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Introduction

Linfluence des facteurs génétiques sur la
sensibilité aux Encéphalopathies Spon-
giformes Transmissibles (EST) est connue
dans presque toutes les espéces, y compris
I'homme. Cependant, en dehors du gene
codant pour la protéine PrP, les autres acteurs
cellulaires restent majoritairement inconnus.
La connaissance de l'ensemble des genes
impliqués devrait permettre de mieux percer
les mécanismes de propagation et de réplica-
tion de 'agent infectieux et de déboucher sur
la mise en place de nouveaux moyens de

Résumé

L’'influence du polymorphisme au locus Prnp sur la sensibilité des animaux
aux Encéphalopathies Spongiformes Transmissibles (EST) est trés bien docu-
mentée pour I’espece ovine, avec la mise en évidence d’alleles associés a une
plus grande sensibilité des animaux aux EST ou au contraire a4 une plus gran-
de résistance. Cela a résulté dans la mise en place de nouvelles stratégies de
sélection afin de diminuer I'incidence de cette maladie chez cette espeéce.
Chez d’autres espéces, des études sont en cours, notamment chez la chévre
ou plusieurs alleles du géene Prnp ont été trouvés. En dehors du locus Prnp,
d’autres facteurs génétiques influencent la sensibilité des animaux. Le déve-
loppement des études de cartographie du génome des animaux de ferme a
permis la recherche de QTL (Locus agissant sur un caractére quantitatif).
Cela a conduit a la mise en évidence de génes influencant la sensibilité des
animaux aux EST, autres que Prnp, chez les bovins et les ovins, ainsi que chez
la souris, méme si I'identification et la validation des génes concernés restent
a déterminer.
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sélection et la recherche de nouvelles voies
thérapeutiques.

Lanalyse de la sensibilité aux prions dans
diverses especes, y compris 'homme, a rapi-
dement mis en évidence des influences géné-
tiques. Parmi celles-ci, il a été noté dans les
cas familiaux de maladie de Creutzfeld-Jacob,
de Gerstman-Straiissler-Scheinker et d’'insom-
nie familiale fatale, la présence de mutations
au locus Prnp localisé sur le chromosome 20.
Ce gene code la protéine PrPc dont I'isoforme
anormale PrPsc s’accumule dans le cerveau
des personnes atteintes (Prusiner 1998).
Limportance de ce locus sur la sensibilité a
cette maladie a été retrouvée dans plusieurs
especes, parmi lesquelles certains animaux
de rente, et analysée notamment par de nom-
breuses approches de transgénese chez la
souris impliquant notamment son invalida-
tion, qui rend les animaux résistants aux EST
(revue : Vilotte et Laude 2002). De nouveaux
modeles expérimentaux ont également vu le
jour afin d’étudier les mécanismes sous-
jacents.

Il a par ailleurs été noté que des animaux
porteurs a prior: d'un méme génotype au
locus Prnp pouvaient présenter une sensibili-
té différente vis-a-vis de l'infection a prions.
Cela laissait supposer I'existence d’autres fac-
teurs génétiques influencant ce caractere.
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Récemment, de nombreuses équipes se sont
mises en quéte de ces autres genes, principa-
lement chez la souris mais aussi chez certains
ruminants.

Dans cet article, nous évoquerons les der-
niers développements concernant les fac-
teurs génétiques ayant un role dans le
contréle de la sensibilité aux maladies a
prions dans différentes especes de rentes, et
en particulier chez les ruminants. Des
modeles expérimentaux récemment mis en
ceuvre pour l'analyse de ces facteurs seront
aussi présentés.

1 / Influence du locus Prnp
sur la sensibilité des
animaux aux EST

1.1 / Le modéle ovin

La protéine PrP est une protéine bien
conservée entre especes. La protéine ovine
présente néanmoins plusieurs variants qui
différent au niveau de dix codons. Parmi
ceux-ci, une corrélation a pu étre établie au
cours des années 1990 entre la nature des
acides aminés en position 136, 154 et 171 et la
sensibilité des animaux aux EST (Hunter et al
1989, Goldman et al 1990, Laplanche et al
1993, Westaway et al 1994, Belt et al 1995,
Elsen et al 1999 et tableau 1). Certains alleles
conferent aux moutons une forte sensibilité,
tel I'allele VRQ (V en position 136, R en posi-
tion 154 et @ en position 171) tandis que
d’autres, a I'inverse, semblent étre associés a
une plus grande résistance, notamment 1’alle-
le ARR. Lallele ARR ou plus précisément
I'acide aminé R en position 171 conférerait a
la protéine PrPc un réle de dominant négatif
sur la réplication des prions (Perrier et al
2002) bien qu’expérimentalement des mou-
tons ARR puissent étre infectés par I'agent de
I’Encéphalopathie = Spongiforme Bovine
(ESB) (Houston et al 2003). Cette association
entre alleles PrP et sensibilité aux prions a
ouvert la voie a la sélection des génotypes
résistants. Un tel schéma stratégique nécessi-
tait de s’assurer au préalable que :

Tableau 1. Influence du locus Pmp sur l'inciden-
ce de la tremblante naturelle, évaluée par le taux
de mortalité, au sein du troupeau ovin expéri-
mental INRA du domaine de Langlade.
Répartition des ovins selon les alléles du locus
Prnp. (D’aprés Elsen et al 1999)
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Mortalité due a la tremblante
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VRQ ARQ ARQ AHQ ARR AHQ ARR AHQ ARR ARR
VRQ VRQ ARQ VRQ VRQ ARQ ARQ AHQ AHQ ARR
153 441 223 103 153 100 108 13 74 137
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- la résistance conférée par 'allele ARR était
efficace contre I'ensemble des souches natu-
relles de tremblante en condition d’élevage,

- de tels animaux n’étaient pas simplement
des porteurs sains,

- le géne n’était pas en déséquilibre de liaison
avec des loci controlant des caracteres d’'in-
térét zootechnique ; en d'autres termes
qu'une sélection sur la résistance a la trem-
blante ne se ferait pas au détriment de cer-
taines qualités zootechniques.

Ce schéma impliquait également la mise au
point de techniques efficaces, a faible cofit,
de génotypage du locus. Les réponses aux
premiers criteres sont développées dans 1'ar-
ticle Barillet et al (2004, ce numéro). On cite-
ra ici néanmoins I'obtention récente par
I'INRA de souris transgéniques porteuses
d’'une construction visant a exprimer l'allele
ARR en absence de PrP endogene. Ces ani-
maux devraient permettre d’étudier plus en
détail les caractéristiques conférées par ce
variant en termes de résistance. Pour
répondre a la demande croissante de génoty-
page au locus Prnp, le Groupement d'Intérét
Economique (GIE) LABOGENA, structure
associant 'INRA et des partenaires de 1'éleva-
ge, a mis au point une plate-forme de typage
de mutations ponctuelles a haut débit par
Polymerase Chain Reaction (PCR) quantitati-
ve en temps réel. Ainsi, pres de 100 000 ana-
lyses ont été effectuées au cours de I'année
2002 au sein de ce laboratoire de référence
pour le programme national de sélection des
ovins pour la résistance a la tremblante.

Certains alleles modulent la sensibilité des
moutons aux EST. Ainsi, dans les conditions
naturelles d’infection, les ovins VRQ/VRQ et
ARQ/VRQ présentent des durées d'incubation
et des incidences cliniques de la maladie dif-
férentes (Elsen et al 1999). Les mécanismes
sous-jacents restent encore assez obscurs. En
utilisant des ovins de génotypes ARQ/VRQ ou
VRQ/VRQ, exposés de facon identique a la
tremblante naturelle, I’équipe du Professeur
Schelcher (INRA-ENVT), en collaboration
avec le domaine expérimental INRA de
Langlade et la Station d’Amélioration
Génétique des animaux (INRA), a mis en évi-
dence le schéma de dissémination de I'agent
dans l'organisme et la cinétique d’apparition
de la PrPsc dans les organes lymphoides péri-
phériques et le systéme nerveux central.
Cette étude a permis de confirmer les don-
nées existantes sur la pathogénie de la mala-
die, caractérisée par une longue phase de
lympho-invasion précédant la neuro-invasion,
et a montré que si le schéma tissulaire et cel-
lulaire de dissémination de I'agent était iden-
tique, la dynamique d’accumulation de la
PrPsc dans les tissus lymphoides et nerveux
était significativement plus lente chez les
individus ARQ/VRQ que chez les VRQ/VRQ
avec un effet plus marqué au sein du systéme
nerveux central comparé au systeme lym-
phoide.

Source d’informations précieuses, ce type
d’approche nécessite néanmoins un investis-
sement considérable en temps et en moyens.
La recherche de modeles alternatifs permet-
tant d’étudier plus aisément ces mécanismes
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présente un intérét certain. Parmi ceux-ci, on
peut citer 'utilisation de souris et notamment
de souris transgéniques (revue : Vilotte et
Laude 2002). Plus récemment des modeles
cellulaires ont été développés parmi lesquels
un modele capable de propager 'agent infec-
tieux de la tremblante du mouton, au labora-
toire de Virologie et Immunologie
Moléculaires de I'INRA (Vilette et al 2001).
Dans ces cellules épithéliales, 1'expression
inductible de l'allele VRQ permet la réplica-
tion de certaines souches ovines de tremblante.
A T'inverse, lorsque l'allele ARR est exprimé,
ces cellules restent résistantes, mimant ainsi
la situation naturelle (Sabuncu et al 2003).
Lanalyse de ces cultures suggere des diffé-
rences d’interactions entre les deux variants
PrP et la cellule héte. Ainsi ce modele ex-vivo
constitue un outil de choix pour analyser les
relations existantes entre la structure de la
protéine PrPc et la permissivité a I'infection
expérimentale, ce qui pourrait conduire a une
meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires impliqués dans la réplication et
la propagation de I'agent infectieux.

1.2 / Le modéele caprin

La présence de tremblante dans l'espece
caprine a été documentée au cours du 20
siecle dans plusieurs pays d’Amérique du
Nord (USA, Canada) et d’Europe (France,
Grece, Italie, Suisse et Grande-Bretagne). Des
études menées en Angleterre sur une possible
association entre un polymorphisme au locus
Prnp et la susceptibilité des chévres ont révé-
1é qu'un dimorphisme au codon 142 (I -> M)
était corrélé a des modifications de la durée
d’incubation tandis que d’autres polymor-
phismes en position 143 et 240 paraissaient
neutres pour ce caractere (Goldmann et al
1996). Cette méme équipe a également rap-
porté un polymorphisme affectant le nombre
de répétitions de l'octapeptide avec la des-
cription d’'un allele ne présentant que trois
répétitions de ce peptide au lieu des cinq
habituellement trouvées. Cette protéine de
plus petite taille serait également associée a
un allongement de la période d’incubation
(Goldmann et al 1998). Une étude récente sur
le premier troupeau atteint de tremblante en
Grece a permis de mettre en évidence de nou-
veaux alleles qui different par leurs acides
aminés en position 21, 23, 49, 154, 168 ou 220.
Les chevres homozygotes HH au codon 143
présenteraient une plus forte sensibilité que
les animaux porteurs de génotypes HR ou RR,
alors que les animaux porteurs du génotype
RH en position 154 seraient plus résistants
(Billinis et al 2002).

Durant 'année 2002, neuf foyers de trem-
blante caprine ont été détectés en France.
Lincidence dun polymorphisme au locus
Prnp a été recherchée par 'INRA en collabo-
ration avec I'’Agence Francaise de Sécurité
Sanitaire des Aliments (AFSSA) de Niort.
Létude a porté sur un troupeau dans lequel la
maladie s’est déclarée selon un mode épidé-
mique, apres que les chevres aient séjourné
en présence d’'un troupeau ovin atteint égale-
ment de tremblante. Le diagnostic a été réali-
sé sur le tissu cérébral par examen
histologique, par des tests en western blot et

en ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay), ainsi que par analyse histologique de
biopsies des amygdales, effectuées par
I’AFSSA de Niort, et par I'équipe PIPR de
I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse
(ENVT). Lanalyse comparée des séquences
obtenues entre animaux sains et malades,
effectuée au Laboratoire de Génétique
Biochimique et de Cytogénétique (LGBC-
INRA), a permis de mettre en évidence six
mutations affectant les acides aminés aux
codons 127, 142, 154, et 211 du gene PrP, et
deux mutations muettes aux codons 42 et
138, avec en général des fréquences alléliques
tres déséquilibrées. Les analyses statistiques
préliminaires réalisées par la Station
d’Amélioration et de Génétique Animale
(INRA) ne permettent pas de conclure a ce
stade a une association avec la sensibilité a la
tremblante, sachant que I’ensemble des
séquencages pertinents pour ce troupeau
seront disponibles courant 2004.

1.3 / Autres especes de rente

A ce jour, le porc semble étre naturellement
résistant aux EST. Il n’existe pas de cas natu-
rel déclaré d’animaux atteints par la maladie.
Des études ont porté sur la résistance de ces
animaux inoculés avec de fortes doses de
lagent de I'ESB soit par voie parentérale
(intra-cranienne, intra-veineuse et intra-péri-
tonéale), soit par voie orale (Dawson et al
1990, Wells et al 2003). Seuls les porcs inocu-
1és par voie parentérale ont développé des
symptomes, qui ont été confirmés tant par
analyse histologique que par inoculation
expérimentale de la maladie a des souris a
partir de broyats des organes les plus suscep-
tibles d’accumuler I'agent infectieux. A I'in-
verse, tous ces tests se sont révélés négatifs
sur les porcs témoins ou inoculés par voie
orale. Ces expériences suggerent donc qu'il
n'existe pas de souche naturelle suffisam-
ment adaptée a cette espece pour déclencher
des signes cliniques ou 'accumulation d'une
dose infectieuse détectable chez une souris
conventionnelle, mais indiquent en revanche
que le porc n’est pas génétiquement résistant.

Une autre espece qui semble résistante est
le lapin. 11 est & noter cependant que les publi-
cations relatives a ce caractere sont relative-
ment anciennes et ne mentionnent donc pas
d’'inoculation de I'ESB (Gibbs et Gajdusek
1973, Barlow et Rennie 1976). Une étude
récente menée sur des cultures de neuroblas-
tomes de souris infectées en permanence par
une souche de tremblante ovine adaptée
transfectées par des vecteurs d’expression de
la PrPc de lapin suggere que la résistance a la
conversion de cette derniére ne réside pas
dans la présence d'un acide aminé en particu-
lier mais de plusieurs répartis tout le long de
la protéine, qui lui conférent des caractéris-
tiques structurales particulieres (Vorberg et
al 2003). 11 a également été remarqué lors de
cette expérience que la présence de PrPc de
lapin interférerait avec la conversion de la
protéine murine. Lobtention au laboratoire
de Biologie du Développement et
Reproduction de I'INRA de lapins transgé-
niques sur-exprimant légerement (~2x) l'alle-
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le de sensibilité ovin VRQ devrait prochaine-
ment permettre d’étudier plus finement la
part relative de la résistance résultant de la
protéine PrP elle-méme et du fond génétique.

2 / Recherche d’autres loci
ayant une influence sur la
sensibilité des animaux
aux EST

La variabilité individuelle observée dans les
délais d’apparition des symptomes et dans la
durée de survie pour des animaux porteurs
des mémes alleles PrP et placés dans des
conditions similaires de milieu laissait suppo-
ser l'influence d’autres facteurs génétiques.
Le développement de la cartographie du
génome chez 'homme et la souris, mais aussi
dans les principales espéces de rente au
cours de ces derniéres années, a permis de
rechercher des régions chromosomiques ou
QTL (Locus agissant sur un caractére quanti-
tatif), impliquées dans la résistance aux mala-
dies a prions. Une telle approche a été initiée
chez trois espéces : 1a souris, le mouton et la
vache.

2.1 / Le modéle souris

Il existe chez la souris deux alleles PrP qui
différent par deux acides aminés. Des expé-
riences récentes de transgénese ont permis
de démontrer que ce polymorphisme affectait
le temps d’incubation des animaux infectés
expérimentalement (Moore et al 1998).
Néanmoins, entre lignées de souris consan-
guines, portant un méme gene Prnp, des dif-
férences existent également. Ainsi par
croisement entre souris de telles lignées, il a
été possible de rechercher les régions du
génome dans lesquelles sont présents des

génes autres que Prnp qui influencent ce
caractere. Quatre expériences sont a ce jour
connues dont une menée a [I'INRA
(Stephenson et al 2000, Loyd et al 2001,
Manolakou et al 2001, Moreno et al 2002). Les
résultats présentés sur le tableau 2 montrent
que plusieurs régions du génome influencant
la résistance aux maladies a prions ont été
identifiées. Cependant, la localisation de plu-
sieurs de ces régions differe d'une étude a
lautre. Cette apparente contradiction peut
facilement s’expliquer du fait des divergences
sur un ou plusieurs criteres des protocoles
expérimentaux mis en place :
-lemploi de lignées de souris différentes
pour I'obtention des F1,
- les souches d’EST et des doses infectieuses
inoculées aux animaux,
- les phénotypes des souris mesurés.

Il n’'en demeure pas moins que pour cer-
taines études, les QTL identifiés semblent
étre les mémes, renforcant ces prédictions.
Le ou les genes sous-jacents a ces QTL res-
tent a identifier.

2.2 / Le modele ovin

Afin de mettre en évidence des régions
chromosomiques autres que Prnp, influen-
cant la durée d’'incubation a la tremblante du
mouton, une étude de recherche de QTL a été
conduite a I'INRA (collaboration entre la
SAGA, le LGBC, LABOGENA et la PIPR-
ENVT). Cette étude, réalisée a 1'élevage expé-
rimental INRA de Langlade, a nécessité la
production d'une population expérimentale
constituée de deux familles de 79 et 73 demi-
germains de génotype PrP sensible et iden-
tique ARQ/VRQ. Les analyses statistiques
préliminaires réalisées a l'aide de 70 mar-
queurs, ont permis de localiser une région du
chromosome 18. Ce travail a également
conduit a la mise en évidence d'une com-

Tableau 2. Recherche de QTL chez la souris (lod scores, f : femelles, m : males, c : corrigé pour l'effet
sexe). Le lod score indique la vraisemblance de la présence d’'un géne influencant le caractére étudie,

vraisemblance d’autant plus grande qu’il est élevé.

Répartition des QTL autres que Prnp influengant la sensiblité des souris aux EST. (D’apres Moreno et al

2002)

Stephensen et al 2000 | Lloyd et a/2001 | Manalakou et al 2001 | Moreno et al 2002
Chromosome 2 8,2 57
Chromosome 4 47 2,1f
Chromosome 5 4,7f
Chromosome 6 3,9 2c 3,2f
Chromosome 7 2,2 3,6 3,5¢ 2,1m 2f
Chromosome 8 5 1,9¢ 2,8m
Chromosome 9 5,7
Chromosome 10 21
Chromosome 11 5,6 57,6
Chromosome 12 6,8
Chromosome 15 3,7
Chromosome 17 2,4m 2,5f
Chromosome 18 2,7
Chromosome 19 2,5
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plexité plus grande de la cartographie compa-
rée de cette région (Cossedu et al 2002).
Lidentification du gene responsable du QTL
du chromosome 18 offrirait des perspectives
intéressantes, tant du point de vue de la com-
préhension des mécanismes biologiques de
cette maladie, que pour son application en
sélection chez les petits ruminants.

Les 70 marqueurs microsatellites typés
n’ayant pas permis d’explorer 'ensemble du
génome, 60 marqueurs supplémentaires sont
en cours de typage.

2.3 / Autres espeéces de rente

Dans I'espece bovine, seuls deux alleles on
été identifiés a ce jour au locus Prnp. Ces
alleles différent sur le nombre de répétitions
de l'octapeptide. Aucune corrélation n’a pu
étre établie entre ces deux formes de la PrPc
et la sensibilité des vaches a 'ESB (Hunter et
al 1994, Neibergs et al 1994). La recherche de
QTL en race Holstein a été réalisée a partir de
marqueurs micro-satellites répartis en
moyenne tous les 20 cM sur I'ensemble du
génome. Cette étude a permis de détecter une
certaine association entre des marqueurs
situés sur les chromosomes 5, 10 et 20 et la
susceptibilité des animaux (Hernandez-
Sanchez et al 2002). Toutefois, les analyses
statistiques réalisées ne permettent pas de
conclure a la présence ou a 'absence de QTL
sur ces chromosomes.

Il est a noter qu’a une exception pres, les
zones chromosomiques décelées a ce jour
sont différentes entre les ruminants et la sou-

IiS.

Conclusion

Au cours de ces dernieres années, un effort
considérable, et notamment en France, a
porté sur l'affinement de nos connaissances
sur le controle génétique de la résistance aux
EST dans des espéces modeles mais aussi
chez les animaux de rente. De telles
recherches devraient avoir des conséquences
tant d’'un point de vue fondamental sur la
compréhension des mécanismes cellulaires
qui conduisent a la propagation et a la répli-
cation de I'agent infectieux que d'un point de
vue appliqué avec la mise en place de sché-
mas de sélection favorisant les caracteres de
résistance chez les ovins en particulier et 1'ai-
de a la recherche de thérapies chez 'nomme.
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Abstract

Genetic variability of susceptibility to TSE
in animals

The influence of the Prnp polymorphism on animal
susceptibility towards transmissible spongiform ence-
phalopathies (TSE) is well described in sheep with the
identification of alleles associated with a higher or
lower resistance. This has resulted in a selection pro-
cess that is trying to decrease the incidence of this ill-
ness in that species. In other species, studies are
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currently performed, especially in goats where several
Prnp alleles have been observed. Beside the Prnp locus,
other genetic factors act on the animal’s susceptibility.
The development of genome mapping projects in farm
animals has allowed the search for QTL (Quantitatif
Trait Loci). This has resulted in the identification of
other genes than Prnp that influence the susceptibility
of animals towards TSE, although the full characteri-
sation and validation of these genes remain to be per-
formed.



