intérieur des Poissons
osseux (il ne sera pas question ici des
Poissons cartilagineux ou Chondrichtyens,
comme les Requins et les Raies), les
Actinoptérygiens (définis par la présence de
nageoires rayonnées, et dont font partie les
Téléostéens qui sont les Poissons les plus
couramment consommeés) ont divergé des
Sarcoptérygiens (définis par la présence de
nageoires charnues, et dont font partie les
Amniotes) il y a environ 400 millions d’années
(figure 2). Des génes Prp sont connus chez
les Mammiféres, Oiseaux, et une espece

de Tortue. Il est donc clair qu'il e(t été, d’'un
strict point de vue phylogénétique, plus perti-
nent de rechercher la présence de génes
PrP d'abord chez les animaux les plus
proches des Mammiféeres, Oiseaux et Tortues,
c'est-a-dire les reptiles (serpents et [ézards) et
les amphibiens (Tétrapodes), puis ensuite les
poissons Sarcoptérygiens actuels (Dipneustes,
Polyptéres), car ces lignages ont divergé rela-
tivement recemment de ceux qui ménent aux
Mammiferes, et seulement ensuite chez les
poissons Actinoptérygiens.

Cependant, tous les poissons d'intérét éco-
nomique en aquaculture - a I'exception des
Esturgeons - appartiennent au groupe des
Téléostéens. C’est surtout en raison d'une ali-
mentation des poissons d’élevage auparavant
largement assurée par des protéines prove-
nant d’animaux terrestres, qu'il est apparu
prioritaire de rechercher les PrP chez les
Poissons Téléostéens. Une certaine émotion,
dans la presse grand public, avait en effet
suivi la publication d’'une note rapportant la
possible existence, chez une espéce non pré-
cisée de Saumon, d’'une protéine de type PrP
(Gibbs et Bolis 1997). Les arguments étaient
toutefois tres indirects puisque ce travail
avait simplement montré que, en Western
blot, un anticorps anti-PrP humaine (3F4)
reconnaissait un épitope dans un extrait de
protéines de cerveau d'une espece de
Saumon. Cela constituait toutefois une base
pour rechercher des protéines de type PrP
chez les Poissons, en particulier les
Salmonidés.

Les recherches directes d’éven-
tuels PrP de poissons

Notre équipe de recherche a commencé par
reproduire cette expérience chez la Truite
Oncorhynchus mykiss et par la suite tenté,
sans succes, d’isoler une protéine PrP par plu-
sieurs approches. En particulier, le criblage
(800 000 clones) d'une banque d’expression de
cerveau de Truite a été réalisé avec I'anticorps
3F4. Sur les 63 clones positifs analysés, un seul
s'est montré porteur d’une séquence protéique
de type RNA-binding (protéines se liant a
I’ARN, de la famille EWS, et donc sans rapport
fonctionnel avec les PrP) dans laguelle un
motif hydrophobe de 6 acides aminés iden-
tigue a celui du PrP avait pu entrainer une
reconnaissance par I'anticorps 3F4. Nous sug-
gérons donc que les résultats obtenus avec
I'anticorps 3F4 sur des cerveaux de
Salmonidés (hybridation croisée) n’indiquent
pas nécessairement la présence d’'une molécu-
le de la famille des PrP dans le génome des
Poissons. Il est a signaler, a ce propos, que
d'une part I'anticorps 3F4 ne fournit pas de
résultats probants chez une autre espéce de
Poisson testée (le Médaka, Oryzias latipes,
poisson utilisé comme modele, notamment en
biologie du développement et en génétique) et
que, d’'autre part, un autre anticorps utilisé
dans la recherche de prions chez les
Mammiferes (2D6) donne des résultats néga-
tifs chez la Truite comme chez le Médaka.
Outre ce criblage par anticorps, nous avons
également effectué des criblages d’une banque
d’ADN complémentaire de cerveau de Médaka
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Figure 2. Arbre phylogénétique des Gnathostomes (Vertébrés a machoires) actuels.
La radiation entre animaux a squelette cartilagineux (Chondrichtyens) et a squelette osseux

(Ostéichtyens) s’est faite il y a environ 420 millions
prennent les Téléostéens et quelques autres groupe

d'années (MA). Puis les Actinoptérygiens (qui com-
s, par exemple les Chondrostéens -Esturgeons) ont

divergé des Sarcoptérygiens. Les Tétrapodes sont apparus a partir d’'un rameau de Sarcoptérygiens il y

a environ 350 MA. Les Sarcoptérygiens actuels son

t donc représentés par les Tétrapodes, et quelques

autres groupes ou especes (les Dipneustes ou poissons pulmonés, et le coelacanthe ou Latimeria). Noter

gue l'existence de protéines PrP n’est documentée
économique appartiennent quasi-exclusivement au

gue chez certains Amniotes. Les Poissons d'intérét
groupe des Téléostéens (qui appartiennent aux

Actinoptérygiens), et aucun géne PrP n’a actuellement été isolé chez des animaux de ce groupe.
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avec des sondes nucléotidiques correspondant
aux régions codantes des genes PrP de Souris
et de Mouton. La encore, aucun signal d’hybri-
dation probant n’a pu étre obtenu. Enfin, nous
avons tenté une approche par PCR : des ADN
complémentaires ont été synthétisés a partir
d’ARNs messagers extraits de cerveaux de
Médaka adulte, et nous avons choisi des oli-
godéoxynucléotides dégénérés a partir des
données de séquence publiées sur les genes
PrP (deux courtes régions conserveées).
Aucune bande exploitable n’a pu étre obtenue
aprés PCR. Tous nos efforts de recherche
directe de gene PrP chez les Poissons se sont
donc soldés par des échecs.
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Oiseaux

Mammiferes

La recherche dans les banques
de séquence

Les recherches informatiques dans les
banques de séquences d’ADN du poisson-
zébre n'ont pas permis d’identifier de PrP
(voir le site web http://www.mad-cow.org).
Plusieurs centaines de milliers d'étiquettes
(ou EST pour Expressed Sequence Tags :
séquences partielles) ont pourtant été
séquencées chez cette espéce et une bonne
partie d’entre elles provient de banques
construites a partir d’ARNs de cerveau adulte.
Le méme type d’approche effectuée chez le
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Xénope n'a pas non plus conduit a identifier
de gene PrP.

Il apparait donc qu’aucun homologue de Prp
ou de doppel n'a été retrouvé chez les
Vertébrés Anamniotes ("Poissons" ou
Amphibiens). Quoiqu’il en soit, le Sanger
Center (important centre de séquencage basé
en Angleterre) a choisi de compléter la
séquence du génome du Poisson-zebre (Danio
rerio) en second aprés celui de I'Homme, et ce
projet devrait étre achevé vers fin 2002
(http://lwww.sanger.ac.uk/Projects/D_reriol).
On pourra donc prochainement ré-examiner
ce probleme d'un éventuel Prp chez les
Téléostéens a partir de données exhaustives.

Pour identifier un géne PrP chez ces
especes, une piste considérée comme intéres-
sante consiste a exploiter 'homologie claire
qui a été établie entre d'une part le géne
KIAA0168 humain (géne de fonction incon-
nue), qui est le plus proche voisin chromoso-
mique du Prp et du doppel chez ’'Homme, et
d’autre part une séquence partielle (EST) du
poisson-zebre. Il semble donc que pour trou-
ver un éventuel Prp de poisson-zebre, il faille
faire I'hypothese d'une synténie (conserva-
tion des relations de voisinage entre genes)
entre les Mammiféres et les Téléostéens dans
cette région chromosomique, puis partir de
I’'hnomologue Poisson relativement bien
conservé du géne KIAAQ168, et rechercher
les génes voisins sur le chromosome du
Poisson-zebre. Le fait que cette approche trés
indirecte soit envisagée indique clairement, a
contrario, qu’il n’existe pas d’homologue
aisément reconnaissable du gene Prp de
Mammiferes chez les Poissons.

Conclusion

Toutes ces données n’excluent pas formel-
lement I'existence d’'une protéine a la structu-
re de type PrP chez les Poissons, mais, s'il y
en a une, son homologie globale avec les
prions de Mammiferes est vraisemblablement
extrémement faible. Les données scienti-
fiques actuelles laissent a penser que, chez les
Mammiferes, deux prions divergents n’inter-
agissent pas. Linteraction entre PrP non
mammaliens et prions de Mammiféres appa-
rait alors encore moins probable.

Une question qui semble se poser de fagon
urgente est celle des critéres utilisés pour
définir la famille "prion". Avec I'accumulation
des données de séquences provenant des pro-
grammes de génomique actuellement
conduits sur des especes différentes, il
semble évident que des efforts de nomencla-
ture sont nécessaires pour optimiser la com-
munication entre scientifiques. Les classifica-
tions actuelles des génes se basent en effet
sur des criteres trés hétérogeénes : structure
primaire de la protéine, implication dans des
cascades biochimiques, localisation cellulaire
ou embryologique, phénotype des mutants

nuls correspondants. Des spécialistes de clas-
sification moléculaire, génomique comparée,
structure protéique devraient donc étre
consultés, méme s'ils ne sont pas impliqués
dans les recherches sur les familles de pro-
téines concernées.

En ce qui concerne les recherches sur le
prion, qui mobilisent des scientifiques d’hori-
zons variés, un effort dans ce domaine est pri-
mordial. Pour la clarté de la communication
avec le grand public, il I'est tout autant, si I'on
prend en considération les angoisses parfois
injustifiées générées par I'annonce de l'isole-
ment d’'un "prion" chez telle ou telle espéce.
La nomenclature des prions n'a en effet
jamais été réellement réevaluée. Le nom de la
protéine ne fait pourtant pas référence a une
propriété particuliere de la molécule comme
par exemple une "boite" particuliére identi-
fiée dans sa séquence primaire. Le terme
prion avait été introduit en 1982 par Prusiner
pour remplacer I'expression "virus non
conventionnel" préalablement employée.
Comme nous l'avons vu, c’est un acronyme
qui signifie "protéine infectieuse", et qui visait,
selon Prusiner, a "souligner I'implication
d’une protéine dans le processus d’infection”.
En toute logique, ce nom ne peut donc s'ap-
pliquer qu'aux protéines directement impli-
quées dans les encéphalopathies.

Dans son discours prononcé lors de la
remise de son prix Nobel (Prusiner 1998),
Prusiner reconnait que la définition origina-
le devra étre étendue pour rendre compte
d’autres situations dans lesquelles un méca-
nisme similaire de transfert d’information a
lieu. Il est en effet sdr que la propriété bio-
chimique des PrP d’acquérir et propager des
conformeres variables est conservée sur
une tres large échelle évolutive. Chez la
levure, des protéines, non homologues aux
prions en ce qui concerne leur séquence pri-
maire (et qualifiées d’analogues par les
auteurs), ont aussi la propriété de propager
des formes altérées d’elles-mémes (Wickner
1994, Lindquist 1997). Les domaines qui
sous-tendent de telles propriétés existent
sans doute dans de nombreuses familles de
protéines sans pour autant qu’il n'y ait inter-
action possible entre deux membres de
familles différentes.

En ce qui concerne les protéines de verté-
brés non mammaliens, ni les propriétés infec-
tieuses, ni les propriétés de changement de
conformation n'ont été démontrées expéri-
mentalement. De plus, la faible identité en
acides aminés de ces protéines avec les
prions de Mammiféres ne permet pas d'attri-
buer en confiance de telles propriétés a ces
protéines. Il serait donc important que la
nomenclature permette d'éviter la confusion.
Prusiner emploie le terme de "déterminant
ressemblant au prion" dans ses publications
("prion-like determinant”). On attend un acro-
nyme plus court et compréhensible du grand
public.
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Jusqu'a présent,
les différentes
voies de recherche
explorées n'ont pas
permis de mettre
en évidence de pro-
téine de type PrP
chez les poissons.
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Abstract

Conservation of the prion proteins in
Vertebrates

The word prion (which stands for proteinaceous
infectious agent) has originally been coined in 1982 to
name the presumed, and unconventional, etiological
agent of the transmissible spongiform encephalopa-
thies, a group of neurodegenerative diseases which
affect the central nervous system of humans and other
mammals. Since that time, this word’s meaning has
widened enormously, so that it is now used to designa-
te a vast group of divergent proteins, sometimes even in
unicellular organisms like the baker’s yeast. This paper
is aimed at reviewing the problem of the existence of
“prions”, or PrP genes in non-mammalian vertebrates.
At present, definite PrP genes have been found in seve-
ral bird species, and in one turtle. However, the pro-
teins encoded by these genes are divergent from the
mammalian ones. In fishes, there is presently no evi-
dence for a PrP. Our group has looked for PrP gene(s)
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in trout and medaka, by various means (screen of a
trout expression library with an anti-PrP antibody, of a
cDNA medaka brain library with mouse and sheep DNA
probes, and by PCR) and never got a positive result.
Searches in fish -especially zebrafish- databases were
unable to detect a sequence with similarities to known
prions. It can be concluded from these negative results
that an eventual fish PrP gene is probably very diver-
gent from those characterised in mammals; and that it
would be extremely unlikely to share the pathological
properties of these latter molecules. In a more general
perspective, it appears that the problem of the nomen-
clature of the so-called “prion” proteins needs an upda-
te and a clarification.
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