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A Laurence et Jean-Frangois, mes parents

A René et Josseline, mes grands parents



REMERCIEMENTS

Voici le résumé de mes derniéres années pour arriver jusqu’ici dans le laboratoire de Génétique fonctionnelle
de la Souris.

Apreés mon baccalauréat, j'ai annoncé a mes parents que les études longues n'étaient pas faites pour
mot et qu’aprés mon BIS, jarréterai mes études... I[ n’y a que les imbéciles qui ne changent pas d’avis et
J'en suis le meilleur exemple ! Ce n'est pas sans compter sur les différentes rencontres que j'ai pu faire au
cours de mes stages. Le premier fiit en 2001 grice a Etienne Zundel qui m'a fait découvrir le monde de la
recherche et qui m’y a fait prendre goiit. Deux ans plus tard, Catherine Beaumont me faisait découvrir le
monde des QIL dans son laboratoire, le début de mon amour profond pour ce fabuleux monde ... La
validation finale fit mon stage avec Francine Krieg et Edwige Quillet qui m'a permis d’entériner cette
passion pour la résistance aux maladies infectieuses. Mon destin était trouvé : je voulais développer mes
compétences dans ['identification de QTL contrélant la résistance aux maladies infectieuses !

C'est en arrivant en DEA de génétique quantitative que mon regard s'est indéniablement penché sur une
offre de stage intitulée : identification de facteurs génétiques contrdlant la résistance a la peste a [aide de
croisements interspécifiques chez la souris | La perfection : tout ce que je voulais, résumé en quelques mots

Mes premiers remerciements vont aux membres de mon jury de thése, pour avoir accepté leurs différents roles
avec enthousiasme. A Claude Libert et Claude Chevalet, d avoir accepté d’étre mes rapporteurs, pour leur
grande disponibilité et [eil critique qu’ils ont posé sur ma thése. A Claire Dane, Elisabeth Carniel et
Etienne Verrier d étre examinateur dans mon jury.

A tous les membres du laboratoire de génétique fonctionnelle de la souris, je tiens d exprimer ma joie d avoir
été des leurs pendant ces quelques années.

Mes plus sincéres remerciements vont a Xavier Montagutelli pour m’avoir supportée pendant tout ce temps.
Mon caractére souple et mon absence de franc-parler ont certainement été un moment de plaisir pour toi (...
ou pas ). Merci d toi pour cet apprentissage de la rigueur statistique, tes discussions autour des résultats
plus ou moins cohérents, ton aide a la manipulation des souris, mais aussi au déjeuner chez toi avec toute ta
petite famille pour me changer les idées lors de mes week-ends bloqués a Paris pour les manips. Tu as réussi d
me faire aimer tes souris préférées les « spretus » qui me manqueront, c'est indéniable ... Un grand merci
pour tout Xavier de la part de celle que tu surnommais « cocotte » ou « poulette » (jespére que tu
pérenniseras ce surnom !).

Je tiens également a remercier Jean Jacques Panthier de m’avoir accueillie dans son laboratoire pendant ces
quatre années et pour nos discussions autour de notre projet pesteux;

Un grand merci a Jean Jaubert pour m'avoir formée a manipuler ces charmantes souris douces et dépourvues
dagressivité ;-) ... A ton aide pour les manips au cours de ma thése et des discussions autour des résultats.

Buena suerte para el futuro !!

Je n'oublie pas le reste de la dream team, constitué des « Babinet » et des « Guénet » comme nous continuons
a les appeler malgré la fusion des deux entités.

Mes remerciements vont également a Jean Louis Guénet et Charles Babinet.



Jean-Louis, vos fréquentes apparitions dans le laboratoire étaient comme un rayon de soleil. Vous ne pouvez
pas passer ici sans accorder du temps a chacun et vous intéresser d nos résultats. Merci beaucoup pour votre
écoute, vos conseils et votre gentillesse. Un réel plaisir d’avoir eu la chance de vous connaitre ...

A vous Charles, qui nous avez quittés trop tot. Je sais a quel point vous auriez été heureux d étre a ma
soutenance et de féter cela dignement avec nous. Méme si les QIL étaient bien loin de vos embryons, vous
avez toujours été d’une écoute indéniable. Que de bons moments passés avec vous d refaire le monde autour
d’un verre. Je repense au dernier que nous avons pris ensemble pour la fausse obtention de la bourse Roux de
Martin, il restera a jamais gravé dans ma mémoire. Une pensée émue pour vous Charles ...

Un immense merci a mes colloc” de labo, Tdnia et Laurent ! Nous formions le trio gagnant (out, oui,
gagnant !) de la piéce 131 | Que de moments de rigolades avec vous (mon départ annonce le retour au calme
du labo, vos tympans vont se reposer), ce fiit une merveille, je ne pouvais pas réver mieux !!! Les discussions
tous les trois en rond version boudoir a tenter de développer les traductions littérales du vocabulaire que
Jenseignais a Tdnia. Ces moments passés avec vous me manqueront les zouzous !!! Je vous embrasse fort !

Un remerciement tout particulier d zizouille ma fripouille, ma maman de labo. Ton aide lors de [élaboration
de cette thése, ton écoute, ton soutien pendant ces années ont été fabuleux, J'ai fait chauffé [eau de ton thé
chaque matin et gare a toi si tu avais deux minutes de retard, j'espére que cette tradition perdurera ... Je
t'embrasse affectueusement ma Ziza !

Un grand merci goit citron vert pour Michel Cohen-Tannoudji | MichMich, mon fournisseur de café et de
cachaga | Merci pour ton écoute et ton soutien dans des moments parfois difficiles. Tu savais me remonter le
moral en me faisant déguster ta meilleure cachaca dans ton bureau (je te dois mes séances hebdomadaires
aux AA)! Malgré nos différences (tu avais un géne mais pas de phénotype et moi un phénotype sans géne !)
tu as toujours été de bon conseil pour discuter de mes résultats et trouver la moindre petite faille dans ces
derniers |

Je tiens a remercier Franck Coumailleau (E[ chouch’) et Teddy Leguillier pour leur présence, leur complicité
et leur soutien. El chouch’ et ses petits genoux en mousse, le roi de la maxiprep, un grand merci pour ton
écoute, et tes conseils pendant la rédaction de cette thése. Mon Teddynou, ton Maitre est trés fier de toi. Je
compte sur toi pour perpétuer les traditions de ce labo. Un grand merci a vous deux_!

Mes profonds remerciements vont a Dominique Simon et ses talents culinaires (merci aussi d avoir recousu
tous mes boutons pendant 4 ans), a Myriam Fenina et nos discussions parfois tardives sur le déroulement de
nos théses respectives, @ Marie L. et ses petits remontants chocolatés, a Fraisy-Marie le rayon de soleil, a
Sarah Beck-Cormier et ses tests culinaires, a Sandrine Vandormael-Pounin et sa rigueur en terme d hygiéne
et sécurité, a Camille Haudecoeur ma fabuleuse stagiaire, a Jihane Soueid ma complice de DEA, a Gaétan
Burgio et ses petits crines, a Céline Gommet et ses virus brillants, a Jérome Artus notre petit Gus.

Je tiens a remercier la Délégation Générale pour [ Armement (DGA) pour le financement de cette thése et
notamment Mmes Christine Couesnon et Claire Dane pour leur disponibilité.

Je n’oublie pas les Afloriens, nos collégues des réunions de labo du mercredi matin :

Geneviéve Aubin-Houzelstein, ma GahGah, que de bons moments passés ensemble. Je te remercie pour ton
soutien, ton écoute et ton aide durant toute cette thése. Tu es juste fabuleuse, ne change rien !! Que de bons
souvenirs, de rigolades dans cette piéce bleue a refaire le monde et déclamer les plus beaux noms de lapins (je
sais que tu comprendras!) avant de commencer les réunions de labo. Un baiser trés affectueux de ta
pantheére rose pasteurienne ;-)



Un grand merci a Johanna, ma Djian, qui fiit toujours présentes pour les moments les plus sympathiques
(comme les soirées roses ou plumes) mais aussi les périodes difficiles que la vie peut imposer ! Je te souhaite
tout le bonheur possible ma Jo, je t'embrasse chaleureusement.

Je n’oublie pas Marie Abitbol (notre reine du trial!) Laurent Tiret (Titi et son éternel sourire) Florence
Bernex (avec sa douceur et sa joie de vivre incommensurable), Marie Maurer (la SNPeuse), Pierrick Salaun
(notre papy national), Giorgia Egidy (et les meilleurs tiramisus du monde !), Cécile Campagne (et sa
pink attitude !), Fanny Storck (et son sourire permanent). A tous un grand merci les Alforiens

Je tiens a remercier les « biotoxeurs ». J'ai eu ['immense opportunité de rentrer dans cette grande famille
comme la « petite » que vous avez chacun protégé a votre fagon. J'ai eu la chance de faire ma thése non pas
dans un laboratoire mais dans cing. Vous m’avez tous ouvert les portes de vos bureaux et de vos labos.

Tout d’abord, je tiens a remercier le labo des pesteux (officiellement Yersinia !) avec :

Elisabeth Carniel, je te remercie sincérement de ton accueil, de tes attentions particuliéres, de la confiance
que tu m’as accordée en me donnant Laccés a ton P3, d tes laboratoires et aux personnes qui sont chez toi.
La porte de ton bureau m’a toujours été ouverte pour discuter sciences ou autres. Je n'oublie pas les
moments de détente « caipirinha » que ce soit dans ton bureau ou au Bréguet ! Tu es une redoutable
adversaire pour cette compétition ;-) ...

Un grand merci pour ton aide trés importante lors de la recherche de financement pour ma bourse de thése.

Christian Demeure, le chef d orchestre de la physiopath. | Tu m’as toujours accueillie les bras ouverts pour
tes diverses manipes macrophages and co. Beaucoup de temps passé ensemble, que ce soit pour la science,
pour le café/chouquettes ou la caipirinha | Un grand merci pour toutes ces connaissances que jai pu
acquérir aupres de toi et pour ta gentillesse.

Corinne Fayolle, ma coco | Méme si tu m’as fait [offense de m’'abandonner au cours de ma thése en allant
t’'occuper de nouveaux_ petits aux enseignements, il ne me reste pas moins d excellents souvenirs auprés de
toi. Toujours fideéle, toujours de bonne humeur, d’une capacité technique hors du commun. Je n’ai jamais
calculé précisément, mais je crois que tu as dii me préparer quelques litres de bouillons pesteux pour nos
divertissements du vendredi matin 10h aux agents infectieux. !

Christelle Huon, ma p’tite Chris, qui a pris le relais suite au départ de Coco ! Toi aussi, toujours fidéle au
poste méme dans mes manips les plus tordues et les plus longues, tu ne m’as jamais abandonnée dans les
couloirs de Duclaux ! Toujours a [écoute aussi dans les périodes plus ou moins faciles que chacun traverse.
Un grand merci pour tout, j'attends maintenant ta pendaison de crémaillére dans ton nouvel appart’;-)

Je n'oublie pas les moments passés avec le reste de ['équipe : Iman (et ses petits gateaux délicieux !!), Céline
(et son perpétuel sourire), Toan (et ses bactéries star trek !), Clémence (et ses cookies), Sofia, Frangoise, Anne
et Sylvie.

Je tiens aussi a remercier le labo des cytoR. (CytoRines et Inflammation, pour la partie officielle !)

Jean-Marc Cavaillon, le grand manitou ... Par o1t commencer pour toi, cher Professeur ... La premiére fois
que nous nous sommes rencontrés, ce fiit bien évidemment lors d’une réunion Biotox pendant laquelle
Jexposais mes résultats | Tu m’as traumatisée ... Je ne connaissais pas ton cté « audieux » (je ne rentrerais
pas dans le détail de [orthographe de ce mot qui est bien évidemment faux, je dirais juste private joke!). Il
faut apprendre a te connaitre pour dévoiler cette gentillesse profonde qui est cachée sous cette carapace. Tu
es devenu au cours du temps un confident. Toujours la pour étre a [écoute et avenant pour toutes les choses
de la vie qui sont plus ou moins facile a traverser parfois | Impossible de te mentir pour la moindre des
choses, tu lis en moi comme dans un livre ouvert ... ce qui est énervant parfois et tu sais pourquoi | Tu m’as



toujours laissé libre accés a ton laboratoire et tu m’as méme donné [opportunité, je dirais méme la chance, de
peut étre venir parmi vous par la suite, j’espére juste ne pas te décevoir si cela se confirme.

Un derniére requéte que tu ne peux pas refuser puisque tu n’étais pas la pour ma soutenance, je voudrais que
tu m'imites une derniére fois la cellule en pyroptose, tu la fais si bien ;-)

Catherine Fitting, ma petite Cathy, une collégue et une amie de la premiére heure | Toi aussi une confidente
qui a toujours été la pour moi, je ne [oublierais jamais |

Tu m’as tellement appris, tous les fondamentaux de comment passer d une souris entiére d une souris en Kit,
comment jouer @ Mac Giver pour déboucher pour la Nieme fois le lecteur de billes du Bioplex ... tout ¢a
dans un contexte quasi-militaire bien siir car la rigueur et Cats, ¢a ne fait qu'un ;-)

Toujours la le matin pour venir prendre un café avec moi en piéce bleue, sans oublier bien évidemment les
chougquettes ! Je crois que ['on aura fait tourner toutes les boulangeries du coin avec nos innombrables petits
déj’ | Tu sais toute la reconnaissance que j'ai pour toi, je ne m étendrais pas plus ...

Vous avez été Jean-Marc et Cathy, les deux acteurs principaux_ et officiels de nos biotoxeries, mais ayant
passé tellement de temps dans vos murs, j'ai eu la chance de faire de bien belles autres rencontres chez vous,
Jje pense notamment d :

Minou Adib-Conquy, qui a toujours été la pour mes petites histoires de TNF récepteur a tenter de me faire
comprendre comment marchait cette sublime technique de la qPCR. J'ai eu la chance de connaitre surtout
ton cté humain, toi aussi toujours la pour une petite pause au RDC bas du CLS pendant la rédaction de ma
theése, les petits messages de soutien le week-end en chat sur facebook,.... La vie, c’est comme une boite de
chocolats, on ne sait jamais sur quoi on va tomber ! J’espére que nous dégusterons ensemble nos préférés
prochainement . ..

Frangois Philippart, le super Doc’ qui raconte ses histoires de gardes (et pas que de gardes d ailleurs ) en
mangeant son éternel pain de mie, ses raisins secs et ses amandes en guise de déjeuner ! Le roi de la souris
pas chére ... Un grand merci pour ta bonne humeur quotidienne et des petites soirées un peu plus arrosées ;-)

Je n’oublie bien évidemment pas Ronan, Oh Yoen, Marianna, Nora, Oumaima, Gaélle, Noélle et Véro.

Mes profonds remerciements vont a Genevieve Milon, la « maman des pasteuriens ». Beaucoup de trés bons
moments passés avec vous chére Geneviéve que ce soit lors de diners plus ou moins improvisés ou de petits
déjeuners scientifiques a 7h pour discuter des derniers résultats. Votre curiosité scientifique n'a échappé a
personne mais votre soutien pour les choses les plus personnelles a été trés important pendant ce marathon
qu'est la thése. Vous m'en voyez désolée mais contre toute attente, pour vous, le déclic lors de la rédaction
n’est malheureusement jamais venu. Un grand merci pour votre disponibilité permanente et votre aide pour
Cobtention de cette bourse de thése qui m’a permis de m’'épanouir ces derniéres années.

Merci a Michel Huerre qui a tenté de m’initier a [ histologie, en m'expliquant ce que j'étais censée voir sur
ces coupes avec un succes limité, il faut étre honnéte.

Je tiens éqalement a remercier [ensemble du personnel de ['animalerie centrale qui s'est toujours occupé
merveilleusement bien de mes petites souris. Sans ces personnes, ce projet n'aurait jamais pu en arriver la !
Un grand merci a Isabelle Lanctin (ma lanctinette) pour tous ces moments passés ensemble et pour ton
entiére disponibilité pour mes éventuelles questions souris sauvages. Merci aussi d Pierre Alcan qui s'est
toujours trés bien occupé de mes petites souris sauteuses. Je n'oublie pas les autres complices : Yohann
Héléna (vous me manquerez les zouzous !), Rachid, Didier, Noél, Michel, Miguel, ...

Un grand merci aux membres du COSAC.
A franck Bourgade, mon complice de café pendant ces 4 années. Je suis passée te chercher chaque matin pour
un petit café a Metchnikoff avec notre zizouille. Ces moments de complicité, de confidence et de rigolade me



manqueront. Tu as toute mon affection mon p’tit Boubou, j'en profite pour te rappeler que tu me dois un
verre pour avoir piqué tes souris le dimanche soir a 18h, a bon entendeur ;-). Une pensée affectueuse pour
Sophie, Quentin, Pauline sans oublier Cannelle . .. Je vous embrasse chaleureusement !

Je tiens également a remercier, Elo (la ch’tiote SNPeuse et la reine du Muffin) Angy (avec son petit
caractére si souple et adorable, on dirait le mien), Ludo (et son sourire !).

Mes plus chaleureux. remerciements iront a mes complices les plus proches qui m’ont soutenue
quotidiennement pendant ces années. Sans vous, je ne sais pas si j aurais pu atteindre la_finalisation de ce
travail et poser le « the end » sur cette histoire.

A Marion Doucet, mon grand « ah bon », je ne sais pas oii commencer pour toi, tellement de choses a dire ...
Ta présence, ton écoute, ton rire gras, nos diners famille, ont été des étapes cruciales de ces années
pasteuriennes. Merci pour toutes tes attentions florales au cours de la rédaction. Que de fabuleux moments
passés avec mon amie fideéle. Je t'embrasse trés tendrement. Uaisssssssss !

A Martin Houlard, mon complice du labo, beaucoup d heures passées en piéce bleue a discuter de notre
VDM et a tenter de me remonter le moral pendant le marathon de la thése. Toi aussi, toujours la dans les
moments les plus difficiles, mais aussi les plus joyeux ! Que de bons moments chez Eric, au Bréguet, d
[ Authentique ou les soirées Z du vendredi chez moi. Je te souhaite bonne chance et bon courage pour la
suite, j'espére que tes compétences et tes qualités humaines seront ENFIN considérées a leur juste valeur.
Toi aussi, mon ami Martinos les p'tits bras, je t'embrasse trés affectueusement.

A Céline Souilhol, mon octoc. .. écossaise, un grand merci pour ton amitié, ton soutien, tes « c’est pas bon »
en te frottant les yeux, tous ces moments passés dans la piéce bleue avec moi et ton soutien facebooKien
quotidien pendant la rédaction. Tu nous as laissé un grand vide lors de ton départ, jamais comblé, tu es
irremplagable. Je suis particuliérement touchée de ta présence pour ma soutenance, un grand merci ma
Célinette adorée. Je t'embrasse trés affectueusement ma quadric. ..

A Charles Dauvergne, mon attaché de direction préféré. Nous nous sommes rencontrés beaucoup plus
tardivement et surtout pendant la rédaction de ma thése (la plus mauvaise période imaginable |) mais une
complicité indéniable s'est tout de suite établie entre nous. Quand [administratif rencontre la scientifique,
c’est le choc des « cultures » | J'ai beaucoup apprécié de te faire découvrir « mon » monde et mes petites
souris. Je te remercie mon Charly pour ta présence, ton écoute, ta complicité, tes attentions Dauvergnesques
au quotidien. Tu sais a quel point tu es important pour moi ... J'espére sincérement que ta phrase fétiche
« apres la pluie, le beau temps » va s'appliquer bientdt. Je t'embrasse tendrement mon Charly.

A Sandrine Leguillou, Mélanie Gay et Franck Tiquet, mes amis de longues dates. Je vous remercie pour
votre soutien et votre écoute durant ce marathon qu’est la thése. Les week-ends boulonnais resteront d
jamais dans nos mémoires je crois, mais interdiction de sortir des clichés de ces moments. Je vous embrasse
tous.

Mes derniers remerciements iront a ma _famille sans qui je ne serais jamais arrivée jusqu ici.

A mes parents, qui m’ont toujours soutenue dans mes choix pour arriver jusque la. Cette année 2009 fiit une
étape trés difficile a vivre pour nous tous. J’espére que nous en sortirons rapidement.

Mon baboune, merci d’étre venu d ma soutenance, tu sais d quel point cela était important pour nous.
J'espére avoir été a la hauteur de tes attentes ... Je t'embrasse affectueusement.

Ma maman, je ne pourrais jamais assez te remercier d étre présente d ma soutenance et de ton investissement
pour moffrir une soirée de thése inoubliable. Tu sais a quel point cela est important pour moi que tu sois la
pour ce jour. Je t'embrasse tendrement ma mounette ...



Un grand merci pour tous les sacrifices que vous avez fait pour moi. Je ne doute en aucun cas de la joie, du
bonheur et de la fierté que vous avez pu avoir le jour de ma soutenance. Je suis trés heureuse d avoir partagé
cela avec vous ...

Une pensée émue a J. et R, qui ont toujours été la pour moi depuis ma plus tendre enfance et qui m’ont
inculqué des valeurs que je porte toujours aujourd hui.

J., je sais a quel point tu aurais été heureuse d étre la en ces moments et jimagine ta fierté mais le destin en
a décidé autrement, tu es partie bien trop vite d mon grand malheur.

R, tu ne seras pas la lors de ma soutenance, mais toutes mes pensées iront vers toi. Tu sais a quel point tu es
important pour moi et ton soutien quotidien dans mes histoires de souris (le nombre de fois ou tu m’as
proposé un de tes chats pour résoudre mes problémes de souris ne se compte plus ...) m’a permis d’en arriver
la aujourd’hui.

Evidemment, je sais qu’avec ma mémoire de poisson rouge, joublie certainement beaucoup de personnes,
mais toutes savent bien combien elles comptent pour moi et je les remercie de leur présence.



Liste des abréviations

Ac : Anticorps

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNCc : Acide désoxyribonucléique complémentaire
Apafl : Apoptotic peptidase activating factor 1
Arhgdib : Rho, GDP dissociation inhibitor (GDI) het
ARN : Acide ribonucléique

ATP : Adénosine triphosphate

Bag4 : BCL2-associated athanogene 4

BC : Backcross

BCG : Bacille Calmette Guérin

Bcl2 : B-cell leukaemia/lymphoma 2

Bid : BH3 interacting domain death agonist

BSB : [(C57BL/6J x SEG/Pas)F1 x C57BL/6J]BC
BSS : [(C57BL/6J x SEG/Pas)F1 x SEG/Pas]BC
Cad : Carbamoyl-phosphate synthetase 2, aspadascarbamylase, and dihydroortase
Casp : Caspase

CC : Collaborative Cross

CCL : Chemokine (C-C motif) ligand

CD : Cluster of differentiation

Cflar : CASP8 and FADD-like apoptosis regulator
Char :Plasmodium chabaudnalaria resistance
Chuk : conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase
cM : CentiMorgan

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CNG : Centre National de Génotypage

Cradd : CASP2 and RIPK1 domain containing adapttir death domain (=RAIDD)
CSS : Chromosome Substitution Strains

CTC : Complex Trait Consortium

CXCL : Chemokine (C-X-C motif) ligand

Cycs : Cytochrome c, somatic

DD : Death Domain

Dffa : DNA fragmentation factor, alpha subunit



DL50 : Dose létale 50

DMBA : 7,12-dimethylbenzanthracene

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

ENU : Ethyl-nitro-urée

ES cell : Embryonic Stem cell

EUCIB : European Collaborative Interspecific Badss
Fadd : Fas (Tnfrsf6)-associated via death domain

Fas : Fas (TNF receptor superfamily member 6)

GROI/KC : Growth-related oncogene/keratinocyte-datichemokine

HAM : Haplotype Association Mapping
Hb : Hémoglobine

HIV : Human Immuno-deficiency Virus
HMS : Hemine storage

HPI : Tlot de haute pathogénicité

IBD : Identity By Descent

IE-DAP : Acide-gamma-D-glutamyl-meso-diaminopimelic
IFN : Interferon

lg : Immunoglobuline

Ikbk : Inhibitor of kappa B kinase

IL : Interleukine

Inl : Internaline

IRCS : Interspecific Recombinant Congenic Strains
Ity : Immunity toSalmonella Typhimurium
Jun : Jun oncogene

Kl : Knock-in

Kir : Killer Cell Lectin-like receptor

KO : Knock-out

LeTx : Lethal toxin

Lmn : Lamin
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Résumé et mots clés

La peste est une zoonose touchant principalementlegeurs et de fagon accidentelle
’'Homme. L'agent responsable de la peste buboretjpellmonaire est la bactérie Gram négative
Yersinia pestisLes mécanismes qui permettent a I’'h6te de résistanon a cette infection sont
mal connus. Nous avons montré que certaines ligr@esanguines de souris, comme C57BL/6J,
meurent apres l'injection sous cutanée de 100 testd'une souche virulente (C0O92) alors que
d'autres, comme SEG/Pas, dériveeMies spretusrésistent. Un croisement en retour entre ces
deux lignées a permis d’identifier, sur les chroamss 3, 4 et 6, trois QTLs contrdlant le taux
de survie. Les deux premiers ont été retrouvésuanignt chez les femelles alors que celui du
chromosome 6 est commun aux deux sexes. Des somggniques portant le chromosome 6 de
SEG dans un fonds génétiqgue C57BL/6J ont été pexiuhpres infection, elles meurent dans
les mémes proportions que les souris C57BL/6, mmaipeu plus tardivement. Des souris bi- et
tri-congéniques sont en cours de production paietd'effet des autres QTLSs.

Nous avons testé une collection de 55 lignées rbomntes congéniques interspécifiques entre
SEG/Pas et C57BL/6J. Plusieurs lignées ont momsaldférences de taux ou de durée de survie
significatives par rapport a C57BL/6J. L'étude ddignée 120G, qui meurt plus rapidement que
C57BL/6J, suggere que la région proximale du chswne 6 serait responsable de ce

phénotype.

Nous avons ainsi montré que le contréle génétiquéadrésistance a la peste chez les souris
SEG/Pas est complexe, et identifié plusieurs réggénomiques qui jouent un réle important

dans ce phénotype.

Mots clés: Yersinia pestispeste, souris, résistanddys spretus

Plague is a zoonotic disease affecting mainly rtedemd accidentally humans. The
etiologic agent of bubonic and pneumonic plagubesGram-negative bacteriuvfersinia pestis
The mechanisms by which the host is able or notstst the infection are poorly understood.
We have shown that some mouse inbred strains, G&éBL/6J, die after the subcutaneous
injection of 100 bacteria of a virulent strain (C)9while others, like SEG/Pas, derived from
Mus spretus survive. A backcross between these two strairts tie identification, on
chromosomes 3, 4, and 6, of three QTL controllinyisal rate. The first two were found only
in females, while the chromosome 6 QTL was alsamdbin males. Congenic mice carrying the
SEG chromosome 6 in a C57BL/6J background wereumexti After infection, they die in the
same proportion as C57BL/6, but somewhat later. @id tri-congenic strains are under
production to assess the effect of other QTLSs.

We have tested a collection of 55 interspecifiomsbinant congenic strains between C57BL/6J
and SEG/Pas. Several strains significantly diffefredn C57BL/6 in survival rate or time to
death. The analysis of strain 120G, which dieserathan C57BL/6J, suggests that the proximal
region of chromosome 6 would be responsible far fiienotype.

Altogether, our data show that genetic control edistance to plague in SEG/Pas mice is
complex, and we have identified several genomitoregwhich play an important role in this
phenotype.

Key words: Yersinia pestisplague, mice, resistanddus spretus
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INTRODUCTION



Apres plus d’un siécle de microbiologie moderne @wonduit a la mise au point et la
large diffusion des vaccins, a la découverte deibiatiques et, plus recemment, de molécules
antivirales ou antiparasitaires, le constat monine beaucoup reste encore a faire pour faire
reculer les maladies infectieuses. Parallelemenina meilleure connaissance des agents
infectieux et a I'étude approfondie des réponsemumes innées et acquises mises en jeu lors
d’une infection, se développe une recherche guoté&’esse aux interactions entre I'agent et son
ou ses hétes car l'issue de I'infection est bierégiltat d’'une confrontation entre au moins deux

organismes vivants.

L'un des aspects de cette recherche exploite leereations souvent anciennes et
récurrentes que, lors d’'une épidémie, tous levidds exposés a un méme agent infectieux ne

développent pas un processus pathologique aveérzergravité.

Il semble donc qu'il existe des différences géndtmentre individus d’'une méme espéce
qui sont capable d’influencer l'apparition ou ledéars d'un processus infectieux. Des
différences de vulnérabilité a une maladie inferdée peuvent également résulter d’'un état
physiologique différent : age, stress, grossessgestiation, fatigue, diabete, etc. Cette « voie
d’abord » des maladies infectieuses est intéressamlusieurs titres. Tout premierement, elle
repose sur des différences observées naturellemantont une pertinence biologique.
Deuxiemement, l'identification de genes capablescoleférer un certain niveau de résistance
pointe vers des voies métaboliques, de signalisatio de régulation qui sont autant de cibles
thérapeutiques éventuelles dont I'efficacité egh dalidée. Enfin, les mécanismes identifiés sont
souvent partagés entre especes, ce qui justifiealele le recours a des modéles animaux

soigneusement choisis pour étudier les maladiestieiises.

En ce qui concerne les maladies infectieuses afie¢Homme, plusieurs genes ont été
identifiés directement dans cette espece tandisigugres I'ont été sur la base de travaux menés
dans des espéces modeles, principalement la shessrecherches menées directement chez
’Homme sont compliquées par la difficulté d’évalyeécisément le niveau de vulnérabilité de
chaque individu. On ne connait jamais la dose tidase recue, rarement la date et le site
d’infection, et des facteurs nombreux tels quedibye, I'alimentation, I'état physiologique ou la
mise en ceuvre de traitements a visée thérapeutiguent entre individus et entre groupes, ce

qui perturbe I'analyse du niveau de résistanceéénfar le génotype de I'héte.
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L’étude de modeles animaux, dans lesquels toudamtsurs peuvent étre controlés et
standardisés avec précision, se présente alors eamm alternative intéressante, en particulier

pour des infections auxquelles I'espéce choisiaatstrellement sensible.

C’est le cas pour la peste qui a fait I'objet ddredravail. Cette maladie qui est
provoquée par I'entérobactéiersinia pesti® marqué de facon effrayante plusieurs époques de
I'histoire humaine par des épidémies extrémemenirtnieres. Ainsi, la grande Peste Noire qui a
sévi entre 1334 et 1351 a tué 40% de la popula@imopéenne et plus de la moitié des habitants
des grandes villes comme Paris ou Hambourg. Eorraie I'ampleur de ces épidémies, il est
probable que la plupart des personnes ont ététéggecmais qu’une proportion d’entre elles a

survécu, suggérant I'existence de facteurs géresidae vulnérabilité a la peste.

Yersinia pestisnfecte naturellement de nombreuses especes deurs) dont la souris.
Cependant toutes les lignées de souris ne présgrasrie méme niveau de vulnérabilité. Notre
laboratoire a montré qu’alors que la plupart dgedes de souris sont sensibles a une infection
par la souche virulente CO92 dersinia pestisla lignée SEG/Pas de I'espebtus spretus
présente un niveau de résistance remarquable. s cie ma thése, j'ai voulu caractériser les
différences physiopathologiques capables d’expliqoette différence de vulnérabilité. Par
ailleurs, jai entrepris l'identification de régisrdu génome qui contrdlent cette différence, en
utilisant des croisements interspécifiques de dgpes. Si l'identification des génes eux-mémes
reste un objectif encore lointain, j'ai montré daecontrdle génétique est complexe, mettant en
jeu au moins trois genes. Les outils que nous plosséchez la souris seront précieux pour
etudier l'effet de ces genes dans des condition®raxentales parfaitement controlées et

apporteront des précisions sur les mécanismestiengaladie dont la plupart restent obscurs.
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1. Introduction

1.1.Recherche de génes de vulnérabilité aux maladfestinuses affectant 'Homme

Pour Charles Darwin, les maladies étaient I'un faeseurs déterminants pour la survie
relative des especes. Selon Haldane, la sélecegsnirtlividus par les maladies infectieuses
modifiait la fréquence des alleles aux génes inugligdans la défense de I'hdte contre les
pathogenes. Ces concepts sont généralement aceepdesd’hui et font 'objet de recherches
importantes pour identifier les facteurs geénétiquapliqués chez 'Homme. Il existe des
différences majeures de vulnérabilité a des agpatsogenes entre les populations, qui sont
souvent associées a la présence ou non de l'agerst lds différentes régions. Il est facile
d’'imaginer qu’'un allele portant une plus grandeastésce a un agent infectieux soit sélectionné
dans une population exposée a cet agent. Le cpalddisme, causé par le paragitasmodium
falciparum est un exemple classique (Millerral, 1994). Dans les régions ou la maladie sévit de
fagcon endémique, certains individus sont plus t&sis que d'autres aux formes les plus graves
du paludisme. Il est apparu que cette résistanciela était souvent associée au génotype
hétérozygote pour un allele muté defalobuline appelé HbS, responsable d'une maladie
génetique grave, appelée anémie falciforme. A t'&@mozygote, elle provoque une anémie
grave en raison d'une anomalie de structure dekrégytes. Ainsi, il existe un équilibre entre la
sélection contre I'allele HbS en raison de I'anégtiéa sélection en faveur de cet alléle en raison
de la résistance partielle au paludisme qu’il canf€et équilibre explique la fréquence relative
élevée dans les régions africaines atteintes delisatle, contrairement aux régions qui en sont

exemptes.

Les analyses génétiques de maladies multifactesiettsultant des effets et interactions
entre de nombreux facteurs génétiques et enviroengmx, ont conduit a mettre en évidence

des régions du génome pouvant contenir des genadrtErabilité aux maladies infectieuses.

L’analyse de liaison est basée sur l'utilisationggmotypes et de phénotypes provenant
de multiples familles sur plusieurs générationsobjectif est d'identifier des régions
chromosomiques préférentiellement héritées paidssendants présentant un phénotype donné.
L’analyse de liaison repose sur le fait que, conkengene causal ségrége au sein de personnes
apparentées, les marqueurs proches de ce gengréged avec lui. Cette approche est tres
puissante mais n’est pas facilement applicable #amsadre des maladies infectieuses car elle
impose qu’au sein de personnes apparentées un eautiisant de personnes soient atteintes et
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non atteintes. De plus, si cette approche se rérgdeefficace dans le cas de caracteres controlés

par une seule région chromosomique, elle I'est mmrsque le caractére est multigénique.

Les études d’association comprennent l'utilisatienfamilles et des études cas/témoins.
Elles peuvent étre utilisées pour étudier I'ensemthd génome, faire de la localisation fine ou
travailler sur un géne précis identifié au préaatihez I'Homme ou par des modéles animaux
comme la souris (des exemples de génes au preaabldiés chez la souris seront développés

dans la partie 1.2.7.1).

Par exemple, les populations indiennes sont péidrement exposeées a la lepre
tuberculoide. Des études de liaison sur I'ensemblgénome faites sur une population Indienne
habitant au Royaume Uni et comprenant plus de 2@€opnes ont permis de mettre en évidence
deux régions chromosomiques liées a ce caractetesschromosomes 10p13 et 20p12 (Siddiqui
et al, 2001; Toshet al, 2002). Une cartographie fine et des études diestson au sein de
familles ont permis de mettre en évidence une nauatans I'exon 7 dMlacrophage mannose
Il a été ensuite montré que cette mutation étai fiéqguemment retrouvée dans les populations
Européenne et Asiatique qu’Africaine (revue parll(FH1006)). Une étude sur une population
Vietnamienne a révélé une liaison forte avec umidodu chromosome 10p13 et avec un autre
locus sur le chromosome 6925 (Metaal, 2004). Une étude d’association dans les populgtio
Vietnamienne et Brésiliennes a montré une assoniaiune mutation située dans le promoteur
du genePark2 Cette mutation n’a pas éte retrouvée dans lalptpn Indienne (Malhotrat al,
2006).

Ainsi, les facteurs génétiques impliqués dans @sufations soumises a une pression de
sélection par un pathogéne peuvent différer entimmae la localisation géographique et des

formes de la maladie.

L'analyse de cas familiaux de vulnérabilité tregése a des maladies infectieuses a été
exploitée pour identifier des génes qui jouent @le majeur dans la réponse aux infections. En
raison de la force de leurs effets, ces mutatiamsc@amportent généralement comme des
caractéres mendéliens. Ainsi, dans certains casebhsement tres rares, des enfants développent
des maladies cliniguement tres séveéres a la suite thjection de BCG, le bacille de Calmette et
Guérin, souche atténuée Mycobacterium bovisou d'une infection par des mycobactéries de
I'environnement. Le groupe de J.L. Casanova ethel Ad I'h6pital Necker, ainsi que d'autres
équipes, ont étudié I'étiologie génétique de cesl®ymes dont le mode de transmission apparait
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clairement mendélien (pour une revue, voir Fortinadl., 2007)(Fortiret al, 2007). lls ont ainsi
identifié, dans différentes familles, des mutatiaens plusieurs genes impliqués dans les
relations entre macrophages ou cellules dendrgigaidymphocytes T ou cellules NK (Natural
Killer) : récepteurs 1 et 2 a l'interférgn IL-12p40 et son réceptefdl, STAT-1 et NEMO
(Altare et al, 1998; Altareet al, 1998; Chapgieret al, 2006; Filipe-Santost al, 2006;
Jouanguyet al, 1999; Vogtet al, 2005)

1.2. Contribution des modéles animaux a I'étude des diesainfectieuses

1.2.1. Modélisation chez I'animal de maladies infectieude$ Homme

Les modeles animaux sont tres utilisés pour l'étulds maladies infectieuses de
’Homme. Les études génétiques de prédisposition raaladies infectieuses sont difficiles a
entreprendre directement chez 'Homme pour diversgsons : les infections ne sont pas
contrblées (en terme de dose inoculée, de puretéladsouche, etc...), les facteurs
environnementaux sont tres différents d’'une pers@nbautre (alimentation, hygiene, exposition
aux vecteurs, etc.), peu de phénotypes sont amddgsat surtout la mise en ceuvre de traitements
dirigés contre I'agent infectieux perturbe I'évatut naturelle de la maladie. L’ensemble de ces
facteurs de variations peut étre controlé cheadanaux de laboratoire

Il est toutefois important de prendre en comptgeéainence du modele utilisé. Pour
certaines infections, I'animal de laboratoire esthdte naturel comme dans le cas de la peste
avec les rongeurs. En fonction du pathogéne, cééretits modeles ne sont pas des hoétes
naturels mais développent des maladies plus ousywiches de celles de 'Homme aussi bien
au niveau de la pathogénese (tissus et types aiedlsil touchés, progression des Iésions
développées) que de la réponse physiologique ifimflation, immunité, etc.).

Par exemple, les modéles animaux les plus utifisés I'étude de la tuberculose sont la
souris, le lapin et le cobaye. Ces trois modéleatraat une vulnérabilité tres différente face a
cette maladie : les souris sont relativement r&@siss (plus ou moins en fonction des lignées
utilisées) contrairement aux lapins et aux cobayesont trés sensibles. Les études faites sur ces
trois modeles sont par conséquent complémentaesries des autres et ont permis de mieux
comprendre l'immunopathogénicité de la tuberculokss facteurs génétiques contrélant
l'infection, l'efficacité des traitements antimidriens et les interactions hotes/pathogénes. Les
souris sont particulierement utilisées pour étudeéeréponse immunitaire et notamment le

déterminisme génétique de la vulnérabilité de Bhatl'infection, mais aussi pour tester des
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médicaments antibactériens. Le lapin développefarmee pulmonaire contrairement aux deux
autres modéles et est donc un modele de choix @mudlier cette forme de la maladie. Les
cobayes, trés sensibles a ce pathogéene, sontitreédsupour étudier le mode de transmission par

aerosol de la bactérie mais aussi pour testera@sns.

Dans le cas ou certaines espéces animales ne pgegetgas naturellement la maladie, il
est possible d’introduire un géene humain pour reféspece sensible. C’est par exemple le cas

deListeria monocytogenext du virus polio.

L. monocytogengsossede deux protéines de surface appelées iimerAaet internaline

B (notées respectivement, Inl A et Inl B). Ces @irmes jouent un rble important dans
l'internalisation de la bactérie au sein des ce#ulElles sont reconnues par des récepteurs
membranaires de la cellule héte. L'internaline A exconnue par I'E-cadhérine tandis que
l'internaline B est reconnue par le récepteur Metfaicon spécifique. Il existe une spécificité
d’espece trés importante entre I'E-cadhérine etlA'l(cf. figure 1). En effet, alors que I'E-
cadhérine humaine reconnait parfaitement I'InlA ldebactérie, 'E-cadhérine murine en est
incapable (Lecuiet al, 1999). Pour cette raison, la souris est un mauvaidéle pour I'étude de
L. monocytogenedisson et coll. (2008) ont entrepris « d’humanisde modele murin afin
d’étudier I'invasivité de la bactérie chez son h{éssonet al, 2008). Pour cela, une souris
Knock-In (ou KI) a été produite pour introduire ¢&ne de I'E-cadhérine humaine dans le
génome murin. Ainsi, les souris produites recorssis I'InlA et miment une réponse

extrémement proche de celle de 'THomme.

Il en est de méme pour le poliovirus. Des soudadgéniques portant un géne codant le
récepteur humain du virus de la polio ont été @édans le but d’étudier les mécanismes
moléculaires de la pathogenése du virus. Ces sontisavantage de pouvoir mimer la maladie
observée chez ’lhomme et chez les primates. Edangttent de comprendre la physiopathologie
mais aussi de tester d’éventuels vaccins. Ellegpemis de limiter les études faites auparavant

sur des primates (Nomura, 1997).

Ces différents modéles sont utilisés pour l'ideciion de genes de vulnérabilité aux
maladies infectieuses en émettant I'hypothése ggemécanismes sont conservés entre les

especes.
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Listeria
maonacytogenas

In Met E-cadherin Met E-cadherin Met E-cadherin
Guinea pig Mouse Human
and rabbit and rat

Figure 1 : Reconnaissance des internalines A et B de. monocytogenes par les
récepteurs Met et E-cadherine chez le lapin, le cole, la souris, le rat et 'THomme.

Ches I'homme, les protéines de surface de la li@adt@A et InIB peuvent se lier a leurs
récepteurs respectifs, la E-cadhérine et Met, isohtitentrée de.. monocytogenes dans
les cellules épithéliales humaines. Chez la saetrig rat, la substitution d’'un seul acide
aminé de la E-cadhérine en position 16 inhibe lssdiaid’InlA a ce récepteur. Chez le
cobaye et le lapin, InIB ne peut ni reconnaitreativer le récepteur Met par un mécanisme
qui reste a déterminer (Hamon et al., 2006).



1.2.2. Déroulement des processus infectieux

Comme c’est le cas pour toute maladie, la rechatehgenes de sensibilité/résistance aux
maladies infectieuses impose d’étudier des phéestppécis afin de les relier au génotype. Dans
le cas des maladies infectieuses, le processumrinfhtoire se décline en plusieurs étapes qui

aboutissent soit a la guérison, soit a la mortiddividu, soit a des inflammations chroniques.

Les mécanismes physiopathologiques mis en plased®i’infection sont trés différents
d’'une maladie a l'autre et donc absolument pas rgésables. Pour illustrer cette variabilité,
nous allons nous intéresser a 3 exemples : unetiofebactérienne (Tuberculose), virale (la

fievre de la vallée du Rift) et parasitaire (la athé de Chagas).

La tuberculose est causée par la bactdiyeobacterium tuberculosigui est transmise,
dans la majorité des cas, par voie aérienne. Degydas contenant le bacille tuberculeux sont
produites lors de la toux et pénetrent chez l'ifdlivcontaminé jusqu’aux alvéoles pulmonaires.
La pénétration du bacille dans I'organisme ne cdnalda maladie que dans 10% des cas en
moyenne. Dans 90% des cas, la multiplication deglés s’arréte rapidement (Knechel, 2009).
Les bacilles se multiplient dans les macrophageso#dires et déterminent la formation d’'un
chancre d’inoculation au niveau des lobes. La digsgdtion dans I'organisme se fait d’abord par
voie lymphatique et ganglionnaire puis sanguinecales localisations secondaires, dont la plus
importante au niveau pulmonaire se situe a I'apexprogression de la maladie est trés lente. Le
patient peut également développer une tuberculkisa-pulmonaire pouvant atteindre le rein, les
os et les articulations (ostéo-arthrites, infectionvalidantes), I'appareil digestif, le cerveauaet

moelle épiniere (méningites, infections trés graves bien tout le corps (tuberculose miliaire).

La fievre de la vallée du Rift (RVF) est une zoanegale affectant principalement les
animaux domestiques mais pouvant se transmettrén@mains. Elle est transmise par la piqdre
d’'un moustique infecté. Plusieurs syndromes ont d&érits. Habituellement les personnes
atteintes ont des symptémes sans grave conséqoemeee de la fievre, des maux de téte, des
myalgies et des anomalies hépatiques voire auauptéyne. Dans un petit nombre de cas (<2%)
la maladie peut évoluer vers un syndrome de fidvdmorragique, de méningo-encéphalite

(inflammation du cerveau), en encore affecter Esxy(Bouloy & Flick, 2009).

La maladie de Chagas, causée par un parégifmnosoma cruzise développe en deux
phases : la phase aigué peu de temps aprés lioffeet la phase chronique qui peut s’étendre
sur une durée de 10 ans. La phase aigué est ggméral asymptomatigue mais peut

s’accompagner de manifestations de type fievre, rexim® lymphadénopathie,
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hépatosplénomégalie et myocardite. Certains cas & a 20 % s’atténuent en 2 a 3 mois pour
faire place a une phase asymptomatique, et rédppaepres plusieurs années. La phase
chroniqgue symptomatique suit une période d’incamatongue. La maladie affecte le systéme
nerveux, le systeme digestif et le cceur. Linfattiochronique entraine divers troubles

neurologiques, une atteinte du muscle cardiaqudi@ayopathie qui est la complication la plus

sérieuse), et parfois une dilatation du tube difygset entraine une perte de poids importante. En
'absence de traitement, la maladie de Chagas r®awertelle dans la plupart des cas en raison

d’'une cardiomyopathie associée.

Comme nous pouvons l'apprécier a I'aide de ces #gemples, chaque pathogéne induit
des mécanismes physiopathologiques trés différeets.etapes de colonisation par le micro-
organisme, les organes atteints, la défaillanckodganisme induisant ou non la mort du patient
sont tres différents en fonction des cas. C'est pela qu'il est trés important de bien connaitre
le déroulement de la maladie propre a chaque agéettieux. Ainsi, les phénotypes étudiés
pour lidentification de genes de vulnérabilitérad plus précis et pourront refléter les étapes

clés de I'évolution de la maladie.

Dans le cas ou ces differentes étapes sont maluesnite phénotype le plus simple a
utiliser est la mort ou la survie de l'individu real manque alors de nuance dans I'appréciation

de la gravité de l'infection.

1.2.3. Phénotypes utilisés pour caractériser un procesfatieux

1.2.3.1Nature des caracteres

Les caractéres phénotypiques sont schématiquerivésdégien fonction de leur mode de
variation. Un caractere qualitatif présente uneiatian discontinue comme par exemple la

couleur du pelage des animaux ou bien la mort sufaie des animaux (caractére binaire).

Un caractere quantitatif présente une variatioricaa comme le poids, un taux circulant
ou la durée de survie. Il permet de classer lewiohes de facon plus fine que les caracteres
gualitatifs. Son déterminisme génétique est géagraht sous le contréle de plusieurs genes qui

interagissent et dont les effets, d’intensité it&gaépendent de facteurs d’environnement.

Ces deux catégories refletent la realité de facgseza schématique et les situations
rencontrées sont parfois plus complexes. Ainsi araaere apparemment binaire (sain ou
malade) peut étre contrdlé par des genes multgplesonstituent des facteurs de risque dont

aucun n’est suffisant ou nécessaire.
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Dans le cadre de I'étude des maladies infectiewdifigérents phénotypes peuvent étre
étudiés a différentes étapes du processus infadfoéutableau 1). En fonction des connaissances
de la physiopathologie de linfection, des phénesyplus ou moins globaux peuvent étre
mesureés. Le plus global correspondant a la mo#d tausurvie des individus. Aprés inoculation
du pathogene, les organes cibles sont colonisésectéponse immunitaire se met en place pour
lutter contre ce dernier. Ces différentes étapespmhcessus infectieux peuvent fournir des

variables pertinentes.
1.2.3.2Mort ou survie

Le phénotype le plus global est celui de la md#gaties individus suite a l'inoculation
d’'un pathogéne. Les animaux sont inoculés aveetingathogene étudié et le jour de mort des
animaux est relevé guotidiennement pendant unegeréfinie. Ce phénotype reflete l'issue
globale de la maladie puisqu’elle inclut I'évolutide l'infectionin vivo dans I'organisme entier
et la mise en place d’'une réponse immunitaire cergojusqu’a la défaillance des organes vitaux

qui aboutit a la mort.

Ce caractere permet de mettre en évidence deusmafmns différentes : une différence
du taux de survie des animaux selon leur génotgfest-a-dire le pourcentage d’animaux
résistants a la fin de la période d’observationyret mortalité soit précoce, soit tardive au cours

de l'infection (appelée par la suite phénotype dtence »)

Ce phénotype de mort ou survie a été utilisé pamgie dans divers travaux sur la
sensibilitéM. tuberculosiséalisés a partir de différentes lignées parestalettant en évidence
plusieurs locus de résistancérll, Ttrl2 et TrI3 (Mitsos et al, 2000),Tbslet Tbs2(Sanchezt
al., 2003) etSstl(Kramnik et al, 2000). Ce dernier s’est avéré contrbler égalertesurvie
aprés inoculation pat. monocytogenegPan et al, 2005). Le locusSstl contient un géene
candidats]prl (Intracellular pathogen resistangesurexprimé dans les macrophages résistants a

M. tuberculosisetL. monocytogeng@anet al, 2005)

Sebastiani G et coll., aprés avoir analysé le glmumort des individus post-inoculation de
10° ufc de Salmonella typhimuriurpar voie intraveineuse, a identifié deux locus dant ce

phénotype Ity2 et Ity3 (Sebastianet al, 1998).

Ce phénotype, de mort ou de survie, malgré sa ifépba donc déja permis d’identifier
de nombreux locus (mais rarement les mutationsatesjsdans le cadre de la recherche de génes

de vulnérabilité aux maladies infectieuses.
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1.2.3.3Courbe de poids

L’évolution du poids au cours de 'infection peutsai étre mesurée. Les animaux les plus
sensibles sont généralement ceux qui perdent sedawpoids. Ce phénotype a été utilisé dans les
travaux de Lavebratt et coll. et Sanchez et call. @ant mis en évidence une différence de
mortalité et une perte de poids, 20 jours postufaimn de Mycobacterium tuberculosis,
significativement différentes entre les lignéesepéales 1/St et A/Sn (Lavebragt al, 1999;
Sanchezet al, 2003). L'étude de ces deux parameétres sur depxilgions issues de deux
croisements en deux générations a permis d’identdeux régions chromosomiques sur les

chromosomes 31ps) et 9 Ths) contrblant ce caractere.
1.2.3.4Evaluation de la prolifération/dissémination dedent infectieux

Si des organes cibles de I'agent infectieux sonnhas, la charge bactérienne, virale ou
parasitaire de ces derniers peut étre utilisée coroanactere quantitatif. Ce caractere permet
d’évaluer la multiplication ainsi que la dissémioatdu pathogene dans I'organisme au cours de

I'infection.

Si I'étude de la charge bactérienne oblige a ewatsian I'animal pour prélever le ou les
organes d'intérét, il est important de choisir deeétre temporelle permettant de discriminer au

mieux les différences de vulnérabilité entre lgadies étudiées.

Mitsos et coll. ont caractérisé une différence darge bactérienne dans les poumons 90
jours apres inoculation dil. tuberculosispar aérosol entre les lignées C57BL/6J et DBA/2
(Mitsoset al, 2003). Grace a ces observations, ils ont puiitemiin locus appel@rl4 impliqué
dans la résistance a ce pathogene. Des travautigdes ont été effectués en mesurant la charge
bactérienne dans la rate aprés inoculation de BB&gille Calmette Guérin) entre les lignées
C57BL/6J et SPRET/Ei (Turcottt al, 2006).

Les locuslty4, Ity5, Ity6, Ity7et Ity8 ont été mis en évidence en comparant la charge
bactérienne dans le foie et la rate 4 jours pasttitation deSalmonella typhimuriunentre les
lignées MOLF/Ei et C57BL/6J (Rast al, 2006; Royet al, 2007).

En revanche, si la mesure de la charge bactéripauiese faire dans des compartiments
accessibles sur animal vivant, comme par exemdarig, il peut étre utile de faire une cinétique

de prélevements sur les mémes animaux.
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Tableau 1 : Exemples de QTL identifiés chez la souris, madula vulnérabilité a des agents pathogenes l@aséou parasitaires. La
plupart des QTL ont été localisés dans des croistsmen retour ou des F2 entre lignées de laboeatePRET/Ei et MOLF/Ei sont des
lignées établies a partir d’'individdé. spretus et M. molossinus. Les lignées AcB et Ccs sont des lignées recombesacongéniques

entre lignées de laboratoire.

Locus Geéne Fonction Pathogene Croisements Phénotype (s) Sexe  Position du Références
(dose, voie analysé(s) QTL
injection)
Transporteur de fer
Nrampl / / régulation du fer BCG (C57L x o Chr1 Malo D et al., 1993
Ityl Scllal dans les S. typhimurium C57BL/6J) x mortalité M, F roximal
L. donovani C57BL/6J P
phagosomes
M Ch_r 4
(SPRET/Ei x Charge "\ op roximal...
ifi M Chr X central
M d%d;\flL(:r\;eulr S - - @ 124%% iv) C57BL/6J)x  bactérienne rate +--------------------o---o- Turco;tgo,g etal,
P ' ' C57BL/6J splénomégalie B _C_f_]f_&?_c_:_e_r]'gr_q[
= Chr 17
proximal
________ Ity2 - - S typhimurium  (MOLF/Ei x mortalite - Vh.F_._Chr 11 central - Sebastiani G et al.,
Ity3 - . (10% cfu iv) C57BL/6J)F2 E  Chr1central 1998
Ity4 PKIr Fixation ggs lons M, F  Chr 3 central
____________________ magnésium
-------- ::yz ] ] Sopiimrium - (ACBOLX Sharge +mEChc;hzijtal Roy MF et al,, 2006
- - T , r
SR L (10" cfuiv) 129S6)F2 e 4 pi) e MR Roy MF et al., 2007
Ity7 - - M, F Chr7
Ity8 - - M, F Chr 15
Régulateur de la
transcription / BCG (BALB/c x Turcotte A et al.,
régulation de la T BXH-2)F2 . C o . 2004
Myls Icsbp / Irf8 voie de S;yg?;g:rdgim, (ALJ X BXH- splénomégalie M, F Chr 8 distal Turcotte A et al..
signalisation de ’ 2)F2 2005
'L12 et de I'lFNy
 Tbst - - (ISt x A/Sn) x ~M,F  Chr3distal  Lavebratt C et al.,
M. tuberculosis I/St Mortalité. poids 1999
Tos2 . . (5.1Ccfu, iv) (I/St x AISn) P M, F Chr 9 Sanchez F et al.,
F2 proximal 2003




Locus Gene Fonction Pathogéne Croisements Phénotype (s) Sexe Position du Références
(dose, voie analysé(s) QTL
injection)
Trll - - M, F Chr 1 distal
Trl2 - - M. tuberculosis (C57BL/6J x mortalité M, F  Chr 3 central Mitsos LM et al.,
““““““““““ (10° cfu, iv) DBA/2J) F2 TME e T 2000
Trl3 - - ' .
proximal
: Charge
M. tuberculosis e
i i (C57BL/6J X bactérienne . .
Trl4 (2.;(()?5;1'1), DBA/2J) F2 poumons (J90 M,F Chri19distal  Mitsos et al., 2003
p.i.)
Régulateur de la
transcription / M. tuberculosis
activateur de la (10° cfu, iv) Kramnik | et al.,
Sstl lprl/spll0 transcription en L. (C%?’?I-é?_%?)e ‘IJ:;( mortalité M, F Chr1 2000
réponse a un monocytogenes Pan H et al., 2005
pathogéne (10* cfu, iv)
intracellulaire
Lmrl Chr 17 (H2
e Lmajor V121 o0 o region)
Lmr2 - - (105, id & la base ég?éf/g éz taille des lésions M. F “Chr'g central / RoberltggL%J etal,
e de la queue) Pz proximal ___
Lmr30 Chr X
Lipoldova L et al.,
. Splenomegalie, 2000
Lmr3 i i IZ'lrgé;JO;CLZ:s(lju (CcS5 x hepatomegalie, M E  Chr5 central Badalova H et al.,
'dos) BALB/c)F2 IgE sérum, IFNg ' 2002
sérum Havelkova H et al.,
2006
L.major LV561 : L .
i i (CcS5 x taille des lésions, Lipoldova L et al.,
Lnr4 (107,dzcs)bas du BALB/C)F2 IFNg sérum M, F  Chr 6 central 2000
Splenomegalie Lipoldova L et al.,
L.major LV561 (CesSS5 x taille des Iésioné . 2000
; BALB/c)F2 . ' Chr 10 distal/ Badalova H et al.,
Lmr5 - - (107, sc bas du IgE sérum, IL12 M, F |
dos) (CcS20 x sérum, IFNg centra 2002
BALB/c)F2 sér[;m Havelkova H et al.,

2006




Locus Pathogéne Croisements Phénotype (s) Sexe  Position du Références
(dose, voie analysé(s) QTL
injection)
. . Chrl1
L6 L.major LV561 (CcS5 x ”‘4. serum proximal Lipoldova L et al.,
———————————————————— (107, sc bas du BALB/C)F2 Prolifération M, F B 2000
Lmr7 dos) spontanée .
proximal
IgE sérum,
Lmr8 Proliferation Chr 1 distal
____._Spontanée
IgE sérum, Chr 4
M IL6sérum | proximal
IgE sérum, taille Chr 8 Badalova H et al.,
Lmr10 L.major LV561 (CcS20 X des lésions, proximal 2002
(107, sc bas du splenomegalie M, F Havelkova H et al.,
"""""""""" dos) BALBIOF2 =0 Sérum, 2006
Lmrll X ' Chr 3 central
.. eserum T T T
IgE sérum,
TNFa sérum,
Lmrl2 IFNg sérum, Chr 16 central
Prolifération
spontanée
IgE sérum,
Lmri3 Lesion de la peau, Chr 18 central
TNFa sérum / distal Badalova H et al.,
. (CcS16 x 2002
"""""""""" EfS‘?"’écLX:fﬁu BALBIF2  igEsérum, ¢ ViadimirovVetal,
'dos) (CcS20 x Splenomagal@e, ' 2003
Lmrid BALB/c)F2 hepatomegalie, Chr 2 central, Havelkova H et al.,
IFNg sérum, distal 2006
IL12 sérum,
TNFa sérum
Lmri5 L.major LV561 (CcS16 x Vladimirov V et al.,

(107, sc bas du
dos)

BALB/C)F2 hepatomegalie M, F Chr 11 central

2003




Locus Pathogéne Croisements Phénotype (s) Sexe  Position du Références
(dose, voie analysé(s) QTL
injection)
Lmr16 Prohferatpn Chr 2 distal
__._._Spontanee .
. TNFa sérum, Chr9
_______ i o7 eobecqy (CcS20x IFNgséum o proximal _ Havelkova H etal,
’ BALB/c)F2 Proliferation : Chr 16 central 2006
Lmrl8 dos) . ;
._._._Spontanee . [distal
Lmr19 Prohferatpn Chr 10 central
spontanée
L O ___Chr6 distal
Lmrg2 Chr 7 distal
““““““““““ L.major
Lmrg3 ((B10.D2 x Chr 10 distal Beebe AM et al.
.................... WHOM173 . - '
BALB/c)F1 x  Taille des lésions M, F Chr 11 1997
Lnmrgd (107, sc patte BALB/C) )
e gauchey -] proximal
Lmrg5 Chr 15 central
Lmrg6 Chr 16 distal
Charl P. chabaudi Parasitémie sang Chr9
____________________ adami DS (C3H x B6)F2 4j.p.i. M E ___proximal  Foote S etal., 1997
(10* parasites, (SJF x B6)F2 Parasitémie sang Burt RA et al., 1999
Char2 . N Chr8 central
ip) 10j.p.i.
P. chabaudi
adami DS (C3H x B6)F2 Parasitémie san
(10 parasites, (A x B6)F11 10iDi 9 Burt RA et al., 1999
Char3 ip) AIL Parasitgrp':{ié san M,F  Chr17 (H2) Hernadez-Valladares
P. chabaudi 54X (PRD) 9 M et al., 2004
(3.1 parasites,
ip)
. P. chabaudi AS N
Char4 Pyruvate kinase (10° parasites, (':3?)5'%)( Paralsl|t1§r;|ie sang M, F Chr 3 distal Fortin Aet al., 2001

ip)




Locus Geéne Fonction Pathogene Croisements Phénotype (s) Sexe  Position du Références

(dose, voie analysé(s) QTL
injection)
Parasitémie sang Chr 5 central /
_______ chars L (PRY_distal
) Parasitémie sang .
Char6 P. chabaudi 54X (A/J x B6)F11 (PR2) Chr 5 distal Hernadez-Valladares
———————————————————— - - (3.10 parasites, epiman e MU Foceeeee oo
; AIL Parasitémie sang M et al., 2004
Char7 ip) Chr 17 central
PRy T T
Parasitémie sang Chrl1
Char8 (PR1) proximal
Char9 Pantetheinase /  P. chabaudi AS (ACB55 X Chr 10 Min-Oo G et al..

Vnnl/Vnn3 produ,ctlon de (10° parasites, ALJ)F2 Parasitémie sang M, F proximal 2001
cystéamine ip)




Dans le cas du paludisme, Burt RA et coll. ontgréldu sang sur les mémes animaux
pour suivre I'évolution de la parasitémie le®1et le 1£™ jour aprés inoculation de
Plasmodium chabaud{Burt et al, 1999). Ainsi, ils ont pu identifier des locus fdients

contrblant la parasitémie aux différents stadeldmfection.

La charge bactérienne, virale ou parasitaire dangrgane cible est dans la majorité des
cas corrélée avec la mortalité. Les animaux suceoinB I'infection ont généralement une
charge tres élevée alors que les animaux résisiahtme charge plus faible. Dans le cas ou cette
corrélation est caractérisée, le choix se portdasaresure de la charge comme phénotype. C’est
'un des phénotypes les plus mesurés dans le dadrétude des maladies infectieuses.

1.2.3.5Suivi des réponses inflammatoires et immunes

L’étude des réponses inflammatoires et immunitaméses en ceuvre lors du processus
infectieux permet de quantifier les réactions adide I'hnéte. Des études faites eishmania
major, dont le processus immunitaire est déja bien témnt été faites en mesurant différents
parameétres comme certaines cytokines (-NINFa, IL-4, IL-6 et IL-12) ou 'immunoglobuline
de type E (IgE). L'analyse de ces différents élémenpermis de mettre en évidence 12 locus
contrélant la production de ces molécules au cder§infection. La diversité des phénotypes
permet de caractériser différentes étapes du mwoseasflammatoire et immunitaire et de mettre
en évidence a la fois des locus communs qui carttgblusieurs parametres a une période

donnée mais aussi des locus spécifiques.
1.2.3.6Lésions histologiques

Au cours de linfection, des Iésions histologiqpesivent apparaitre au niveau d’organes

cibles comme par exemple les poumons pour la tulmse ou la peste pulmonaire.

Les lésions observées apres inoculationLdshmania majoront été utilisées comme
phénotypes pour identifier des locus contrélantcaeactere (cf. tableau 1) (Lipoldow al,
2000; Robert®t al, 1997). Quatre régions chromosomiques ont aingtpliées a ce caractére.
Le foie et la rate étant également touchés en @dehmaniose, la splénomégalie et

’hépatomegalie ont aussi été mesurées.

Le virus de Theiler induit, lors d’infection chrapie, des lésions de démyélinisation dont
la sévérité est plus ou moins corrélées au tina dians le systéme nerveux central et a la gravité

des paralysies (Brahic & Bureau, 1998).
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L’étude de ces lésions histologiques a permis derenen évidence différents facteurs
génétiques contrblant ces Iésions notamment le liBx@pnajeur d’histocompatibilité (CMH) et

l'interféron gamma (IFNJ).

1.2.4. |dentification de genes responsables des phénotydgsés

1.2.4.1Variabilité des caracteres

Un phénotype quantitatif mesuré dans un groupaliyidus s’exprime par une moyenne
et un écart type. Le phénotype varie en fonctionadeomposition génétique de I'individu, de
'environnement au sens large ou de I'observateerméme phénotype mesuré de facon répéte
(lorsque cela est possible) chez un méme indivahsdies conditions expérimentales strictement
identiques conduit a une série de valeur dont &gations correspondent a la variabilité intra-
individuelle. Les fluctuations entre les mesurdeatiées sur des individus identiques quant a
leur composition génétique, sexe, age, et facderssironnement correspondent a la variabilité
inter-individuelle. Les fluctuations qui ne sontsp@ductibles expérimentalement sont qualifiées

de variabilité résiduelle.

La variable phénotypique P correspond au résudtda dnesure effectuée sur un individu.
Elle résulte de la composition génétique G de Rirl (c'est-a-dire la combinaison des alléles
gu'’il porte, les interactions entre ces allélessague leur degré d’expression) et de l'influence
que peuvent exercer plusieurs variables de milieu apnstituent I'environnement E de
lindividu. On exprime ainsi la valeur phénotypigpar une relation additive (Lynch & Walsh,
1998) :

P=u+G+E+GXE

ou [ représente la moyenne phénotypique de la atimul G la valeur génotypique de
lindividu, E l'effet du facteur d’environnement eXercant sur l'individu et G X E les
interactions entre composition génétique et envieoment. L’effet de ce dernier pouvant varier
selon le phénotype de I'individu. Pour I'analysatistique des résultats, il est nécessaire de

décomposer les origines de la variance des don@&gseut écrire de maniere analogue :
0% = 0% + 0% + 0% x g + OR

ou o%r représente la variance résiduelle.
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1.2.4.2Notion de QTL

Lorsque I'on compare le phénotype des individusxd’'population issue d’'un croisement
avec leur composition génétique, on constate sdauy&itl existe une ou plusieurs associations
entre une différence de valeur phénotypique pogatactere quantitatif étudié et une différence
de génotype a certaines régions du génome. Lorsgtte association est statistiquement
significative on conclut a la présence d’'un ou j@uss QTL ou Quantitative Trait Locus. Un
QTL se définit donc comme un locus dont au moinsxdermes alléliques sont associées a des
valeurs phénotypiques moyennes différentes pouwratactére étudié. Un caractére quantitatif
peut étre sous le contrdle d’'un ou plusieurs QTh. @TL est donc un locus dont l'unité de
fonction contribue, pour une part plus ou moins ontignte, a I'élaboration d’'un caractére

guantitatif.

Un caractere quantitatif est généralement sousr&@e de plusieurs QTL. Le modéle le
plus simple en génétique quantitative est le moddtétif dans lequel plusieurs genes agissant
de facon indépendante additionnent les effets diédes que chacun d’entre eux portent,
déterminant ainsi la valeur phénotypique pour lead&re quantitatif. Dans ce modele, les
valeurs phénotypiques moyennes, qui sont les pkrésentées dans une population
génétiquement hétérogene, peuvent résulter deatities combinaisons d’alléles.

Cependant le modele additif ne permet pas toujodiexpliquer les données
expérimentales. On doit alors faire I'hypothésend’iinteraction épistatique entre les différents
genes. L'effet des alleles portés a un locus démdmd du génotype a un ou plusieurs autres

locus (cf. figure 2).

La valeur phénotypique d’'un groupe génétiquememhdgene élevé dans les mémes
conditions s’exprime par une valeur moyenne et certétype. Il n’existe pas de corrélation
stricte entre le génotype et le phénotype. Il n’pas possible sur la base d'une valeur
phénotypique de connaitre le génotype de l'indivddun locus précis car plusieurs combinaisons

génotypiques peuvent aboutir a une méme valeurgbyygique moyenne.

Chaque QTL participe pour une part plus ou moinpartante a I'élaboration du
phénotype. On dit que chaque QTL a une force dquedtipropre. De plus, le nombre de QTL
gouvernant un caractere est fonction du paramétidiéémais aussi du protocole mis en ceuvre
pour détecter ces QTL. En effet, la taille du cement et le type de croisement influencent la

détection de QTL. Un croisement de petite tailletifpnombre d’animaux analysés) sera moins
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Modéle additif

Valeur 4 AB
phénotypiqug Génotype
AA augene 2
| |
| I
AA AB
Génotype au géne 1
Modele épistatique
valeur ? AB
phénotypiqus Génotype
AA augene?2

| |

I I

AA AB
Génotype au géne 1

Figure 2 : Valeurs phénotypiques en fonction du génotype aux edix genes
gouvernant le caractere quantitatif étudi€, selondur mode d'interaction.

Dans le modele additif, le gene 1 augmente la vahénotypique des hétérozygotes
AB par rapport aux homozygotes AA avec la méme dugd quelque soit le génotype
au gene 2, et réciproquement. La valeur phénotgpligylus haute est obtenue lorsque
lindividu est hétérozygote pour les deux genes deux génes additionnent donc leurs
effets. Dans le modele épistatique, 'augmentatieria valeur phénotypique entre les
homozygotes AA et les hétérozygote AB pour le gérest plus importante chez les
hétérozygotes AB au gene 2 que chez les homozygotesll y a une interaction
épistatique entre les deux génes.



puissant pour détecter des QTL qu’un croisemenmgrdede taille : il y aura donc une plus grande
probabilité de ne pas détecter des QTL de forceemug ou faible. De plus, le choix des lignées
parentales d’'un croisement revét une importanceumn@jcar ne sont détectables que les QTL qui
sont polymorphes entre ces lignées. Enfin, certiipes de croisements permettent mieux que
d’autres de mettre en évidence des interactione €L ou des QTL de faible force. Ainsi, le

choix du protocole est-il essentiel lors de la neiseeuvre d’une recherche de QTL.
1.2.4.3.Localisation génétique des QTL : principes géng&rau
1.2.4.3.1. Marqueurs moléculaires

La recherche de QTL nécessite une connaissance@uiela carte génétique de I'espéce
étudiée. La construction de la carte génétiquefexfe a partir du positionnement des
marqueurs génétiques les uns par rapport aux alltres s’agit pas tant de mesurer la distance
qui sépare deux marqueurs, que d’établir de fagotaioe I'ordre des marqueurs le long d’'un

chromosome.

On appelle marqueur génétique toute variation stdbl génome dont il est possible de
suivre la transmission au cours des générations. R6un marqueur puisse étre utilisable, il est
indispensable qu’il soit polymorphe, c’est-a-dir@’ilgexiste au moins sous deux formes
alléliques. Il existe une grande variété de marggdies deux types utilisés pour la recherche de
liaison génétique et de QTL sont actuellement lesavatellites et les SNFSingle Nucleotide

Polymorphism

Les microsatellites sont des séquences d’ADN qatiennent une répétition en tandem
d’'un motif trés court, d’une longueur comprise erfiret 6 nucléotides. Leur intérét est que la
longueur d’'une répétition particuliere qui corresgoa un locus précis dans le génome est
susceptible de varier entre individus. En utilisdes amorces spécifiques des séquences uniques
de part et d’autre d’'une séquence microsatelliestifacile d’amplifier un fragment d’ADN dont
la longueur dépend uniqguement du nombre de repetitii motif. Plus de 10 000 microsatellites
ont été identifiés chez la souris. Leur principahr#tage réside dans la grande facilité de
génotypage (une simple PCR suivie d'une électras®ret leur répartition homogéne dans le

génome de la souris.

Le développement des techniques de séquencage @&mévidence l'existence de
variations d’'une seule paire de base du génome émdividus d’'une méme espéece appelées

SNP. Ces variations sont tres frequentes. Plus mélidns de SNP ont été caractérisés chez la
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souris. Les SNP peuvent se retrouver au sein denggodantes ou non codantes de genes, ou
des régions intergénigues. Les SNP se situent iaudss régions codantes ne modifient pas
nécessairement la séquence d’acide aminé de léimegbroduite, du fait de la redondance du
code génétique. On parle de formes alléliggdg®onymeslans le cas ou plusieurs formes d’un
SNP menent a la méme séquence polypeptidique, ferrdesnon synonymedans le cas ou les
séquences produites different. Le génotypage dd3 @it étre effectué a trées grande échelle
(plusieurs centaines de milliers ou millions de guaurs) mais demande des équipements

sophistiqués (séquencage a grande échelle, hyibndaur lame a trés haute densité).
1.2.4.3.2. Localisation des QTL

La localisation génétique de QTL contrélant un ctine quantitatif passe par I'analyse
d’'une population présentant une dispersion desuxalghénotypiques et en ségrégation pour un
nombre important de marqueurs génétiques polymerptheus étudierons plus loin les différents
types de populations disponibles chez la souriseuterons de leurs avantages et inconvénients
respectifs. Dans tous les cas, il est indispengadale maximiser I'expérience d’établir, avec les
plus grandes précision et reproductibilité possible phénotype de chaque individu. Tout
manque de rigueur se traduit par une augmentatofa d/ariance résiduelle des données et
affaiblit donc la signification statistique desulats. Il faut également disposer du génotype des
animaux pour un nombre suffisant de marqueurs ggrest (environ tous les 15 cM pour un

croisement F2 ou un croisement en retour, 5 cM dearlignées recombinantes consanguines).

La recherche de QTL consiste a calculer, pour ahagarqueur la moyenne et I'écart
type du caractére quantitatif considéré pour chamaepe d’'individus de méme génotype (a/a ou
a/b pour un croisement en retoa’a, a/b ou b/b pour une F2, a/a et b/b pour les lignées
recombinantes consanguines, etc.). On compare tenfa8 moyennes de chaque groupe
génotypique a l'aide d'un test statistique appmpen général une analyse de la variance
(ANOVA) (Lander & Botstein, 1989). Si la comparaisgevéle une différence statistiquement
significative entre les génotypes, on en déduit tpse différents génotypes au marqueur
considéré sont associés a des valeurs phénotypimogsnnes différentes, ce qui par définition

indique la présence d’'un QTL au voisinage de cegoeur.

En réalisant la méme analyse dite « point par peipbur des marqueurs génétiques
situés au voisinage du premier, il est possiblel@erminer la position le long du chromosome
qui est associée a la plus forte différence dewal®yenne et qui correspond a la position la
plus vraisemblable pour le QTL. Le test statistiqqaeiramment utilisé est le LOD score qui
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mesure le rapport de deux vraisemblances : cedlesérver les valeurs phénotypiques moyennes
aux genotypes sous I'hypothese de I'existence @i a la position testée, et celle de les
observer sous I'hypothése de I'absence de QTL.Q@PB Iscore est le logarithme a base 10 de ce
rapport. On conclut a la présence d'un QTL lordagiépasse un seuil fixé soit en fonction des

types de croisement, soit calculé empiriquemenppanutation des données.
1.2.4.3.3. Cartographie par intervalle

L’analyse point par point permet de calculer un L&re pour tous les marqueurs qui
ont été genotypeés le long d’'un chromosome. Cesuearg peuvent toutefois étre espacés de 20
ou 30 cM et il est intéressant de connaitre lawabpie prendrait le LOD score pour des
positions intermédiaires. Ceci est particulieremgiié lorsque la valeur du LOD score pour un
marqueur donné ou plusieurs marqueurs liés egsanfinent élevée pour suggérer la présence
d’'un QTL dans la région. En calculant le LOD scimnét au long des intervalles, on peut préciser

la position du QTL par rapport aux marqueurs étdié

La méthode utilisée repose sur un algorithme deherebe du maximum de
vraisemblance. Puisque I'on ne connait pas le gpraties animaux entre deux marqueurs, un
programme informatique génére pour une positioerinédiaire donnée, les génotypes possibles
pour chaque animal, en fonction du génotype aux aearqueurs situés de part et d'autre, en
fonction des fréquences de recombinaison qui maene LOD score maximal (algorithme
E.M.). Ainsi, pour chaque position le long de l&ntalle, le programme calcule le LOD score
maximal qui pourrait étre observé si tous les anknavaient des génotypes favorables a ces
positions intermédiaires. Ces résultats doivenjotos étre contrélés en génotypant les animaux

pour des positions intermédiaires, dans touteelgisns ou un QTL est détecté.

Mapmaker/QTL (Lander & Botstein, 1989) et Mapman&g&X (Manly et al, 2001) ont
éte longtemps les deux programmes de référence lpogartographie des QTL dans les
croisements entre lignées de souris. Plus récemieeptogramme R/QTL a été développé par
Karl Broman en utilisant la suite statistigue RQRL (Broman, 2003) integre non seulement les
tests paramétriques, mais aussi non paramétriquéanalyse des données binaires. R/QTL
possede également des fonctions pour optimisealyaa des courbes de survie obtenues lors de
'analyse d’'un phénotype de mortalité. Une courleesdrvie montre le taux de survie d’'une
population d’animaux chaque jour post-injectiontt€eourbe regroupe deux données: 1) le taux
de survie final obtenu a la fin de la période datation (en pourcentage, donnée individuelle
binaire) et 2) le jour de mort de chacun des irtligi qui ont succombé a l'infection (en jours,
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donnée quantitative). Le « modele two-part » comlténrecherche de QTL pour ces deux types
de données. Un premier LOD score, noté LODp, cpomsd a I'analyse du taux de survie final.
Le second, noté LOM est calculé a partir du jour moyen de mort defividus qui ont
succombé a linfection. Ces deux LOD score sontitecichés pour obtenir un LOD .

correspondant au modéle « two-part » proprement dit

Cette analyse permet d’identifier des QTL de vudbéité/résistance a I'infection mais
aussi de distinguer ceux qui agissent sur le tauguivie et/ou sur le jour moyen de mort des

animaux sensibles en comparant pour le LQDla valeur prise par le LODp et celle du L@D

Grace a ces méthodes, la présence d'un QTL a witgpodonnée du génome est définie
en termes de probabilité avec un certain risquiawbe positifs. Plus le LOD score est élevé, plus
la probabilité de présence du QTL a cette posi#sh grande. De la méme maniere, la
localisation du QTL ne peut étre déterminée aveiitede : la position la plus probable du QTL
se trouve au point culminant de la courbe de LO®esécf. figure 3). Ce n’est cependant que la
position la plus probable et on calcule un intdevee confiance dont les bornes sont définies en
fonction d’'un compromis entre une taille raisoneadtl un risque d’erreur consenti. En pratique,
les bornes de l'intervalle de confiance correspahdex positions pour lesquelles le LOD score

prend une valeur inférieure d’'une unité a celleitu(cf. figure 3).
1.2.4.3.4. Traitement statistique des résultats

Le type de test statistique utilisé pour compagsrrhoyennes des différents génotypes a
un marqueur dépend de la distribution des valewrgparametre étudié dans la population
croisement en retour ou F2 analysée. Si cettalulison suit une loi normale, naturellement ou
aprés un changement de variable, il est possibiiigér des tests paramétriques tels que le test
de Student t pour deux moyennes ou une analyseadange (ANOVA) pour plusieurs
moyennes. Si la distribution ne suit pas la loinmale, méme aprés une transformation des
variables, il est nécessaire d’utiliser des tesis paramétriques qui n’utilisent pas les valeurs
absolues des données mais leurs valeurs relatjued;on appelle leur rang. Le test U de Mann-
Withney représente I'équivalent non paramétriquetesht t. Il est utilisable dans le cas d’'un
croisement en retour (2 classes) alors que pour@nen choisira le test de Kruskal-Wallis (3

classes).

Dans le cas d’'une comparaison de pourcentage®xXpanple des taux de survie), un test

de Khi-deux sera utilisé.
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Figure 3 : Courbe de LOD score obtenue par cartograpie d’intervalle.

L’axe des abscisses représente le chromosome apesition des marqueurs analysés. L'axe
des ordonnées représente les valeurs du LOD sobtéeZn La courbe indique le LOD score
associé a la présence d’'un QTL a chaque positiondg u chromosome. Si la courbe
dépasse le seuil de signification, on en déduitstence d'un QTL sur le chromosome. Le pic
de LOD score indique la position la plus probahleQ@rL. L'intervalle de confiance de cette
position est habituellement calculé en prenant tesstipns associées a un LOD score inférieur
d'une unité au pic de la courbe.



1.2.4.3.5. Force d’'un QTL

Lorsqu'un QTL a été identifié & proximité d’'un maeyr avec une certaine probabilité
statistique, on peut évaluer la force de son esffietle caractere étudié en mesurant la part de la

variance génétique qu’il contrdle.

Dans la partie 1.2.4.1., nous avions défini lesédihtes composantes de la variance

phénotypique totale du croisement. En négligeatertaes’sxe, on peut écrire :
o’p=0"c+ 0’E+0R

Si on traite les données par une analyse de lanaien prenant comme facteur le
génotype des animaux au marqueur étudié (a praxichitquel se trouve le QTL), on peut
calculer la variance entre les groupes de génotylpe@eczQ et la variance a l'intérieur de
chacun des groupes de génotype (2 groupes de géradéyou a/b dans le cas d’unroisement

en retouy, qui vauto’s - 6%.

La part de la variance génétique expliquée parTe €st égale au rappootzQ sur o%.
Plus ce rapport est éleve, plus la part de la neeigphénotypique expliquée par le QTL est

importante, donc son effet est fort.
1.2.4.4Les outils génétiques disponibles chez la sounis f@recherche de QTL

La souris est un modéle d’étude puissant pourdaaehe de QTL chez les mammiferes.
En effet, cette espéce offre des avantages suletsatais que la facilité de croisement (espece
tres prolifigue avec un nombre de petits par poptd@evant atteindre 12), le temps de génération
(11 a 13 semaines), I'existence de lignées de #bioe consanguines, la possibilité de transférer
facilement une région génomique d’'un fonds génétigonsanguin a un autre, de modifier les
genes a volonté, une systématique et une évoldtioggenrévius bien connue et la possibilité de

produire des hybrides a partir de géniteurs appantea des especes différentes.

L’existence de lignées consanguines permet deaiptians des conditions génétiques
simples et contrélées. Les facteurs d’environnerpentvent étre standardisés a I'extréme dans
des animaleries modernes. En choisissant le tyfgetatlle du croisement utilise, il est possible
d’ajuster la résolution finale de la localisaticdngtique des QTL. Chaque gene peut ensuite étre
testé en transgénése ou par recombinaison homotagéee isolé dans des lignées congéniques.
Il devient alors possible d’affiner la localisatidn QTL, de confirmer son existence, d’étudier

ses effets biologiques propres et d’étudier sesantions avec d’autres locus.
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1.2.4.4.1. Croisements en deux générations

Aprés avoir caractérisé une différence de senbédntre deux lignées consanguines,
'une des approches pour identifier les facteurggtjgues responsables de cette différence est de
produire une population en ségrégation entre cag tignées a l'aide de croisements en deux

générations.

Les croisements en deux générations (croisememetenr ou F2) entre deux lignées
consanguines de souris de laboratoire ont étérfageemployés comme stratégie expérimentale
dans la cartographie des QTL pour un grand nomerphgnotypes. Chaque individu analysé
représente un réassortiment unique et non fixéddag génomes parentaux. Tous les individus
qui présentent le méme génotype a un marqueur dpariént des génotypes différents aux
autres marqueurs du génome. Ainsi lorsque I'on @mpes valeurs phénotypiques moyennes
des homozygotes et des hétérozygotes a ce mardhétérogénéité génétique des individus a
l'intérieur des deux groupes de génotypes est reside d’'une variabilité phénotypique intra

groupe qui affaiblit la puissance de la comparaison

Darvasi (1998) a réalisé des simulations afin déerdéner le nombre d’animaux
nécessaires a la cartographie d’'un QTL (Darvas98l9Pour ces deux types de croisements,
l'inflation du nombre de souris nécessaire est ingyde pour passer d’une résolution de 5 a 25
cM (supérieure a 1 000 animaux quelle que soibtaef du QTL) a une résolution de 1 a 5 cM
(prés de 10 000 animaux). Le choix d’'un croisengantetour ou d’'une F2 dépend des obijectifs
fixés pour la détection des QTL. Un croisementeatour peut étre d’'une plus grande efficacité
pour la détection d’'un QTL majeur tandis que I'gsald’'une population F2 semble plus adaptée
pour avoir une idée générale des QTL en ségrégasiog a priori sur leur force et la dominance
des alleles (Darvasi, 1998). Par exemple pour titetes QTL additifs, le nombre de souris
nécessaires pour une F2 est de 30% inférieur agisement en retour tandis que pour des QTLs
dominants, le nombre de souris nécessaires pouF2iest deux fois supérieur par rapport a un

croisement en retour (Darvasi, 1998).

Apres avoir phénotypé une population d'individusus d’'un croisement en deux
générations, le génotypage de ces derniers dat éfectué. Dans le cas ou le nombre
d’individus est important, un génotypage avec uemesidé suffisante de marqueurs est longue et
fastidieuse a entreprendre. |l est par conséquessilie d’'analyser, dans un premier temps,
uniquement les individus dits « extrémes ». Pamge, dans le cas d’'une étude de mortalite,

I'utilisation d’'une partie des individus les pluensibles (morts dés le début de la période

-28-



d’observation aprés inoculation) et d’'une partis dedividus les plus résistants (n’ayant pas
succombé a l'infection) peut suffire pour identifides QTL impliqués sur le taux de survie.
Manichaikul A. et Broman KW (2009) ont montré quette stratégie était trés efficace pour
cartographier des QTL en illustrant leurs proposcaun exemple suristeria monocytogenes
publié par Boyartchuk et coll. (Boyartchek al, 2001; Manichaikul & Broman, 2009). Dans cet
exemple, deux QTL ont été mis en évidence sur lesntosomes 5 et 13 contrélant la survie
aprés inoculation de faufc deL. monocytogenesur une population de 116 individus (35
résistants et 81 sensibles) issus d’'une F2 ergrkgieées C57BL/6J (résistantes) et BALB/cByJ
(sensibles). Ces individus ont été géenotypés agdcnarqueurs microsatellites répartis sur les
19 autosomes. L'analyse QTL a été faite avec R/@nLutilisant le modéle « two-part »
(Broman, 2003) et a montré que ces QTL agissamtipalement sur le taux de survie.

A partir de ces résultats, Manichaikul A et Brom&wW (2009) ont testé la possibilité
d’identifier des QTL en n'utilisant qu'une partieslindividus (Manichaikul & Broman, 2009).
Les individus les plus extrémes ont été choisifagen égale (35 sensibles et 35 résistants) et la
survie a été analysée. Les résultats montrent epieléux QTL des chromosomes 5 et 13 sont
bien identifiés aux mémes positions qu'avec la jetmn entiére, méme si les valeurs de LOD
score obtenues sont un peu plus faibles. Les 70idug extrémes contiennent donc 'essentiel

de I'information génétique du croisement.

Quel que soit le phénotype observé, plusieurs enmémts en deux générations peuvent
étre effectués a partir de différentes lignéesgmist les mémes caractéristiques de départ dans
le but d’'identifier des régions chromosomiques cames et de diminuer les intervalles de

confiance (et donc le nombre de génes présenigleatifier de nouveaux locus.

Mitsos et coll. ont mis en évidence une différedeesensibilité entre les souris C57BL/6J
(dite résistante), qui meurent entre 190 et 29@sj@ost-inoculation et DBA/2J (dite sensible),
qui meurent entre 80 et 120 jours aprés une intonlale 16 ufc deM. tuberculosispar voie
intraveineuse (Mitsosgt al, 2000). En analysant le jour de mort d’'une popaatie 95 souris
(C57BL/6J x DBA/2J)F2, ils ont mis en évidence 3LQTTrll(chromosome 1) dont le géne
causal est tres probablemértampldéja décrit par Vidal et collTrl2 (chromosome 3) €krl3
(chromosome7) (Vidatt al, 1995). Ces trois locus semblent agir de facgortiadd

Quelgues années plus tard, Mitsos coll. ont migwdence une différence de charge
bactérienne dans les poumons entre les mémes digrerentales dans la phase tardive de
l'infection (90 jours post inoculation par aérosiel 2.16 ufc deM. tuberculosigMitsos et al,
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2000). Apres avoir phénotypé et analysé 98 (C57BX/@®BA/2J)F2 pour ce caractere, ils ont
identifié les locus Trl3 (chromosome 3) €frl 4 (chromosomel19). Le locud3 avait déja été
identifié lors de la premiéere étude. Ce locus serpbkséder un (ou plusieurs) gene(s) capable de
contrbler la sensibilité a une infection plt. tuberculosisaussi bien lors d’une infection
systémique (injection par voie intraveineuse) qudmpnaire (aérosol). L'utilisation de
différentes voies d’inoculation et différents phBmes permet de mettre en évidence certains
locus spécifigues de chacun des modéles mais dassiégions chromosomiques communes.
Chaque locus a un effet assez important sur lesgiyyges puisqu’ils expliquent entre 20 et 25%

de la variance phénotypique.

De plus, l'utilisation des mémes lignées pour ddfés pathogenes permet d’identifier
des régions chromosomiques communes. L'exemplduke gonnu est celui derampl (aussi
appelé Sicl1la) qui joue un réle primordial dans la vulnérabiligéi BCG, aSalmonella

typhimuriumet al.eishmania donovanifVidal et al, 1995).

L’inconvénient des croisements en deux génératiestsla taille de lintervalle de
confiance du QTL. Il n’est pas rare que celui-dt $@s grand et contienne beaucoup de genes.
Nous verrons plus loin comment il est possible amluner différents croisements pour diminuer

la taille de ces intervalles.

Un autre inconvénient est que chaque animal egueret donc que le phénotype associé
a un génotype particulier ne peut étre répliquéstidonc tres important que tous les individus

soient phénotypés avec le plus grand soin et dsnmémes conditions expérimentales.

De plus, ces croisements imposent I'analyse d’'umbre important d’animaux. Les
différentes études présentées dans le tableaut poaié sur une centaine d’individus au moins
(Mitsos et al, 2000) et jusqu’a plus de 500 pour une étudeLsishmania majo(Badalovaet
al., 2002).

1.2.4.4.2. Lignées recombinantes consanguines

L’'une des caractéristiques essentielles des caeacdehérédité complexe est I'absence de
corrélation absolue entre le génotype et le phémotyCette propriété est responsable de
I'efficacité relativement faible des croisementsdsmux générations pour la localisation précise
de QTL. Cette limitation a incité de nombreux expé@ntateurs a étudier des caracteres

complexes en faisant appel aux lignées recombisaatesanguines.
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Cette stratégie expérimentale a été mise en cetvezla souris depuis les années 1970
par Benjamin Taylor et Donald Bailey au Jacksorotatory (Baileyet al, 1971). Les lignées
recombinantes consanguinéetombinant Inbred Strairmi RIS) sont établies en croisant deux
individus F2 issus d’'un croisement entre deux l@ggnde souris consanguines, puis en réalisant
des accouplements ininterrompus frére/sceur peralanmnoins 20 générations. En moyenne,
chaqgue lignée consanguine ainsi obtenue hérita deoltié des alleles qu’elle porte de chacune
des deux lignées consanguines parentales. Lese$igmht une composition génétique
indépendante les unes des autres, unique et ndisai#p. En revanche, cette composition
géneétique n'est pas aléatoire en raison de laohagenétique : les lignées tendent a porter, a
deux locus tres liés, des alléles de méme origeremnpale. L'un des jeux les plus utilisés
comporte 26 lignées notées BXD1 a BXD32, issuea dhoisement entre les lignées C57BL/6J
(B) et DBA/2J (D)

Chaque lignée RIS est une lignée consanguine, de goe I'on peut établir avec
précision son phénotype en analysant plusieuryvighed males et femelles, ce qui permet de
réduire les effets environnementaux et les vaitébide mesure. De plus ces lignées peuvent étre
utilisées pour analyser et comparer plusieurs giggee, pour étudier les interactions
gene/environnement. Enfin le dernier avantage @sttoutes les données obtenues, sur le méme
jeu de lignées, par différents laboratoires (doanée génotypage, de phénotypage et
d’expression de génes) sont cumulables. Elles ddilleurs accessibles sur des bases de
données sur internet. La précision de la locatisati'un QTL a l'aide de RIS dépend du nombre
de lignées analysées, comme le nombre de descerntdkamd le cadre d’'un croisement en deux
générations. En revanche, a l'inverse des croisesmem deux générations dans lesquels on
décidea priori du nombre d’animaux que I'on va analyser (et doe peut augmenter a tout
moment), chaque jeu de lignées recombinantes cguses comporte un nombre donné de
lignées (en créer de nouvelles prend au moins 5. dasfin, I'étude de la relation
dominance/récessivité entre les alleles a un mémesl| suppose de faire des croisements
supplémentaires, ce qui n'est pas le cas dans ZmpiFcomporte des animaux appartenant aux

trois classes de génotypes a chaque locus marqueur.

La communauté scientifique dispose actuellemennel’dizaine de jeu de lignées
recombinantes consanguines chez la souris. Lenialide 26 BXD produit par Benjamin
Taylor a été récemment augmenté et compte actumbleplus d’'une centaine de lignées. I
existe aussi d'autres jeux de lignées comme AXB (AC57BL/6), CXB (BALB/c x C57BL/6)
ou bien SM/J x LG/J de J.Cheverud.
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A titre d’exemple, Abdeltawab NF et coll. ont wis un jeu de 30 lignées RIS BXD pour
identifier des QTL contrdlant la vulnérabilité Streptococcus pyogendébdeltawabet al,
2008). Ces différentes lignées ont été phénotypées trois caractéres : l'indice de survie
(calculé en fonction de la perte de poids et dentatalité des individus afin de mesurer les
différents phénotypes sur le méme individu), lat@&aémie et la charge bactérienne dans la rate
24h post-inoculation de 1@ifc deStreptococcus pyogenpar voie intraveineuse. Pour chacune
des 30 lignées testées, entre 5 et 26 souris énph&inotypées pour ces différents caracteres.
L’'analyse a mis en évidence un QTL commun pour ttess caracteres mesurés, sur le
chromosome 2. Pour tenter de réduire l'intervalée abnfiance, d’autres lignées BXD non
utilisées dans la premiere étude et possédant dedgspde recombinaisons différents sur
chromosome 2 ont été testées. Ces différenteseligoét permis de mettre en évidence qu’il n'y
avait pas un seul mais deux QTL localisés sur Imenéhromosome ne contrélant pas les mémes
phénotypes. Le premier est situé entre 23 et 33(Mipartir du centromere) et contrdle la
sensibilité, l'allele D étant dominant. Le secoritué entre 125 et 150 Mb et contrdle la
bactériémie. Cette étude montre bien l'intérét dgaker d'un grand nombre de lignée pour
cartographier finement un QTL. Si les auteurs niavapas utilisé de lignées recombinantes
pour les différentes régions du chromosome 2,’dsmaient pas identifié ces locus distincts et
des intervalles de confiance aussi petits qui étarit deux caractéeres différents, a moins de

produire de lignées sous-congéniques (voir paragra.5.)

Il est intéressant de noter que les lignées pdesntaésentaient des phénotypes assez
proches : la lignée DBA/2J montrait un indice deviu tres faible (trés « sensible »), une
bactériémie quasi-nulle et une charge bactérierams db rate trés élevée alors que la lignée
C57BL/6J avait un indice de survie faible, une aémie quasi-nulle et une charge bactérienne
dans la rate trés faible. L'observation de phénedypeaucoup plus variés dans les collections de
RIS testées montre qu’en mélangeant le génome uabe ldées parentales, il a été créé de
nouvelles associations alléliques inédites qui pémont d’identifier de nouveaux génes de

résistance.
1.2.4.4.3. Lignées recombinantes congéniques

Lorsqu’un caractere est contrélé par plusieurs QCHaque lignée RIS porte les alleles
d'une des deux lignées parentales en moyenne pamoitié de ces QTL, ce qui rend difficile
d’établir les effets individuels de chaque QTL, teut lorsque certains sont liés par des

interactions épistatiques. Pour résoudre cettaecdifé, Peter Demant et coll. ont proposé de
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développer des lignées recombinantes congénidReMmbinant Congenic Strains RCS) qui
different des lignées RIS par la proportion de ciealignée parentale (Demant & Hart, 1986).
Les RCS sont produites a partir d’individus d8%34°™ voire 5™ génération de croisement en
retour d'une lignée «donneuse » sur une lignéeceveuse ». Ce nombre de génération
détermine le pourcentage de génome de la lignéeedse : il est de 12,5% pour les lignées
produites par croisements consanguins entre légding de 3™ génération, et divisé par deux a
chaque croisement en retour supplémentaire. Ainsst possible d’isoler les différents QTL
dans les RCS distinctes, et de mettre en évidelusegificacement des relations épistatiques
entre QTL. Comme pour les RIS, le nombre de RC&raiéhe la puissance de détection du QTL
mais conditionne aussi le pourcentage du génomeecopar le jeu. Ainsi 20 lignées de 12,5%
permettent de couvrir environ 93% du génome digieéé donneuse.

Les RCS ont montré leur puissance et leur effiéacin particulier dans différents
modeles de cancérogénese (Demant, 19989ret le cadre des maladies infectieuses.

Des études faites par Vidal S et coll. ont misédence le role majeur du geheampl
dans la résistance a une infection gartyphimurium(Vidal et al, 1995). Mais ce géne ne
contrble qu'une partie de la différence de phénetypd autres génes, a effet plus faible, restent
a identifier. C’est pour cela que Roy et coll. ohobisi d’utiliser deux jeux de lignées RCS créeés
entre les lignées A/J et C57BL/6J : AcB et BcA. lsemris C57BL/6J portent un allele non
fonctionnel pour le genlramplcontrairement a la lignée A/J {Roy, 2006 #50}. ligaées A/J
et C57BL/6J different pour leur sensibilité : lgriee C57BL/6J est tres sensible en terme de
mortalité tandis que la lignée A/J est plus résistgmortalité plus tardive). Trente-six lignées
AcB/BcA ont été phénotypées pour différents carastela mortalité, la charge bactérienne dans
le foie et la rate 4 jours post-inoculation dé aft deS. typhymuriunpar voie intraveineuse. La
lignée AcB61 meurt précocement comme la lignée ntale C57BL/6J, et a une charge
bactérienne dans le foie et la rate intermédiaiteedes deux lignées parentales. En revanche, la
lignée AcB64 montre une survie supérieure a laéégA/Jd, ainsi qu’'une charge bactérienne dans
les deux organes étudiés identiques a la lignée @é3 deux lignées ont donc été utilisées,

indépendamment I'une de l'autre pour produireidds/idus F2.

La lignée AcB61 a été croisée avec des individl@&SB2SvEvTac qui sont résistants pour
produire 247 individus (AcB61 x 126S6)F2 pour lestps le jour de mort a été relevé
guotidiennement. L’analyse de cette populationrangede mettre en évidence deux QTL sur les

chromosomes 2 appdl§5 (LOD score = 5,4 ; intervalle de confiance entrg,h%t 180Mb) et 3
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appelélty4 (LOD score = 27,3 ; intervalle de confiance enttg76et 124,3 Mb). La part de la
variance expliquée est de 42,1% pliyd et de 7,5% pouty5. La lignée AcB64 montre un taux
de survie important. Ces souris ont été croiség ales individus DBA/2J (sensibles) pour
obtenir 249 (AcB64 x DBA/2J)F2. L’analyse de cesraux a permis de mettre en évidence 3
QTL : Ity6 sur le chromosome 14ty7 sur le chromosome 7 #y8 sur le chromosome 15.
Aucune interaction épistatique n'a été identifiéére ces trois locus qui agissent sur le taux de
survie. Ces travaux ont permis d’identifier de nelles régions chromosomiques impliquées
dans la résistance a une infection Saityphimuriumen s’affranchissant de I'effet dérampl
Apres avoir identifié les lignées RCS AcB61 et 64,croisement en deux générations non pas
avec les lignées parentales du jeu AcB mais avecaurtre lignée consanguine présentant un
phénotype opposé a celui observé dans la lignée. R@8roduction d’une nouvelle lignée
consanguine augmente le polymorphisme contenu l@daoisement et maximise les chances
d’identifier des QTL.

Le phénotypage d’'un jeu complet de lignée RCS pemla@s un premier temps de
screener I'ensemble du génome. Si une des lignéastren une différence phénotypique
intéressante, des croisements en deux génératondasts dans le but d'identifier les régions
chromosomiques responsables. Une fois identifilsssrégions d’intérét peuvent étre isolées

dans des lignées congéniques pour confirmer le QTL.
1.2.4.4.4. Lignées consomiques (ou chromosome substitutiamsir

Une lignée consomiqué&Chromosome Substitution Strasm CSS) (Nadeaat al, 2000)
porte un chromosome entier et un seul du génomaeadorsur le fonds génétique du génome
receveur. Une collection compléte comporte doncli@iées chez la souris (19 autosomes,
chromosome X, chromosome Y). Ces lignées peuveatuditisées pour screener I'ensemble du
génome, au méme titre que les lignées RCS ou RiS Wabut d’identifier des différences
phénotypiques avec la lignée receveuse pour urctéaeadonné. L’avantage de ces lignées,
contrairement aux lignées RIS ou RCS, est guiisih’eas nécessaire de faire les différents
croisements. En effet, les lignées RIS et RCS plesdedes segments chromosomiques a
différents endroits du génome, il faut donc faies ccroisements en deux générations pour
identifier lequel (ou lesquels) est responsableatte différence phénotypique. Avec les lignées
consomiques, on identifie en une seule étape lenubsome d’intérét. Il faut alors réduire la
région en produisant des souris recombinantes dargoisement en retour ou une F2 avec la

lignée receveuse.
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Les lignées consomiques peuvent aussi étre usliséeseconde intention pour obtenir
rapidement des souris congéniques pour des régimnmosomiques identifiées préalablement a
I'aide des différentes possibilités décrites dassparties ci-dessus.

Les premiéres lignées ont été développées sunmrammsome Y pour étudier son role
dans l'auto-immunité (Hudgingt al, 1985). Joseph Nadeau a notamment développé cette
approche pour cartographier les QTL impliqués damgulnérabilité aux tumeurs testiculaires
(Matin et al, 1999) mais aucun jeu complet n’a été utilisé pdentifier des locus impliqués
dans la vulnérabilité aux maladies infectieusegxlste actuellement 3 jeux de lignées : A/J x
C57BL/6 (2 jeux réciproques), B6 x PWD et B6 x MSM.

1.2.4.4.5. Cartographie d’association

Une nouvelle stratégie a été proposée en 2005 tarr parti du polymorphisme
génétique et phénotypique des dizaines de lignéasaaguines de souris disponibles. Cette
stratégie, appelélaplotype Association Mappin(HAM) consiste a phénotyper précisément
plusieurs dizaines de lignées couvrant une assge liversité génétique et de comparer les
phénotypes observés aux génotypes connus pour degienrs génotypiques répartis tout le
long du génome. Avec le reséquencage du génomemérauses lignées de laboratoire, les
génotypes sont déja connus pour plusieurs milliase plusieurs millions de SNP, ce qui évite
tout un travail de génotypage et fournit une résmumaximale. L’'HAM repose sur I'hypothese
gue la plupart des lignées de laboratoire partadestalléles hérités d’un ancétre commun, par
identité par descendance. Ces associations ensredifférences phénotypiques et alléliques
peuvent permettre rapidement didentifier des QWHans avoir besoin de produire des
croisements (au moins en premiére intention) et avee trés bonne résolution (en principe

corrélée au nombre de lignées analysées).

Cette stratégie ne devrait pas tarder a étre migeofit pour I'étude des maladies

infectieuses en raison de ses performances.
1.2.4.4.6. Collaborative cross

Plusieurs groupes se sont réunis en 2004 dar@oiaplex Trait ConsortiunfCTC)
(Churchill et al, 2004) pour mettre en route un grand projet sifigné appelé le Collaborative

Cross (CC). L'objectif est d’exploiter a I'extrémle principe des lignées recombinantes

consanguines en créant une collection de 1 O0O@egmerivées de 8 lignées. Cing d’entre elles
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sont des lignées de laboratoire (A/J, C57BL/6J/32®nJ, NOD/LtJ, NZO) et les 3 autres sont
des lignées consanguines dérivées des sous-espirhs, m. musculugPWK/Ph), M. m.
domesticugWSBJ/EI) etM. castaneugCAST/Ei). Le principe d’établissement de ces diga est
représenté par la figure 4. Entre les 8 lignéesmales (notées A, B, C, D, E, F, G, H) les 56
combinaisons de F1 possibles (AB, AC, ..., FH, Gleets réciproques). Le croisement suivant
se fait entre les alléles disjoints par exempleeeABCD X EFGH (et hon pas ABCD X ABDE).
La génération des croisements ultérieurs a étéséeadle facon aléatoire. Des simulations ont été
réalisées sur la puissance de détection des QHid& ldu Collaborative Cross comparé aux HS
et aux Advanced Inbred Lines ou bien aux croisemdetdeuxieme génération (Valdzral,
2006). Ces simulations mettent en évidence unesguoie de détection des QTL inférieure a 2
Mb. Actuellement, les croisements sont a la gérmdrat3/F14. Plus de 900 lignées sont en cours
de production et quelgues données préliminairegesegt que, par leur diversité géenétique et
leur résolution, elles constitueraient un outistpalissant pour I'analyse de caracteres complexes,

y compris dans le domaine des maladies infectieuses

1.2.5. Lignées congéniques et sous congeéniques

Apres avoir identifié une région chromosomique ddatd a l'aide des différentes
possibilités présentées ci-dessus (croisement arx dgenérations, utilisation de lignées
recombinantes congéniques, consanguines, consaiquy I'étape suivante consiste a 1)

confirmer I'existence du QTL identifié et 2) de giger plus finement la position du QTL.

Pour confirmer la (ou les) région(s) chromosomiguedentifiée(s) grace a l'analyse
QTL, il est nécessaire de produire des lignées @uigges. Pour cela, des croisements sont
effectués entre les deux lignées parentales dabsitl@’introduire la région chromosomique
d’intérét de la lignée « A » dans le fonds géndtida la lignée « B ». Des croisements en retour
sont effectués pendant 10 générations. A partitadeeconde génération, seuls les animaux
possédant le fragment d’'intérét sont mis en acemapht (apres génotypage). Ces animaux sont
par la suite phénotypés et permettent de confimemon) I'effet de la région chromosomique

sur le phénotype.

Par la suite, pour affiner la localisation du QTlLest possible de développer plusieurs
lignées sous-congéniques dont les segments tréaasféont plus petits et partiellement
chevauchants, a la fagcon dont on construit un gdiefi figure 5). En comparant le phénotype
observé pour les différentes lignées, on peut assilg QTL a une région tres petite. On peut

egalement révéler la présence de deux QTL liéss(ddeux sous-intervalles distincts) et
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Figure 4 : Schéma de croisement du Collaborative ©ss.

Entre les lignées parentales, toutes les combinaide F1 possibles ont été réalisées (7 x 8 = 56
possibilités. Le croisement suivant se fait enttésdsus de lignées parentales différentes, de méme
pour la génération G3. Les croisements ultérieons ealisés de facon aléatoire. Des simulations
montrent (Valdar et al., 2006) que ce croisementalepermettre d'atteindre une résolution de
cartographie des QTL inférieure & 2 Mb.

(d’apres Pomp et Mohlke, 2008).
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Figure 5 :Utilisation de lignées sous-congénique®upr affiner la localisation d’'un QTL.

A: A partir d’'une lignée congénique porteuse d’'un graedment chromosomique, on dérive
plusieurs lignées sous-congéniques portant des esggnpartiellement chevauchants. La
lignée congénique (BA) est croisée deux fois awedignée receveuse pour produire une
population de quelques dizaines d’individus quitgggmotypés pour des marqueurs couvrant
le segment initial. Les événements de recombinaidwez le parent F1 produisent des
chromosomes contenant un segment congénique plus tes individus qui les portent sont
accouplés avec la lignée receveuse et leurs demtnidétérozygotes pour le méme segment
sont croisés entre eux pour obtenir une lignée-songénique homozygote.

B: L’étude de lignées sous-congéniques permet deroosfiles résultats d’une analyse QTL
effectuée sur un croisement, en comparant la coitmpogénétique de chaque lignée avec ses
propriétés pour le caractére étudié (« Effet »). Aojp@u: les résultats permettent de confirmer
I'existence d’'un QTL et de réduire l'intervalle dafequel il doit étre recherché. A droite :
I'analyse des lignées montre que l'intervalle déiinitialement contient en réalité deux QTL

liés combinant leurs effets (aucun sous-intervalte permettant a lui seul d’expliquer
I'ensemble des résultats) qui ont pu étre isolés dieux lignées sous-congéniques.

(d’aprés Montagutelli et Abitbol, 2004)



démontrer que le pic de LOD score observé dansoisaetnent correspond a la combinaison de

leurs effets.

Que le caractere soit monogénique ou polygénigsesduris congéniques permettent de
confirmer les intervalles obtenus mais aussi lggractions entre les différentes régions

identifiées dans le cas d’'un caractére polygénique.

Mashimo T et coll. ont montré que la vulnérabibté virus West Nile (WNV) différait
entre les lignées dites de laboratoire (C57BL/6JBALB/c, sensibles) et les lignées dites
sauvages (MAI/Pas ou MBT/Pas, résistantes) (Mashahoal, 2002). A partir de ces
observations, 4 croisements en retour ont étémrdrentre ces différentes lignées et ont permis
de mettre en évidence un seul locus situé surrlenabsome 5 (appel/est nile virusou Wny)
qui contrdlait la mort des individus aprés une ulation de 1000 ffu de WNV par voie intra-
péritonéale. Des souris congéniques ont été preslaittre les lignées BALB/c et MBT/Pasr{v
d’origine MBT/Pas transféré dans un fonds génétidjoegine BALB/c). Ce virus provoquant
une encéphalite, les lignées parentales ont étetepar une inoculation intra cranienne qui a
confirmé les résultats obtenus par la voie intrat@ééale. Les souris congéniques ont été
inoculées avec 1000 pfu de WNV et ont résisté rdddtion, ce confirmant la localisation du
locus Wnvidentifié grace aux différents croisements enuetéfin de réduire I'intervalle, des
souris recombinantes ont été produites et analyséagui a permis de réduire l'intervalle de
confiance a 0,4 cM. L'intervalle étant petit, leéngs présents a l'intérieur ont pu étre plus
facilement analysés et en fonction de leur pertiegrar rapport a la maladie. Un cluster de gene
codant différentes protéines impliquées dans la uderféron a été identifie. Le séquencage de
ces différents genes a permis de mettre en évideoge I'un d’entre euxQasl2,la présence
d’'un codon stop au sein de la séquence codantésamtua production d’une protéine tronquée

et non fonctionnelle pour I'allele BALB/c.

Une analyse QTL faite par Sebastiani G et colleanis de mettre en évidence un locus
sur la partie distale du chromosomelty3 contrélant la mortalité apres une infection [&ar
typhimuriuma partir des lignées C57BL/6J (sensibles) et MELKVésistantes) (Sebastiaei
al., 1998). Ce caractére est multigénique. Le Idtls(geneNramp) situé en partie proximale
du chromosome 1 contréle aussi en partie ce phpaoBes souris congéniques ont été produites
en conservant la région d’intérét d’origine MOLF/MBI3 mais aussityl situé sur le méme
chromosome dans un fonds génétique d’origine C5gBL allele MOLF/Ei ayant été identifié

comme récessif dans la premiéere partie de I'étdds,individus hétérozygotes et homozygotes
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MOLF/Ei ont été phénotypés. Les souris B6.MOEEMOF meurent significativement plus
tardivement que les souris C57BL/6J. Le caractématé&écessif pour I'allele MOLF/EI, les
souris B6.MOLE*MOLF meurent significativement plus tardivement que eselhétérozygotes
pour cette méme région. Ces souris congéniquesperrhis de confirmer I'effet du locus
identifié lors de I'analyse QTL mais aussi gu’ilitagde facon indépendanteltyl. La charge
bactérienne dans la rate a été mesurée 1, 3 err$ post-inoculation de la bactérie. Les souris
congéniques, gu’elles soient homozygotes MOLF/Eihétérozygotes, montrent des résultats
similaires a ceux obtenus pour la lignée parert#Id_F/Ei. Ces résultats montrent que le locus
Ity3 ne contrble pas la prolifération de la bactériasde rate. En revanche, la présence de la
région Ityl semble contrdler ce phénotype. L'objectif aprée®iavconfirmé ce QTL est
d’identifier le ou les gene(s) responsable de oénptype. Le locudty3 est localisé dans une
région de 84 Mb riche en gene. En se basant sufdaation et sur leur pertinence par rapport a
la réponse &S. typhimurium différents genes présents a l'intérieur de livddle ont été
séquencés et I'un dentre eUXcf2 a montré des différences de séquence induisant des
changements d’acides aminés dans la protéine. Apais vérifié I'expression de ce gene et fait
des études fonctionnelles, ils ont pu mettre edende que le géne contrbélant ce phénotype est
Ncf2.

D’autres recherches réalisées par Sissons J etardllmontré que I'étude des souris
congéniques pouvait mettre en évidence des inienschon détectées lors de I'analyse des
croisements en deux générations (Sissensl, 2009). Des études antérieures ont permis
d’identifier deux locus impliqués dans la vulnétabia la tuberculose. Le loc&stl contrdlant
la mortalité des individus, a été identifié suckgomosome 1 (Kramnikt al, 2000) a l'aide de
croisements de souris (C3HeB/FeJ x C57BL/6J)F2uiéscpar 10 ufc deM. tuberculosispar
voie intraveineuse. Des souris congéniques récimedB6.C3Hsstl et C3H.B6sst) ont été
produites et ont présenté un phénotype intermédiaittre les deux lignées parentales. Par
conséquent, d’autres genes contrdlent aussi ceopipm A l'aide des souris congéniques
C3H.B6sst], une population de F2 a été produite avec la §g0B7BL/6J et phénotypée, donc
dans un context8stlrésistant pour identifier les autres régions clusomiques responsables
(Yan et al, 2006). Quatre QTL ont ainsi été identifies s daromosomes 7, 12, 15 et 17. Ces
différentes régions, au sein de la population k@liée, semblaient interagir de fagon additive.
Des souris consomiques C3H.B6-chr7 ont été utsisgeur confirmer I'existence du QTL
identifié. Malgré une différence de mortalité sigrative entre la lignée consomique et la lignée

parentale, I'effet observé est moins important gelei estimé a partir de la population F2. Les
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auteurs ont mis en évidence, a l'aide des sourtobgéniques que le QTL du chromosome 7
était dépendant du loci®stl En analysant des sous phénotypes, ils ont puanett évidence
gue ces deux locus intervenaient a différenteseétale I'infection. Le locu$stlagit dans la
phase précoce de I'infection et empéche le dévelmegpt de la nécrose dans les granulomes des
poumons. Dans un context8stl résistant, le chromosome 7 contréle la multipiarat
intracellulaire de la bactérie dans les lésionlemmatoires durant la phase tardive de la maladie.
Ces deux locus identifiés a partir du phénotypalfie I'infection qu’est la mortalité montrent
gu’une fois isolé ils ne sont pas capables de uestde phénotype prédit lors de I'analyse de la
population F2. Ces deux locus agissent a des éw@iffésentes au cours de l'infection, qui
aboutissent ou non a la mort de I'animal. Cettel@tnontre bien I'importance d’identifier des
sous phénotypes lors de I'étude du processus iafecet les limites d’'un phénotype aussi global
gue la mort/survie, mais aussi l'intérét des coratuimes des différentes lignées congéniques

pour décortiquer le réle de chacun des locus dankrbnologie de I'infection.

1.2.6. Passer d’'une région chromosomique a un gene

La détection de QTL peut et doit s’associer a plus approches complémentaires pour
identifier le gene causal. Diverses techniques @eugtre utilisées : la génomique comparative,
'analyse combinée de plusieurs croisements, Res@ald’haplotypes, la comparaison de
séquences et les études d’expression.

L’analyse combinée de plusieurs croisements etliae d’haplotypes sont fondées sur
la diversité génétique des lignées de souris.

Dans le cas ou plusieurs lignées parentales deissquésentent des différences
phénotypiques importantes, plusieurs croisementdegix générations peuvent étre effectués.
Cette stratégie permet d’augmenter le nombre danmikmutilisés et donc le nombre de
recombinaisons obtenues et, lorsqu’'un méme QTLégéglans plusieurs croisements, de réduire
l'intervalle chromosomique commun identifié. Ellermet aussi en combinant les croisements
d’identifier des QTL a effet faible qui n'auraiepas pu étre identifiés avec I'un ou l'autre des

croisements individuellement.

Une autre stratégie pour réduire les intervalles cdafiance estl'interval-specific
mapping A partir de la région identifiée, bien souventestue par un ou plusieurs croisements
en deux générations, il est possible de réduingervalle de confiance en augmentant la densité
de marqueurs et en corrélant ces derniers avebdeopype. En effet, comme montré dans la

figure 6, la région QTL identifiée est dans la mig§odes cas assez large et contient a la fois des
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Figure 6 : Analyse d’haplotype dans un intervalle cromosomique.

Un QTL contrélant la pression artérielle a été ideéntdans la méme
région du chromosome 1, a l'aide de croisemente €2h7BL/6 X A et
SWR X C3H. Les alleles C57BL/6J et SWR sont assoéiéune
pression artérielle élevée, alors que les alleles 83H sont associés a
une pression artérielle basse. Les données de ®NP Igs quatre
lignées de souris ont été utilisées pour réduirgdivalle de confiance
du QTL identifieé sur le chromosome 1, en retenanixcqui sont
identiques entre C57BL/6J et SWR d'une part, et C3H d'autre
part, et différents entre les deux groupes.

(d’apres DiPetrillo K et al., 2005)



marqueurs qui correlent avec les phénotypes deédiyétudiées et d’autres non corrélées. Ces
régions non corrélées avec le phénotype étudiégmtypar conséquent étre exclues de la région
d’intérét car elles ne peuvent pas porter la mutatausale. En revanche, les régions corrélées de
facon significative avec le phénotype devienneautint plus intéressante et peuvent permettre

de diminuer le nombre de génes candidats et diftemia mutation causale.

Le polymorphisme de séquence génomique affectgrassion et/ou la fonction d’un
gene. Il est par conséquent important, dans ungssn®TL, d’'identifier ces polymorphismes
pour mettre en évidence le gene causal. A I'hecigedle, le séquencage du génome de 4 lignées
de souris est quasi complet (C57/BL6J, DBA/2J, &/129S1/SvimJ) et 8 autres sont en cours
(AKR/J, BALB/cByJ, BTBR T+tf/J, C3H/HeJ, CAST/EiJVB/NJ, MOLF/EIJ, KK/HIJ,
NOD/LtJ, NZW/LacJ, PWD/PhJ et WSB/EIJ) via le «jptode reséquencage » réalisé par le
National Institute of Environmental Health Sciences

Marshall KE et coll. ont développé un outil infortigq@e pour identifier les
polymorphismes de séquences non synonymes préargsin intervalle chromosomique donné
(Marshall et al, 2002). Cette technique peut aussi permettrentifieation de polymorphisme
dans les régions régulatrices des génes. Cettecmpest incontournable pour I'identification du
gene causal. Elle peut bien évidemment étre corabau& méthodes utilisées pour réduire les

intervalles.

Les risques majeurs de cette approche sont ledudlies erreurs de séquence. Si une
mutation est identifiée par cette approche, ilpesticulierement recommandé de reséquencer le
géne pour confirmer cette observation. A contrarepas identifier de modification de séquence

par cette analyse n’est pas une preuve gqu’aucutegiorucausale n’est présente.

Un polymorphisme génétique peut affecter a la foifonction d’'un géne mais aussi son
expression. C’est pour cela que 'étude de I'exgicgsest devenue une méthode complémentaire
tres utilisée pour identifier des genes dans uenmtle chromosomique défini. Le but est
d’identifier des génes différentiellement exprineggre les lignées. Le choix de I'organe ou du
type cellulaire utilisé est tres important : orgamgbles au cours de l'infection, type cellulaire
impliqué dans la réponse immunitaire mise en pieme lutter contre le pathogene (par exemple

les macrophages), etc ...
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Les genes a la fois différentiellement expriméaygtnt une localisation chromosomique
correspondant aux intervalles de confiance des @dwront alors étre considérés comme de
bons candidats.

Cette technique peut étre appliquée soit entrégades parentales utilisées, soit entre la
lignée congénique produite et la lignée constituanionds génétique de cette derniere. Cette
seconde approche permet de cibler de facon plestdiles différences d’expression dans les

intervalles d’intérét.

Pour illustrer ces différentes approches, nousdumars deux exemples ayant permis de

caractériser le géne causal dans le cadre d’étuntdss maladies infectieuses :

La premiere étude porte sur I'identification d’'ueng responsable de résistan&aaillus
anthracis une bactérie Gram-positif responsable de la nelda charbon. Cette bactérie produit
de nombreux facteurs solubles comprenant notamiaetbxine létale appelée LeTx. Cette
toxine, qui induit la nécrose, est treés toxiquerdea macrophages et cause une mort rapide dans
le cas d’'une infection systémique. Les lignées aleis consanguines different toutefois pour
leur sensibilité la toxine LeTx. Les lignées AKRECBK7BL/6J, A/J, P/J, NOD/LtJ et SJL/J sont
résistantes tandis que les lignées BALB/cJ, C3H/E&A/J, FVB/NJ, SWR/J et NON/LtJ sont
sensibles. Les macrophages issus de la lignée GBHIysés par une concentration de toxine
100 000 fois inférieure a celle qui est nécesgaorg la lignée A/J. Des études ont été faites pour
identifier les QTL responsables de ce phénotypaidel de lignées RIS comme BXH et AKXL
mais aussi de (B6 x C3H)B6 BC. Ces divers croisésnent permis de mettre en évidence que la
réponse a LeTx est contrblée par un seul locusel@pypxsl, localisé sur le chromosome 11
(Robertset al, 1998). A l'aide d’'une cartographie a haute déndi la région chromosomique
ainsi qu’une cartographie physique, l'intervalle amfiance a été réduit pour atteindre un petit
fragment de 0,51 cM contenant 14 génes connus stgbences non annotées (Watters &
Dietrich, 2001).

Boyden ED et Dietrich WF (2006) ont mis en évidelecedle du géne de la famille des
NOD Like Receptor (NLR) appelalplbdans I'effet deLtxsl Nalplbfait partie d'un cluster
de genes contenant 3 génes paralogheip(a b etc) (Boyden & Dietrich, 2006). Une étude de
transcription faite sur des macrophages de laddi®S1 (sensible) a montré que parmi ces trois
genes, seul Idlalplbest transcrit dans cette lignée. Ce gene a psuifa été séquencé dans 18

lignées de souris, dont le phénotype était conhguatre alleles ont été identifiés. Les lignées
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sensibles portent toutes le méme allele (alletaridis que les lignées résistantes portent 3 alléle
différents (allele 2, 3 et 4).

La confirmation du rdéle du germdalplbrepose sur deux résultats expérimentaux : 1) une
souris résistante dans laquelle l'alléle sensiblété introduit par transgénése a montré un
phénotype sensible aprés inoculation de la toX)de traitement de souris 129SI (sensibles)
avec des oligonucléotides antisens dirigés coN@pllb augmente la résistance (Boyden &
Dietrich, 2006). L’activation du signal déapllb par LeTx dans les macrophages des lignées
sensibles impligue I'expression daspl Des macrophages de souris 129S1 portant I'atiéle
pour le géneCaspldeviennent résistantes a la lyse cellulaire pragéegpar LeTx. Ces résultats
suggerent que la cytotoxicité de LeTx chez lesédamsensibles résulte de I'action de la toxine
intracellulaire surNalplb qui aboutit a l'activation de laaspaselet I'induction de la mort

cellulaire.

La complémentarité des approches disponibles chesolrris a également permis
d’identifier des genes dans le cas de caracterggdroques, comme le montre I'exemple des
locus Char4 et Char9 impliqués dans la résistance au paludisme causéPlaamodium

chabaudi

L'infection de la souris paflasmodium chabaudmime plusieurs caractéristiques
physiopathologiques des infections humainédasmodium falciparuntelle que la parasitémie
dans le sang, la réponse de I'hote, le contrbleétifue de la parasitémie mais aussi
I'aboutissement de la maladie qui peut étre la rdertindividu. En utilisant comme phénotype
la charge parasitaire au pic de linfection, Forth coll. ont montré des différences
phénotypiques entre les lignées C57BL/6J, résistagt les lignées A/J, SJL et C3H/HeJ,
sensibles a la réplication du parasite dans le §amgin et al, 2002). La sensibilité est liee a la
fois a des modifications de la réponse inflammatairais aussi a une baisse de la réponse
érythropoiétique qui réduit le temps de survie.nglgse de plusieurs croisements entre les
différentes lignées résistante et sensibles ersaril le parasitémie au pic de I'infection mais
aussi la mortalité a permis d’identifier trois IgcappeléCharl (chromosome 9)Char2
(chromosome 8) eChar3 (chromosome 17, région H-2). D’autres études atilisun jeu de
lignées RCS ont permis de montrer que les lignéeB5A et AcB61 étaient résistantes a
I'infection alors qu’elles portent 'alléle A/J (ssibles) pour les locuSharl etChar2 L'analyse
d'un croisement (AcB55 x A/J)F2 a permis de metreévidence un nouveau locus appelé

Char4 localisé sur le chromosome 3 qui contrdle la paage au cours de l'infection. La
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caractérisation phénotypique des deux lignées R@8Briais de montrer que la résistance au
paludisme était associé a une splénomégalie, uimmiloEytose, un nombre élevé de cellules
Terl19+ dans la moelle osseuse ce qui suggeredaiineéaérythropoiétique accrue (Min-Gu
al., 2004). Parmi les genes situés dans l'intervadlecanfiance de€Char4, le gene codant une
pyruvate kinase spécifique des hématies et duRgie, semblait un bon candidat par sa fonction
décrite. Il joue en effet un role essentiel danpriaduction d’ATP pour les érythrocytes. Chez
’Homme, une mutation dans ce géne est associée ghénotype d’anémie hémolytique. Le
séquencage du geR&lr a montré la substitution d’'une isoleucine par asigaragine en position
90 de la protéine (I90N) dans les lignées AcB5AaR61 qui rend la protéine non fonctionnelle.
Cette mutation avait déja été décrite chez I'Honimim-Oo et al, 2003). Une seconde mutation
a été identifiée dans le gemklr en position 338 (G338D) chez la souris CBA/N. ldesix
mutations 190N et G338D conferent une sévere an@uiieéduit les effets de I'infection péx.

chabaudi

Au cours du clonage positionnel @har4, 'analyse de liaison faite sur la population
(AcB55 x A/J)F2 a mis en évidence un second loappgeléChar9, situé sur un des fragments
(de 14 Mb) du chromosome 10 de la lignée AcB55llélea C57BL/6J de ce locus est associé a
une réduction de la parasitémie. Il agit de fagodominante, et de fagon additive av&car4.

Une lignée congénique a été produite a partir dégfeee AcB55. La région chromosomique
comprend 77 genes qui ont été caractérisés paérelities approches: 1) leur niveau
d’expression dans des tissus spécifiques, 2) laepoe d’altérations spécifigues du niveau
d’expression entre alleles sensibles et résisen® le séquencage des régions codantes et des
parties régulatrices des genes pour identifier eléwels polymorphismes. Les geréaninl
(Vnn) etVanin3ont été identifiés, a partir de ces différentsecas, comme de bons candidats
pour le locusChar9. lIs sont tous les deux situés dans des blocs hage trés conservés entre
les lignées et leur expression est strictementiéégencis dans un méme bloc. Ces génes codent
pour des pantetheinases, un groupe d’enzymes ingg@gjdans la production de cystéamine qui
joue un rble majeur dans la régulation de la répates 'h6te face aux stimuli inflammatoires.
L'absence d’ARN messager des genes et I'absence d’activité pantetheinase dans |ssidis
(rate et foie) sont associés avec la vulnérabditépaludisme et semblent étre causés par un
réarrangement de la région promotrice \@den3 Une administration de cystéamime vivo
diminue la charge parasitaire dans le sang et anignhe taux de survie suite a une infection par
P. chabaudi(Min-Oo et al, 2007). Ces résultats montrent que les pantethesnaterviennent

dans la réponse de I'héte face au paludisme.
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Ces quelques exemples illustrent la complémentadés differentes approches
expérimentales. La diversité des croisements eligleses utilisées contribuent efficacement a 1)
confirmer certains QTL, 2) profiter de la diversigénétique pour réduire les intervalles de
confiance, 3) identifier différents alleles assecau phénotype et 4) identifier de nouvelles
régions chromosomiques. Aprés avoir borné de fggénise cet intervalle, les genes situés a
I'intérieur peuvent étre étudiés de plus prés ewtion des rbles décrits pour chacun d’entre eux
et leur possible implication dans le phénotype.

L'un des intéréts principaux des études sur desetmedrongeurs est la possibilité de
valider, a l'aide de modifications génétiques (d@gmese, recombinaison homologue, ARN
interférence, etc ...), des hypothéses causales féesmsur la base de difféerences de séquences

entre lignées sensibles et résistantes.
1.2.6.1.Analyses de genes candidats

Une fois qu’'un gene candidat a été identifié subdae d’arguments solides, des souris
génetiquement modifiées peuvent étre produites palider définitivement son réle dans le
phénotype observé. Les principaux modéles de noadiifins génétiques utilisées sont les souris
knock-out(KO), dans lesquelles le géne est rendu non fomaél, les souriknock-in(Kl) dans
lesquelles un allele est remplacé par un autresesouris transgéniques (Tg) qui sur-expriment

un nouvel allele contrdlé par un promoteur définineéré de facon aléatoire dans le génome.

Le genelprl a été identifié comme étant responsable de laévabilité a M.
tuberculosis Irpl est exprimé dans les macrophages et les celluléh@te dans lesquelles la
bactérie se réplique. Des souris transgéniquexsimeant le cDNA complet diprl ont été
produites dans un fonds génétique sensible (C3H&IB/Ees souris ont montré une résistance
accrue a l'infection et leurs macrophages montagissi une résistance importante a I'infection
in vitro par M. tuberculosignais aussi pdt. monocytogenesuggeérant que ce gene n’agirait pas
de facon spécifique sur la vulnérabilité a un pgéme mais a différentes bactéries

intracellulaires (Paet al, 2005).

Le geneNrampljoue un role important dans la résistance a plusibactéries M. bovis
S. typhimuriurret L. donovani Un changement d’acide aminé en position 169 qed&ine est
responsable de cette différence phénotypiqueleléatiit G169 confére la résistance tandis que
l'allele D169 confere la vulnérabilité.
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Deux types de souris génétiquement modifiees @énpretduits pour confirmer la fonction
de ce géne. La premiere est une souris KO quiraipat'analyser le phénotype en I'absence du
géene. Les souris NRAMP1 -/- sont sensibles a litife contrairement aux souris possédant
I'alléle de résistance. Ce résultat permet doncatgirmer queNrampl, jusqu’a présent supposé
comme un des meilleurs candidats, est bien I'ungdegs causal majeur pour les loBag, Lsh
et Ity (Vidal et al, 1995). Au-dela du phénotype de mortalité, la gbdractérienne dans la rate
aprées inoculation de BCG, est beaucoup importaauts tes souris KO. Un second modeéle a été
produit par Govoni G et coll. qui ont créé une stnansgénique dans laquelle l'alléle G169 a
été introduit dans un fonds génétique homozygotédD@lonc sensible a l'infection (Govoei
al., 1996). Ces animaux ont été testés avec les d@iffeérpathogénes (comme dans I'étude de
Vidal S et coll. (Vidalet al, 1995)) et s’averent étre résistants a l'infectidas deux études sont
tres complémentaires, puisque I'une correspond gaim de fonction et l'autre a une perte de

fonction.
1.2.6.2.Production de nouvelles mutations aléatoires

La production de mutations aléatoires se fait gpgement a I'aide d’'un agent mutagene
chimique appelé éthyl-nitroso-urée (ou ENU). L’'ENhdluit un taux de mutations élevé avec
principalement des changements de bases azotégpad en T ou A en G, mais peu de
cassures chromosomiques. Avec l'utilisation de oetagene, I'ensemble du génome d'un
organisme peut étre touché. Les phénotypes d'intéoht recherchés par des cribles
phénotypiques appropriés. La recherche de mutationsinantes se fait sur les descendants
d’individus ayant subi une mutagénese, alors quedherche de mutations récessives nécessite
d’établir des « micro-pedigrees » (Rictetral, 2008). Théoriquement, on peut espérer par ce
moyen de cribler tous les genes contrblant un piggeoDans le cas de la résistance de I'h6te
aux maladies infectieuses, cet ensemble de gérezzide nom de « résistome » (Maraétel,
2004).

Actuellement une mutagénése a 'ENU est en couns ¢ groupe de I'Université Mc
Gill dirigée par Sylvia Vidal et Danielle Malo poudentifier des mutants présentant des
différences de sensibilité aprés une inoculation 1860 ufc deS. typhimuriumpar voie
intraveineuse. La lignée utilisée pour cette exgrére de mutagénese est la lignée 129S1 qui est
résistante a I'infection. Pour identifier les midat récessives induites par I'ENU, les individus
sont testés a 1a°% génération (G3). La sensibilité précoce a l'infatta été utilisée comme

phénotype pour minimiser les faux positifs : legreux moribonds ou morts avant 18"8jour
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post-inoculation sont considérés comme sensibles. familles pour lesquelles des animaux
sensibles ont été identifiés dans au moins deuxé@®rfont I'objet de croisements de
confirmation (Richeet al, 2008).

Pour effectuer la cartographie de ces mutations, iddividus issus d'une famille
« sensible » sont croisés avec la lignée DBA/2Jquie des alléles de résistance pour les géenes
Nramplet Tlr4. Par cette approchéty9 a été identifié sur le chromosome 6. Les genagesit
dans l'intervalle candidat, vont étre eétudiés ebasant a la fois sur leur séquence mais aussi sur
leur expression dans les macrophages ou d’autpes tyellulaires pertinents dans le cadre de
l'infection parS. typhimurium

1.2.7. Apport de I'étude de modeéles animaux pour les niedaidfectieuses de 'Homme

Les modeles murins ont permis d’'identifier des gangliqués dans la vulnérabilité aux
maladies infectieuses. La question se pose aldesudedle chez 'Homme. Dans certains cas, un
gene identifié chez la souris s’est montré égalénmapligué dans la résistance a la méme

maladie chez 'Homme.

Le geneNramplcode pour un transporteur membranaire d’ions ptéggincipalement a
la surface des macrophages et mais aussi d’aypes tellulaires. Identifi€ comme un locus de
sensibilité pour différentes souches B bovis chez la sourisNrampl influence aussi la
sensibilité a certaines espéecesS#monellaet deLeishmania Chez 'Homme, une étude cas-
contrble sur des cas de tuberculose au sein d’opalg@tion Gambienne a permis d’identifier
plusieurs polymorphismes dans le géne humain (Bgllat al, 1998). Ces résultats ont été

confirmés dans la majorité des autres études aaséb® déja faites.

Un autre genelprl, identifié comme impliqué dans la résistanc®l.atuberculosiset
confirmé par clonage positionnel, a été caractgraé<ramnik | et coll. (Kramnilet al, 2000).
Le genelprl code pour un facteur de transcription qui modiéig¢ype de mort cellulaire des
macrophages infectés par la bactérie de la néértapoptose.. Il contrble la prolifération &
tuberculosismais aussi d&. monocytogenea la foisin vivo et in vitro. Le geneSP110est
I’lhomologue humain du génprl identifié chez la sourid’étude de cohortes de famille dans 3
régions de l'ouest de I'Afrique a permis de metre évidence un changement d’'acide aminé

dans ce gene associé a la vulnérabilité a la tulmye (Tosket al, 2006).

Dernier exemple, le gén®aslbest non fonctionnel dans la plupart des lignées de

laboratoire en raison d’'une mutation faux sensrgod ces souris tres sensibles au virus West
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Nile. Une étude réalisée sur des patients infqua¢de WNV hospitalisés a Boston a permis de
mettre en évidence une association avec un SNB diéms I'exon 2 du gén®as qui est
’lhomologue humain @aslbmurin (Yakubet al, 2005). Les travaux de Lim JK et coll. (2009)
ont confirmé ces résultats en montrant @asl est un facteur de risque important face a
l'infection par le WNV chez 'Homme (Linet al, 2009). L’induction pharmacologique@&s1,

qui a déja été décrit comme inductible par un @ragnt via de I'lFN (Kim et al, 2006;
Murashimaet al, 2000), pourrait étre envisagé comme applicatig@mapeutique pour prévenir
d’une infection par WNV chez 'Homme (Limt al, 2009).

Ces exemples illustrent des situations dans lekagudés résultats obtenus chez la souris
ont pu étre directement transposés avec succed’elmmzme. Dans d’autres cas, l'identification
d’'un gene chez la souris met en évidence le ralaaelvoie métabolique qui peut étre également
impliquée chez 'Homme. Ainsi, I'identification dgeneVan3 qui contréle la parasitémie dans
un modele murin d’infection palasmodiuma montré que la cystéamine permet d’'inhiber la
croissance d®lasmodium in vitroet inhibe la réplication du parasite dans les hi@&sa vivo
(Min-Oo et al, 2007). Cette drogue était déja utilisée chez itdte pour d’autres pathologies.
Ce sont ces résultats obtenus chez la souris quiesmis de découvrir cette nouvelle indication

thérapeutique.

Dans d’autres cas enfin, les données produites¢esumodeles murins n'ont pas (ou du

moins pas encore) trouvé d’application directe diid@amme.

Ces approches murines ont été un succes pourtifidation de génes de vulnérabilité
chez ’'Homme car le micro-organisme responsabladeberculose chez 'Homme est le méme
chez la souris contrairement a d’autres pathogéomsne le HIV par exemple (chez la souris, la
symptomatologie n’est pas transposable). Ces deows|touchant la réponse innée et non
acquise, il est possible qu’il y ait moins de spété hote/pathogéne que pour les genes du
CMH.

1.3. Les souris sauvages

1.3.1. Origine et évolution du genidus

Les souris appartiennent au gehhes. Grace au travail des évolutionnistes, la taxonomie
des différentes especes de ce genre est désorneamisconnue (cf. figure 7) (Guénet &
Bonhomme, 2003).
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Figure 7 : Phylogénie du genréMus

L’émergence du genr®lus est estimée a environ 5 millions d’années et coomdpa la
séparation des différents sous genkagsnomys, Coelomys et Pyromys. La séparation des
especes asiatiquells cervicolor, Mus cooki et Mus caroli) est datée de 3 millions d’années.
C’est autour de 2 millions d’années que se faiséparation entre I'espece indienkis
famulus et la thailandaisMus fragilicauda. L'étape suivante se déroule autour de 1,5 milion
d’années ou se séparent trois espéces partageactdeEséristiques morphologiquedMus
spretus, la lignée a queue courte de 'ouest méditerrandéus spiciligus, la lignée béatisseuse
d’Europe centrale d¥lus macedonicus, la lignée a queue courte de I'est méditerranées. L
sous-especes ddus musculus étant a l'origine de I'établissement des souris aw®otatoire
sont notées en rouge.

(d’aprés Guénet JL and Bonhomme F, 2003)



La séparation phylogénique entre les geRaduset Mus est survenue il y a environ 10
millions d’années. Plusieurs espéces sont enspparaes et se sont individualisées au sein du
genreMus. Elles se distinguent par des différences morpiiglees, de répartition géographique,
de biotope ou de comportement, et par un isolemepitoductif. L'une d'entre elledlus
musculus originaire du Nord de l'Inde, a donné naissangaludieurs sous-especes qui ont
progressivement divergé au cours des 250.000 desni@nnées, a l'occasion de différentes
migrations (figure 8). En accompagnant les migratibumaines vers I'Ouest, elle a donné la
sous-especkl. m. domesticusnplantée en Europe de I'Ouest, en Afrique, peisosadairement
en Ameérique et en AustralidVl. m. musculusa colonisé de vastes territoires s'étendant de
'Europe de I'Est au Japon en passant par la Rusisie Nord de la Chine. Enfirivl. m.
castaneusa conquis I'Asie du Sud-Est (Sri Lanka, Vietnamaldisie, etc...). Au Japon est
apparue une autre sous-espélge, m. molossinysnée de I'hybridation entre sourfg. m.
musculusvenant du Nord et sourld. m. castaneusenant du Sud. Plusieurs autres espéces du
genreMus sont retrouvées en Europdus spretuccupe une place particuliére en ce gu'elle est
I'espéce la plus distante sur le plan évolutif cbugeMus musculusdont elle partage certaines
aires géographiques (en particulier dans le Sudi&da France), et avec laquelle elle demeure

capable de produire des hybrides fertiles, touhains au laboratoire.

1.3.2. Les lignées de souris de laboratoire

1.3.2.1.0rigine des souris de laboratoire

Les premiers travaux scientifiques utilisant desrisosont attribués a Robert Hooke, en
1614, et portaient sur une étude de l'oxygéne dassorganismes vivants (Morse, 1978).
L’histoire des lignées consanguines de laboratoommence avec celle des collectionneurs
japonais qui entretenaient, en particulier durdetel Edo, des souris comme animaux de
compagnie. lls avaient accumulé au fil du tempsrdatants de coloration de la peau tels que
albinos, pink-eye dilution, spotting ou chinchillaes anglais ont rapporté en Europe des
spécimens a la fin du XIXeme siécle a la faveuledes activités commerciales avec I'Extréme-
Orient. Elles ont alors été croisées avec des seuropéennes, a une épogue ou on ignorait tout
ou presque de la diversité des espéces du déuse Quelques chercheurs, en Europe et aux
Etats-Unis, ont commencé a utiliser des souris paus travaux scientifiques. C'est ainsi que le
francais Lucien Cuénot rapporta en 1902 que lesdeiMendel s'appliquaient a la souris et par
extension aux mammiferes (Cuénot, 1902). A cettmyép, les souris utilisées provenaient de

petits "élevages" artisanaux. Ainsi, Miss Abbie ElGthrop, une institutrice a la retraite
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Figure 8: Distribution géographique des différentesespeces du genrdus et leurs voies

de dissémination supposées.

Les ancétres des souris sont apparus entre le MQy&nt et I'iInde il y a 6 ou 7 millions
d’années. Les souris ont progressivement colongéiféérents continents par migration ou
en accompagnant les groupes humains. Ces migra#@asent accompagnées d'un isolement
qui a abouti a des spéciations et des hybridations.

(D’'aprés Guénet JL et Bonhomme F, 2003).



demeurant dans le Massachusetts a croisé des stmumverses provenances, en particulier
d'Europe, afin d’en faire commerce. Ces sourist dertaines développaient spontanément des
tumeurs, ont servi de progéniteurs pour les praridignées consanguines de laboratoire
(Morse, 1978). Les premiers généticiens de la s@a&isont ensuite échangeés leurs lignées et les
ont croisées entre elles pour obtenir de nouvelgactéristiques. Un siécle plus tard, plusieurs
centaines de lignées ont ainsi été développéelfrentoaux généticiens une grande diversité de
phénotypes.

Le rappel de ces éléments historiques suggéreeqgeniome des souris de laboratoire est
un hybride artificiel entre les trois sous-espébbsm domesticus, M. m. musculesM. m.

castaneugBonhomme & Guénet, 1987).

1.3.2.2.Composition génétique des lignées de souris dmrdabire

bY

Depuis une vingtaine d'années, différents group#iscberché a établir précisément
l'origine génétique des différentes régions du géndans les lignées de laboratoire. L'analyse
de marqueurs RFLP (Bishat al, 1985; Ferriet al, 1982), de la séquence de quelques régions
ou du génome entier (Wad¢ al, 2002) et, plus recemment, du polymorphisme de ghi 8,3
millions de SNPs sur une quinzaine de lignées @fraizal, 2007; Yanget al, 2007), a montré
gue les lignées de laboratoire ont hérité de I'’ABMochondrial deM. m. domesticugt du
chromosome Y d®&. m. musculusL'origine des autosomes et du chromosome X esidweip
plus hétérogene selon les lignées, mais les étedgslus récentes ont indiqué qu'en moyenne
90% du génome provient dé. m. domesticysd a 7% devl. m. musculugt moins de 2% d#l.

m. castaneugFrazeret al, 2007). Ainsi, les données de séquence confirraied- bien les

données historiques (figure 9).

L'apparentement des lignées de laboratoire quiteédu petit nombre de géniteurs qui
ont contribué a leur développement est reflétél'paistence de régions fortement polymorphes
entre les lignées (qui représentent environ 1/3gdnome), au milieu d'autres régions qui
semblent avoir été conservées pratiguement intaates un taux de polymorphisme trés faible
(Wadeet al, 2002). Ce résultat suggere que les lignées dwdtdire recouvrent une diversité

géneétique réduite en regard de celle qui existe éet especes du geeis

1.3.3. Intérét des souris sauvages

A partir des années 1970, les évolutionnistes atrepris de clarifier la définition des
différentes espéces et sous-especes a l'inténegedreMus lls ont en particulier capturé des

- 49 -



a Ancestral
Mus musculus species

castaneus
subspecies
group
Wast Asia
Southeast Asia
South China

1 million
years

molossinus
subspecies

group
Japan

E“ \ __ 2,000
, fanl;m'}?negzsg East Asian 4 years
y ‘fancy' mouse
X Laboratory 8 100
U vears

b Strain Locus 1 Locus 2 Locus 3
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£ | AKRY AA GG CC GG AA CC TT TT 1T T TT GG TT CC GG TT AA TT AA GG
gBALBFcByJ'MGGCCGEMCDTFTTW T TT GG TT CC GG TT AA TT AA GG
E|ciHMes TT GG TT GG GG TT GG CC TT DELCC TT CC TT CC AA TT TT GG AA
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OlFveM)  AA GG CC GG AACC TT TT TT T TT GG TT GC GG TT A TT AA GG
Slswu A GG CC GG AACC TT TT TT T TT GG TT CC GG TT AA TT AA GG
EdnmsshmMGBGGGGMCCTI' TTIT T 7T GG TT CC GG TT AA TT AA GG
< | muscutus TT GG TT GG GG TT GG CC TT DELCC TT CC TT CC AA TT TT GG AA
@ | castaneus . AA AA CC AA GG CC GG CC GC DEL GG TT CC TT GG TT AA AA AA GG
2 | mofossinus TT GG TT GG GG TT GG CC TT DELCC Tr CC 1T CC AA TT TT GG AA
=4

Figure 9 : Origine mosaique des souris de laborataa.

(a) Les souris de laboratoire sont issues de ermnes entre individus appartenant a des sous-
espéeces Européenndofnesticus) et Asiatiques rusculus, castaneus et molossinus). A I'occasion
d’échanges commerciaux avec I'Extréme-Orient, depens ont rapporté des souks m.
molossinus (en particulier porteuses de mutations) qu’ils emuite croisées avec des soiuiam.
domesticus. Les descendants de ces croisements sont a l'eriges premieres lignées de
laboratoire.

(b) En comparant, pour une région donnée, un grded@NP liés (haplotype) entre une lignée et les
différentes especes ancestrales, on peut étatligihe spécifique la plus probable. Ainsi, pour le
locus 1, les lignées 129/SvimJ, C3H/HeJ et DBA/2dgmb un haplotype qui provient des sous-
especed. m. musculus et molossinus. La grande similarité haplotypique observée enttedes de
laboratoire découle du petit nombre de progénitsauvages dont elles sont dérivées.

Locus 1 : chromosome 14 @121 Mb. Locus 2 : chromeo@139 Mb. Locus 3 : chromosome 2
@107 Mb.
(D’aprées Wade CM et al., 2002)



individus sauvages dans diverses régions du gloltengée d'établir des colonies stables au
laboratoire. L'analyse de marqueurs génétiquespaeament mis en évidence l'existence de
différences génétiques trés importantes entre ogsilg@tions et les lignées de laboratoire, et
I'existence d'alleles jamais identifiés précédentmApres souvent de grandes difficultés, des
lignées modérément ou completement consanguinepwatre produites a partir de géniteurs
appartenant a des espéces ou sous-especes pugget@iBonhomme, 2003). Ce sont ces

lignées que I'on nomme "souris sauvages".

Plusieurs estimations du taux de polymorphismeeehgnées de souris sauvages et
lignées de souris de laboratoire ont été publiegsmalyse de marqueurs microsatellites apres
électrophorése dans un gel d'agarose a montré Qua 80% d'entre eux présentaient un
polymorphisme de taille entre les deux familles ligmées (Montagutelliet al, 1991). Le
séquencage a grande échelle de différents génoenesutis a montré qu'une modification de
séquence est retrouvée en moyenne tous les 50 gaird8 de bases (Mahler al, 2008; Zhang
et al, 2005) et seulement tous les 250 a 300 pb egimédis de laboratoire (Frazsral, 2007).

On considere que le taux de polymorphisme entrespgced. spretuset M. musculusest du
méme ordre de grandeur que celui qui existe eiti@rime et le chimpanzé (Newmaat al,
2005).

Ce haut degré de polymorphisme génétique entréigedes de souris sauvages elles-
mémes, et avec les lignées de souris sauvagamées de laboratoire se traduit également par
des différences phénotypiques qui sont un moyestimable pour identifier de nouveaux genes.
Ceci suppose qu'il soit possible de croiser desebg de souris sauvages et lignées de souris de

laboratoire pour produire un croisement en retauaime F2, ce qui est généralement le cas.

Les lignées d’origine sauvage sont frequemmentgpas toujours) plus résistantes aux
infections bactériennes ou virale, voire paraggique les lignées de laboratoire. L’hypothése
avancée pour expliquer cette différence est guidte en milieu naturel une forte pression de
sélection en faveur d'alléles impliqués dans lamé8p immunitaire innée et/ou adaptative qui
procurent un niveau de résistance plus élevé, ipresgli n‘existe plus dans les populations de

souris de laboratoire qui sont élevées dans urr@amement microbiologiquement protégé.

Dans certains cas, le degré de résistance a wionf est contrélé par un locus majeur a
effet fort. Par exemple, la majorité des lignéedatmratoire sont sensibles a une infection par
virus leInfluenza(responsable de la grippe) tandis que les soeris tignée A2G et la plupart
des souris d’origine sauvage sont résistantes. atactere est contrélé principalement par un
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gene majeur appelx1 (Myxovirus resistance)localisé que le chromosome 16 pour lequel il
existe deux allelesMx1” (resistant, dominant) éfix1 (sensible, récessifMx1 code pour une
protéine de 72 KDa dont la transcription est inelyar I'interférona et 3 peu de temps apres
l'infection (Vanlaereet al, 2008). L'allele muté d&x1 présente une fréquence élevée dans les

lignées de laboratoire.

Un second exemple est celui de la sensibilité auswVest Nile (WNV). Les lignées de
laboratoires sont sensibles (a I'exception dedade PL/J) a une infection par le WNV tandis
gue les lignées sauvages sont completement résistdgne étude génétique a montré que ce
caractere était contrdlé par un gene majeur doluckisation fine a montré qu'il s'agit du gene
Oaslb (Mashimo et al, 2002). D'autres différences majeures de sernsibdi des maladies
infectieuses entre souris sauvages et souris dealmire ont été exploitées pour identifier des
genes de résistance. Ainsi, Sebastiani et coll9gLdnt identifié deux locudty2 et Ity3,
contrélant la vulnérabilité &almonella typhimuriund I'aide de croisements entre les lignées
MOLF/Ei et C57BL/6J (Sebastiast al, 1998).

Alors que la plupart des outils génétiques dévetspgpsqu'a présent pour l'analyse des
caractéres quantitatifs ont fait appel a diversealinaisons de souris de laboratoire, plusieurs
jeux de lignées recombinantes congéniques ontrétiujis récemment a partir de croisements
intersubspécifiques ou interspécifiques (B6XxPWKxB6M, B6XSEG) (Burgicet al, 2007). Le
collaborative cross, dont I'objectif est de produin outil optimisé pour I'analyse des caracteres
complexes, comporte 3 lignées sauvages parmi iédignées parentales pour que ségrége une
large collection d'alléles.

Parmi les souris sauvages, I'espies spretusccupe une place particuliére car il s'agit
d'une espece distincte s musculusqui présente avec elle un taux de polymorphisstiené
a 1,5% au niveau nucléotidique, comparable a ceglii est observé entre 'nomme et le
chimpanzé. Une récente revue a fait le bilan dede3fieres années de travaux réalisés a l'aide
de Mus spretus(Dejager et al, 2009). Cette espece présente de nombreusesediftsy
phénotypiques avec la plupart des lignées de ladiogatelles qu'une résistance plus importante
a différents types de cancers : cancer de la pHagaseet al, 1995), cancer des poumons
(Lynch & Walsh, 1998) et lymphome du thymus (Sambal, 2002). Grace a la capacité de ces
souris a résister a l'induction de tumeur cutange gpplication cutanée de DMBA (7,12-
dimethylbenzanthracene), Erwart-Toland et coll. mntocaliser pour la premiére fois, grace a un

croisement interspécifique, un variant contrélantvuiinérabilité au cancer de la peau (Ewart-
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Toland et al, 2003). Récemment, ils ont combiné le polymorplkispénétique a une analyse
d’expression sur la peau dans un croisement eartdte ont en évidence un profil d’expression
clairement différent entre individus résistants ietlividus sensibles, associé a différents
caractéres comme l'inflammation, le contréle duleycellulaire et la sensibilité aux tumeurs
(Quigley & Balmain, 2009).

A I'heure actuelle, plusieurs lignées d’origiMus spretussont disponibles. Ces lignées
ont été établies a partir de souris capturées ddfesentes régions de France, d’Espagne, du
Portugal, de Tunisie ou du Maroc. Elles comprententignées SPRET/Ei, SEG/Pas, STF/Pas,
SPE/Pas, SPR/Smh, SMZ/M, SFM/M et SPWI/T. Ces ligrs@éat généralement plus petites que
les lignées dites de laboratoire et ont un pelageitaavec le ventre clair (white-bellied agouti).
Elles ont aussi la particularité d’avoir conservé ecomportement sauvage, c'est-a-dire une

capacité a courir vite, a sauter et une tendanmetapée a se cacher dans la litiére.

1.3.4. Limites des souris sauvages

Les deux principales difficultés pratiques liéesl'ilisation des souris sauvages
découlent de leurs performances zootechniques @éngnt médiocres. La plupart des lignées
sont entretenues dans un seul laboratoire et ilddBtile d'obtenir un nombre suffisant
d'individus pour faire des études approfondies.rlédevage requiert des précautions multiples,
ces souris n'ayant pas perdu, comme les lignédabdeatoire, leur comportement sauvage et

elles sont vulnérables aux situations anxiogénealsputissent souvent a du cannibalisme.

Les croisements entre souris de laboratoire eisesauvages sont souvent délicats et peu
productifs. Dans certains croisements, un ou plusigenes de stérilité ségrégent, rendant
impossible la production d'une F2. C'est systématitent le cas avedus spretugen raison de

I'effet Haldane, mais également parfois avs m. musculu@/yskocilovaet al, 2009).

Les croisements entre souris sauvages et souriabdeatoire sont parfois critiqués en
raison de la trop grande densité de polymorphissmepeut rendre difficile I'identification de la
différence de séquence causale lors de lidenidicad'un géne (DiPetrilloet al, 2005).
Toutefois les méthodes d'association haplotypidi#M, haplotype association mappingui
permettent de comparer les séquences de plusignées$ sont un moyen efficace de surmonter

cette difficulté.
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1.4.La peste

1.4.1. Infection parYersinia pestis

La peste est une maladie bactérienne causée pacike Gram-négatilyersinia pestis
découvert par I'éleve de Louis Pasteur, Alexand¥esivi, lors de I'épidémie de Hong-Kong, en
1894. C'est le pasteurien Paul-Louis Simond quiantré@ en 1898 que la bactérie a pour
réservoir le rat et qu'elle se transmet par I'mtadiaire des puces (Simond, 1898). Par la suite, le
bacille a été retrouvé chez plus de 200 espécesrigurs sauvages et péridomestiques chez
lesquels elle peut causer des épizootksnopsylla cheopiest I'espéce de puce vectrice
habituelle chez le rat des pays chauds mais de musds autres especes de puces peuvent
transmettre la peste. Ces ectoparasites s’infeeteipirélevant du sang sur un animal malade en
phase septicémique. La bactérie peut alors crdérs le proventricule de la puce et finit par
I'obstruer et le bloque. Lorsque la puce changétghle sang ingéré ne peut pénétrer dans le
proventricule et est par conséquent régurgité, werdecte le nouvel héte. Le bacille circule

ainsi en permanence dans les populations de rosigeur

La peste humaine résulte le plus souvent de lar@igacidentelle de 'homme par une
puce du rat ayant été au préalable contaminée rpaongeur infecté. Une fois le bacille entré
dans l'organisme par voie intradermique, il se éhsme vers le ganglion drainant. Sa
multiplication intense et la réaction inflammatoge'il produit aboutissent a la formation d'un
bubon, qui est un gonflement tres douloureux dgl@am pouvant aller jusqu'a son ulcération ou
sa rupture. L'apparition d'un bubon est un éléndendiagnostic de la forme bubonique de la
peste qui peut se transmettre d'homme a hommeegapuces humaines. D’autres signes
cliniques sont observés chez ces patients : uaddree fievre accompagnée d'une grande fatigue
allant jusqu'a I'épuisement et d'une soif intendes céphalées, des troubles digestifs
(vomissements et parfois diarrhées) voire des tesudu comportement (agitation, délire ou
prostration). A partir de ce bubon, la bactérietpsa disséminer par la voie lymphatique et
sanguine (septicémie) vers différents organes corfameate, le foie et éventuellement les
poumons ou elle induit une peste pulmonaire sedmnd@ette forme bubonique est mortelle

dans 40 a 70% des cas en moins d’'une semainésarige de traitement antibiotique précoce.

Lorsque l'infection s'est propagée aux poumons pdescules chargées en bacilles sont
capables d'assurer une contamination interhumaitréneement efficace. L'inhalation de ces

particules est responsable d'une infection primdirgpoumon et de la forme pulmonaire de la
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peste, qui est la plus mortelle. Au cours des 2Mnpres heures, la phase initiale de l'infection
est marquée par une dégradation rapide et géndedlétat du patient, avec une fievre élevée,
une cyanose des extrémités, une tachycardie awdgigparythmie, une prostration, et des

céphalées souvent intenses, mais en l'absencgmes goulmonaires. Les premiers symptémes
pulmonaires apparaissent au bout de E"@Beure et se traduisent par I'apparition d'une toux
intense et douloureuse, d'une détresse respiratbegpectorations mucoides ou muco-purulents
et parfois des signes neurologiques. La mort diemiasurvient entre 2 et 4 jours suivant la

contamination, en I'absence d'une antibiothéragaptee et précoce.

D’autres formes cliniques, plus rares, peuvent éhservées. Le bacille en pénétrant par
d’éventuelles blessures cutanées ou par les cdijea@eut atteindre directement la circulation
sanguine déclenchant une peste septicémique foanbeyla maladie se déclare brutalement et

le patient succombe seulement quelques heures lgpearition des premiers signes cliniques.

Lors d’'une peste bubonique, il arrive que la baetérste concentrée au niveau du bubon
et ne se dissémine pas dans I'organisme. Cetteefesnappelée peste mineure. L'évolution de la
maladie tend vers la fistulisation du bubon eguarison spontanée du patient.

1.4.2. Yersinia pestisla bactérie

Yersiniaest constituée de 11 espéces dont seYillegestis,et certaines souches de
pseudotuberculosist Y. enteroliticasont pathogénes pour I'hommé. pseudotuberculoset Y.
enteroliticasont des bactéries enteropathogénes nettemens wioitentes et rarement mortels
queY. pestisY. pestisa un cycle de vie tres différent e pseudotuberculosigklle a pour
réservoir différents rongeurs, dont principaleméntrat. Le vecteur principal est la puce.
Pourtant,Y. pestiset Y. pseudotuberculossont génétiquement trés proches, avec plus de 90%
d’homologie de séquence (hybridation ADN/ADN) (Barer et al, 1979). Achtman et coll. ont
montré quey. pestigtait issue d'un clone ayant émergé trés réecemaeentpseudotuberculosis
(entre 1500 et 20 000 ans) (Achtmanal, 1999). La comparaison des séquences des deux
especes, responsables de pathologies si différemegrmes de tropisme et de gravité, est
actuellement utilisée afin d'identifier des régioths génome bactérien essentielles pour la

pathogénicité du bacille de la peste.

Le séquencage du génome de différentes souché&& gestiset d’'une souche d¥.
pseudotuberculosia montré un haut degré de conservation entredag dspéces, qui atteint
97% d’homologie dans les séquences codantes (Ghaah, 2004). De fagon surprenante, la

virulence deY. pestisest corrélée a une perte de fonctions ancesiakesle la divergence avec
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Y. pseudotuberculosia la fois par la perte de matériel génétique rmassi par 'inactivation de
séquences codantes. A linverse, peu de matérieétige a été acquis pa¥. pestis

principalement sous forme de plasmides.

Le génome deY. pestisest constitué d’'un chromosome et de 3 plasmidesryR
Fetherston, 1997) nommés pPla (ou pPCP1), pFraNotl) et pYV (ou pCD1). Alors que pYV
est aussi porté par les souches pathogen&s deterocoliticaet Y. pseudotuberculosipPla et
pFRa sont spécifiques¥a pestisLa virulence der. pestigprovient donc d'une combinaison de
facteurs de virulence partagés avec d'autres ssudnéersinia et de facteurs de virulence qui
lui sont spécifiques ayant contribué a son adaptatiun cycle de vie différent.

Le plasmide pPla (9,5 kb) code pour une protétsegur possede une activité coagulase
a 28°C et fibrinolytique (activateur du plasminogga 37°C. Ce plasmide joue principalement
un role dans la dissémination We pestisapres qu'elle ait pénétré dans I'organisme ddd’véa
l'injection intradermique (Hinnebusoét al, 2002). Il a ainsi été observé que les soucheg.de
pestisexemptes de pPla étaient incapables de colonisgariglion (Sebbane F; 2006. PNAS
103:5526), et que pPla était aussi nécessairealapement de la peste pulmonaire (Lathetm
al., 2007). L'acquisition de pPla n'est toutefois pafisante pour expliquer la virulence e
pestiscar Pouillot et coll. ont montré que lintroductiale pPla dans la souche ancesthale
pseudotuberculosisie permettait pas d'induire le degré de viruleabservé avecy. pestis
(Pouillot et al, 2005).

Le plasmide pFra est un grand plasmide de 100 Kbpgue notamment les locus
impliqués dans la production de la pseudocapsulgtidigue constituée de polymére de
I'antigene F1 et de la toxine murine Ymt. La capssdt synthétiséa vivoa 37°C et permettrait
de protéger la bactérie contre la phagocytosegsacdllules de I'hote (Dat al, 2002) et contre
certains agents antibactériens (Gahatnal, 2008). Néanmoins, des souches dépourvues de
capsule sont tout aussi virulentes pour I'animalatieratoire que les souches capsulées (Davis
al., 1996; Drozdowt al, 1995). La toxine murine purifiéa vitro possede une activité sur les
récepteurg3-adrénergiques de la souris mais sa participatars de processus infectieux chez
’lhomme reste hypothétique. Son réle dans le bleahgproventricule de la puce (et donc dans
la transmission du bacille de la peste) a été déddhinnebusctet al, 1998; Sebbanet al,
2009). La toxine murine Ymt a quant a elle pouerde favoriser la survie dé. pestisdans
l'intestin de la puce (Hinnebusehal, 2002) mais n'est pas nécessaire a la virulence.
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Le plasmide de virulence pYV est le déterminanvidelence le plus étudié et le mieux
caractérisé chez legersinia.Ce plasmide confére aversiniaqui le possedent une cytotoxicité
essentielle a I'expression de leur virulence. Cagraiere activité est maintenant bien comprise,
et dépend d'un systéeme de sécrétion de type lIES)Tcomposé de I'appareil de sécrétion Ysc
(pour Yop secretion) et des toxines Yops (pour Me&asOuter Proteins) transloquées par ce
systeme (Cornelis, 2002; Ramamurthi & Schneewif@22. Lorsque la bactérie entre en contact
avec une cellule effectrice, elle injecte ainsiYeps dans le cytosol de la cellule. L’injectiorsde
Yops inhibe la phagocytose et linduction de laorge inflammatoire (Ramamurthi &
Schneewind, 2002) a de multiples niveaux. Ce méoamparalyse la réponse immunitaire innée
de I'hdte qui est la premiere ligne de défenseelimet aussi d’éviter la mise en place d’'une
réponse adaptative et favorise donc la prolifénatie la bactérie dans I'hnéte (Marketeinal,
2005).

La machinerie de sécrétion, nommée injectisome,cestposée d'une vingtaine de
protéines Ysc qui permettent la formation d’'uneudig ancrée dans la membrane bactérienne.
Les Yops transitent a travers cette aiguille ava&deé de protéines chaperons. La translocation
des Yops dans le cytoplasme de la cellule ciblessite la présence de YopB, YopD et LcrV qui
forment un canal dans la membrane cytoplasmiquargoi® a la suite d'un signal déclenché par

YopN, lors du contact avec la cellule eucaryote.

Les protéines effectrices Yops, transloquées dartytbplasme des cellules eucaryotes
cibles, y exercent leur action : YopE (23 kDa) magwe la rupture des microfilaments d’actine
dans les cellules HelLa ; YopH (51 kDa), une tyrepphosphatase, agit en déphosphorylant des
protéines impliquées dans la transmission du sigoaaryote ; YpkA/YopO (81 kDa) est une
sérine/thréonine kinase qui agirait également gaaui de la transmission du signal ; YopM (41
kDa), une protéine acide qui forme un complexe descseérine/thréonine kinases PRK2 et
RSK1(McDonaldet al, 2003) et semble interférer dans la réponse immauwaien déplétant les
cellules NK (Kerscheret al, 2004) ; YopJ/YopP (32,5 kDa) est impliquée daapdptose des
cellules cibles.

Le plasmide pYV der. pestisne differe de celui d&. pseudotuberculosigue par des
mutations ponctuelles touchant 2 génes : I'adhééat® qui est inactivée, et la toxine YopP/J
qui serait moins active en cytotoxicité, permettant. pestisd'induire une réponse de I'héte
moins efficace (Zaubermaet al, 2009). Aussi appelé pCD1 (pour Calcium dependgriey

plasmide pYV confere aussi auxersinia qui le possedent la capacité de restreindre leur
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croissance a 37°C en milieu pauvre en Calcium. ystéme de régulation composé d'un
activateur (VirF), dont I'activité est maximale @°€, augmente alors la transcription des génes
yop et la machinerie d’exportation. Un répresseur Q¥iscM), qui s’accumulerait dans le
cytoplasme lorsque le systéme de sécrétion esefanduirait un rétrocontréle négatif des genes
yop (Cornelis & Wolfwatz, 1997).

Outre le plasmide de virulence pYYV, pestigartage avec les. pseudotuberculoset Y.
enterocolitica les plus pathogénes, un facteur de virulence dasbkemppelé "ilot de haute
pathogénicité” (HPI). Il confére aux souches duélbergent la capacité de tuer les souris a faibles
doses et de causer des infections systémiqued'chemme. Cet ilot porte un ensemble de genes
impliqués dans la capture du fer par lintermédiad'un sidérophore spécifique, la
yersiniabactine (Perrgt al, 1990). La bactérie peut ainsi trouver le fer delle a besoin pour sa
croissance, malgré le trés faible taux de fer Jiblans les tissus de I'h6te. Cet 1lot est prégent e
tres conservé chez différents membres de la fardidie Enterobacteriaceaesuggérant son
acquisition récente par transfert latéral. En effet flot, inséré dans un locasmPARNt, est
mobile et possede la capacité de s'exciser decos ket ainsi se perdre, ou se réintégrer dans un
autre locusasmPARNt du génome ou de se transmettre & une autriéra¢lesic & Carniel,
2005). L'HPI est situé dans un locus apgmjéncar il contient également des génes conférant a
la bactérie le caractére de pigmentation par capdthémine (HMS pour hemin storage). Le
phénotypePgm coincide donc avec une forte atténuation de @iroé par perte du locygm
entier. Une souche KIMbgm-a été injectée par voie sous-cutanée et intraguérdie chez la
souris et s'est avérée avirulente (DL5051fc). En revanche, lorsqu’elle est injectée paevo
intraveineuse, la DL50 est d’environ 15 ufc (Un@&&uibaker, 1984).

1.4.3. Epidémiologie

1.4.3.1.Les grandes épidémies de peste au cours de It@sto

La premiére grande épidémie de peste rapportéeltitsisire date du milieu du Vieme
siecle et est appelée peste de Justinien. Cettiepaa a sévi au Vleme siécle aprés JC dans tout
le bassin méditerranéen. L'épidémie débuta suomdirment africain, remonta jusque dans le nord
Ouest de I'Europe (Irlande, Grande Bretagne) Jialie et la France. Elle aurait tué plusieurs

dizaines de millions de personnes.

La Peste Noire fat la seconde grande pandémie eorvienue d’Asie Centrale, elle
toucha I'Europe au XIVéme siécle et détruisit phlis quart de la population de I'Europe
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Occidentale entre 1348 et 1352, et jusqu'a la énaitins des villes comme Paris, Venise ou
Hambourg. La peste noire eut des conséquenceslesislr la civilisation européenne, d’'autant
gu’'apres cette premiere vague, la maladie refitilrfégment son apparition dans les différents
pays touchés. Cette épidémie persista pendantipltu®is siecles et eut un impact important sur
le développement socio-économique, la culturet, llarreligion et la politique (Stenseth al,
2008).

La troisieme pandémie partit de Hong Kong en 189%st par la voie maritime,
notamment grace a la navigation a vapeur, que desinents épargnés jusqu’a présents
(Amérique du Nord et du Sud, Madagascar, AfriquesSdd, ...) furent atteints. Cette troisieme
pandémie, appelé la peste des temps modernes,atqroictipalement I'lnde en faisant 12

millions de morts entre 1898 et 1928.
1.4.3.2.Répartition des cas de peste aujourd’hui

La peste est souvent considérée comme une patbadogpassé mais elle est toujours
présente dans certaines parties du monde. Presq@®0! cas humains ont été déclarés par
I'Organisation Mondiale de la Santé entre 1985 @12par 24 pays (2003). L’Afrique est le
continent le plus touché avec en particulier dgef® endémiques trés actifs a Madagascar, en
République Démocratigue du Congo et en Tanzaniennéint ensuite I'Asie du Sud-Est
(Vietnam, Chine), I'Asie Centrale (Mongolie, Kazakéin, Inde), et le continent américain. Des
foyers actifs de peste sylvatique sont disperséslesiutiers ouest des Etats-Unis et sont

responsables chaque année de cas humains.

La république Démocratique du Congo a subi troidépies meurtrieres entre 2005 et

2006, notamment dans des régions minieres dansdiss] aucun cas de peste n'avait été
rapporté jusqu'a présent (Bertheett al, 2005). Il en est de méme pour la zone cotiere de
Mahajanga (Madagascar) aprés 60 ans d’absencendaldalie. L'Inde, aprés 30 ans sans cas, a
subi une épidémie de peste pulmonaire en 1994 goingplétement paralysé le pays pendant
plusieurs semaines (Ramalingaswami, 1995). En l@9%aladie présente au Mozambique s’est
propagée au Zimbabwe et au Malawi. Plus récemneenf003, la peste est survenue dans la
région d’Oran en Algérie (Bertherat al, 2007).

Au total, la peste touche principalement, maisggagement, des pays en développement,
en raison de la proximité de I'homme avec des namsgsauvages et des conditions d'hygiéne
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précaires. L'absence de cas avérés pendant plisiéoennies ne permet jamais de considérer

que l'infection a été éradiquée d'une zone géograph

1.4.4. Diagnostic

1.4.4.1.Diagnostic bactériologique

Le diagnostic peut étre effectué soit par des tigcis bactériologiques classiques soit
par des techniques rapides comme l'immunochromapbge en bandelettes ou par PCR

(Polymerase Chain Reaction).

Divers prélevements peuvent étre faits sur le patidbubons, sang, expectorations ou
post-mortem, différents organes comme le foieata pu les poumons. Dans un premier temps
un examen sur lame permet de distinguepestisimmobile quelle que soit la température,Yde
pseudotuberculosigui ne l'est pas. Aprés une coloration de Gramolomserve un petit bacille
Gram-négatif qui présente une coloration bipolairke prélévement est frais. Une coloration de

Wayson peut aussi étre effectuée a partir de r(Bahmanyaet al, 1976).

Yersinia pestiscroit aussi bien dans des milieux solides géla§é&3A, Drigalski,
MacConkey) que dans des milieux liquides (eau pejpBHI, etc .). Le milieu sélectif CIN
(Cefsulodin, Irgasan, Novobiocin) permet d'éliminen partie, de potentielles bactéries

contaminantes collectées lors du prélevement os Baiganisme du patient.

Y. pestiscroit a une température comprise entre 25 et 3%&croissance est lente,
presque deux fois plus que celle des autres eratétdnies, et les colonies ne sont visibles
généralement qu’au bout de 48h de culture.

Y. pestispeut étre subdivisée en trois différents biotypas se différencient par leur
capacité a réduire les nitrates et a fermentelyleegol. Le biotype Antiqua (Glycérol +, Nitrate
+) est essentiellement isolé en Afrique et en Asmtrale, Medievalis (Glycérol +, Nitrate -) est
retrouvé dans le pourtour de la mer Caspienne,riehfalis est implanté en Asie, Afrique et

Amérique du Nord et du Sud (Glycérol -, Nitrate +).
1.4.4.2. Immunochromatographie en bandelettes

Chanteau S. et coll. ont mis au point en 2003 echriique de diagnostic rapide de la
peste par immunochromatographie en bandelettesn{€nzet al, 2003). Il est ainsi possible, a

partir d'un prélevement de bubon, d'expectorationde sérum de savoir en moins de 15 minutes
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Si un patient est atteint ou non de la peste. Qkitection est basée sur la reconnaissance de
'antigéne F1 produit pa¥. pestisa 37°C. Cette technique permet de faire un diggnt®es
rapide dans n’importe quelles conditions de terqaiisqu’elle ne nécessite pas de matériel

particulier.
1.4.4.3.PCR

Différentes technigues de diagnostic par amplilicaspécifique du génome &e pestis
ont été mises au point afin de caractériser rapéeria présence ou non du pathogeéne a la fois
chez les patients, la puce et les rongeurs (Higginal, 1998; Hinnebusch & Schwan, 1993;
Rahalisonet al, 2000). Ce diagnostic par PCR permet de déteat@rdsence de la bactérie
méme si cette derniére n'est plus vivante (aussiake pour la détection par bandelettes) pour
différentes causes : mauvais stockage des écloastilors du transport, traitement du patient,
etc. Une techniqgue de PCR en temps réel permetediobun diagnostic encore plus rapide
(Loiez et al, 2003; Tomaset al, 2003). L'inconvénient de cette technique est ip'éemande

un matériel spécialisé et ne peut étre faite galaoratoire.

1.4.5. Traitement de la peste

1.4.5.1.Traitements et prophylaxies médicamenteux

Le traitement de la peste est basé sur l'admitistrad’antibiotiques. L'OMS
recommande la streptomycine, les cyclines et leorahiphénicol en monothérapie. Plus
récemment, d’'autres alternatives ont été proposéesne I'utilisation des fluoroquinolones et
de la gentamycine. Des personnes ayant été enctamac un cas de peste recoivent une

antibiothérapie prophylactique.
1.4.5.2.Vaccination

Les premiéres vaccinations furent effectuées pear@et Robic a Madagascar en 1934 a
partir d’'une souche vivante de virulence atténidis bactéries tuées ont aussi été utilisées pour
la vaccination. Mais aujourd’hui ces vaccins sasgue abandonnés car ils ne protegent pas ou
peu de la forme pulmonaire. De plus, ces vaccing généralement mal tolérés par les patients
et ne conferent qu'une protection de courte dutéentibiothérapie ayant une trés bonne

efficacité, elle est devenue le principal moderdd#dgment a la fois curatif et préventif.
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1.4.5.3.Apparition de résistances aux antibiotiques

Bien que Y. pestissoit habituellement sensible aux antibiotiquescdiasition de
résistance a ces molécules a pu étre observéeddralladagascar, ou deux souches résistantes
ont été isolées sur des patients atteints de [egtenique. La premiere souche possédait une
résistance importante a la streptomycine qui astiliiotique de référence dans de nombreux
pays. La seconde résistait a huit antibiotiqgueg teshquatre recommandés par 'OMS pour les
traitements curatif et prophylactique (Galimaetdal, 2006). Hinnebusch et coll. ont mis en
evidence que la transmission du plasmide s’étdte fdans le tube digestif de la puce
(Hinnebuschet al, 2002). Welch et coll. ont montré que le plasmilde multirésistance était
aussi présent chez des entérobactéries largenpamtdées dans les produits alimentaires (Welch
et al, 2007). Ceci laisse redouter I'émergence de ntéesetouches multirésistantes aux

antibiotiques, ce qui pourrait constituer un rgelgleme de santé publique.

1.4.6. Bioterrorisme

Y. pestisest I'un des principaux agents bactériens pouearg utilisés comme arme
biologique. L'utilisation d’'un aérosol de cette td&ce pourrait étre responsable d’'une grande
épidémie de forme pulmonaire primaire dans la pafpai exposée. La bactérie pourrait
également étre utilisée pour infecter les rongetasponsables de la dissémination a I'homme
(Inglesbyet al, 2001; Levison, 2000).

Y. pestisest une bactérie relativement fragile. Cependam, a dix bactéries suffisent
pour infecter un rongeur par voir orale, intradeyne, sous-cutanée ou intraveineuse (Brubaker,
1991). La dose minimale infectieuse capable de quoer une pneumopathie primitive a été
estimée entre 100 et 20 000 bactéries chez deatasniFranzt al, 1997).

Ce risque est dautant plus important et critiquepuds I'apparition de souches

multirésistantes a certains antibiotiques les pilassiquement utilisés en cas d’infection
(Hinnebusclet al, 2002).

1.4.7. Modeles animaux de la peste

1.4.7.1.Modélisation de l'infection par Yersinia pestis

Depuis plusieurs dizaines d'années, des modeletedipn expérimentale sur des
animaux de laboratoire ont été décrits dans ledbumimer plus ou moins fidelement les deux

formes, bubonique et pulmonaire, de la peste. @Gasaux ont porté principalement sur les
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rongeurs, rats et souris, mais aussi sur des mgmain humains (Welkas al, 2002). Nombre
d'entre eux, en particulier parmi les plus anci@waient pour objectif d'évaluer la protection
apportée par des préparations vaccinales. Plumrdeat, des études sur la physiopathologie de

I'infection et sur I'expression des genes bactéridez I'hote ont été publiées.

Chez le rat, la forme bubonique a été modélisée,egample, par inoculation de la
bactérie par voie intradermique dans l'oreille (&eteet al, 2005). Apres injection de 600 ufc
de Y. pestis souche virulente 195/P, les ganglions lymphasqdeainants proximaux sont
rapidement colonisés (6h). La bactérie n'est rerewdans les ganglions distaux, le sang et la
rate qu'au bout de 36h. La charge bactérienne antgnde facon exponentielle dans I'ensemble
des organes colonisés jusqu’a 72h. Les taux de @ NFe’IL-10 mesurés dans le sérum entre 48
et 72h aprés inoculation sont tres faibles aloeslguaux d’IFNy est assez élevé et corrélé avec
la charge bactérienne sérique. Ce modéle animeddajh bien les symptdémes observés chez les
patients atteints de peste bubonique et peut doawélisé pour comprendre la réponse mise en

place par I'héte, notamment durant la phase prédeamlonisation des ganglions lymphatiques.

La forme pulmonaire a été modélisée chez les rasgen réalisant l'infection soit par
aerosol, soit par instillation intra-nasale. Ainsgar et coll. ont décrit I'infection de rats Brown
Norway par un aérosol de la souche virulente CO88eadose de 8,6 fois la DL50(Agair al,
2009). Dans ces conditions, la bactérie colonigégdesment le poumon et se propage par voie
sanguine vers d'autres organes comme le foie eatéa Les premiers signes histologiques
d'inflammation apparaissent dans les poumons den24 premieres heures suivant l'infection,

avec un afflux de neutrophiles, de macrophages gtrdphocytes.

Des essais de transmission de la bactérie denfatstés par aérosol a d’autres rats non
infectés ont été effectués et se sont révélés gantd contrairement aux modéles murins (Agar
et al, 2009). En effet, les souris n'ont pas la capadaétousser contrairement aux rats. Ce
modele permet donc d’étudier ce mode de transmisgid est tres certainement, en plus des
puces contaminées, 'un des modes potentiels desrnrasion de la bactérie au sein des
réservoirs naturels. Il peut aussi étre utilisé rpotieux comprendre les contaminations

interhumaines.

Au méme titre que le rat, des études physiopatimpleg chez la souris ont été
effectuées. Bubeck SS et coll. (2007) ont étudi€ense immune précoce face a une infection
pulmonaire avec une souche virulente e pestis(CO92) chez des souris consanguines

(C57BL/6J) et non consanguines (CD1). Ces souns sensibles a I'infection et succombent a

-62 -



l'infection dés 3 jours apres l'inoculation. La cha bactérienne a été mesurée entre 24h et 48h
aprées inoculation de la bactérie dans les pourmanste et le foie et montre une augmentation
croissante au fur et a mesure de linfection efagen similaire entre les deux lignées de souris

testées.

De plus, I'apparition de cytokines et chimiokine®-nflammatoires dans les lavages
broncho-alvéolaires de souris infectées n'est déteque 48h aprés l'inoculation ce qui corréle
avec le recrutement de leucocytes polymorphonuel@dPMN) dans les poumons (Bubestk
al., 2007).

1.4.7.2.Etude des mécanismes immunologiques de répofiaéeation par Y. pestis

Certains acteurs de la réponse immune, comme legiogs, peuvent étre mesurés au
cours de linfection dans le but de mieux comprendm hiérarchisation des processus

physiologiques mis en place en réponse a l'infagbarY . pestis

Par exemple, en parallele des études histologigue® la charge bactérienne dans les
organes, des dosages de cytokines et de chimiokimesété faits dans les différents
compartiments (poumons, rate, foie et sang) chezrés utilisés pour étudier la forme
pulmonaire de la peste (Agat al, 2009). Dans les poumons, des cytokines comme MIP1
(Macrophage Inflammatory Protein 1 alphaVCP-1 Monocyte-Chemoattractant Protein)-ét
GRO/KC Growth-related oncogene/keratinocyte-derived chengKéquivalent de KC chez la
souris) sont significativement élevés 48h aprescutaiion et augmente jusqu'a 72h. Ces
chimiokines ont pour role de recruter les cellufdlammatoires au niveau des tissus atteints et
d’induire la sécrétion de cytokines pro-inflammaeatsi en réponse a l'infection. Les cytokines
pro-inflammatoires telles que I'lLél, I'lL-6 et I'lL-17 sont significativement élevée&h apres

inoculation.

Le taux d’IL-18 augmente de facon progressive giicative dées 24h aprées inoculation
de la bactérie. Cette cytokine joue un rdle impurtdans I'induction des lymphocytes T a
produire de I'lFNy et de facon plus tardive pour faciliter I'activati des macrophages en
réponse a linfection. Au-dela de 72h, la réponsenune est incapable de controler la

prolifération de la bactérie chez le rat et 'anisiaccombe entre 72 et 96h apres inoculation.
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1.4.7.3.Etude de I'expression des génes chez la bactédeez I'h6te

Des études d’expression ont été faites pour carsetél’expression des genes de la
bactérie dans I'hdte mais aussi chez I'h6te poemtifier des genes impliqués dans le contréle de

I'infection.

Lathem WW et coll. (2005) ont étudié I'expressiangknes d&. pestisA8 heures aprés
inoculation de la bactérie par voie aérosol chesolaris dans le but d’identifier des genes sur- ou
sous-exprimés au cours de linfection. Les auteuatsainsi pu mettre en évidence que pCD1 est
plus fortement exprimé par la bactérie lors defé@tion in vivo qu’apres activation par culture
de la bactérie a 37°@ vitro. lls en ont conclu que I'environnement de I'h6fgarte des

facteurs d’activation supplémentaires (Latheinal, 2005).

Les travaux de Rogers JV et coll. (2007) ont migwdence des différences d’expression
de génes impliqués dans le processus biologiqueemiglace dans la rate chez la souris 48h
apres inoculation par voie intrapéritonéale de @f€7deY. pestisCO92. De nombreux genes
impliqués dans I'apoptose, dans la réponse immumitalans le cycle cellulaire, dans la

dégradation des protéines ont ainsi pu étre caisése(Rogerst al, 2007).

1.4.7.4 Identification de facteurs génétiques contrblaamtvliinérabilité de I'nbte a

I'infection

Le modeéle murin a aussi été utilisé pour identifiles facteurs génétiques de I'hote
contrlant la vulnérabilité face a l'infection. Tr et coll. (2009) ont montré que les souris
BALB/cJ étaient résistantes a l'injection par voigaveineuse d’'une souche ¥e pestiKIM5
pgm-mutante contrairement aux souris C57BL/6J (Tuatex, 2009). Le locupgmdeY. pestis
code pour des facteurs de virulence de la bact®das cette région, la souche a une virulence
tres atténuée. Apres avoir produit une populatie(@7BL/6J x BALB/c)F2 et BC, un QTL,
appeléPrl1, a été identifié sur le chromosome 17 contrélamidmbre de bactéries par gramme
d’'organe dans la rate 48h post-inoculation. Leswast ont par la suite produit des souris
congéniques pour ce locugrl(l d’origine BALB/cJ dans un fonds génétique C57BL/GJgs
souris ont montré un nombre de bactéries danddad@h post-inoculation identique a la lignée
parentale BALB/cJ ce qui confirme I'existence dulQidlentifié. Cette région chromosomique
correspond au Complexe Majeur d’Histocompatibi{fT&H). Elle contient de nombreux genes
impliqués dans la réponse immunitaire et il esteléait difficile d’'identifier le géne responsable

du phénotype observé. A cause de son rdle centrahmunologie, cette région a été souvent
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associée a des différences de sensibilité divetboganes tels qué&lasmodium berghei

Clamydia pneumoniaet Streptococcus pyogenes

Congleton et coll. ont montré que certaines saysks de souris 129 sont résistantes a
une injection intraveineuse d’'une souchérdgestis pgarmais sont sensibles a une infection par
une souche virulente C0O99-3015 (Congleatral, 2006). Turner et coll. ont mis en évidence
que le phénotype de résistance observé chez leis &oock-out pour IL-10 (IL-107) était en
partie conféré par un allele d’origine 129/P2Jimégle 30 cM autour du genie-10) hérité du
fonds génétique des cellules ES utilisées pouéligtion de ce gene (Turnet al, 2009).

s

A I'heure actuelle, aucune lignée de souris n'adéérite comme résistante a une souche

virulente deY. pestis.

1.5. Objectifs du travail de thése

La trés grande pathogénicité du bacille pesteurrasire actuellement tres mal comprise.
De nombreux travaux ont porté sur les facteursidgence de la bactérie et sur la fagon dont ils
sont capables de paralyser les défenses (en pirticanées) de I'nbéte mammifere pour
permettre la survie, la réplication et la dissériamade la bactérie. En revanche, il existait, au
moment ou nous avons commencé ce travail, treslpalonnées sur les facteurs génétiques de

I'h6te capables d'influencer sa réponse a unetiofeparY. pestis

Des expériences préliminaires avaient mis en écelame différence importante de
sensibilité entre la lignée de laboratoire C57Bé&tda lignée sauvage SEG/Padué spretuks
Cette différence, qui s'est avérée considérabl&aibfun moyen puissant didentifier les
mécanismes et les géenes qui permettent a une sturngsister a une infection habituellement
mortelle, d'autant plus qu'elle était observée éhsant une souche pleinement virulente

administrée par une voie (sous-cutanée) qui seaape de l'infection par la puce.

hY

C'est ainsi qu'a été lancé un projet collaboraifamt, d'une part a identifier des
différences physiopathologiques entre les deuxékgna la suite d'une infection expérimentale,

d'autre part a identifier les genes responsabldésxtptionnelle résistance des souris SEG/Pas.

Mon travail de thése a porté sur la premiére die setconde approche, l'identification de
régions du génome portant des genes de résistalacpeste et I'étude de leurs interactions par

une approche de cartographie de QTL. J'ai assecié @approches complémentaires.
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Partant des deux lignées parentales, j'ai produit ggand croisement en retour
interspécifique de plus de 500 souris pour rectegrdies genes de résistance sur I'ensemble des
chromosomes. En raison du phénotype analysé (la mwpisurvie des animaux suivant leur

infection), je pouvais espérer identifier des gemesfet assez fort.

J'ai également analysé un jeu de lignées recomigmanngéniques produites dans l'unité
entre les lignées C57BL/6 (receveuse) et SEG/Ramélise). Ce jeu pré-existant permettait de
cribler environ 40% seulement du génome mais ¢ftraé plus grande puissance pour détecter
des genes a effet faible. Il permettait égalementodaliser d'emblée les genes impliqués dans
des régions assez petites (une douzaine de mégaasgyenne).

Par ailleurs, j'ai également été associée a urteemhas expériences de physiopathologie
entreprises dans le cadre du projet collaboratif.

Les données présentées dans la deuxieme partia tlgse sont issues de ces différentes
approches.
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MATERIELSET METHODES



2. Matériels et méthodes

La plupart des protocoles utilisés au cours de imamail sont décrits dans l'article
présenté dans la partie 3. Ne sont présentés iei lg@s protocoles des expériences

complémentaires.

2.1. Génotypage

Les animaux ont été génotypés a partir d'une Bogsudale réalisée au sevrage. Deux
protocoles d’extraction d’ADN ont été utilisés. L&ON envoyes au Centre National de
Génotypage a Evry ont été préparés par extractiggshénol/chloroforme pour obtenir la pureté
requise. Les biopsies caudales ont été digéréns,500 L d'un tampon comprenant 50 mM de
Tris, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA et 0,5% SDS, additiénde 60 ug de protéinase K, sous
agitation a 800 tours/minute pendant 4h enviroB&5Apres une extraction au phénol puis une
extraction au chloroforme, la phase aqueuse a ékgnigge a 1 mL d’éthanol pur réfrigéré. Aprés
centrifugation, 'ADN a été séché et repris dan® Hl d’eau. La concentration en ADN et la

pureté ont été mesurées par spectrophotométrige uigueurs d’onde de 280 et 260 nm.

Le génotypage des souris congéniques a utilisé namogole d'extraction d'ADN
simplifié. Environ 1 mm de queue a été prélevéigdré dans 500 pL de tampon constitué de 50
mM de KCI, 10 mM de Tris-HCI (pH = 8,3), 2,5 mM M{ 0,1 mg/ml de gélatine, 0,45%
Nonidet P40 et 0,45% de Tween 20, additionné ded@e protéinase K mis sous agitation a
800 tours/minute a 56°C pendant environ 4h. Lesdtillons ont été centrifugés 5 minutes a
10 000 rpm. L’ADN obtenu est de qualité suffisapteir I'amplification par PCR de marqueurs
microsatellites qui a été réalisée avec 20 ng. E&ange réactionnel (20 uL) contenait 2 mM de
MgCl2, 0,5 nmol de chaque dNTP, 0,5 unité de Talgrpérase (Qbiogen), 0,5 ul de chaque
primer Forward (concentration = 10 uM, EurogentadNG). Le programme d'amplification
comportait une phase initiale a 94°C pendant 3 teswpuis 34 cycles a 94°C pendant 40
secondes, 55°C pendant 40 secondes, 72°C pendsatof@les, puis une élongation terminale a

72°C pendant 5 minutes.

Les produits de PCR ont été analysés par migratiogel d’agarose a 4% (Nusieve) et

visualisation aux UV par coloration au bromure kifg¢ium (Invitrogen).
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2.2. Animaux

Les souris ont été infectées a I'age de 8 a 12isemad.es souris SEG/Pas et congéniques
ont été élevées dans I'animalerie centrale detitisPasteur. Les souris C57BL/6J ont été
achetées a I'dge de 6 semaines chez Charles Rivat été acclimatées pendant 3 a 4 semaines

dans I'animalerie centrale de I'Institut Pasteur.

2.3. Température

La température centrale des souris au cours dection a été mesurée a l'aide de sondes
de télémétrie (PLEXX) implantées par voie sous{oégaen region interscapulaire deux semaines
avant l'infection. La sonde envoie au lecteur léecd'identification de I'animal et la température
mesurée a l'instant de la mesure. Les animauxté¥atant hébergés en isolateur, la lecture des

sondes se fait en présentant la souris contrerta ga l'isolateur, a environ 20 mm du lecteur.

2.4.Bactériémie

La bactériémie des animaux infectés a été mesulde 48 et 72 heures apres infection
sur un prélevement de sang (200 pL) réalisé ausgié@tioorbitaire. Les échantillons ont été
étalés sur des boites LB hémine, purs, apresatilatii 1/10 et au 1/100 en sérum physiologique,

sous un volume de 100 pL. Les colonies ont été tdaspapres une incubation de 48h a 28°C.

2.5.Prélevement de macrophages et culture cellulaire

Les souris ont été euthanasiées par pentobartigd. cellules péritonéales ont été
collectées en injectant 5 mL de RPMI par voie ipéritonéale et en aspirant le liquide. Les
cellules ont été comptées et mises en plaques Goraentration de 1xfocellules/mL (1
mL/puits). Apres 1h d’incubation a 37°C + 5% de C@3 puits ont été lavés avec 2 ml de
RPMI afin d’éliminer les cellules non adhérentesslcellules adhérentes ont été considérées
comme étant des macrophages péritonéaux et ctar@&PMI contenant 1% de sérum de veau
foetal (SVF).

Les macrophages ont été stimulés pendant 5h avag @@ TN recombinant de souris
(R&D Systems, Minneapolis, MN). Les surnageantsaboits été récupéres et conserves a -20°C
en attendant les dosages de cytokines. Les celarie®té lysées en vue de I'extraction des
ARNM.
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2.6.Dosage de I'lL-6 par ELISA

La concentration en IL-6 dans les surnageants ttareua été mesurée par ELISA en

utilisant le kit DuoSet (R&D Systems, MinneapoN&iN) selon le protocole du fabricant.

2.7.Extraction des ARNm et RT-PCR

Les ARNm des macrophages péritonéaux non stimulésneulés par le TNé& ont été
extraits a l'aide du kit RNAeasy (QIAGEN). Leur aammtration a été mesurée a l'aide d'un
NanoDrop (Labtech) et leur qualité a été vérifiéefasant migrer 2 pL sur un gel d’agarose a
1%.

Les réactions de RT-PCR ont été réalisées sur @ #ARNmM. Les échantillons ont été
traités par la DNAse pour éliminer toute trace d¥A@énomique. L'ADNc a été obtenu par
transcription inverse a l'aide du RT? First Strafitl Il a ensuite été mélangé avec le kit RT?
Realtime SYBR/ROX PCR Mix (SAbiosciences) et répdans les plagues 96 puits contenant au
préalable les oligonucléotides lyophilisés permnmtttd'amplifier 84 geénes de la voie de
signalisation du TNF et de ses récepteurs, 6 géaasénage, 3 témoins positifs et 3 témoins
négatifs (plaques TNF and receptors PCR array m&uEeprofiler PCR array - SAbiosciences)
(tableau 2, partie résultats). La réaction de PC&éaréalisée sur un thermocycleur MX3005
(Stratagéne) et comportait une phase de 10 miau@&SC puis 40 cycles de 15 secondes a 95°C
et une minute a 60°C. Les valeurs obtenues pacugéees d’intérét sont rapportées avec ceux
des génes dits « de ménage » (dont I'expressionoestante). Les résultats ont été analysés a
l'aide du logiciel Ingenuity (Ingenuity Systems)ysovisualiser les niveaux d'activation ou de
répression des génes étudiés et leur positionldan®ies de signalisation.

2.8. Analyse statistique

La majorité des analyses ont été faites avec leigdstatview version 5.0 (SAS Institute

Inc.). Les courbes de survie ont été compareesrmptest de Logrank (ou Mantel-Cox).

Lorsque les données suivaient une distribution atgnes moyennes des groupes ont été
comparées par analyse de la variance (ANOVA). Dansas contraire, les groupes ont été
compares par un test de Mann-Whitney (deux groupegpar un test de Kruskall Wallis (plus de
deux groupes). Les proportions d’individus résistanu sensibles dans deux groupes ont été
comparées par un test exact de Fisher.
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Le logiciel R/QTL (Broman K, 2003) et sa versiorusdava J/QTL ont été utilisés pour
la recherche de QTLs. Pour la recherche d'un Qdhcffon "scanone"), les données de mortalité
ont été analysés sous le modele "two-part" quiutalséparément le LOD score associé au taux
de survie final (noté LOD.p) et le LOD score as8amu jour de mort des individus sensibles
(noté LOD.u). Cette analyse permet de distingues kbeus agissant sur l'une ou l'autre
caractéristique des courbes de survie. La sommeleles LOD score (notée LOD.p.u) permet
d'évaluer l'effet total d'un locus. Les seuils dmidicativité a 5% et 10% ont été calculés par

1000 permutations des données.

Des interactions épistatiques ou additives entcedmnt été recherchées a l'aide de la
fonction "scantwo" qui analyse soit le taux de #ynsoit le jour de mort. Le seuil de

significativité a été calculé sur la base de 50@npiations.
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RESULTATS



3. Résultats

3.1. Introduction

L'Unité desYersiniade I'Institut Pasteur, dirigée par le Dr Elisab@#rniel utilise depuis
de nombreuses années un modele d'infection expéameeparY. pestispar voie sous-cutanée,
afin de se rapprocher des conditions de l'infectiaturelle. L'Animalerie Centrale de l'Institut
Pasteur posséde une collection de lignées consswgde souris sauvages appartenant aux sous-
especegM. m. musculusM. m. domesticugt a I'especdlus spretugen particulier la lignée
SEG/Pas). Avant mon arrivée dans I'Unité de Géunétifpnctionnelle de la Souris, Marek
Szatanik avait comparé la vulnérabilité a une seymthogéne d¥. pestifC092) de plusieurs
lignées sauvages avec celle de souris de labad@&7vBL/6. Il avait montré que les souris de la
lignée SEG/Pas résistaient presque toutes & ueetiori par 10 ufc de bactéries alors que la
plupart des souris C57BL/6 mourraient apres inpectde seulement 10 ufc. Ces premiers
résultats ont servi a initier un programme collatibravec quatre autres unités de I'Institut
Pasteur Yersinig Cytokines & Inflammation, Immunophysiologie etr&®sitisme Intracellulaire,
et Histotechnologie et Pathologie). Les deux obfecétaient d'identifier des différences
physiopathologiques susceptibles d'expliquer lBedihce de vulnérabilité entre les deux lignées,
et d'identifier les régions génomiques et ultimemkss genes impliqués dans le contrble
génétique de cette différence. Mon projet de tls&sst principalement inscrit dans ce deuxieme

objectif. J’ai également participé aux expérierdephysiopathologie.

3.2.Influence de plusieurs facteurs sur la réponsesbesis infectées par Y. pestis

Lors de mon arrivée au laboratoire, une série @gapces préliminaires avait été réalisée
par Marek Szatanik, dans lesquelles plusieurs tiondi avaient varié. J'ai effectué une analyse
rétrospective de ces données pour caractéristat ltd plusieurs facteurs et identifier ceux qui

pouvaient affecter la vulnérabilité des souris.

3.2.1. Effet de la dose infectieuse

La vulnérabilité des deux lignées SEG/Pas et C58Bla été évaluée en calculant la
DL50 (figure 10a). Dans un premier temps, des gesuppmprenant entre 5 et 75 souris ont été
infectés avec des doses de bactéries variant Edftet 16 ufc pour C57BL/6J et entre 46t 10

-71 -



—=— B6 (entre 5 et 75 individus/dose)
—=— SEG (entre 6 et 72 individus/dose)

H
© ©
oo 8

~

{
{

Taux de survie (%) 9
N
(@)
/f

N
o

W
o

N
o

© 5
| |

90 ——B6 (n=16)
—=—SEG (n=12)

taux de survie (%
(@]
Q

1 23 456 7 8 9 10111213 14
jours post-inoculation

707 —=—B6 (n=21)
—— SEG (n=21)

taux de survie (%)

1 23 456 7 8 91011121314
jours post-inoculation

Figure 10 : a) Proportions de souris C57BL/6J et SEG/Pastaddies en fonction des doses
injectées ; b) Courbe de survie des lignées C57BI(/6-16) et SEG/Pas (n=12) abllfc
(p<0,0001) ; c) Courbe de survie des lignés C57BL(6=21) et SEG/Pas (n=21) a?llfc
(p<0,0001)



ufc pour SEG/Pas. La lignée C57BL/6J montre une grande sensibilité, toujours supérieure a
90% quelle que soit la dose testée. La DL50 potie ¢tignée a donc été estimée inférieure a 10
ufc. En revanche, la résistance des souris SEGrRasjamais descendue en dessous de 50%,
méme pour de trés fortes doses, en dépit de flilotiga Il n'a donc pas été possible de calculer

de DL50 pour cette lignée.

Dans une seconde expérience, les deux lignéestértesgtées a des doses dé &0
10° ufc (figures 10b, et c). Les courbes de survieésétcomparées par un test de Mantel-Cox.
Une différence de sensibilité trés significativéta retrouvée aux deux doses testées, méme si le

taux de survie des SEG a°ific était plus faible.

Au vu de ces expériences, nous avons conclu quetsedtats obtenus aux fortes doses
étaient peu reproductibles et nous avons retendot® de 1bufc comme étant celle qui
discrimine le mieux les deux lignées parentalegjet donne le moins de variabilité entre

expeériences.

3.2.2. Influence du sexe et de I'dge des souris

Pour étudier rétrospectivement I'effet de I'age simgis a la date de l'injection sur leur
sensibilité, les individus ont été regroupés detffiag créer des groupes d’age de taille suffisante

et homogeéne. Le sexe a également été pris en catapsd'analyse.

L'effet de chaque facteur a été testé en compéeantourbes de survie des différents
groupes par un test de Mantel-Cox. Aux doses d&*%f 10 ufc, la sensibilité des souris
SEG/Pas ne dépend pas de leur sexe. A la dose déclles males SEG/Pas ne montrent pas de
différence de sensibilité entre 9 et 13 semainek dose de 5.f0ufc, la sensibilité des souris
C57BL/6J ne varie pas significativement entre makefemelles. A la dose de %0fc, elle ne
varie pas significativement en fonction de leur age date d'injection (compris entre 9 et 37

semaines).

Les résultats obtenus de ces expériences prélimgaiggerent que le sexe ne semble
pas influencer la sensibilité des animaux. L'age al®imaux semble aussi sans étre effet notable
sur la sensibilité et nous avons décidé d'infgeaerna suite les souris entre 8 et 12 semaines. Les

animaux a cet age sont adultes et ont un systememitaire mature.
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3.2.3. Variabilité entre expériences

Il s'est avéré difficile d'évaluer la variabilitéesl résultats entre les expériences
successives du fait que les groupes testés damxpésences n'étaient pas toujours comparables
en sexe, dose ou age. Néanmoins, nous avons obdesvdluctuations significatives, en
particulier lorsque des petits effectifs d'animg@ax groupe étaient utilisés (ce que nous avons pu
observer également par la suite).

Une partie de cette variabilité peut s'expliquer pas différences de qualité
(concentration bactérienne, homogénéité de la sgap® entre des préparations successives de
la bactérie. Dans le but de réduire la variabikétre expériences ainsi que le nombre
d'expériences, il a été decidé d'organiser lesreques de facon a infecter des lots importants
d'animaux (plusieurs dizaines), et d'inclure a ehadois des animaux des deux lignées
parentales pour contrdler le bon déroulement dgpégence et sa reproductibilité.

3.2.4. Origine des animaux utilisés

Les souris SEG/Pas sont élevées a I'Institut Pastiams une animalerie semie-protégée
alors que les souris C57BL/6J provenant de fouenissextérieurs (Charles River ou Janvier)
présentent un statut sanitaire tres propre. Nowmsavoulu savoir si la différence de statut
sanitaire au moment de l'infection pouvait affeteeir sensibilité. Pour cela, nous avons infecte,
a l'age de 9 semaines, des souris C57BL/6 deus mpres leur livraison ou aprés une période
d'acclimatation de 3 semaines dans une animalerigngdtitut Pasteur. Les animaux acclimatés
avant l'infection sont plus sensibles que les ankmafectés des leur arrivée, quel que soit le
fournisseur. Pour que l'effet de I'environnemernt aassi homogene que possible entre les

groupes, nous avons décidé d'acclimater les sdans une animalerie avant l'infection.

3.2.5. Souche bactérienne

Pour vérifier que la difference de résistance oliserentre les lignées C57BL/6J et
SEG/Pas n’était pas spécifique de la soucher dpestisC0O92, nous avons utilisé dans les
mémes conditions la souche 6/69 présentant la méndence, mais est d'une origine
indépendante (la souche CO92 a été isolée cheatienpaux USA alors que la souche 6/69
provient d’'un malade infecté a Madagascar). Lesltas, présentés dans la figure 11, montrent

des résultats similaires entre les deux souches.
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3.2.6. Parameétres expérimentaux retenus

Sur la base de ces analyses, nous avons retemoridgions expérimentales suivantes

pour la suite des expériences :
- acclimatation des souris dans lI'animalerie awrdattion : au moins 3 semaines;
- age au moment de l'infection : entre 8 et 12 se@sa

- sexe (lorsque le choix est possible) : de préfg&efemelle (pour des raisons

pratiques);
- souche bactérienne : CO92

- voie et dose : aufc par voie sous-cutanée en région ventrale
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ABSTRACT

Laboratory mice have always been reported to balhhigusceptible to virulent strains of
Yersinia pestisn experimental model of bubonic plague. We hawentl thatMus spretus
derived SEG/Pas (SEG) mice were exceptionally taasiso the virulent CO92 and 6/69 wild-
type strains. Upon subcutaneous injection of C&U, 90% of females and 68% of males
survived, compared with less than 8% in C57BL/6asalr females. Furthermore, bacterial
inocula as high as 10CFU were unable to cause death in more than liatievinoculated
SEG mice. Time to death in individuals that diedtleé infection was similar in the two
strains, suggesting that survival is dependentasty eather than late processes. The analysis
of 322 backcross mice revealed three significantQ®n chromosomes 3, 4 and 6, with
dominant SEG protective alleles. Each QTL increamadival rate by approximately 20%.
The three QTLs acted in an additive manner, andthay explained 67% of the difference
between the parental phenotypes. Mice heterozyfpoube three QTLs survived as well as
SEG mice. The SEG strain therefore offers an iratakiopportunity to unravel mechanisms
that allow to escape the lethal outcome followingaaute and seveie pestignfection, and

to identify underlying genetic factors.

Keywords: Plague\Yersinia pestisresistance, mouse, Mus spretus
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INTRODUCTION

Yersinia pestisa Gram-negative bacterium, is the etiologicainh@é human bubonic and
pneumonic plague. Starting from the bite ofYa pestishosting flea, bubonic plague is
characterized by the rapid multiplication of theteaia in the bite site-draining lymph node,
and is fatal in at least 50% of untreated cases, tdusepsis and multiple organ failure.
Pneumonic plague results from the colonization lé tung by bacteria via infectious
respiratory droplets. It is the most contagious deddliest manifestation of the disease, with
100% mortality rate in the absence of effectivetantherapy (1).

Although the current worldwide incidence of plagsidow compared to historical records,
the steady increase in reported human cases dthengast 15 years coupled with its re-
emergence in areas otherwise declared plague-freselveral decades has led to classify
plague as a re-emerging disease (2), a threat ryeded by the recent identification of a
antibiotic resistant strain (3). Moreover, the tagisease progression with high mortality rate,
the absence of efficient and safe vaccine, andptssibility of aerosol dispersion make
pestisa potential major tool for bioterrorism (4).

Historical records of plague pandemics indicatd #ndraction of the individuals who
developed bubonic plague were able to survive, estgyy that genetic factors of the
mammalian host may also influence the outcome efitifiection. It is likely that plague,
which killed one third of the European populatiomridg the 1347-1351 Black Death, has
exerted a rapid but strong selective pressure ®htiman genome. In animals, not all species
are equally susceptible to plague. While most rtgJenats, camels and monkeys are
susceptible, dogs and cows are usually resistanY.tgestis(5). These differences in
susceptibility could help understanding hotv pestisovercomes and defeats the human
immune system, and could also be used to prediathwimdividuals are at risk, and to

develop new strategies for therapeutic and vadoieeventions.

Using forward genetic approaches to decipher thmetye control of natural variation in
host resistance to viral, parasitic or bacterigdtions has already demonstrated its power to
unravel the molecular mechanisms engaged in hagbhes interactions (6). The strength of
this approach resides in its ability to identifyepiously unknown mechanisms, and
characterize their hierarchy, interactions and vialdial contributions to infection
pathogenesis. However, its power remains very d¢ichin humans, in particular becauge

pestisinfected patients undergo antibiotic treatment athmasks their intrinsic ability to



control the bacteria burden, the associated tistarmages and systemic inflammatory
processes.

The availability of animal models relevant to humafectious diseases makes possible
the identification of susceptibility genes undenirolled experimental conditions in which
strain, virulence, dose and route ¥f pestisinoculation are standardized. Among other
rodents, mice are of special interest since theynaturally susceptible to plague (7), and they
offer powerful genetic tools to identify suscepitpiand resistance genes even when the trait
is under complex genetic control. Genetic and ptymo dissection, which is critical in
untangling complex sequences of events with manycgaating tissues and cell types, can be
achieved using congenic strains, in which spegéoomic regions harboring a small group
of genes are transferred between a susceptibla egglstant backgrounds.

Differences in susceptibility t§¥. pestishave been recently reported between laboratory
inbred strains of mice (8), including the mappinigtwo resistance alleles, close to the
interleukin-10 gene (chromosome 1) (9) and histquatibility complex (chromosome 17)
(10). These results were obtained upon intravemgestion of theY. pestismutant strain
KIM5 which lacks the chromosompfimlocus. Since this strain is highly attenuatetias to
be given intravenously to cause a lethal infectidmect penetration of the plague bacillus
into the blood stream may occur during a flea bit¢ is very uncommon and is not the
natural mode of infection. Similarly, the resistaitenotype observed with the attenuated
strain disappeared when virulevit pestisstrain was used (8), which limits the relevance of
these results to natural infection of animals ameh&ns.

In this study we report that, while all classicabdratory strains tested, such as C57BL/6
(B6), are susceptible to subcutaneous injectiofultf virulent Y. pestisstrain C092 (11), the
SEG/Pas (SEG) inbred strain, which was establififoad Mus spretugprogenitors, exhibits a
high level of resistance in this experimental sgtiilesigned to mimic many features of the
natural exposure. The genetic analysis of a lamekdross cohort between SEG and B6
identified three dominant, additively acting lochieh explain most of the difference of

susceptibility observed between the two strains.



RESULTS

SEG miceresist virulent Yersinia pestis. Several inbred strains of mice were tested for
their ability to survive an infection with the fullvirulent Y. pestisstrain C0O92. A
subcutaneous (s.c.) injection of 100 colony-formungts (CFU) inoculum in the ventral
region was lethal in 4-12 days for almost 100% B6emThis dose was used to challenge
females of three additional laboratory inbred safFVB/N, BALB/cByJ and SJL/J), one
Mus musculus castanedsrived strain (CAST/Ei) and thdus spretusderived SEG strain
(Fig. 1A). B6 and SEG mice were tested in sevetrpeaments; since results were consistent
across experiments, the data were pooled.

SEG female mice displayed an outstandingly higlelle¥ survival (62 surviving mice
out of 69 inoculated, i.e. 90%). By comparison, shevival rates of the other mouse strains
varied from 0% (SJL, 0/9) to 23% (FVB/N, 5/22). §86.3% (7/111) of B6 mice survived the
infection (Fig. 1A). Interestingly, the few SEG mithat succumbed to the infection did so
with the same average time-to-death as B6 mice. @igAlthough SEG mice developed
symptoms characterized by a mild hypotonia andlaaed activity between days 4 to 6 post-
inoculation, most of them recovered, except foewa bnes which progressed towards marked
depression and prostration, and finally died. Inn@i6e, death often occurred rapidly after the
appearance of the first symptoms.

To further evaluate the level of resistance of S&Ce to the fully virulent CO92 strain,
groups of females received ten-fold dilutions ragfrom 10 to 10 CFU of CO92 by the
s.c. route. Remarkably, even the highest doses waable to cause death in more than 50%
of the mice (Fig. 1B). Time-to-death in susceptiBEEG mice varied across groups, but was
not correlated with the number of bacteria ino@datWe therefore concluded that the SEG
strain exhibits an exceptional level of resistab@es.c. inoculation with fully virulenty.
pestis Such a resistance has never been reported fathaymouse strain.

Female SEG mice are more resistant than males. B6 males and females inoculated
s.c. with 16 CFU of strain CO92 exhibited the same high lef¥edusceptibility (Fig. 1C). By
contrast, SEG males were significantly less resista7/54 = 68.5% survival) than females
(62/69 = 89.9%; p = 0.005). Since the differenceusceptibility between SEG and B6 strains
was higher in females than in males, further stydiecluding genetic mapping of QTLS,
were carried out on female mice.

The exceptional resistance of SEG mice is not specific of Y. pestis strain CO92. In
order to assess whether the resistant phenotyBEGf mice was specific or not of the

pestisstrain CO92 used in all experiments, we challerig@@nd SEG female mice with 100



CFU of another wild-type virulent strain, referedd69 (12). Survival curves obtained with
the two bacterial strains were similar (Fig. S1)ickhshows that SEG mice resistance is not
strain specific.

Survival of SEG mice is under multigenic control. When a group of F1 females
(n=16) were produced and challenged by s.c. intionlaf 1 CFU of strain CO92, 75%
(12/16) of them survived, a resistance level nghificantly lower than that of SEG mice
(p=0.21). This is suggestive of a dominant modenbéritance for SEG-derived resistance
alleles. An interspecific backcross was producedharacterize genetic regions controlling
resistance of SEG mice. F1 females, born from thescof B6 females and SEG males, were
mated with B6 males to yield a BSB progeny, ouivbfch 322 females were challenged s.c.
with 10° CFU of Y. pestisC092. Out of these BSB females, 190 survivedfection, giving
a survival rate of 59%. This proportion was sigrafitly lower than that of SEG mice
(p=3.2 10), but significantly higher (p=0.0015) than the 5@%pected if resistance was
inherited as a simple Mendelian trait. From thea&,dwe concluded that resistance of SEG
mice toY. pestisis under the control of multiple genes, likely wiBEG alleles acting in a
dominant fashion.

Time-to-death of susceptible BSB females was smidathat of B6 and SEG mice in
both mean value and standard deviation (Fig. 2)gessting that this cross did not segregate
for genes controlling this trait. The QTL searchswviaerefore focused on survival, analyzed
as a binary trait.

SNP genotyping was performed using 721 polymorpharkers covering the entire
genome of BSB females. QTL analysis using the R3qgftware, revealed the presence of
three chromosomal regions significantly associatghk survival on mouse chromosomes 3, 4
and 6 (Fig. 3). In all cases, the LOD curve reachesl 5% genome-wide significance
threshold computed by data permutation. These \Wmrie namedYprll (Yersinia pestis
resistance locus-1)prl2 and Yprl3, respectively. Their putative location was takentlae
position of the marker with the highest LOD scoetue, and the confidence intervals were
defined as the positions associated with one LOD fait-off from the curve peakYprll,
Ypri2 and Yprl3 were positioned at 116, 62 and 95 Mb on chromosoBie4 and 6,
respectively. Their confidence intervals were 3¥a6d 87 Mb long, respectively.

The individual effects of each QTL were assessethbycomparison of survival curves
of BSB females depending on their genotype at #akSNP marker. SEG allele at tfprll

locus was associated with highly significant inseaf resistance (Fig. 4A), rising from



48.5% in mice homozygous for the B6 allele, to 88ih B/S heterozygous mice. The effects
of theYprl2 andYpri3 loci were similar in direction and magnitude (M@ and C).

Interactions between pairs of loci were investigatg comparing the survival rates of
the four genotype combinations in two-locus effplits. For example, the difference of
survival betweer pri2®® and Yprl2Z®’® mice was 21.1 % among theprl1®® mice, while it
was 18.0% among théprl1®° mice (Fig. S2). Since these two values were rgutifitantly
different (p=0.97), we concluded that the effectypfl2 was independent of the genotype of
the mice atYprll, and reciprocally. Similar observations were madté Yprll - Ypri3 and
Yprl 2 - Yprl3 pairs of QTLs, thus suggesting that the three Qads up their individual
effects without epistasis.

We also searched for additional QTLs which couldengemained undetected using the
one-QTL search, because of epistatic interactidihg "scantwo" feature of R/qgtl did not
detect any additional locus significantly assoaatéth survival.

Yprll, 2 and 3 act additively to confer survival in BSB mice. As the three QTLS
appear to act independently from one another, westigated the level of resistance of BSB
mice for each of the eight possible genotype coatlins at the three loci (Fig. 5). This
analysis was made possible by the large size otrbes which resulted in group sizes of at
least 33 individuals. Groups were sorted by inarepproportion of SEG alleles at the three
QTLs. The distribution of survival rates acrossup® was compared to that of B6 and SEG.
Mice heterozygous for the SEG allele at the thr@&<Qshow a level of resistance similar to
that of SEG (82.7% and 89.9%, respectively). Coselgr mice homozygous for the B6 allele
at the three QTLs had the lowest level of resisa(®7.0%), but were significantly less
susceptible than B6 mice (p=0.0017). The other ggoof BSB mice showed intermediate
levels of resistance, and the groups of mice heygaus for only one QTL were globally
more susceptible than those heterozygous for twd.sQW®8.5% and 68.0% survival,
respectively; p = 0.0043).

From this analysis, we concluded that (1) SEG tasce alleles are dominant over B6
susceptibility alleles. (2) The three QTLs act madditive manner. Together, they explain
67% of the phenotypic difference between the tweemial strains. (3) These QTLs can
provide BSB mice with up to the same level of rmesise as SEG mice. (4) There remain
undetected QTLs able to induce a significant lexfefesistance even in the absence of the

threeYprl loci.



DISCUSSION

Although plague is no longer a major threat for hanpopulations, the recent re-
emergence of the disease in several countriegh@)isolation of antibiotic resistant strains
(3), and the exceptional pathogenicityYofpestidully justify studies aimed at unravelling the
mechanisms by which this bacterium is able to iedso efficiently and rapidly a deadly
infection of its host. The mouse is a relevant atimodel to explore the pathophysiology of
plague owing to the fact that it is a natural andcgptible host fol. pestis Most studies
published until now have explored the bubonic fahthe disease, although a model for
primary pneumonic plague has been recently destahd investigated (13).

The majority ofin vivo genetic studies published so far on mouse modsis focused
on the role ofY. pestigyenetic determinants on the bacterial load anwlbigical damages in
different host tissues (14, 15). However, two reéaeports described the identification of
genetic regions of the mouse genome associated waitiable susceptibility of classical
inbred mouse strains ¥. pestisThe first study showed that the previously repdresistant
phenotype ofll10 knock-out mice was partially due to a closely &dkresistance allele
inherited from the 129/P2J genetic background efEB cells used for gene targeting (9). The
second study described the resistant phenotypéefBALB/cJ strain, compared to the
susceptibility of other BALB/c substrains, and ob6dBL/6J. Using a combination of
backcross and intercross, a QTL was mapped itHtheegion, on proximal chromosome 17
(10). However, both studies were performed usimgdttenuated. pestisstrain KIM5 which
lacks thepgmlocus, an important virulence factor (16). Thigetien requires that inoculation
of Y. pestisbe performed intravenously, a route that ensuagsdrdissemination of the
bacteria, but that bypasses several important psese in particular those deploying in the
skin and the draining lymph node.

In this study, we aimed at identifying host geneliterminants of resistance to plague,
under experimental conditions closer to the naturBdction, i.e. using a wild-type, fully
virulent Y. pestisstrain and a subcutaneous route of infection. W&k tadvantage of our
collection of wild-derived strains maintained ae tnstitut Pasteur to explore broad mouse
genetic diversity. This strategy had proven sudoégseviously in our hands, with the
identification ofOaslbgene as a major determinant of resistance to Wastvirus (17).
Indeed, while almost all laboratory inbred straame highly susceptible to this virus due to a
point mutation in theDaslbgene, all wild-derived strains are highly resistand carry a

functional allele.



In the present study, all strains tested, includiigs m. castaneu€AST/EiJ, were
found to be susceptible to plague, exddpis spretuslerived SEG strain which exhibited an
outstandingly high level of resistance. Even vaghltbacterial inocula were unable to cause
death in more than 50% of the mice. One possihi¢aeation for the high dose resistance of
SEG mice could be genetic heterogeneity in thedingecolony, with a mutation conferring
complete resistance to high doses segregating ilowa dose-resistant inbred genetic
background. However, careful analysis of the pegigof the SEG mice used in this
experiment ruled out this possibility. Another exdtion might be a dose-dependent
stimulation of the SEG innate immune response, amadpacity of these mice to clear the
bacteria that never reaches saturation.

We have identified for the first time a mouse strtdiat displays high level of resistance
to the inoculation with fully virulenY¥. pestisstrains, opening a double perspective to better
understand the interactions between this highhhgmnic bacterium and its host. First,
having a highly resistant and a very susceptibi@irst of mice is an invaluable resource to
identify the mechanisms, especially during theyepHases followingy. pestisinoculation,
which are triggered or disengaged Yy pestis and influence the outcome of host-pathogen
interactions. Second, genes controlling this déifie can be identified by QTL mapping in
two generations, although interspecific crossesvéen Mus spretusand laboratory strains
invariably result in sterile F1 males, which pretgeinom producing F2 progeny. This forward
genetic strategy has already proven successfuthiridentification of key genes for the
control of bacterial, viral or parasitic diseas@p (

An interspecific backcross using SEG and B6 as nparestrains was therefore
produced. We analyzed more than 300 females sirceuspected that SEG resistance was
not controlled by a single gene, and that scorvegphenotype as a binary (death or survival)
trait, resulting from a complex series of host-kaet interactions, could result in reduced
power for QTL detection. Nonetheless, we identifikdee significant QTLs controlling
survival rate. Each of them was able, in the cdantéxhe segregating background of BSB
mice, to confer a 20% increase of survival, fromtd®8% on average. Moreover, pair-wise
analysis of QTL effects revealed an additive moflaation. Subsequently, the survival rate
of BSB mice increased as a function of the SEQeallearried at the three QTLs, and mice
heterozygous atprll, 2 and3 displayed the same level of resistance as SEG (Rige 5).
However, since mice homozygous for the B6 allelthatthree QTLs were significantly more
resistant than B6 mice, there remain other resistgenes to be identified, which may be too

numerous, or may have too weak effects to be daikscin a cross of this size.
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Taken together, these data suggest a model foesiiance t&'. pestisvirulent strains
in SEG mice (Fig. 6). The B6 strain has a very wahikty to resistY. pestiswhich results
most frequently in the rapid death of the mice. @neamore yet unidentified loci provide
increase resistance to a level where approxima&@@Bt of mice eventually survive the
infection. The thre&/prl loci mapped in our study improve resistance furthp to the level
of SEG mice. However, we cannot predict what theigal rate provided by the threéprl
loci would be in the absence of the unidentifiedi.ldt is possible that these unknown loci
play a critical role and create a genomic contaxb@irable to the action of théprl loci, so
that strains congenic for only one or the othethaf Yprl loci may not show a significant
increase in survival rate compared with B6.

Confidence intervals of th¥prll, 2 and3 loci encompass large chromosomal regions
(between 57 and 87 Mb), which prevents any readeredsumption on the identity of the
causative genes. Each of these regions contaires gevolved in the immune response which
could be valuable candidates. Because of their d@amimode of inheritance, it is likely that
the SEG resistance alleles are gain-of-functioranés.

The survival curves of the mice which died of théection showed exactly the same
decrease over time, across the B6, SEG and BSBlgiagms (Fig. 2). This observation
suggests that, in the mice which will finally suodu to theY. pestischallenge, the disease
course is very similar in these three contrastedetye backgrounds, and that the final
outcome of the infectious process depends on evakitsy place during the first two or three
days, before the first mice die.

Mus spretuds a mouse species which has diverged fromMbs musculugyroup of
subspecies more than 1 MY ago (18). The genetiergence between them at the nucleotide
level is estimated to be 1 to 1.5%, the same oodemagnitude as between human and
chimpanzee. Our observation of the exceptionastasce of SEG mice 6. pestidllustrates
the usefulness oMus spretusderived strains as a source of genetic and phpitoty
polymorphism (19). The fact that the differencesatceptibility to plague between B6 and
SEG strains is under the control of multiple gewéh additive effects stands in contrast with
other infectious diseases in which single gene tiuntsi with major effects were identified. In
the case oDaslh a nonsense mutation was probably present ingheearly founders of the
laboratory strains, and became fixed by chancewitout any selective pressure, in the vast
majority of these strains (17). This mutation has yet been found in inbred strains derived
from progenitors of differenMus musculusubspecies. In the case of plague, the highly

resistant phenotype of the SEG strain results fthe accumulation of several gain-of-
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function genetic variations, each of which providemoderate but significant advantage in
the control ofY. pestisproliferation and systemic dissemination. The &itjan of this
phenotype may have resulted from selective pressxegted by endemic exposure Yo

pestishosting fleas in wild rodents.

MATERIALSAND METHODS

Mice and crosses. SEG/Pas was first bred as a closed colony by Brafdpnhomme in
Montpellier, France, fronVius spretugprogenitors trapped in Spain, near Granada (1L8)as
later established as an inbred strain and mairdasiace 1995 at the Institut Pasteur.
C57BL/6 (B6), FVB/NCrl, BALB/cByJ and SJL/JOrICrlioe were purchased at 6 weeks of
age from Charles River Laboratory (L'Arbresle, fe&n They were maintained for at least
three weeks in the Institut Pasteur animal faesitprior to inoculation. CAST/Ei mice were
bred at the Institut Pasteur from progenitors paseld from The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME). To produce &< (SEGxB6)F1 backcross mice (BSB), SEG males were mated
with B6 females and the resulting F1 females welgeoh with B6 males. All animal
experiments were approved and conducted in accoedaith the Institut Pasteur Biosafety
Committee. Mice were kept in isolators after in@tign. They were given food and water ad
libitum and were kept at 22+2°C with alternatindh¥&riods of light and dark.

Culture of Yersinia pestis strains and experimental infections of mice. Experimental
infections were performed using the virulevit pestisstrains C0O92 (11) and 6/69 (12).
Cultures were carried out at 28°C for 48h on LBragadium supplemented with 0.2% (W/v)
hemin (LBH). Bacteria were collected and susperideshline. Bacterial concentration was
estimated by spectrometry at 600 nm (1 O.D.°~C&U/mI) and confirmed by colony-
forming units (CFU) counts on LBH agar plates. Mwere s.c. injected between 8 and 12
weeks of age, in the ventral region, with a 10@hptulum. They were monitored daily for 14
days.

Genotyping. Tail biopsies were collected at weaning from BSBaerand high-quality
DNA was prepared by standard phenol-chloroformaetion. For BSB genotyping, 1,536
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) were geredym@t the Centre National de
GénotypagdEvry, France) using the Illlumina GoldenGate mlatf. A total of 721 markers
covering the entire mouse genome were polymorpilcgave reliable genotypes.

Statistical and QTL analysis. Survival curves were compared by a logrank (Mantel-

Cox) test using StatView 5.0 (SAS Institute Incr{CRC). Survival rates were compared by
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Fisher's exact test. QTL analysis was performeddiyg the R/qtl software version 1.07-12
running under R 2.6.0 (20). The survival rate waalyed as a binary trait. Significance
thresholds of LOD scores were estimated by 1,00thpitions of experimental data, and
were 2.77 and 2.43 for 5% and 10% thresholds, otispéy.

ACKNOWLEDGEMENTS

CB is a recipient of a DGADElégation Générale pour I'Armemeriellowship. This
work was supported by a grant from Aventis Phari®@anffi-Aventis group) and Bayer
Pharma as part of a multi-organism call for propogée thank Jean-Louis Guénet for his
constant interest and challenging discussions. Yeéevary grateful to Isabelle Lanctin for
careful breeding of the SEG/Pas colony, and taR& (Centre National de Génotypager
the SNP genotyping of BC mice.



13

REFERENCES

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Titball RW & Williamson ED (2001) Vaccination aigst bubonic and pneumonic
plague.Vaccinel9(30):4175-4184.

Schrag SJ & Wiener P (1995) Emerging infectidiseases: what are the relative roles
of ecology and evolutionPrends Evolution and Ecolodgy0:319-324.

Galimand Met al.(1997) Multidrug resistance in Yersinia pestis ratetl by a
transferable plasmidN Engl J Med337(10):677-680.

Inglesby TV et al.(2000) Plague as a biological weapon: medicalpric health
management. Working Group on Civilian Biodeferlema283(17):2281-2290.
Perry RD & Fetherston JD (1997) Yersinia pestisslogic agent of plagu€lin
Microbiol Rev10(1):35-66.

Vidal SM, Malo D, Marquis JF, & Gros P (2008)rward genetic dissection of
immunity to infection in the mous@&nnu Rev Immund@6:81-132.

Pollitzer R (1954) Plagu&/.H.O. Monograph Series 22. World Health Organiaati
Geneva, Switzerland.

Congleton YH, Wulff CR, Kerschen EJ, & Straleg &006) Mice naturally resistant
to Yersinia pestis Delta pgm strains commonly usgehthogenicity studiesnfect
Immun74(11):6501-6504.

Turner JK, Xu JL, & Tapping RI (2009) Substra@isd29 mice are resistant to
Yersinia pestis KIM5: implications for interleukiB-deficient micelnfect Immun
77(1):367-373.

Turner JK, McAllister MM, Xu JL, & Tapping RRQ08) Resistance of BALB/cJ mice
to Yersinia pestis maps to the major histocompl#irsomplex of chromosome 17.
Infect Immun

Doll JM et al.(1994) Cat-transmitted fatal pneumonic plague peson who
traveled from Colorado to ArizonAmerican Journal of Tropical Medicine and
Hygiene51(1):109-114.

Buchrieser C, Prentice M, & Carniel E (1998¢Tl02-Kilobase Unstable Region Of
Yersinia Pesti€omprises a High-Pathogenicity Island Linked ®igmentation
Segment Which Undergoes Internal Rearrangendentnal of Bacteriology
180(9):2321-2329.

Lathem WW, Crosby SD, Miller VL, & Goldman WEQQ5) Progression of primary
pneumonic plague: a mouse model of infection, datye and bacterial
transcriptional activityProc Natl Acad Sci U S A02(49):17786-17791.

Leary SECet al.(1999)Yersiniaouter proteins (YOPS) E, K and N are antigenic but
non-protective compared to V antigen, in a murireglet of bubonic plague.
Microbial Pathogenesig6(3):159-169.

Lindler LE, Klempner MS, & Straley SC (1990¢rsinia pestipH-6 Antigen -
Genetic, Biochemical, and Virulence Characterizatbba Protein Involved in the
Pathogenesis of Bubonic Plagl&ection and Immunit$8(8):2569-2577.
Leal-Balbino TCet al.(2006) The pgm locus and pigmentation phenotypéersinia
pestis Genetics and Molecular Biolog39(1):126-131.

Mashimo Tet al.(2002) A nonsense mutation in the gene encodudg 2'
oligoadenylate synthetase/L1 isoform is associaiéid \West Nile virus susceptibility
in laboratory miceProc Natl Acad Sci U S 89(17):11311-11316.

Guénet JL & Bonhomme F (2003) Wild mice: anrémereasing contribution to a
popular mammalian modelrends Genet9(1):24-31.

Dejager L, Libert C, & Montagutelli X (2009) ifty years ofMus spretusa
promising futureTrends Gene25(5):234-241.



14

20. Broman KW, Wu H, Sen S, & Churchill GA (2003gi&: QTL mapping in
experimental crosseBioinformatics19(7):889-890.



15

FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Survival, over a 14-day period, of various mousbred strains following
inoculation with virulentY. pestisstrains CO92 or 6/69. (A) 1@CFU of strain CO92 were
injected to groups of SEG (N=69), FVB/N (N=22), BBAcByJ (N=21), CAST/Ei (N=10),
B6 (N=111) and SJL/J (N=9) females. (B) Groups BESemales were inoculated with?0
(N=8), 10 (N=6), 1d (N=11), 1§ (N=15), 16 (N=16) and 10 (N=6) CFU of strain CO92.
(C) Comparison of susceptibility of male and fema&e(N=16 and N=111, respectively) and
SEG (N=54 and N=69, respectively) mice followingdnlation with 16 CFU of strain
C092. SEG females were more resistant than mahesv(s with bracket; 62/69 and 37/54,
respectively; p=0.005). Large groups (N>25) refolin the pooling of several experiments.

Fig. 2. Survival curves of the B6 (N=104), SEG (N=7) arsEB(N=132) female mice
that died of theY. pestisinfection. Time-to-death did not differ, either mean, or in
variability, across the three groups.

Fig. 3. QTL mapping of survival rate on 322 BSB femaldmwing three significant
QTLs on chromosomes ¥Yrl1), 4 (Yprl2) and 6 ¥ prl3). Dashed lines denote thresholds of
significance (p = 0.1 and p = 0.05, permutation)tes

Fig. 4. Survival curves of BSB females showing the effetithe genotype at the
marker at the peak LOD score of each QTL. ¥orl1: Chromosome 3 @ 116Mb; B/B:
N =139; B/S: N =182. (BYprl2: Chromosome 4 @ 62Mb; B/B : N = 159; B/S : N 916
(C) Yprl3: Chromosome 6 @ 95Mb; B/B : N = 148; B/S : N &413%ignificance values were
calculated from Fisher's exact test on survivagat

Fig.5. Survival rate of B6, BSB and SEG females accordintheir haplotype at the
Yprll, Ypri2 andYprl3 QTLs (same markers as in Fig. 4), and their gertckground. Top
table gives the genotype of each group at the QfEes and genetic background. White box :
B/B; grey box : B/S; black box : S/S. Split boxe=pitt loci for which fully genotyped BSB
animals were either B/B or B/S. The graph shows gsbevival rate (with one standard
deviation error bars) of each group. The differeneaveen the two leftmost groups reflects
the effect of unidentified QTLs. Mice heterozygdasY prll, Ypri2 andYprl3 show the same
survival rate as the SEG strain.

Fig. 6. A model illustrating the additive effects ofprll, Yprl2 and Ypri3 on the
survival to aY. pestischallenge. Unidentified QTLs provide some resistamechanisms
which result in ~19% increase of survival rate caned to B6J. Each ofprll, Yprl2 and
Yprl3 provides, when B/S heterozygous, an additiondltplio survive the infection, up to

the survival rate observed in SEG mice.



LEGENDSTO SUPPORTING FIGURE

Fig. S1. Comparison of susceptibility of B6 and SEG females to 10° CFU of strain
C092 (N=111 and N=69, respectively) and of strain 6/69 (N=9 and N=16, respectively).
Large groups (N>25) result from the pooling of several experiments.

Fig. S2. Two-locus effect plots showing the effect of one QTL conditioned on the
genotype at the other QTL. For each combination of genotypes, survival rateis given with one
standard deviation error bars. The interaction between the two loci was tested by two-way
ANOVA after arcsine transformation of the survival rates. (A) Yprl1 and Yprl2, p(interaction)
=0.97. (B) Yprll and YprlI3, p(interaction) = 0.38. (C) Yprl2 and Yprl3, p(interaction) = 0.11.
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3.4.Recherche d'autres lignées sensibles ou résistantegection par Y. pestis

Nous avons testé la vulnérabilité d'une série geéks de souris de laboratoire et de
souris sauvages dans les conditions expérimentiifisies ci-dessus. Nous avons choisi les
lignées de laboratoire de fagon a couvrir la plste diversité génétique possible, en nous basant
sur I'arbre phylogénique décrit par Petkov et cfigure 12) (Petkowet al, 2004). Nous avons
testé les lignées de laboratoire C57BL/6J, BALB/&Bg3H/HeJ, FVB/N, SJL/J, et DBA/2J,
ainsi que les lignées sauvages CASTMug m. castanelisPWD/PhJ, PWK/PhJ et MBT/Pas
(Mus m. muscul)s Les lignées PWD/PhJ, PWK/PhJ C3H/HeJ et DBA/RJ montré une
variabilité importante entre les différentes exgicies. Par conséquent, d’autres animaux devront
étre testés avant de pouvoir conclure définitivemamn leur vulnérabilité. Toutes les autres
lignées testées se sont révélées sensibles actionfe(figure 13a), avec un taux de survie
inférieur ou égal a 23%.

Il existe plusieurs colonies plus ou moins consarepi dérivées a partir d'individus
capturés a différents endroits sur le pourtour dertial du bassin méditerranéen. La plupart de
ces colonies sont entretenues a l'Institut desnBete de I'Evolution a Montpellier, sous la
direction du Pr F. Bonhomme qui a capturé la plugas individus fondateurs. Pour savoir si le
phénotype de résistance observé pour la lignée BdS3Hont les fondateurs sont originaires de
Grenade, en Espagne) lui était spécifique ou ptaiagé par d'autres lignéelsis spretusnous
avons testé les lignées SFM/Mpl (Montpellier), SEBV (Barcelone), STF/Pas (Fondouk
Djedid, Tunisie) et SMZ/Mpl (Azemnour, Maroc).

Les lignées SMZ et SEB ont montré des taux de swinilaires a celui de la lignée
SEG/Pas. En revanche, la lignée STF s'est révéles aensible que la lignée de laboratoire

C57BL/6. La lignée SFM a montré un phénotype intatiaire (figure 13b).
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3.5. Recherche de QTL dans des croisements interspéesfiq

3.5.1. Croisement (C57BL/6 x SEG)F1 x C57BL/6

3.5.1.1Résumé des résultats présentés dans l'article

Un premier croisement en retour interspécifiqueeelds lignées C57BL/6 et SEG a été
produit. Il comportait au total 540 individus. Lessultats figurant dans la premiére publication,

sont rappelés brievement ici :

- les souris (C57BL/6 x SEG)F1 présentent une t@sie intermédiaire entre celle des
deux lignées parentales (62%);

- les (C57BL/6 x SEG)F1 x C57BL/6 (BSB) présentem résistance du méme ordre que
celle des F1 (70%);

- le contraste entre les deux lignées parentadag ptus important chez les femelles que
chez les méles, l'analyse du croisement a portiestdiemelles;

- aprés génotypage pour 720 marqueurs SNP ou ratetlites informatifs, I'analyse des
322 femelles BSB a mis en évidence l'existence @& B contrélant la probabilité de survie sur
les chromosomes 3, 4 et 6, appelés respectivemprif, Ypri2 et Ypri3 (Yersinia pestis

resistance locys dans les trois cas, l'allele SEG augment le thugurvie;

- ces trois QTL agissent de facon additive sur daxtde survie et les femelles,
hétérozygotes pour les trois locus a la fois, prigsg un taux de survie analogue a celui de
SEG/Pas;

- aucun QTL n'a été trouvé en ce qui concerne tebme de jours séparant l'infection de

la mort (la latence).
3.5.1.2.Analyses complémentaires

Les intervalles de confiance des 3 QTL identifiaés &é calculés en prenant comme seull
une unité en dessous du pic de LOD score. Lesvaltes de confiance ainsi calculés ont une
taille de 57 Mb Yprll, chromosome 3), 69 MbYprl2, chromosome 4) et 87 Mbyprl3,
chromosome 6, figure 14).

L'analyse des 218 méles du méme croisement enrratooontré qu'ils présentent le

méme taux global de survie que les femelles (réseacent 58+ 6,2% et 65t 6,2%). Un seul
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QTL, co-localisé aveprl3, a été identifié. Il contréle aussi uniquemenprababilité de survie
des animaux et posséde un intervalle de confiaa@bdMb (figure 15). Les males hétérozygotes
B/S au locusyprl3 présentent un taux de survie comparable a cekintides SEG/Pas (figure
16). En revanche, les individus homozygotes B/Bumtaux de survie trés supérieur a celui des
males C57BL/6, ce qui indique I'existence d'augses. Toutefois, aucun autre QTL significatif
n'a été mis en évidence chez les males, que cpaaitle taux de survie ou pour la latence. En
particulier, les locu¥prll et Yprl2 n'ont pas été retrouvés et sont donc spécifigasdamelles
(figure 17).

Dans le but d'identifier d’éventuelles interactioégistatiques entre différentes régions
chromosomiques, nous avons recherché des paitesudedont les effets ne seraient révelés que
par une analyse conjointe. L'utilisation de la fome scantwo de R/qtl a permis d’identifier
plusieurs associations présentant des interacépissatiques mais aucune n'a franchi le seuil de
significativité calculé par permutation de donnéésus avons conclu gu'il existe probablement
plusieurs génes a effet faible dont nous détedteffist cumulé chez les individus BSB, mais que

le nombre d'animaux analysés ne nous a pas pelidesitifier.

3.5.2. Croisement (C57BL/6 x SEG)F1 xSEG

Nous avons aussi produit un croisement en retauésyque, en croisant des femelles F1
avec des males SEG/Pas. Ce croisement BSS a praduibtal 122 individus qui ont été
phénotypés dans nos conditions standards. Le géageya été effectué a l'aide de 70 marqueurs
microsatellites répartis sur I'ensemble du génaneay'analysant dans un premier temps que les

39 souris sensibles et 55 souris résistantes.

L'analyse de ce croisement avec R/qtl n'a mis @egge qu'un seul QTL potentiel sur le
chromosome 10, avec un LOD total (p.p) égal a 8s@nil 5% = 3,2). Ce QTL pourrait agir
principalement sur le taux de survie (LODp = 2,68hon sur la latence (LODu = 0,99) (figure
18). Ce QTL a un effet transgressif sur le phénowipservé, c'est-a-dire que les animaux S/S ont
un taux de survie significativement inférieur auxinsaux B/S au point culminant du QTL
(p=0,0032, figure 19).

3.6. Analyse de la lignée consomique partielle BcG6

Le locusYpri3 est le QTL associé au LOD score le plus élevé sell retrouvé dans les

deux sexes. Pour tester son effet indépendammelat gigsence d'autres QTL, nous avons tiré
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B/B et B/S au QTL du chromosome 6 est de 38%. hdwidus B/S présentent un taux
de survie similaire aux souris SEG/Pas. En revanotlei des souris B/ B est de 43%
supérieur a celui des souris B6.
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Figure 17: Courbes de LOD score établies par cartograplervalle pour le taux de
survie (LOD p) pour I'ensemble des animaux (n=5zyrbe noire), pour les femelles
(n=322, courbe rouge) et pour les males (n=218rbephleue) pour les chromosome 3,
4 et 6. Le seuil de significativité a 5% a été calauec 1000 permutations.
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Figure 18: Courbes de LOD score établies par cartograplmettalle pour le modéle « two-
part » (LOD pu, courbe noire), le taux de survie (LOD p, courleub) et le jour moyen de
mort des individus sensibles (LQD courbe rouge) a partir de la population BSS. Estiabe
figurent les différents chromosomes avec pour chatentre eux un tiret correspondant a un
marqueur microsatellite. Les seuils de signifiagipu) a 5 et 10% ont été calculés avec
1000 permutations.
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Figure 19: Taux de survie en fonction du génotype des sauimarqueubd10Mit58 dans
la population BSS.



partie d'une lignée consomique partielle établiéahoratoire depuis plusieurs années par Marek
Szatanik. Elle fait partie d'un projet qui visait@nstruire une collection de lignées consomiques
sur un fonds C57BL/6 portant chacune un, et un, seubmosome d'origine SEG/Pas (Burgio et
al 2007). La plupart de ces lignées se sont étimbablement en raison d'incompatibilités
alléliques entre génes situés sur des chromosoiffégedts. La lignée BcG6 fait partie des
survivantes. Elle porte la plus grande partie dwmiosome 6 a l'exception d'un segment
centromérique (entre le centromére et 20-25 Mhynetourt segment autour de 125 Mb (figure
20). Elle couvre ainsi la totalité de l'intervatle confiance d& prl3 estimé chez les méales (73 a
108 Mb) mais le petit intervalle manquant fait pade l'intervalle de confiance calculé chez les

femelles (50 a 137 Mb). Elle est entretenue at lanozygote depuis plusieurs générations.

Les résultats du croisement BSB ont montré quigtexune différence de survie entre
individus B/B et B/S. En revanche, I'absence de @it le chromosome 6 dans le croisement
BSS suggérait gu'il n'y avait pas de différenceswwie entre individus B/S et S/S, et que l'alléle
SEG était dominant. Nous avons donc décidé de cane survie de souris C57BL/6 et de
souris (C57BL/6J x BcG6)F1, hétérozygotes pourelgian consomique. Aucune augmentation
significative du taux de survie final n'a été olkgerentre les deux génotypes, chez les males ou
chez les femelles. En revanche, nous avons puifiéentn retard de mortalité significatif (une
augmentation de la latence). Deux femelles surd49%) ont survécu et les autres sont mortes
plus tard que les femelles C57BL/6 (p=0,0010, #gad). Aucun des 39 males n'a survécu a
I'infection mais ils sont morts avec un retard eacplus important par rapport aux femelles
C57BL/6 (p<0,0001) et méme rapport aux femelles7@36J x BcG6)F1 (p=0,025, figure 21).
Ainsi, alors queYprl3 avait été identifié dans le croisement BSB pour effet sur le taux de
survie, le segment du chromosome 6 présent ddignke BcG6 agit seulement en retardant la

mort des souris sensibles.

3.7.Production et analyse de lignées congéniques ppdi 2 et 3

Ne possédant pas de lignées congéniques pourr@sakomes 3 et 4, et considérant que
le petit intervalle manquant dans la lignée BcGevait contenir un QTL important, nous avons
produit des lignées congéniques pour les troisrobemmes a partir d'un croisement en retour
BSB. Les individus BSB ont été génotypés pour desrgomeurs répartis le long des
chromosomes, un peu au-dela des bornes estiméesteleslles de confiance (tableau 3). Les
souris hétérozygotes pour un ou plusieurs de desvalles ont été accouplées avec des souris
C57BL/6 pour produire une génération dite N3. Unende partie des animaux sélectionnés se
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Tableau 3: Marqueurs microsatellites utilisés pour la gépate des souris
congeéniques.

Marqueur Position (Mb) Intervalle de confiance
QTL
D3Mit169 38 Q@
D3Mit242 79 Q
D3Mit107 114 Q
D3Mit14 131 Q
D3Mit197 144 Q
D4MIit260 19 Q
D4Mit93 34 Q
D4Mit89 46 Q
D4Mit114 79 Q
D6Mit346 20 Q
D6Mit222 39 Q
D6Mit194 53 Q
D6Mit8 84 Q+d
D6Mit383 114 Q
D6Mit254 125 (Tnfrsfla) Q
D6Mit194 128 Q
D6Mit293 142 Q
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Figure 20. Carte représentant la composition génétique digriée BcG6. En jaune sont
représentés les régions chromosomiques d'origin€/B&s et en bleu celles d'origine
C57BL/6J.
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Figure 21 Courbe de survie des individus (BcG6 x B6)F1 (beurouge) par rapport a B6
(courbe bleue). Les femelles sont représentéesiparcourbe en trait plein alors que les
males sont représentés par une courbe en pointikdscourbes de survie ont été comparées
par un test de Mantel-Cox.



sont aveérés stériles et seuls quelques uns ontigpatimbtenir la génération suivante. Les
problemes de stérilité ont peu a peu diminué etrdirpde la quatriéeme génération, tous les

individus mis en accouplement avaient une reprooluctormale.

A la 5™ génération, les animaux avaient conservé enviid®)(= 1/32 de génome
SEG/Pas, y compris la ou les régions sélectionri&ege qui concerne le chromosome 6, nous
avons veillé a ne pas perdre la région absenteadegnée BcG6, en utilisant le marqueur

microsatellite D6Mit254 situé dans un intron du g@énfrsfla

Nous avons pu produire une grande quantité dessdlfripour le chromosome 6 afin de
confirmer les résultats obtenus sur la lignée BdG#ht vingt souris ont été produites en croisant
des souris N4 hétérozygotes avec des souris C57HBll&s ont été génotypées pour connaitre
I'étendue de la région du chromosome 6 portée lpoune, c'est-a-dire leur haplotype. Elles ont
toutes été infectées selon notre protocole starafandjue les souris homozygotes B/B pour un
marqueur puissent servir de témoin pour les stdtiérozygotes B/S pour ce méme marqueur. Il
était ainsi possible de tenir compte de I'évengffelt des quelques régions SEG qui n‘avaient pas
encore été éliminées par les croisements en retmeessifs.

Comme nous n'avions pas a hotre disposition suoffisent de souris possédant
l'intégralité de la région du chromosome 6 sélectd®, nous avons effectué une comparaison
locus par locus (Logrank Mantel-Cox pour les cosrlle survie, test exact de Fischer pour la
proportion d'individus résistants). Nous avons ys®lséparément les males et les femelles

compte tenu des différences entre sexes observéesdemment.

L'analyse des 61 femelles n'a montré aucun effet que soit le marqueur et que ce soit
sur le taux de survie ou sur la latence (figure)2Ba revanche, l'analyse des 59 méales a mis en
évidence un allongement significatif de la survee sburis hétérozygotes pour 2 marqueurs
proximaux P6Mit222 p = 0,0028, figure 22b et c). Le taux de suntaté@ugmenté pour les
trois marqueurs les plus proximaux, sans toutedtisindre le seuil de 5% (p = 0,062 pour
D6Mit346).

Ces resultats ont permis de confirmer en partieléesmees obtenues a partir des animaux
(C57BL/6J x BcG6)F1, et d'affiner la localisation @TL du chromosome 6¢rl3). L'absence
d'effet chez les femelles est inattendue et il eérssaire d'analyser davantage d'animaux, et en
particulier de disposer de groupes suffisants iaok hétérozygotes pour la méme région afin

de pouvoir conclure définitivement. De méme, nolesans pas disposé jusqu'a présent de
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Figure 22 Analyse du phénotype des souris congéniques B.S-6H{N5).

(@) et (b) Pour chacun des marqueurs microsatellitdisés pour le génotypage des animaux, le
phénotype des individus a été comparé en fonctiorgéhotype par un test de Mantel-Cox
(comparaison courbes de survie, courbe rouge) &tairexact de Fisher (comparaison du nombre
d’individus résistants a la fin de la période d’atva¢ion, courbe bleue). Les valeurs de p ont subi
une transformation l1og10. Les femelles (a) et l&tes1(b) ont été analysés séparément.

(c) Courbe de survie des males B.S-chr6 au mardd@Mit222 (chr6, 39 Mb) en fonction du
génotype. Les individus hétérozygotes a ce locugeme¢significativement plus tardivement que
les individus homozygotes B6.



suffisamment d'animaux pour les chromosomes 3peid pouvoir faire la méme analyse. Enfin,
il sera nécessaire de produire des individus podanx ou les trois régions chromosomiques a la

fois afin de confirmer ou non l'effet combiné de cégions.

3.8. Recherche de sous-phénotypes pour quantifier Ietdmrésistance

Le seul phénotype utilisé jusqu'ici est la capad#é animaux a survivre a l'inoculation
expérimentale de la bactérie, dans des conditiussi astandardisées que possible. Chaque
individu fournit une réponse binaire (mort/survie} les individus sensibles fournissent
également une donnée quantitative (le nhombre des jpéparant l'infection de la mort). Cette
évaluation de la résistance reste tres approximabde plus, elle repose sur l'issue finale de la
maladie, qui résulte probablement de défaillanagmroques multiples. Il est évident que le
mode d'action des géenes responsables de la régislas souris SEG/Pas se situe trés en amont

de la mort des souris qui n'en traduit que les @pmsnces trés indirectes.

Nous avons donc cherché a définir d'autres parametapables de quantifier la réponse
de chaque souris, y compris parmi celles qui fimalet résistent a l'infection. Nous avons retenu
dans un premier temps le poids corporel, la tentpreet la bactériémie. Les deux premiéres
mesures, non invasives, peuvent étre répétées e€hjaqu sans dommage pour l'animal. La
mesure de la bactériémie nécessite en revancheckbvgr un échantillon de sang pour cultiver
la bactérie et ne peut pas étre effectuée chaquetgot au long de l'infection. Des données
préliminaires nous ont conduits a décider de fegtte mesure les"® 3™ et £Mjours aprés
I'infection. Afin de limiter I'effet des fluctuatis inter individuelles, ce sont les mémes souns qu

ont servi pour tous les points de mesure.

Trois groupes ont été comparés : 20 femelles SEG/E& femelles C57BL/6J et 17
souris BcG6 (7 femelles et 10 males pour des raisendisponibilité). Une sonde permettant la
télémesure de la température a été implantée pasweas-cutanée en région interscapulaire dans
chaque souris, deux semaines avant linfection a@wnf & ce qu'une éventuelle réaction

inflammatoire liée a l'implantation ait le tempsserésoudre.

Les résultats sont présentés figure 23. Les tawsudge observés pour C57BL/6 et SEG
étaient similaires avec ceux des expériences peates (respectivement 5% et 85%). Celui du
groupe BcG6 était supérieur a celui de C57BL/6 (L ##ais pas significativement (p = 0,31).

Ces données ont permis de valider le bon dérouledgelinfection.
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Figure 23 : Suivi de différents parametres au coursle I'infection chez les souris SEG/Pas,
B6 et BcG6.(a) Courbe de survie des animaux. (b) Suivi duedpgu poids des souris (poids au
jour p.i. indiqué rapporté au poids de départ) ausade I'infection. (c) Suivi de la température
corporelle (température au jour p.i. indigué moiagdmpérature avant infection) au cours de
l'infection. (d) Cinétique de la bactériémie chexs Isouris B6, SEG/Pas et BcG6 au cours de
l'infection. L’histogramme représente la médiane.



Le poids mesuré la veille de l'infection a servipent de référence. Au cours des trois
premiers jours, le poids est resté & son nivedialiians les trois groupes. LE™ jour, il a
diminué en moyenne de 7% dans les trois groupesdifi&érences entre groupes sont apparues a
partir du 5™ jour. La perte de poids moyenne des souris SEGIRgamais dépassé 10%, alors
gue celle des souris BcG6 et C57BL/6 est alléeyasg0%, voire méme 24% pour les trois
souris BcG6 survivantes. On note qu'il existe utit pktcalage entre les courbes de survie des
souris C57BL/6 et BcG6 alors que leurs courbesalgspsont strictement superposées jusqu'a 8

jours apres infection.

La température corporelle a également été rappe@rtie valeur mesurée pour chaque
animal la veille de l'infection. Aprés une phaseyderthermie modérée entre les jours 2 et 4
dans les trois groupes, la température des solG/Fas s'est stabilisée autour de la valeur
initiale. En revanche, celle de souris C57BL/6 €GB a diminué au fur et a mesure que les
animaux approchaient de la phase terminale, diaguogtlle la température corporelle était de 3 a

5 °C inférieure a la température initiale.

Les souris SEG/Pas ont développé un petit pic d&bamie le 2™ jour, qui a disparu
les jours suivants. A l'inverse, chez les sourigE136 et BcG6 la bactériémie n'est apparue

qu'au 3™jour mais a augmenté fortement &*4our.

En conclusion, les mesures quantitatives effectgséedes souris des trois groupes sont
bien corrélées avec le phénotype de résistancesowldérabilité. La différence est tres claire
entre SEG/Pas et les deux autres lignées. En regaaacune différence notable n'a été observée

entre C57BL/6 et BcG6, qui aurait pu indiquer uietedlu chromosome 6.

3.9. Etude du gene candidat Tnfrsfla

Si le locusYprl3 identifié chez les femelles BSB est le méme quedas identifié chez

les méales, il doit se trouver dans l'intersecties thtervalles de confiance calculés pour chaque
sexe. Néanmoins, les bornes d'un intervalle deacd ne sont pas connues avec précision mais
sur la base d'un risque consenti et on ne peusgéisr a ces bornes pour exclure une région de
fagon catégorique. Notre attention a été attirédgaourt segment délété dans la lignée BcG6,
autour de la position 125Mb. Nous avons formulgpdthése qu'il pourrait y avoir, dans la
région couverte par la lignée BcG6, un premier gesponsable du retard de mortalité observé
chez les (C57BL/6J x BcG6)F1. Un deuxieme genealdapd'augmenter le taux de survie et

responsable de l'effet deprl3 observé dans le croisement BSB, pourrait se trod&es le court
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intervalle manquant. Nous avons alors génotypé iddwidus BcG6 pour des marqueurs

microsatellites et montré que le segment C57BL/§itse entre les positions 124 et 128 Mb.

Cette région contient le gef@frsflaaussi appelé TNF récepteur p55, décrit pour étre |
principal récepteur du TNFet pour jouer un rble important dans la réponflarmmatoire. Les
souris déficientes pour ce récepteur sont extrémendsistantes a I'injection d’'une dose létale
de TNF. Elles sont aussi protégées contre unetiojede LPS couplé a la galactosamine (GalN),
ce qui a permis de mettre en évidence que le maoannis en place dans un modéle d’hépatite
était dépendant du TNF (Pfeffeet al, 1993). L'absence de ces récepteurs diminue
limmunocompétence des souris. Divers travaux omintn® que des souris p55 KO sont
extrémement sensibles a une infectionlpateria monocytogeneMycobacterium tuberculosis
Mycobacterium aviunet Salmonella typhimuriuniPfeffer et al, 1993; Pfeffer, 2003; Rothet
al., 1993). En revanche, les travaux de Secher etaaimis en évidence le rble des récepteurs
du TNF dans la dérégulation des réponses immurlagmrt associées au choc septique dans un
modéle d'infection. En effet, les souris déficisnpour les deux récepteurs du TNF résistent a
une infection polybactérienne contrairement auxisdb57BL/6 (Secheet al, 2009).

Compte tenu des rbéles du géne TNF et de ses récgpdans différentes infections
bactériennes, il nous a semblé intéressant de tegfet d'une mutation dans le gene p55 sur la

sensibilité ar. pestis

3.9.1. Recherche de mutation dans la séguencinflsfla

Le géneTnfrsfla se situe sur le chromosome 6 entre les positi2&s299.380 et
125.312.502 pb. Il code pour une protéine de 4&ka@minés qui comporte trois domaines : un
domaine extracellulaire permet tant la reconnaissae son ligand et qui est trés riche en
cystéines (appelé CRD1-4), un domaine transmemibeanst un domaine intracellulaire. Ce
domaine intracellulaire comporte deux régions fimmgtelles : un domaine proche de la
membrane et le domaine C-terminal appeléath domaith(DD). Le premier induit I'activation
de la sphingomyélinase en recrutant la protéingtatiice FAN (Adam-Klagest al, 1998). Le
DD interagit avec la protéine adaptatrice TRADDt€ealerniére recrute d’autres protéines et
initie un signal d'activation. TRADD est impliquérts I'activation des caspases, de la voie de
signalisation des phospholipases et de protéimes&s telles que NkB et MAP kinase (Hset
al., 1996).
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Nous avons séquenceé les 2186 pb de I'ADNc du Jériesfla de C57BL/6 et de
SEG/Pas et identifié 15 SNP parmi lesquels 8 irghtisin changement d’acides aminés, 2 dans

la partie extracellulaire, 4 dans la partie transinnaire et 2 dans le DD.

Afin d'identifier lequel de ces SNP pouvait contie a la différence de sensibilité entre
les deux lignées, nous avons analysé la lignée FEBE-/une autre lignédus spretuslevée a
I'Institut Pasteur. Contrairement a SEG/Pas, ST&#3aaussi sensible a l'infection parpestis
gue C57BL/6. Nous avons donc recherché, parmi B Srécédemment identifiés, ceux pour
lesquels STF/Pas possédait le méme alléle que 0b7Bkules deux mutations, qui modifient
les acides aminés 394 et 431 a l'intérieur du Od@méaient a ce critére (figure 24a). Nous avons
ensuite montré que les lignées SEB, SMZ (résissqeteSFM (intermédiaires) possédaient aussi

un allele de type SEG/Pas, ce qui confortait I'oledeon précédente (figure 24b).

Par comparaison de séquence entre espece (homim@aalzé, chien, rat, bovin), nous
avons trouvé qu'en position 394, toutes les espétatiées, possédent une arginine comme
C57BL/6 et STF/Pas. L'acide aminé en position 4&1neoins conservé puisque C57BL/6 et
STF/Pas possédent une alanine, SEG/Pas et les bgiesspretusrésistantes une thréonine, le
rat une arginine et les autres especes analysédewrine (figure 24c). La position 394 semble

donc davantage conservée a travers les especes.

3.9.2. Analyse du phénotype des souFisfrsf1d”

Pour évaluer la conséquence éventuelle d'une matidh du niveau d'activité du gene
Tnfrsflasur la sensibilité &. pestisnous avons évalué la sensibilité de souris dzstakelles ce
géne a été inactivé par recombinaison homologupe{@ps p55). Ces souris hous ont été
fournies par Claude Libert (Université de Gand)uNemelles p5% (sur fonds C57BL/6) et 10
femelles C57BL/6 (p5%") ont été infectées avec 100 ufcYlepestigpar voie sous cutanée. Les
souris déficientes pour le genafrsflaont présenté une sensibilité un peu plus élevéelepi

souris C57BL/6, en mourant significativement plais(togrank p=0,0098, figure 25).

3.9.3. Analyse fonctionnellén vitro des deux mutations du DD

Nous avons cherché a mettre en évidence une éllentuedification fonctionnelle
associée aux deux changements d'acides aminégfiédelurs de la comparaison de la séquence
du géne Tnfrsfla entre lignées de souris sengiblessistantes ¥. pestisPour cela, nous avons

évalué l'activation de la voie du récepteur au TiN¥tro, dans des macrophages péritonéaux.
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1 1

reference HGLPTYPGLLLSLYLLALLHGIHPSGYTGLYPSLGDREKRDSLCPOGKYYHSKHHSICCTKCHKGTYLYSOCPSPGRDTYCRECEKGTFTASONYLRACLSCKTCRKEHSOVETISPCOADKDTYCGCKEN
B6J HGLPTYPGLLLSLYLLALLHGIHPSGYTGLYPSLGDREKRDSLCPAGKYYHSKNNSICCTKCHKGTYLYSDCPSPGROTYCRECEKGTFTASANYLRACLSCKTCRKENSAYETISPCARDKDTYCGCKEN

SEG  HGLPTYPGLLLSLYLLALLHGIHPSGYTGLYPSLGHREKRDSLCPOGKYYHSKHHSICCTKCHKGTYLYSDCPSPGROTYCRECEKGTFTASANYLRACLSCKTCRKENSAYETISPCAADKDTYCGCKEN

STF  HGLPTYPGLLLSLYLRALLHGIHPSGYTGLYPSLGHREKRDSLCPOGKYYHSKHHSICCTKCHKGTYLYSDCPSPGROTYCRECEKGTFTASANYLRACLSCKTCRKENSOYETSPCOADKDTYCGCKEN
Consensus  HGLPTYPGLLLSLYLIALLHGIHPSGYTGLYPSLG#REKRDSLCPAGKYYHSKNNSICCTKCHKGTYLYSOCPSPGRDTY CRECEKGTFTRSANYLRACLSCKTCRKENSAYEISPCAADKDTYCGCKEN
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I I

reference OFORYLSETHFOCYDCSPCFHGTYTIPCKETONTYCHCHAGFFLRESECYPCSHCKKNEECHKLCLPPPLAHYTHPADSGTAYLLPLYILLGLCLLSFIFTISLHCRYPRHRPEVYSTIICRDPYPYKEEKA
B6J OFORYLSETHFOCYDCSPCFHGTYTIPCKETONTYCHCHAGFFLRESECYPCSHCKKHEECHKLCLPPPLAMYTHPODSGTAYLLPLYILLGLCLLSFIFISLHCRYPRHRPEYYSIICRDPYPYKEEKA

SEG OFORHLSETHFACYDCSPCFHGTYTIPCKETONTYCTCHAGFFLRESECYPCSHCKKNOECHKLCLPPPLANYTHPADSGTAYLLPLYILLGLCLLSFIFISLHCRYPRHRSEYYSIICROSYPYKEEKA

STF  OFORHLSETHFOCYDCSPCFHGTYTIPCKETONTYCTCHAGFFLRESECYPCSHCKKHOECHKLCLPPPLANYTHPODSGTAYLLPLYILLGLCLLSFIFISLHCRYPRHRSEVYSIICRDSYPYKEEKA
Consensus OFORhLSETHFOCYDCSPCFHGTYTIPCKETONTYCECHAGFFLRESECYPCSHCKKN#ECHKLCLPPPLANYTHPADSGTAYLLPLYILLGLCLLSFIFISLHCRYPRHRSEVYSIICRDsVPYKEEKA
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SEG GKPLTPAPSPAFSPTSGFHPTLGFSTPGFSPPYSSTPISPIFGPSHHYFHPPYSEYYPTOGRDPLLYESLCSYPAPTSYOKHEDSAHPORPDNADLAIL YAYYDGYPPARHKEFHRFHGLSEHETERLEH

STF  GKPLTPAPSPAFSPTSGFHPTLGFSTPGFSPPYSSTPISPIFGPSHHYFHPPYSEVYPTAGADPLLYESLCSYPAPTSYOKHEDSAHPARPONADLATIL YAYYDGYPPARHKEFHRFHGLSEHETERLEH
Consensus GKPLTPAPSPAFSPTSGFHPTLGFSTPGFSpPYSSTPISPIFGPSHHyFHPPYSEYYPTOGADPLLYESLCSYPAPTSYOKHEDSAHPORPDHADLAILYAYYDGYPPARHKEFHRFHGLSEHETERLEH
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SEG  OHGHCLREAQYSHLEAHRRRTPRHEDTLEYYGLYLSKHHLTGCLENILER
STF  OHGRCLREAQYSHLEAMRRRTPRHEDTLEYYGLYLSKHHLAGCLENILER
Consensus ONGrCLREAOYSHLEAHRRRTPRHEDTLEVYGLYLSKHHLAGCLENILER. .\ vvvvrsvess
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B6J ILYAYYDGYPPARHKEFHRFHGLSEHETERL EHOHGRCLREADYSHLEAHRRRTPRHEDTLEYYGL YL SKHHLAGCLENTLER
5TF  ILYAYYDGYPPARHKEFHRFHGLSEHETERL EHOHGRCLREADYSHLEAHRRRTPRHEDTLEYYGL YL SKHHLAGCLENILER
S5EG  ILYAYYDGYPPARHKEFHRFHGLSEHETERLEHONGHCLREROYSHLEAHRRRTPRHEDTLEYYGLYLSKHHLTGCLENILER
SEB  ILYAYYDGYPPARHKEFHRFHGLSEHETERL EHOHGHCL REAOYSHLEAHRRRTPRHEDTLEYYGL YL SKHHLTGCLENILER
SPRET/EL ILYAYYDGYPPARHKEFHRFHGLSEHETERLEHONGHCLREADYSHLEAHRRRTPRHEDTLEYYGLYLSKHHLTGCLENILER
SFH ILYAYYDGYPPARHKEFHRFHGLSEHETERL EHOHGHCL REAOYSHLEAHRRRTPRHEDTLEYYGL YL SKHHLTGCLENILER
SHZ  ILYAYYDGYPPARHKEFHRFHGLSEHETERLEHONGHCLREROY SHLEAHRRRTPRHEDTLEYYGLYLSKHHLTGCLENILER
Consensus ILYAYYDGYPPARHKEFHRFHGLSEHETERLENQNGhCLREADYSHLEAHRRRTPRHEDTLEYYGLYLSKNHLEGCLENTLER
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Honosapiens TLYAYYENYPPLRHKEFYRRLGLSDHETDRLELONGRCLEEAODYSHLATHERETPEEEATLELLGRYLRDADULGCLEDIEEAL
Canisfaniliaris TLYAYYDGYPPSRHKEFYRRLGLSEHETERLELONGHCLREAHYSHLAARHRRRTPRREATLELLGRYL REHELL|GCL EDTEEAL
Husnusculus ILYAYYDGYPPARHKEFHRFHGLSEHETERL EHONGRCLEEAODYSHLEAHREETPEHEDTLEVYGLYLSKNHLUAGCLENILEAL
Rattusnorvegicus HLYAYYDGYPPTRHKEFHRLLGLSEHETERLELONGHCLREAHYSHLEAHRRRTPRHEATLDYYGRYLCDHHLRGCLENTRETL
Bostaurus TLYAYYDGYPPSEHKELYRRLGLSEHETERLEL EHGRHLREAOYSHLARHRRRTPEREATLELLGRYLRDHDLLIGCL EHTEEAL
Pantroglodutes TLYRYYEHNYPPLRHKEFYRRLGLSDHEIDRLELONGHCLREAOYSHLATHRRRTPRREATLELLGRYL RDHDLLGCLEDTEELF

Figure 24 : Alignement des séquences d'acides amirngis geneTnfrsfla. (a) Alignement des
acides aminés de la protéine complete pour legdigB6, SEG et STF. Les acides aminés sont
notés en rouge lorsqu’il N’y a pas de différencerebleu dans le cas opposé. (b)Alignement des
acides aminés du Death Domain de la protéine TNFRS#Lr 'ensemble des lignéddus
spretus testées. (c) Alignement des acides aminés du Deatthaih de la protéine TNFRSFA
pour plusieurs espéces de mammiféres. Les mutaR88gdH et A431T sont repérées par un
cadre rouge.
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Figure 25: Courbe de survie des souris p55aprés une injection de 100 ufc d¥. pestis

par voie sous cutanéelLes souris p55 meurent significativement plus rapidement que les

souris p55%* (p=0,0098, test de Mantel-Cox).



Les macrophages, par leur capacité a phagocytebat#éries et a induire une réponse
inflammatoire, jouent un réle majeur dans la régoimsmunitaire innéeyY. pestispossede un
ensemble de toxines (Yop, cf paragraphe 1.4.2.) upe fois injectées dans le cytosol des
macrophages par le complexe T3SS, inhibe des sigdautransduction et induit la mort
cellulaire (Zhang & Bliska, 2005). L'étude de ladétionnalité des macrophagiesvitro permet

ainsi d'évaluer une phase importante des interactatre la bactérie et son héte.

Dans un premier temps, nous avons testé, en coditino avec Christian Demeure de
I'Unité des Yersinia, la sensibilité de macrophagefectés in vitro par Y. pestis Des
macrophages péritonéaux de 4 souris SEG et 4 sG&ii8L/6J ont été collectés par lavage,
poolés dans chaque groupe et exposés, apres aciépamdant 5h a la souche CO92Yde
pestis a raison de 10 ufc de bactéries par cellule. lat moellulaire a été mesurée par le
pourcentage de LDH libérée dans le surnageant gggvort au contenu total du puits. Les
macrophages d'origine SEG/Pas ont montré signifieatent moins de mort cellulaire que les
macrophages de C57BL/6J (p=0,0007) (figure 26).r€sltat montre que le phénotype de

résistance au niveau de I'organisme entier egttéglar la résistance des macrophagegro.

Nous avons ensuite testé l'effet des mutations R384 A431T en analysant les
macrophages de souris SEG/Pas, C57BL/6 et de smnmgeniques (N5) possédant l'allele SEG
de Tnfrsflasur un fonds presque totalement C57BL/6. Les npdages péritonéaux ont été
stimulés ou non pendant 4h par 10 ng/ml de d&i est le ligand spécifique du récepteur p55
(Tnfrsf1g9. Un dosage par ELISA de I'lL-6 a été réalisélearsurnageants des macrophages non
stimulés, pour évaluer le niveau d'activation abjtiet stimulés par le TNk pour vérifier

I'efficacité de l'activation.

Les taux d'IL-6 mesurés sur les macrophages namukds ont présenté des variations
importantes entre lignées : 250 pg/mL pour SEG/P@8,pg/mL pour les congéniques et 1000
pg/mL pour les souris C57BL/6, traduisant déja iveau basal élevé. Toutefois, le rapport entre
les taux d'IL-6 en présence et absence de stiroolgtar le TNk est proche : 1,84 pour les
SEG/Pas, 1,87 pour les congéniques et 2,07 po@3éBL/6 (figure 27).

Les ARNm des macrophages ont été extraits et amlyar gRT-PCR pour mesurer le
niveau d'expression, en réponse a l'activationgdiNFa, de genes impliqués dans l'induction

de l'apoptose, la réponse inflammatoire, la voiexBE-la voie JNK, etc... (cf. tableau 2)
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Figure 26: Mort cellulaire des macrophages péritonéaux de SE@t B6 induits par une
infection in vitro par Y. pestis CO92 (10 bactéries/cellule). La mort cellulaire est difage
par le pourcentage de LDH libre par rapport au@mntotal du puits.
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Figure 27: Taux d’IL6 mesuré dans les surnageants de cultesemacrophages péritonéaux
de B6, congénique et SEG, avant (NI) et aprés (Tihd)ction par TNE.



Tableau 2: Listes des génes dont I'expression a été quemtibar gqRT-PCR dans des
macrophages péritonéaux stimulés (notés TNF) oupaordu TFNt (notés NI pour non induits)
dans les différentes lignées de souris étudiées @ire les quantifications obtenues.

Fold Fold
change change
Refseq Symbol Description B6 SEG
TNF/Non | TNF/Non
induit induit
NM_009684 Apafl Apoptotic peptidase activating factor 1 11,3135676 | 0,43226876
NM_007486 Arhgdib Rho, GDP dissociation inhibitor (GDI) beta 0,97265495 | 0,72698627
NM_ 026121 Bag4 BCL2-associated athanogene 4 2,42829752 | 0,48296269
NM_ 009741 Bcl2 B-cell leukemia/lymphoma 2 2,17336377 | 0,45061307
NM_007544 Bid BH3 interacting domain death agonist 1,98618999 | 0,99308944
Carbamoyl-phosphate synthetase 2, aspartate
NM_023525 Cad transc)f:\rlgamyﬁ)ase, ar¥d dihydroorotaze 2,71321897 | 0,64617789
NM_007610 Casp2 Caspase 2 0,75785681 | 0,92659208
NM_009810 Casp3 Caspase 3 2,47945386 | 0,6285063
NM_009812 Casp8 Caspase 8 0,84673917 | 0,85856766
NM_011611 Cd40 CDA40 antigen 1,69349254 | 2,09943731
NM_011616 Cd40lg CDA40 ligand 1,18104826 | 1,70514671
NM_009805 Cflar CASP8 and FADD-like apoptosis regulator 6,10502268 | 1,03526538
NM_007700 Chuk Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase 0,72698507 | 0,93950747
NM_009950 Cradd CASP2 and RIPK1 dorggirr;;i(r)]ntaining adaptor with lolg ab,7955916 1,70514671
NM_007808 Cycs Cytochrome ¢, somatic 1,18099273 | 1,06437018
NM_010044 Dffa DNA fragmentation factor, alpha subunit 4,00009241 | 0,58236535
NM_ 013642 Duspl Dual specificity phosphatase 1 1,9861848 | 0,92018758
NM_175540 Eda2r Ectodysplasin A2 isoform receptor 0,63294982 | 1,70514671
NM_ 010175 Fadd Fas (TNFRSF6)-associated via death domain | 0,75786037 | 1,43393921
NM_007987 Fas Fas (TNF receptor superfamily member 6) 1,31950731 | 0,93952566
NM_ 010177 Fad Fas ligand (TNF superfamily, member 6) 0,63294982 | 1,70514671
NM_010546 I kbkb Inhibitor of kappaB kinase beta 4,05581942 | 0,8705993
NM_010547 I kbkg Inhibitor of kappaB kinase gamma 5,20533672 | 0,62851027
NM_010591 Jun Jun oncogene 2,75108534 | 0,56252922
NM_019390 Lmna Lamin A 2,14354905 | 0,73204303
NM_010721 Lmnbl Lamin B1 5,35170639 | 0,57435059
NM_010722 Lmnb2 Lamin B2 8,33981865 | 0,85263196
NM_010735 Lta Lymphotoxin A 0,77388942 | 1,70514671
NM_008518 Ltb Lymphotoxin B 3,24902194 | 1,07177313
NM_ 010736 Ltbr Lymphotoxin B receptor 1,5052437 | 1,04246574
NM_009157 Map2k4 Mitogen-activated protein kinase kinase 4 2,94854411 | 1,00698209
NM 011945 Map3k1 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1 | 1,53687747 | 0,66890942
NM_ 016896 Map3k14 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14| 6,27651893 | 0,70222857
NM_ 172688 Map3k7 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 | 2,8284233 | 1,70514671
NM_ 016700 Mapk8 Mitogen-activated protein kinase 8 6,02098025 | 0,64171301
NM_008689 Nfkb1 Nuclear factor of kappa light chain gene enhanc@-i 150107339 | 1,47426905
cells 1, p105
NM_010907 Nfkbia Nuclear factor of kappa !ig_ht chain gene enhanc®-i 2.80888976 | 146408583
cells inhibitor, alpha

NM_033217 Ngfr Nerve growth factor receplté))r (TNFR superfamily, niem 0.63294982 | 1,70514671
NM_ 011035 Pakl P21 (CDKN1A)-activated kinase 1 0,73713647 | 0,7846029
NM_ 177326 Pak2 P21 (CDKN1A)-activated kinase 2 3,75809072 | 0,70710593
NM_ 007415 Parpl Poly (ADP-ribose) polymerase family, member 1 | 0,8950226 | 0,84674796
NM_009402 Pglyrpl Peptidoglycan recognition protein 1 0,92659022 | 1,49502822




NM 011159 Prkdc Protein kinase, DNA activated, catalytic polypeptid | 3,31751358 | 0,48968264
NM_009029 Rb1 Retinoblastoma 1 1,72908838 | 0,84674551
NM—S%%WG Pna2 Spectrin alpha 2 2,46229062 | 0,7791654
NM_011529 Tank TRAF family member-associated Nf-kappa B activatprl, 19747884 | 1,87904262
NM_ 013693 Tnf Tumor necrosis factor 1,22264174 | 3,506416
NM_009397| Tnfaip3(A20) Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 | 6,40856479 | 1,40444669
NM_020275| Tnfrsf10b(Dr5] Tumor necrosis factor receptor superfamily, menii@dy | 0,76318313 | 1,70514671
NM_009399 T?Ifni)la Tumor necrosis factor receptor superfamily, menmider | 1,93189207 | 1,38509029
NM_008764 | Tnfrsf11b (Tr1) | TUMOr necrosis fa?(t)‘;erggfé’ttggr esr‘i‘rf’)erfam"y' meniér | e3594082 | 1,70514671
NM_ 013749 Tnfrsf12a Tumor necrosis factor receptor superfamily, menit®a | 2,62078268 | 0,56643918
NM_ 021349 Tnfrsf13b Tumor necrosis factor receptor superfamily, menii3dr | 3,60503298 | 1,28349022
NM_028075 T(nk;‘;?fflriic Tumor necrosis factor receptor superfamily, menit3er | 0,48967693 | 1,53704437

Tumor necrosis factor receptor superfamily, meniger
NM_178931|  Tnfrsil4 (herpesvirts eﬁtry me%iator) y 2,84808411 | 0,85856344
NM_011608| Tnfrsf17(bcm) | Tumor necrosis factor receptor superfamily, menifer| 0,63294982 | 1,70514671
NM_009400| Tnfrsf18(Gitr) | Tumor necrosis factor receptor superfamily, meni@er| 1,40444389 | 1,76546965
NM_013869 | Tnfrsf19(Trade) | Tumor necrosis factor receptor superfamily, menier| 0,63294982 | 1,70514671
NM_ 177073 Relt RELT tumor necrosis factor receptor 3,65535361 | 0,60709924
NM_011609| Tnfrsfla (p55) | Tumor necrosis factor receptor superfamily, menilger| 1,80250222 | 0,75262152
NM_011610| Tnfrsflb (p75) | Tumor necrosis factor receptor superfamily, meniter| 7,01284715 | 0,81790123
NM_178589| Tnfrsf21(Dr6) | Tumor necrosis factor receptor superfamily, men#der| 2,39495915 | 0,47631916
NM_033042| Tnfrsf25 (Dr3) | Tumor necrosis factor receptor superfamily, men#ser| 0,63294982 | 1,70514671
NM_ 011659 Tnfrsf4 Tumor necrosis factor receptor superfamily, mengber 0,82931547 | 1,71713839
NM—102%1033 Cd27 CD antigen 27 0,63294982 | 1,70514671
NM_009401| Tnfrsf8 (Cd30) Tumor necrosis factor receptor superfamily, men&er 8,69421965 | 1,49481771
NM_011612| Tnfrsf9 (Ly63) Tumor necrosis factor receptor superfamily, mengbeq 3,41055967 | 1,12506671
NM_009425| Tnfsf10 (Trail) | Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, memb@r | 1,70533717 | 1,51569624
NM_011613]| Tnfsf11(RankL) | Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, membgr | 0,63294982 | 1,70514671
NM_011614| Tnfsf12(Apo3l) | Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, memb2r | 0,85856 1,63580417
NM_023517| Tnfsf13(Trdl1) | Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, memb@r | 2,04201059 | 0,76312874
NM_033622| Tnfsf13b (Baff) | Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, memb&p | 0,63294982 | 0,77912088
NM_ 019418 Tnfsf14 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, membér | 0,72698549 | 0,80659841
NM_177371| Tnfsf15 (TI1) Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, membgr | 0,63294982 | 1,70514671
NM_183391| Tnfsf18(Gitrl) | Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, memb@r | 0,63294982 | 1,70514671
NM_009452| Tnfsf4(Athl) Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member| 1,39485459 | 5,61760462
NM_ 134138 Psmg2 Proteasome (prosome, macropain) assembly chap2rorie16473448 | 0,92658476
NM_011617 Cd70 CD70 antigen 1,76558006 | 1,70514671
NM_009403| Tnfsf8(Cd30I) Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, mem®er| 0,81224033 | 1,70514671
NM_009404| Tnfsf9 (Ly63l) Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, mem®er| 4,31688922 | 1,94516595
NM_001033)  Traad TNFRSF1A-associated via death domain | 1,08673552 | 1,04246476
NM_ 009421 Trafl Tnf receptor-associated factor 1 3,83705853 | 1,33792749
NM_009422 Traf2 Tnf receptor-associated factor 2 3,05243348 | 0,98636617
NM_ 011632 Traf3 Tnf receptor-associated factor 3 0,96593657 | 1,10957332
NM_ 010368 Gusb Glucuronidase, beta - -
NM_013556 Hprtl Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase [L - -

Heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class E

NM_008302( Hsp90abl member 1 - -
NM_008084 Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase - -
NM_007393 Actb Actin, beta, cytoplasmic - -
SA 00106 MGDC Mouse Genomic DNA Contamination - -
SA 00104 RTC Reverse Transcription Control - -




SA 00104 RTC Reverse Transcription Control
SA 00104 RTC Reverse Transcription Control
SA 00103 PPC Positive PCR Control
SA 00103 PPC Positive PCR Control
SA 00103 PPC Positive PCR Control




Plusieurs genes de ménage ont été utilisés poutépenles valeurs mesurées pour les
genes testés. Les résultats des gPCR ont été énalgsla méthod&®ACt (Livak & Schmittgen,
2001). Le logiciel Inguinity a été utilisé pour waiser les niveaux d'activation des géenes dans

les différentes voies métaboliques et de signadisapour les trois lignées analysées (figure 28).

Les macrophages C57BL/6J ont montré une surexpresigis deux récepteurs R1 (p55)
et R2 (p75) au TNF. On observe une surexpressigoiudgeurs genes situés dans les cascades
d'activation en aval de ces deux récepteurs. Aimsipie NFKB en aval du récepteur R2 (génes
Ikk, | kB, NF&B) est surexprimée jusqu’au ge@aspase3jui est impliqué dans I'apoptose de la
cellule. Il en est de méme pour la voie située e du récepteur R1. Plusieurs genes sont
eégalement actives, tels qied, JNK, Bcl2, Apafl lls contribuent également a Il'activation du

géeneCaspase3

On note a linverse une trés faible activation deies de signalisation en réponse au
TNFa dans les macrophages SEG/Pas. Les ligands ordnpééane forte surexpression mais
seuls les géeneRaidd et Tank sont activés en aval des récepteurs, ce qui laisseposer que

'apoptose des cellules n’est pas induite comme e C57BL/6.

Les souris congéniques montrent des résultatsmetiaires entre les deux lignées
parentales. Tres peu de génes sont activés chesouds. Les geneRaidd DR3 Apo2L sont
surexprimés comme pour SEG/Pas et les gére#? et Bcl2 sont activeés comme pour la lignée
C57BL/6J.

Il semble donc que les difféerences de séquencdifiées dans le réceptedmfrsfla
soient associées a une activation plus faible @émegysitués en aval de ce récepteur dans la
lignée SEG/Pas. Ces deux mutations ont donc desqaences fonctionnelles.

Afin de quantifier I'hétérogénéité de réponse Hmelividuelle dans chaque groupe, une
seconde expérience similaire a été réalisée poalyser les macrophages de chaque souris
individuellement. Toutefois, pour une raison incoanles macrophages non induits présentaient
un niveau d'IL-6 élevé témoignant d'une activagspontanée de la voie du TNF que I'ajout de

TNFa n'a pratiquement pas augmenté.
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Figure 28 : Schéma des voies de signalisation activées par I&NHa dans des
macrophages péritonéauxd) B6; (b) congéniques pour le chromosome 6; (dB.SE
Les genes indigqués en rouge sont surexprimeés aphéstion (facteur > 1,5). Les autres
(en gris) ne présentent pas de surexpression agtigation par le TNE&.



3.10. Recherche de QTL a l'aide de lignées recombinamtegéniques interspécifigues

Le polymorphisme génétique et phénotypique quitexésitre lignées de laboratoire et
souris sauvages peut étre mis a profit en produidas croisements en deux générations
(croisement en retour ou F2). Toutefois, il eséi@ssant de pouvoir disposer de lignées stables
(consanguines) dont le génome est un réassortidesndeux génomes parentaux. C'est sur cette

idée que reposent les lignées recombinantes comis@sget recombinantes congéniques.

En raison de la stérilité des males Mus spretusie peut étre utilisée que pour produire
des lignées recombinantes congéniques (RCS). Lélredin inconvénient, les RCS ont une plus
grande puissance pour disséquer un déterminismggénitjue et pour détecter des relations
épistatiques entre QTL (cf paragraphe 1.2.4.4.3.).

3.10.1.Construction et composition des lignées IRCS

Nous avons mis a profit une collection de lignéégetbppées dans I'Unité de Génétique
fonctionnelle de la Souris par Xavier Montagutelépuis 20 ans. Les lignées recombinantes
congéniques interspécifiques (IRCS) sont issuexsrdesements en retour répétés entre les
lignées SEG/Pas et C57BL/6, suivis de croisememisanguins (Burgi@t al, 2007). Chaque
lignée porte en moyenne 1,4% de génome SEG/Pémthbmozygote, dans un fonds C57BL/6.
Cette contribution se présente sous la forme duquelques segment(s), en moyenne 3, dont la
taille moyenne est d'environ 12 Mb. Au total, léslignées de la collection couvrent environ
40% du génome. En comparant chaque lignée avec lG&6f®ur un caractére d'intérét, il est
possible d'identifier rapidement des régions duog#én contenant des génes contrélant ce
caractére (Lhotet al, 2007).

A I'heure actuelle, 55 lignées IRCS sont toujountretenues a l'Institut Pasteur et leur

composition génétique est disponible sur le site :

http://www.pasteur.fr/recherche/unites/Gfons/imcshome.htm.

3.10.2.Analyse de la sensibilité des lignées IRCS. pestis

NS

La différence de vulnérabilité ¥. pestisobservée entre C57BL/6 et SEG/Pas étant
contr6lée par plusieurs genes, il nous a semblé IgagelRCS pouvaient nous permettre
d'identifier certains de ces genes assez rapiderient que la couverture du génome ne soit que
partielle. La comparaison de groupes homogenesintBam appartenant a des lignées

consanguines fournissait une puissance importamie gétecter des QTL a effet faible. Il faut
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noter qu'aucun des trois locus identifies dansliese du croisement BSB n'est représenté dans
les IRCS.

Nous avons travaillé exclusivement sur les feme#esnous sommes fixé I'objectif
d'évaluer le phénotype de chaque lignée sur 1¥ithai. Du fait que ceux-ci ne pouvaient pas
étre produits simultanément pour une méme lignBague expérience a comporté plusieurs
dizaines d'individus appartenant a différentesdeg) ainsi qu'un groupe de 10 femelles C57BL/6
qui a servi de contrdle interne. Au total 53 IRGH été testées, au moins partiellement, au cours
de 16 expériences. Pour 34 d'entre elles, au mdirenimaux ont été testés. Seules 13 lignées
ont été testées sur au moins 15 femelles. L'analgsk collection des IRCS est donc encore

incompléte.

L'analyse des IRCS repose sur la comparaison duopype de chaque lignée avec celui
de C57BL/6. Dans notre cas, l'évaluation d'uneégis'est étalée sur plusieurs expériences
pouvant présenter une certaine variabilité entes.eNous avons pris en compte cette variabilité
éventuelle dans l'analyse des deux paramétresukibitle taux de survie final et le nombre de
jours séparant l'infection de la mort chez lesviatlis sensibles (latence). Considérant également
gue la plupart des lignées IRCS se comportaieninmr@57BL/6, nous avons développé une

meéthode pour utiliser leurs données pour accréittaille du groupe témoin.

Dans un premier temps, le taux global de survietdgue lignée a été comparé par un
test exact de Fisher au taux global de survie dBBCSB, toutes expériences confondues. Ceci a
permis d'identifier les lignées se comportant con®&&BL/6 (différence non significative au
seuil p=0,2). Dans un second temps, chaque lignéeé aomparée a un ensemble comprenant
C57BL/6 et toutes les lignées non differentes dgBL%6 identifiees précédemment, en ne
prenant en compte pour cet ensemble que les dombéesues dans les expériences ou I'IRCS

avait été testée.

Une approche similaire a été utilisée pour la legeidans un premier temps, la latence
moyenne pour chaque lignée a été comparée a tecéatgobale de C57BL/6, toutes expériences
confondues, pour identifier les lignées ne présargas de différence globale (non significative
au seuil p=0,2). Dans un second temps, pour chaguep ou I'IRCS a été testée, nous avons
calculé la différence entre la latence de chaquestRCS et la latence moyenne d'un ensemble
comprenant C57BL/6 et toutes les lignées non difftas de C57BL/6 identifiées préecédemment.
Les valeurs ainsi calculées pour chaque sourisIRES$ ont été comparées a 0 par un test de
Student. Un programme d'analyse spécifique a éttepac Xavier Montagutelli pour automatiser
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ces calculs. Compte tenu du nombre de lignéesetegénviron 50), le seuil pour déclarer une
différence significative devrait étre de 0,05 /50,001. Toutefois, ce seuil apparait trop sévere
compte tenu du fait que les effets attendus peudteatmodestes. Nous avons choisi de prendre

en compte les différences significatives au seai0@1.

La figure 29 regroupe les résultats obtenus paaib® lignées IRCS testées. La partie
inférieure représente le taux de survie calculé I'=mmsemble des expériences. Six lignées
présentent des taux de survie significativemeneseprs a celui du groupe controle (p<0,05;
135F, 6A, 119B, 135C, 137E et 97H).

La partie supérieure du graphique présente ladateroyenne de chaque lignée, calculée
par différence avec celle du groupe controle. gade C57BL/6 a recu une valeur de 0. Les
lignées mourant en moyenne plus rapidement que Ob678e trouvent donc dans la moitié
gauche du graphe. L'analyse a mis en évidence istréodtion continue de la latence, qui peut
étre due a la fois a la relative imprécision denksure de ce parameétre, et au nombre de genes
impliqués dans son controle. Une seule lignée (13b@résenté une latence significativement
plus longue que C57BL/6 (p=0,0367). En revanchelighées ont montré une latence
significativement plus courte que C57BL/6 (p<0,057E, 44D, 144E et 120G). Pour plusieurs
d'entre elles, d'autres souris ont été testées puniirmer la différence observée. Enfin, les
lignées présentant un taux de survie significatimeinsupérieur a celui de B6 ne présentaient pas

une latence significativement plus longue.

3.10.3.Recherche des génes impligués dans la vulnérathdité lignée 120G

La lignée 120G présente un taux de survie nul 2usouris testées), avec une latence
inférieure de 0,58 jours a celle du groupe contrbke génotypage de cette lignée avec 700
marqueurs microsatellites et SNP avait mis en éaeda présence de trois segments d'origine
SEG/Pas, en partie centromérique du chromosome farie centromériqgue du chromosome 6
et en partie télomérique du chromosome 14 (fige(& fragment situé sur le chromosome 5
n'ayant pas été confirmé comme possédant lalléieG/®as lors de la vérification des
génotypes). Pour identifier laquelle de ces régiing responsable de I'effet observé, nous avons
produit un croisement (120GxB6)F2 pour faire ségrégs segments. Les 67 souris (34 males et
33 femelles) produites ont été infectées selon rigopole habituel et génotypées pour 11
marqueurs microsatellites situés dans les troienég

Toutes les souris F2 ont succombé a l'infectionudNavons recherché une éventuelle

corrélation entre le jour de mort et le génotypkuet des marqueurs a l'aide de R/qtl. Seuls deux
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Figure 29 : Phénotype des lignées IRC&'axe horizontal supérieur (barres bleues) regntesle

jour moyen de mort des individus sensibles auqééaéduit le jour moyen de mort des témoins
testés dans les mémes expériences que I'RCS.ébesints comprennent les souris B6 et les
souris des IRCS ne montrant pas de différence feigtive par rapport a B6. L'axe inférieur
(barres roses) représentent le taux de survie aesdRCS. En abscisse, les noms des lignées
sont notés avec, entre parentheses, le nombreauds sestées par lignée.

Etrain BoeG-12006G

L =3 4 : 5/% genotupes

Estinated proportion of spretus genome :

Figure 30 : Carte geénétique des lignées IRCS 120G.es régions chromosomiques
d’origine SEG sont représentées en jaune et a#lbegine C57BL/6J sont en bleu.



marqueurs sur le chromosome 6 ont montré une iaeseec un LODp maximum de 1,9 (figure
31). En analysant séparément les sexes, nous absesvé que la liaison n'est retrouvée que
pour les males (LODu = 2,45), alors qu'elle estlemhent absente chez les femelles. Chez les
males, les individus B/S ou S/S pour le marque6Mit348 meurent significativement plus tot
gue les individus B/B (figure 32; Logrank, p= 0,302

Bien que la différence entre la lignée 120G et A58Rit été identifiée chez les femelles,
c'est uniqguement chez les males qu'un QTL a puiétmtifié. Des males 120G devront étre
testés pour comparer leur phénotype avec celulsdBO6.

Le fragment du chromosome 6 sera isolé dans unédigongénique pour étudier son effet

seul. Compte tenu de la structure des IRCS, denérgéons seront suffisantes.
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Figure 31 : Effet du génotype a chaque marqueur sula durée de survie.Courbes de

LOD score établies par cartographie d’intervalle k®s (120G x B6)F2 sensibles. En
abscisse figure les différents chromosomes. Leststiindiquent les positions des
marqueurs microsatellites analysés. Les seuilsgiéfisativité a 5 et 10% ont été calculés

avec 1000 permutations sur 'ensemble des individa§9).
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Figure 32 : Courbes de survie en fonction du gengbe au marqueur D6Mit348. Les
individus analysés sont les méales issus de la ptipnl (120G x B6)F2. Les courbes sont
significativement différentes en fonction du gématyau marqueur (p=0,0023).
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4. Discussion générale

La peste a fait I'objet, depuis plusieurs dizantiaanées, de nombreuses études exploitant
des modéles animaux. La plupart ont été réalisikes des rongeurs, rats et souris, qui sont des
hotes naturels de la bactérie. Différents protaebgpérimentaux ont été décrits pour reproduire
les deux formes principales de la peste. Un modeleorme bubonique est obtenu par injection
de la bactérie par voie sous-cutanée ou intra-dgren{Sebbanet al, 2005), tandis que la forme
pulmonaire, la plus rapide et la plus grave, gstaduite par exposition a un aérosol (Agaal,
2009) ou par instillation intra-nasale (Bubeatkal, 2007).

4.1. Résistance de la lignée SEG/Pas a la peste.

Notre travail a été réalisé a l'aide d'un modéf@éarmental simple visant a reproduire au
plus prés linfection naturelle conduisant a larferbubonique de la maladie. Nous avons utilisé
deux souches sauvages et virulentesydeestiscar nous voulions identifier des genes et des
mécanismes pertinents pour la pathologie humaia@sDes deux cas, il s'agissait de souches
isolées chez un patient et utilisées par d'ausdesratoires. Différent travaux réalisés a l'aide de
souches de bactéries déficientes pour un factejgumde virulence ont permis de mettre en
evidence des différences de vulnérabilité entnecks de souris (Turnet al, 2008) mais il est a
craindre que les résultats obtenus ne permettentdpaéaliser de progrés significatifs sur la

connaissance des mécanismes de pathogénicitédetéxie en situation naturelle.

Nous avons choisi la voie d'inoculation sous-cutag® région ventrale car elle est facile
a réaliser sans avoir a anesthésier la sourisretgbd'inoculation d'un volume assez précis (100
ul). Une alternative, peut-étre plus proche deidéine de la puce, serait une inoculation par voie
intradermique, par exemple dans le pavillon deille; mais ce geste est beaucoup plus délicat a
réaliser et doit étre fait sur animaux anesthégt@sraison des nombres d'animaux nécessaires
pour nos différentes études, et de la mauvaisestafsie a I'anesthésie des souris sauvages

(SEG/Pas en particulier), nous avons opté pouoi sous-cutanée.

Dans ce modeéle expérimental, la lignée SEG/Pas distinguée de toutes les autres
lignées testées par son extréme résistance. Ar phati'analyse rétrospective de différentes
expériences preéliminaires, nous avons montré qaeda de 100 ucf était celle pour laquelle le
contraste avec C57BL/6 était le plus clair et lespieproductible. Nous avons confirmé que cette
résistance n'était pas spécifiqgue de la souche QRY2 pestishabituellement utilisée. Enfin,

pour mesurer le niveau de résistance de SEG/Pas,awns infecté des groupes de souris avec
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des doses croissantes de bactéries allant jusgy'aahs parvenir & entrainer la mort de plus de
la moitié des animaux. Cette expérience a étéqédi car nous suspections une erreur dans la
préparation des dilutions de bactéries, mais legtads ont été confirmés. Pour tenter d'expliquer
cette forte résistance, nous avons imaginé quigngd SEG/Pas, consanguine pour des alléles
conférant une résistance a dose faible ou moyeoneaf ségréger pour une mutation apportant
une résistance a trés forte dose. Selon cette hgpet les souris résistantes dans les groupes
infectés a forte dose seraient porteuses de latimmitaau contraire des souris sensibles. Une
analyse soigneuse du pedigree des animaux utilesgs ces expériences nous a permis d'écarter
cette hypothese. Nous en avons conclu que lesss8ts/Pas étaient capables de mettre en
place un mécanisme de résistance dépendant desk dk bactérie inoculée, et que ce

mécanisme n'était jamais saturé (tout au moinglaggs testées).

Nous avons pu montrer que la résistance de SEG®drduit par une plus grande
probabilité¢ de résister a linfection. En revanches quelques individus qui en meurent
succombent selon la méme chronologie que les saemsibles de la lignée C57BL/6J
(supporting figure 7 de l'article). La différencencerne donc le taux de survie des souris mais
pas le temps de survie des souris sensibles. ©asiconduit a formuler I'nypothése que l'issue
finale (mort ou survie) de la confrontation entiebbctérie et son héte se joue probablement trés
précocement. Un argument en faveur de cette hypethst I'observation d'un cinétique de la
bactériémie trés différente entre les souris SEG/BAC57BL/6J, dés 1€ jour post-infection.
Alors que la bactériémie connait un pic précoceﬁﬁjour) et transitoire chez les souris
SEG/PAS, elle apparait plus tardivement chez lasisoC57BL/6J mais croit de facon
exponentielle (figure 23d). Ce résultat suggéreméranisme mis en jeu avant [&"2jour,
différent entre les deux lignées. Comme nous leutliims dans l'article, cette expérience
mériterait d'étre réitérée dans des conditions eun gifférentes, de fagcon a pouvoir comparer,
dans chaque lignée, la bactériémie précoce desssguir ont finalement survécu ou qui sont
finalement mortes. Cela suppose que chaque souissep étre conservée jusqu'au terme de
I'évolution naturelle de l'infection, et que le€lpvements sanguins successifs ne doivent pas

significativement perturber ces résultats.

Nous n'avons pas eu l'occasion de tester la sktgsides souris SEG/Pas dans un modele
de forme pulmonaire. Ce modele est mis en ceuvre ldamté des Yersinia. Il est assez probable
gue la résistance exceptionnelle des souris SEG#tasconfirmée dans ce modéle, mais seule
une étude physiopathologique fine permettra de ememples mécanismes mis en jeu. Il faut

souligner que, de ce point de vue, la récente nmigin d'une souche d&. pestis
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bioluminescente dans l'unité des Yersinia serauiih toés précieux pour suivre la prolifération
et la dissémination de la bactérie dans une ligegssible (C57BL/6J) et une lignée résistante
(SEG).

Enfin, nous avons montré qu'il existe une difféeede sensibilité entre males et femelles,
ces derniéres étant plus résistantes que les prer@iette observation n'est pas rare et a déja été
rapportée dans la littérature pour dautres modgiesctieux (Whitacreet al, 1999). Nous
'avons également observée au laboratoire pouirles de la Fievre de la Vallée du Rift. Les
femelles sont souvent plus résistantes que lessm@len des mécanismes évoqués est un effet
immunostimulateur des cestrogenes (par exempletifaulation de la réponse TH1). Les
femelles inoculées avec le BCG montrent un taukNij dans le sérum plus élevé que les males
(Huygen & Palfliet, 1984). L'administration de LP& permis de mettre en évidence une
production d’IL-1 et d’'IL-6 supérieure chez les fias par rapport aux males (&f al, 1995).
Quelgue soit le sens de cette différence, elle gapae travailler sur un seul sexe, ou tout au

moins d'analyser les données des deux sexes sé&pdrém

4.2. Phénotype des autres lignées testées.

En dehors des lignées C57BL/6 et SEG/Pas, noussaiesté plusieurs lignées de
laboratoire et de souris sauvages. Nous nous sorbases sur I'arbre phylogénique proposé par
Petkov et coll. (Petkoet al, 2004) pour choisir un groupe de lignées couviamlus grande
diversité génétique possible. Ce travail n'a pasaghevé car les résultats entre expériences
n'étaient pas toujours concordant et les résulatdignées telles que PWDM( musculus

musculuy C3H/HeJ et DBA/2 restent a confirmer.

En revanche, nous avons eu accés a plusieurs $igitéblies a partir d'individuglus
spretuscapturés dans différentes régions geographiquesleS lignées testées jusqu'a présent,
SEB/Mpl (originaire d'Espagne) et SMZ/Mpl (origiraidu Maroc) résistent aussi bien que
SEG/Pas a une injection de 100 ufc, alors queidesés STF/Pas (originaire de Tunisie) et
SFM/Mpl (originaire de Montpellier) sont significaément plus sensibles. La lignédus
spretusSPRET/EI, largement utilisée dans la littérates, en cours d'élevage pour obtenir les

groupes d'animaux nécessaires a I'évaluation prdeison phénotype.

Il faut souligner que ces tests ont été réalisés das conditions standardisées (100 ufc)

et qu'il serait utile, pour affiner la mesure dweaau de résistance a la peste, d'infecter des
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groupes d'individus de chaque lignée, avec dessdosassantes de bactéries comme nous

l'avons fait pour SEG/Pas, afin de déterminer ssjide une DL50.

4.3. Identification de trois QTL a effet additif et sijiepies de sexe.

L'observation que les F1 entre C57BL/6J et SEGARasoNt pas significativement moins
sensibles que les SEG/Pas nous a conduit a fajymothése que la résistance des SEG était due a
l'action d'alleles SEG/Pas dominants. Nous avoms gwoduit un croisement [(C57BL/6J x
SEG/Pas)F1 x C57BL/6J] appelé BSB pour les locaggeétiguement. Dans un premier temps,
nous avons concentré notre attention sur les femeltelles-ci présentant la plus grande
différence de sensibilité entre les lignées patestaAyant observé que les souris BSB ne
différaient pas des lignées parentales pour lasddeésurvie moyenne des souris sensibles, que
ce soit en valeur moyenne ou en variance, nousmsakecherché des QTL que pour le taux de

survie.

Nous avons ainsi identifié trois régions du génamieagissent de facon significative sur
le taux de survie des animaux. Dans les trois l@dkele SEG était protecteur et associé a une
augmentation d'environ 20% de la survie. En anatytss effets des locus considérés deux par
deux, nous avons montré qu'ils agissaient de fagm®ependante. Enfin, une analyse
haplotypique a mis en évidence une addition destsefhidividuels, les animaux hétérozygotes
pour les 3 QTL présentant un taux de survie cong@ara celui des souris SEG/Pas. En
revanche, le taux de survie élevé (32%) des sdwimozygotes C57BL/6J aux trois QTL
suggere gu'il existe d'autres QTL controlant lasg®lité a la peste, que nous n‘avons pas pu
identifier, probablement en raison de la faibledsdeur effet. Au total, les trois QTL expliquent

61% de la différence de résistance entre les dgng&ds parentales.

Sur la base des résultats obtenus sur les fen@88 nous avons proposé un modéle
dans lequel chaque composition génétique est @&ss@riune certaine capacité a contrbler
l'infection (figure 6 de l'article). Par rapportGb7BL/6J, un ou plusieurs géenes non encore
identifiés apportent un premier niveau de résigaf@hacun des trois QTYprll a 3 accroit ce

niveau jusqu'a atteindre celui de SEG

Sur le plan fonctionnel, le fait que trois génessent de facon additive pour contréler un
phénotype peut suggérer deux meécanismes. Les ¢f@ies peuvent agir sur des voies

meétaboliques ou de signalisations indépendantesamuiiibuent chacune aux capacités de survie
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de lindividu. lls peuvent également étre impliquiEss la méme cascade de réactions, dans

chacune desquelles I'enzyme et le substrat satamtité non saturante.

L'analyse des males BSB n'a mis en évidence gqewin@rL, sur le chromosome 6, dans
une région chevauchante avec lintervalle de cnoéiadeYprl3. En revanche, les courbes de
LOD score sont absolument plates pour les chromesd@ret 4, ce qui montre bien que les QTL
Yprll et 2 n'ont pas d'effet chez les males et qu'il ne tsjzag d'un probleme de puissance de
détection dans le croisement (par exemple en ralsosa taille). Ce QTL du chromosome 6 est
responsable d'une augmentation d'environ 34% dx t¢&®usurvie entre males B/B et B/S,
davantage que l'effet observé po¥prl3. La encore, d'autres génes non identifiés sont

responsables du niveau élevé de résistance des Bi@dpresque 50%).

L'observation de QTL spécifiques de sexe dansmér@ie de la résistance a une maladie
infectieuse n'est pas absolument nouvelle, ménedlesin'est pas fréquente. Plusieurs exemples
ont déja été rapportés dans la littérature, corcgi®almonella enteritidigCaronet al, 2002;
Caronet al, 2005),Salmonella typhimuriufRoy, 2006 #50},mycobacterium boviTurcotteet
al., 2006) ou le virus de I'encéphalomyélite de ThdBaitterfieldet al, 2003).

L'analyse des individus du croisement en retoutpréque (BSS) n'a pas permis
d'identifier de QTL significatifs, que ce soit poler taux de survie que pour la latence. Ce
croisement avait pour objectif de détecter d'éwantalleles récessifs de SEG. Un seul QTL
suggestif a été identifié sur le chromosome 10 aweeffet transgressif sur le phénotype, les
individus S/S pour ce locus ayant un taux de swsigaificativement inférieur a celui des B/S.
L'analyse séparée des males et des femelles n'geawsis de mettre en évidence des QTL
spécifique de sexe. Enfin, les QTL des chromosdndset 6 n'ont pas non plus été retrouves, ce

qui suggere que les alleles SEG de ces QTL sadtestrent dominants.

Les trois régions chromosomiques que nous avondifidées n'‘ont jamais été décrites
précédemment dans la littérature. Ce n'est pasenapt car aucun autre laboratoire n'a jamais
testé la sensibilité d&us spretusa Y. pestis ni décrit un phénotype de résistance de cette
ampleur. Les seuls travaux rapportant la locabisatjénétique de facteurs de résistance chez la
souris ont été publiés par Turner et coll. dansmodele d'infection par voie intraveineuse avec la
souche KIM5 délétée pour le facteur de virulepgen lls ont identifié un locus, appef#ll et
localisé sur le chromosome 17, en analysant ladtaés d'un croisement en retour et d'une F2
entre les lignées BALBcJ, résistante, et C57BL#&hsible a la souche KIMdgm- (Turneret
al., 2008). Le locugprll se trouve dans la région du complexe majeur dtashpatibilité qui est
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tres riche en genes contrélant de multiples aspéetda réponse immunitaire. Les souris
congéniques pour l'allele BALB/cJ g¢ell dans un fonds C57BL/6 présentent la méme charge
bactérienne dans la rate 48h aprés infection quedaris BALB/cJ, confirmant ainsi l'effet de

cette région génomique (Turnetral, 2008).

4 4. Caractérisation préliminaire de lignées consomigfieongéniques.

La confirmation de l'existence des trois QTL etrleartographie fine passait par la
production de lignées congéniques que nous avdnspeise dés que nous avons eu les résultats
préliminaires du croisement BSB. Nous avons étérontés a d'importantes difficultés lors des
générations successives, en raison de la faibléiteedes croisements interspécifiques. Pres de
170 males et femelles N2 (équivalent de BSB) oitnéis en accouplement mais seulement une

vingtaine d'entre eux ont eu des descendants.

Grace a l'existence de la lignée consomique (peescomplete) BcG6 pour le
chromosome 6 dont nous disposons au laboratoites pensions étre en mesure de confirmer
rapidement l'effet d&/prl3 sur la survie des animaux. L'allele SEG/Pas é&anminant, nous
avons étudié des individus hétérozygotes que neossapu produire en grand nombre, et
analyser séparément les deux sexes. Chez les malesn'avons observé aucune différence de
taux de survie par rapport a C57BL/6J mais un deter mortalité d'environ 2 jours. Chez les
femelles, le taux de survie était également incaetde retard de mortalité était plus faible que
chez les méles. L'effet du fragment de chromosorper& par la lignée consomique est donc
tres faible et bien inférieur a ce qui était atiemdmpte tenu de l'effet observé chez les BSB. Ce
résultat décevant dans les deux sexes peut cepesidapliquer par le modele que nous avons
proposé : il est probable que des facteurs géretiquon identifiés situés sur d'autres
chromosomes sont capables de créer un environnagérétique favorable pour l'expression de

I'effet du QTL du chromosome 6.

L'intervalle de confiance d¥prl3 calculé chez les femelles recouvre une petiteorégi
chromosomique comprise entre les positions 1228tMb absente dans la lignée consomique.
Lors de la production des lignées congéniques, awass pris soin de conserver cette région en
incluant un marqueur microsatellite. Toutefois, ménelle contenait un gene responsable d'une
différence importante de survie, l'effet phénotygigméme faible observé avec la lignée
consomique BcG6 indiquait qu'il devait y avoir agins un gene en dehors de cette petite région

capable d'influencer la réponse de I'hnéte a I'tiidac
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Nous avons pu tester des souris des lignées capgEnien cours d'obtention. A la
cinquiéme génération de croisement en retour,dagspossédent encore en moyenne environ
(12) = 1/32 ~ 3% de génome SEG dans le fonds C57Bl@dt la région sélectionnée. Nous
avons produit des lignées simples ou doubles caggés, c'est-a-dire portant une seule ou deux
régions chromosomiques. Nous avons ainsi pu amaly®® souris congéniques N5,
principalement pour le chromosome 6. Certaines @& souris portant des événements de
recombinaison le long du chromosome, nous avonsgpéa une analyse locus par locus. Chez
les méales, nous avons observé une tres Iégére ategioe du taux de survie mais surtout un
retard de mortalité tres significatif entre indiwgdB/B et B/S pour les marquelud$Mit222 et
D6Mit184 qui se trouvent respectivement en position 39 3tMb. Chez les femelles, nous

n'‘avons noté aucun effet, ni sur le taux de suniisur le temps de survie.

L'ensemble de ces résultats suggéerent que I'&E@®/Pas d& prl3, pris isolément sur un
fonds C57BL/6J, possede un effet faible qui petdarder un peu la mort des animaux, surtout
chez les males, chez lesquels il semble avoir i@t plus fort, d'apres les résultats des BSB, des
consomiques et des congéniques. En revanchesilpas capable, a lui seul, de déclencher ces
événements précoces dont nous avons fait I'nypaih&EEédemment, et qui contrélent l'issue de
I'infection. Il pourrait toutefois en amplifier leffets en présence d'autres alléles protecteurs.

L'analyse des lignées congéniques nécessiteralid'étlies phénotypes plus fins et ciblés
gue la mort ou la survie de I'animal. Des paramsétks que la charge bactérienne dans différents
organes, les taux de cytokines, les niveaux datobn de differentes populations cellulaires,
etc... devront étre analysés pour pouvoir caractélsiéet de chaque région génomique. C'est
ainsi que Morel et coll. ont pu disséquer le cdetrggénétique d'un modéle de lupus
érythémateux disséminé chez la souris. lls onttifi@€ndans un backcross entre les lignées
C57BL/6J (résistante) et NZM2410 (sensible) desidode prédisposition au développement
d'une glomérulonéphrite sur les chromosomes 1,74(egspectivement appebte] Sle2et Sle3d
(Morel et al, 1994). Ces régions semblaient agir de facon iaddisur la fréquence de
glomérulonéphrite. Des lignées congéniques onpkdduites en introduisant la région d’'intérét
d’origine NZM2410 dans un fonds génétigue C57BL/Elles ont été analysées pour le
développement de glomérulonéphrite mais égalememifterents parametres immunologiques
reflétant le niveau d'activation non spécifiquela@eéponse immunitaire, et la perte de tolérance
aux antigenes du soi (taux d’'IgM et d’lgG, IgG dées contre des antigénes nucléaires, etc...).
Seule la lignée congéniqgue po@e3 a montré une augmentation de la fréquence de

glomérulonéphrite par rapport a C57BL/6J, maisdasues lignées ont présenté des anomalies
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immunologiques variées qui ont permis d'attribuerdle propre a chaque région (Moetlal,

1997). En réunissant les trois régions dans unie sgnée, les auteurs ont montré que les trois
régions combinaient leurs effets pour induire ulmengrulonéphrite lupique avec une fréquence
identique a celle de la lignée parentale NZM241@r@et al, 2000). Cette analyse de sous-
phénotypes sur les lignées congéniques, simplesuttiples, sera déterminante pour la suite de

ce projet.

4.5. Caractérisation de mutations dans le géne Tnfrsfla.

Lorsque nous avons étudié la lignée consomique BoGis avons constaté que le petit
segment C57BL/6J inséré dans le grand segment $Eifué entre les positions 124 et 128 Mb
comportait le gendnfrsflapouvant représenter un intéressant candidat p&wnsdion car il

code pour le récepteur p55 du TNRun acteur majeur de la réponse inflammatoire.

Nous avons séquencé le géhefrsfladans les lignées C57BL/6J et SEG/Pas et nous
avons identifié plusieurs changements d’acides @émians la séquence codante. Pour identifier
lequel de ces changements pouvait avoir une impoetéonctionnelle, nous avons comparé la
séquence de plusieurs lignéégs spretugSMZ/Mpl, SEB/Mpl, SFM/Mpl et STF/Pas) avec leur
degré de résistance a une infection par 100 uf¥.deestis Nous avons ainsi montré que les
mutations R394H et A431T, située dans le Death Doma la protéine. La mutation R394H est
dans une région beaucoup plus conservée entreesspee celle dans laquelle se trouve la
mutation A431T.

Le DD est un point d’encrage pour de nombreusegcntds associées au récepteur qui
vont agir dans l'induction de nombreux genes impdg dans la médiation inflammatoires ou la
réponse antiapoptotique (par I'intermédiaireldaf2, Traddou Rip1) (figure 33) ou dans la mort
cellulaire (viaFadd) (Kruglov et al, 2008).

Une étude faite par Staelens et coll. a montrélemsouris SPRET/Ei étaient résistantes
a une injection de 500 pg de TNF alors que lesis@B7BL/6J y étaient sensibles (Staelehs
al., 2002). L'analyse de 167 individus backcross erggedeux lignées a montré que la réponse
au TNF était contrélée par deux locus sur les chsmmes 6 et 11. Un autre QTL, suggestif, a
été identifié sur le chromosome 2. L'allele SPREX @TL des chromosomes 2 et 6 semblaient
avoir un effet protecteur alors que celui du chreame 11 semblait accroitre la sensibilité.
Malgré des intervalles de confiance de grandeetaileux géenes candidats ont été étudiés. Le

geneTnfrsflasitué sur le chromosome 6 est le récepteur pahap TNF alors que le géne
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Figure 33 : schéma des récepteurdnfrsfla et Tnfrsflb (Tnf receptor p55 et p75) et des
molécules associées a la signalisation intracellulaisuite a la fixation de son ligand TN.

(D’'apres Kruglov AA et al., 2008)



Traf2 (TNF receptor-associated facto) Qui se situe dans l'intervalle du chromosome t2ues

gene impliqué dans l'activation de NB- aprées induction au TNF.

A l'aide fibroblastes embryonnaires (MEF) de soBRET/Ei, C57BL/6J et F1, les
auteurs ont pu montrer que la voie de signalisatidaisant la mort cellulaire via le récepteur
p55 était fonctionnelle chez les souris SPRET/Es macrophages de SPRET/Ei et F1 montrent
une production d’IL-6 significativement inférieunear rapport a C57BL/6J. La voie de
signalisation induisant la production d’IL-6 semblenc déficiente chez ces souris. Tartaglia et
coll. ont mis en évidence que certaines mutati@msda région proche de la membrane dans la
partie intracellulaire du TNF récepteur p55 inhiltatalement I'induction de certains genes (NO
synthétase) mais n’affectait pas la cytotoxicitértagliaet al, 1993).

Il nest donc pas surprenant que les valeurs d’'lin€surées dans les surnageants des
macrophages de SEG en culture soient trés infé@edr celles obtenues chez les souris
C57BL/6J. Les souris congéniques possédant pougafiF récepteur p55 d’origine SEG/Pas
montrent des taux d’'IL-6 trés proches de ceux d&BLHJ ce qui laisse suggérer que le
récepteur seul d’origine SEG/Pas dans un fond grreC57BL/6J ne permet pas de d’induire
cette variation phénotypique.

Dans le cadre des travaux de Staelens et coll.s@@$s congéniques possédant le géne
Tnfrsflad’origine SEG/Pas ont été produites et phénotyf@eelenst al, 2002). Contre toute
attente, ces souris se sont avérées sensiblesdosies importantes de TNF ce qui suggere qu'il
existe d’éventuelles régulations é&mans de ce gene qui, une fois isolé dans un autre fonds
géneétique, inhibe completement sa fonctionnaliiégit C., communication personnelle). Il est

donc tres difficile de conclure sur le role évehtlieTnfrsfladans la résistanceYa pestis

L'observation que des souris §55ur fonds C57BL/6J infectées pér pestisdans les
conditions expérimentales habituelles meurent plygdement que les souris témoins montre
gue le genernfrsflacontribue a la résistanceYa pestis Si on extrapole ce résultat, I'allele
SEG/Pas dnfrsflg s’il est impliqué dans la résistanc® apestisserait donc plutét un gain de
fonction par rapport a l'allele de C57BL/6J. LearsoP55KO ont déja été testées pour différents
pathogénes commd. tuberculosisM. avium M. bovisBCG, S. typhimuriumS. pneumoniaet
L. monocytogenegEhlerset al, 2000; Flynnet al, 1995; Lengelinget al, 2001; Neteaet al,
2001; Pasparakist al, 1996; Pfefferet al, 1993; Rotheet al, 1993). Quelque soit le pathogéne,
les souris p55K0 sont plus sensibles que les stémsgins ce qui montre un role protecteur de

ce géne dans la réponse aux infections.
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La comparaison de I'expression des génes de ladmigsignalisation du TNF dans des
macrophages péritonéaux de SEG/Pas, C57BL6J etodgériqgues hétérozygotes pour le
chromosome 6 induits avec du TR permis de mettre en évidence plusieurs diff@gn8i
I'on compare les deux lignées parentales, nous@uiubserver que I'ensemble des genes situés
dans la cascade de signalisation sont surexprités €57BL/6J jusqu’aux genes induisant
I'apoptose des cellulesgdspase B En revanche, dans les macrophages SEG/Pas, muie@as
de surexpression aussi diversifiee, mais seulereéne fagcon tres ciblée, une surexpression des
récepteurs situés a la surface de la cellule efedes ligands. La comparaison des résultats
obtenus sur les macrophages SEG/Pas et C57BL/6dssene donc en une différence sur

'ensemble des génes situés en aval du gan&

Ces résultats restent a confirmer sur une expé&iemependante. S’ils sont reproduits
avec le ligand spécifique dmfrsfla nous pourrons alors infecter des macrophagepéaux
issus des deux lignées parentales awec pestis et quantifier I'expression des geénes
différentiellement exprimés dans la premiére études résultats pourraient ainsi peut étre
expliqué la différence en terme de mort cellulaibservée entre les deux lignées parentales.

4.6. Genes candidats dans les intervalles de confiaeseQilL.

Malgré la taille important des intervalles de canfie, nous avons recherché la présence
d'éventuels genes candidats par leur position wat flenction a l'aide de la base de données

Mouse Genome Informatics (MGhttp://www.informatics.jax.org/

L'intervalle deYprllregroupe prées de 550 géenes, celu¥gd2 pres de 300 genes et celui
de Yprl3 pres de 700 genes. Pour les males, I'intervalleasdiance du QTL du chromosome 6

est inclus dans celui des femelles et comprendrée (20 géenes.

Les différents genes potentiellement intéressaniver@ étre classés en plusieurs
catégories selon leur fonction : les génes impBad@ns la reconnaissance directe du pathogéene
des son entrée dans I'organisme (aussi appelésserse»), les cytokines et leurs récepteurs, les
genes impliqués dans l'apoptose et les genes imgdicdans les voies de signalisation de

I'inflammation.

Les genes dits « sensers » sont des genes cruaasX’initiation et la coordination de la
réponse immunitaire innée. Dans les intervallexaldiance définis pour nos QTL, plusieurs

d’entre eux sont présents et peuvent avoir undétes la réponse a l'infection pér pestisDans
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lintervalle de Yprll se trouve un cluster de génes de la famille dékerkCell Lectin-like
receptor Kir) localisé entre les positions 128 et 130 Mb. Visgpt génes sont présents dans ce
cluster :Klral, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 4223 Kirbla, 1b, 1cet1d; Klrcl, 2 et 3;
Kirdl, Kirdel, Klrgl, Klril et2; Klrk2. Les travaux de Diefenbach et coll. ont montré lgse
Kir étaient impliqués dans I'activation des cellulds & notamment dans la régulation positive
de la cytotoxicité de ces cellules et dans la dttian de la voie de signalisation des récepteurs
de lectines de type C (Diefenbaehal, 2003). Les auteurs suggérent aussikjugoue un role
dans la régulation positive du processus de bibgget des oxydes nitriques et dans la régulation
positive de la production d’interféeron gamma. Dsgrs et coll. ont montré que le gekka
(aussi appeld.y49 était impliqué dans la résistance au Cytomegalsvimurin (MCMV)
(Desrosierset al, 2005). Les cellules NK possédant ce récepteuB layfa surface reconnaissent
de facon spécifique les cellules infectées avédd@dMV en fonction de I'’haplotype au niveau du

complex majeur d’histocompatibilité (H-2D).

Les Toll Like Receptor (TLR) sont exprimés dans nombre important de cellules
immunitaires comme les macrophages, les celluledrd&ues, les lymphocytes B et certains de
lymphocytes T ainsi que des cellules non immunesinge les fibroblastes et les cellules
épithéliales. Des études faites chez 'Homme onhtndodes associations entre les maladies
infectieuses et des polymorphismes dans les différELR ce qui suggere un réle crucial de ces
genes dans la réponse de I'h6te face aux infectians les populations humaines (Schroder &
Schumann, 2005; Turvey & Hawn, 2006). Le réceplidiR4 reconnait de fagon spécifique les
lipopolysaccharides (LPS) présents a la surface bdeseries Gram-négatif. Ce géne est un
potentiel candidat dans le cadre de notre projesigoeY. pestisest une bactérie Gram-négatif et
gue ce gene est situé a 66 Mb sur le chromosorae #ilieu de l'intervalle de confiance de
Yprl2. Son rdle dans la vulnérabilité a des infectioastériennes comme par exemple
tuberculosisa déja été décrit (Jo, 2008). Il joue aussi ua dans la réponse antivirale mais aussi
antiparasitaire. Kurt-Jones et coll. ont montré §uR4, en association avec CD14, reconnaissait
la protéine de fusion du RSVepiratory syncytial virus(Kurt-Joneset al, 2000). Shoham et
coll. ont montré que les souris TLR4 KO présentaigme hypersensibilité a I'infection par
Cryptococcus neoformariShohamet al, 2001). ToutefoisY. pestisune fois a 37°C, modifie la
synthése de ses LPS en forme tétra-acylée qui plest reconnue par le récepteur TLR4
(Montminy et al, 2006). Par conséquent, si TLR4 est impliqué danésistance . pestisla

reconnaissance du LPS doit étre faite des I'erttedla bactérie dans I'organisme.
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Le geneNod1se situe dans l'intervalle de confianceY®I3, a 55 Mb. NOD1 reconnait
des motifs de peptidoglycanes presque uniguemeésepts chez les bactéries Gram-négatif. En
2003, deux équipes ont identifié I'acide-gamma-Dtaginyl-meso-diaminopimelic (iIE-DAP)
comme le ligand de NOD1 (Chamaillaet al, 2003; Girardinet al, 2003). Ce récepteur
intervient dans la reconnaissance des bactériegsives et peut induire la production de
cytokines inflammatoires telles que I'lL1 ou I'IL&NOD1 joue ainsi un role important lors
d’infections parShigella flexneri(Girardin et al, 2001). Travassos et coll. ont montré que les
délais de production de cytokines et I'éliminatidn pathogéene étaient diminués lors d’une
infection avecP. aeruginosachez les souris déficientes en NOD1 (Travastaal, 2005). La
responsabilité de NOD1 dans la détectiodealicobacter piloria également été montrée. Vialla
et coll. ont observé une sensibilité accrue a tkeaugne pour les souris NOD1 KO (Viatal,
2004). H. pylori, pathogene extracellulaire, peut étre détecté pN&D1, récepteur
intracytoplasmique, en délivrant son peptidoglycaréntérieur de la cellule par un systéme de

sécrétion de type IV.

Les genesCdldl et 2, situés dans l'intervalle de confiance Werll, ont été décrits
comme jouant un role important contre les pathogle@D1c est principalement trouvé au
niveau des cellules dendritiques et peut étre trmhriles glycosphingolipides microbiens (\&u
al., 2006) ou le dyacylglycocérole d& burgdorferi(Kinjo et al, 2006). Mattner J et coll. ont
confirmé que la reconnaissance des glycosphinge@gdes bactéries était dépendante de CD1d
au niveau des cellules NKT comme par exemple @hlrlichia muris et Sphingomonas
capsulata(Mattneret al, 2005).

Les genedglyrp3 et 4, situés également dans l'intervalle de confiane®&'prl1, codent
pour des peptides antimicrobiens qui sont sécrgaéda peau, les yeux, la cavité orale et le
tractus digestifs. Ils ont été décrits comme ébaatéricide a des concentrations allant de 0,1 a 1
UM et nécessitant du €a lls jouent un rdle important pour I'éliminationes! bactéries
pathogénes comrme monocytogenest S. aureusnais sont moins efficaces contre les bactéries
Gram-négatif. De plus, ils protegent les souristeomne infection pulmonaire &. aureus
(Kapetanovic & Cavaillon, 2007). Compte tenu derlgdle dans diverses infections, il serait

intéressant d'évaluer ce qu'il en est dans notdehaa'infection paY. pestis

De nombreux génes codant des cytokines et leueptedars sont présents dans les

intervalles de confiance des différents QTL. Aursade l'infection, un ensemble de régulations
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sont mises en ceuvre entre cytokines pro- et aftdirimatoires qui interviennent dans la réponse
innée.

Un cluster de genes codant les interférons de Iygeetrouve sur le chromosome 4. i
comporte des genes d'interféranglfn o 1, 2, 4, 5, 6, 7, 9, 11, 12, 13 et) 14, ¢, « etzeta Les
intervalles de confiance déprl 2 et 3 contiennent également plusieurs chimiokines : CCL1
(aussi appelée Exodus-3), CCL21 a, b, ¢ (aussilégpdxodus-2 ou TCA4), CCL27 a et b
(aussi appelées ALP ou CTAK) et CXCL12 (aussi apaidfl). Enfin des génes codants pour

des récepteurs d’interleukines sont présents sucheomosomes 3, 4 et 6 notamment ['lI5ra,
ll6ra, ll11ral et 2, 1112rb2, ll17ra, c et e.

Buer J and Balling R (2003) ont répertorié dans teuue le rble de certaines cytokines,
dont les récepteurs se situent dans nos intervdilesonfiance, dans la réponse a diverses
maladies infectieuses : THEF IL1a ef3, IL6, IL12 dans la réponse & monocytogenesd\.

tuberculosisS. typhimurium, S. aureus, E. coli, S. pneumofBaer & Balling, 2003).

Cette longue énumération des génes qui se troulaaTd les intervalles de confiance de
nos QTL illustrent d'une part le grand nombre @@t moléculaires impliqués dans la
reconnaissance des pathogénes et la régulatiorépesses immunitaires innées et adaptatives,
et d'autre part la double nécessité de réduirailla tle ces intervalles et de caractériser fingmen

les effets propres de chaque QTL.

4.7.Contribution des IRCS dans l'identification de c@de résistance

Pour localiser les génes responsables de I'extrésistance de SEG/Pa¥ apestisnous
avons combiné deux stratégies. Les croisement&tenrrpermettent d'explorer I'ensemble du
génome mais ils ne peuvent détecter que des QTietifert. L'analyse du jeu d'IRCS entre
C57BL/6J et SEG/Pas offre davantage de puissanaeigentifier des locus a effet faible mais

ne donne acces qu'a environ 40% du génome.

Pour des raisons pratiques, nous n‘avons analysdegufemelles de 53 IRCS. Pour
certaines lignées, a cause d'une faible fertiitdis n'avons pas pu analyser un nombre suffisant

d'animaux pour pouvoir conclure de fagon définisue le phénotype de la lignée.

Le taux de survie et la durée de survie des saersibles ont été analysés séparément
pour chaque lignée et comparés aux valeurs de UbJdBdvec un obijectif initial de tester 15
femelles par lignée. Parmi les 53 lignées étudiéeBgnées ont présenté un taux de survie
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significativement supérieur a C57BL/6J, dont traieec un degré de signification tres éleve
(p<0,001). Deux lignées, 135F et 135C, partagentaumt segment d'origine SEG/Pas sur le
chromosome 6, autour d'un marqueur SNP situé alh4llhs une région qui se trouve en région
proximale de lintervalle de confiance &rl3. La lignée 137E, qui résiste a plus de 30% ne
porte qu'un segment d'origine SEG/Pas en régiomtgique du chromosome 6, distalement par
rapport au génénfrsfla Le génotype précis de la lignée 119B doit étrfiomé car les données

actuelles indiquent la présence de deux fragméatgyithe SEG/Pas, en région télomérique des

chromosomes 2 et 15, avec certains marqueurs ead@tat hétérozygote.

La durée de survie dans les différentes IRCS a maamte distribution continue, les
extrémes se situant a 1,5 jour de moins et a peeaqours de plus que C57BL/6J. Toutefois, en
raison des faibles effectifs analysés pour certalignées, seule la lignée 135G a montré une

mortalité significativement un peu plus tardives(furs) que C57BL/6J.

Quatre lignées ont montré une mortalité signifieatient précoce par rapport a
C57BL/6J. Les lignées 44D et 157E sont celles desquelles cette différence est la plus
significative. En revanche, c'est pour la ligné@G2ju'elle a été identifiee en premier. Comme
cette lignée porte 4 régions chromosomiques diwi@EG/Pas, une F2 entre 120G et C57BL/6J
a été produite pour identifier laquelle de cesaBgiest responsable de I'effet observé. L'analyse
de 63 individus F2 (males et femelles) a mis edénie une liaison significative entre la durée
de survie et deux marqueurs en région tres progindal chromosome 6. L'allele SEG/Pas
confére une sensibilité accrue et se comporte coomearactere dominant puisque les individus
hétérozygotes ont le méme phénotype que les indiiidmozygote SEG/Pas. Cette liaison n'est
apparente que chez les méales, alors que la lig2@@ 4 été étudiée seulement chez les femelles.
D'autres individus devront étre produits et anaypéur confirmer ce résultat. Le segment
proximal du chromosome 6 devra étre isolé dansligmé&e congénique pour en étudier les

effets.

Bien que toutes les lignées n'aient pas été testépwypletement (15 femelles au
minimum), les résultats obtenus sur les IRCS sonpatie inattendus. En effet, nous avons
trouvé davantage de lignées survivant moins longsera l'infection que de lignées plus
résistantes, contrairement a ce que l'apport deme@GEG/Pas dans le fonds C57BL/6J laissait
supposer. Toutefois, les alléles "transgressifssaom pas rares dans les analyses génétiques de
caractéres complexes. Il est également possiblecgtie sensibilité apportée par des alléles

SEG/Pas résulte de la perturbation de réseawemitiions épistatiques qui fonctionnent moins
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bien dés l'instant ou I'un des éléments se retreaus une forme allélique SEG/Pas, alors que les
autres sont d'origine C57BL/6J.

Du fait qu'il est possible d'analyser un nombreangmt d'animaux par lignée, les IRCS
permettent de détecter des génes dont I'effetesphénotype est modeste. C'est en effet ce que
nous avons observé avec la durée de survie. Queldifi€érences observées par rapport a
C57BL/6J sont tres significatives et méritent @'énalysées plus avant. Les individus d'une
méme lignée ont souvent été testés dans plusigpesiences et, méme si nous avons mis au
point un outil d'analyse nous permettant de teampmte de I'hétérogénéité des résultats entre
expériences, il faudra, pour ces quelques lignéesgtteuses, augmenter la taille de I'élevage

afin d'augmenter le nombre d'individus testés dgiamément et obtenir des résultats plus solides.

Lorsque plusieurs IRCS partagent le méme phéngigpaapport a la lignée receveuse
(ici, C57BL/6J) et un ou plusieurs segments chramoiques en commun, il est tentant de
rechercher les genes candidats parmi ces régiotegpas. Cette approche, pour logique qu'elle
soit, n'est pas complétement rigoureuse et il tawjpurs préférer I'analyse d'une population F2
entre chaque lignée et C57BL/6J. Ceci apportedavy@ définitive d'une liaison entre le caractére
et I'un des segments. A l'inverse, I'absence dmhaavec tous les marqueurs testés, doit inciter a

rechercher I'existence de fragments SEG/Pas de patle et non encore détectés.

4 .8. Directions futures

4.8.1. Modéle de résistance a la peste

Le modéle de peste sur lequel nous avons trawasi& a reproduire la forme bubonique
de la maladie. Plusieurs pistes sont envisageglles mieux I'explorer et le valoriser. Il serait
par exemple intéressant de comparer I'évolutiotadmctériémie chez SEG/Pas apres infection
par des doses variées, y compris trés élevées,vpouwsi ces souris sont capables de controler la
multiplication de la bactérie avec la méme effitguelles que soient les conditions d'infection.
L'inoculation deY. pestigar voie intradermique dans le pavillon de I'degii elle ne peut étre
envisagée sur des grandes séries d'animaux, peineate mieux suivre localement les
eévénements directement liés a l'invasion initiads tissus de I'hote par la bactérie. Un autre
champ a explorer concerne la peste pulmonaireprcgreut se demander si les mécanismes de
résistance mis en jeu dans le modéle de peste luleoseront également efficaces dans le cas

d'une infection par les voies aériennes.
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L'obtention récente, par l'unité d¥ersinig d'une souche d¥. pestisbioluminescente
sera, de ce point de vue, extrémement utile poswma¥iser, sur l'animal entier et de fagon

longitudinale, la prolifération et la disséminatida la bactérie.

4.8.2. Caractérisation génétique des locus Yprll, 2 et@de des lignées congéniques

Les lignées congéniques en cours d'expansion semnbutil irremplacable pour
confirmer les trois QTL identifiés chez les fems]lenontrer siyprl3 est bien identique au QTL
identifié chez les males, étudier les effets irdliels de chaque QTL, affiner leur localisation
géneétique et étudier leurs interactions. Pour ceigiepoint, les lignées congéniques devront étre

croisées pour produire des lignées bi- ou tri-caigyées, ce que nous avons commence a faire.

Les données préliminaires sur la lignée congénpué Yprl3 suggerent que chaque
locus pris isolément n‘aura peut-étre pas asséarcke pour induire une augmentation détectable
du taux de survie. Deux approches complémentaeaodt étre utilisées.

Premierement, des sous-phénotypes moins globauxdago®ort ou survie de l'animal
devront étre explorés. La cinétique de la bactéeémn est un. La mesure du taux de certaines
cytokines ou le niveau d'activation de certainepufations cellulaires pourraient également
apporter des informations. La encore, l'imag@ari@ivo pourra donner des pistes. Quoiqu'il en
soit, la recherche de phénotypes discrets est @hsot essentielle pour comprendre l'effet
propre de chaque QTL.

Deuxiemement, il pourrait étre judicieux de compates lignées bi- et tri-congéniques
pour étudier l'effet de chaque QTL. Il est préuisitnous I'espérons en tout cas) que les souris
qui porteront les trois locugprl sur un fonds génétique C57BL/6J présenteront igetion
importante du taux de survie. Si c'est bien le ce®js pourrons comparer ces souris tri-
congéniques avec des souris bi-congéniquesyput et2 et en déduire par différence I'effet de
Yprl3. Cette approche permettrait de se situer danszane de résistance dans laquelle une

différence sera détectable.

Une fois ces résultats acquis, les lignées congésigeront de nouveau croisées avec
C57BL/6J pour produire des chromosomes recombinaoitant des segments SEG/Pas plus
petits et chevauchants. L'effet phénotypique aésaahaque nouveau segment chromosomique

nous permettra de réduire de proche en prochelegd de l'intervalle de confiance.
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4.8.3. Recherche d'autres facteurs génétiques de réssthee SEG/Pas

Les souris BSB qui ne portent aucun des trois Io¢pd résistent significativement
mieux a la peste que des souris C57BL/6J, ce qubd#e l'existence d'autres locus que notre
croisement n'est pas parvenu a identifier. Unetégfim pour les identifier pourrait étre de
produire un autre croisement en retour, en croisatie fois-ci des souris SEG/Pas avec des
souris tri-congéniques pour les locdprl. Les F1 seront croisées en retour avec des nrides t
congéniques. Dans cette variante du croisement BESBjeux lignées parentales, de méme que
toute leur descendance, seront homozygotes powoiesQTL dont I'effet sera ainsi gomme. I
en résultera (au moins théoriqguement) une plusdgrarapacité a détecter d'autres genes

influencant la résistance a la peste.

4.8.4. Sous-phénotypes et caractérisation physiopathalegiq

L'une des deux parties du projet collaboratif conai¢ I'identification de différences
physiopathologiques entre les souris sensibles CHBdBet les souris résistantes SEG/Pas.
Jusqu'a présent, et malgré des explorations vaiiéa<tté difficile de mettre en évidence des
différences reproductibles et convaincantes. Toigefes données obtenues sur la cinétique de

la bactériémie sont un premier élément solide.

Pour vérifier si notre hypothése d'un mécanismecqme qui détermine lissue de
l'infection est juste, il serait utile de faire,rdnt les 48 premiéres heures, une étude anatomo-
pathologique et immuno-histochimique au point ditipn qui représente le premier site de
multiplication bactérienne et d'interaction entiebbctérie et le systéme de défense de I'hote. La
voie intradermique dans le pavillon de l'oreilleupait étre indiquée pour ces études, en

association avec des techniques d'imagenévo.

Les mesures de température que nous avons faited'lme expérience pilote demandent
a étre confirmées. Nous recommandons, comme indimééédemment, d'infecter alors les
souris SEG/Pas avec une forte dosé (D davantage), afin d'avoir des proportions a fres
identiques d'individus résistants et sensiblegjuiepermettra de comparer des animaux au sein

d'un méme groupe en fonction de l'issue de l'ifdact

4.8.5. Etudes d'expression

L'analyse du transcriptome a grande échelle fagonBais partie des techniques

facilement accessibles méme si elle est encoreg assgeuse. Cette analyse permet d'étudier les
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modifications de niveau d'expression des genes darensemble plus ou moins homogéne de

cellules, soumises ou non & un stimulus expérirhenta

Nous avons montré que les macrophages péritonéawouris C57BL/6J meurent en
plus grand nombre aprés une infectianvitro avecY. pestisque les macrophages de souris
SEG/PAS. Par ailleurs, un plus grand nombre de gy@ébedonc de voies de régulation sont
activés aprés une stimulatiom vitro par le TNFi. Ces résultats suggérent que l'on pourrait
obtenir des informations trés utiles a partir dedlyse du transcriptome de macrophages
péritonéaux infectém vitro. Cette expérience, relativement simple a réalgaurrait nous aider
a identifier les voies de signalisation qui différele facon importante entre souris sensibles et
résistantes. Elle présenterait I'avantage de pougtidier un type cellulaire homogene et

pertinent pour l'infection.

S'il s'avére que les souris SEG/Pas sont égalenagratbles de résister de fagon plus
importante que C57BL/6J a une infection intranagaleant la peste pulmonaire, il serait

envisageable d'analyser de méme des macrophagsesiestavages broncho-alvéolaires.

Une expérience de cette nature a été réaliséebatataire en infectant des fibroblastes
embryonnaires de souris résistantes ou sensibéeslawvirus de la fievre de la Vallée du Rift. En
confrontant les modifications d'expression aveadéssiltats de I'analyse QTL réalisée d'aprés le
phénotype de mort ou survie des animaux, il a édésiple didentifier un candidat
différentiellement activé selon le phénotype digiaée, et localisé pres du pic de I'un des QTL.

4.8.6. Etudes d'association

Chez 'homme, les études d'association a I'écdellgénome (GWAS) ont révolutionné
I'identification de facteurs de prédisposition & dealadies génétiques complexes. Chez la souris,

une approche comparable est développée selon degki@hs complémentaires.

Si I'on mesure précisément la vulnérabilité a Ist@ele plusieurs dizaines de lignées de
souris (30 a 50), on peut comparer les phénotyjpésnas avec le génotype de ces mémes
lignées pour plusieurs centaines ou milliers de gueurs SNPs. On identifie alors des
associations avec certains variants allélique$ gstipossible de confirmer expérimentalement
par la suite. Toutefois, cette stratégie ne s'africueuse que s'il existe soit une distribution
assez large de valeurs phénotypiques, soit uniléguéntre lignées sensibles et résistantes. Dans
notre cas, cela supposerait de disposer de plssigmées présentant un niveau de résistance

comparable a celui de SEG/Pas. Les quelques ligiedaboratoire que nous avons testées se
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sont toutes révélées sensibles puisque leur tagyumé n'a jamais dépassé 25%. Néanmoins, en
analysant plusieurs lignées dérivées a partir détagés de I'espéddus spretusnous avons pu

en identifier au moins trois (SMZ/Mpl, SEB/Mpl eFB&/Mpl) qui présentent un niveau de
résistance comparable a celui de SEG/Pas, alordagligmée STF/Pas est sensible. La lignée
SPRET/EI est en cours d'expansion pour pouvoirétaduée a son tour. Un croisement F2 entre
les lignées SEG/Pas et STF/Pas a été produit bisan&/n seul QTL sur le chromosome 8 a été
identifié mais pas les locoéprll, 2 ou 3. Les autres lignées sont en cours de génotypags a
grande échelle (600.000 SNP) par le Center for @enbDynamics (Jackson Laboratory). Ces
données permettront de rechercher des corrélagotre géenotype et phénotype, méme si le

nombre de lignées est faible.

Un des projets du laboratoire serait de testerlus grand nombre de lignées pour leur
sensibilité aY. pestis en tirant partie de I'extraordinaire collectioa lignées entretenues au
Jackson Laboratory. Critiquée pour le risque éldgéfaux positifs et les biais introduits par
I'analyse de lignées apparentées (Burgess-Hezbait 2008), cette stratégie dite Heaplotype
Association Mappingest intéressante en complément d'autres appropbas affiner la
localisation génétique de QTL (Cervirmt al, 2007; Payseur & Place, 2007) et éliminer des
génes candidats dans un intervalle de confiancegé3s-Herberét al, 2008). Pour identifier les
faux positifs, il est nécessaire de confirmer 184 @lentifiés par HAM a l'aide d'un croisement

pour une analyse de liaison (Manegttial, 2009).

La seconde approche qui mériterait d'étre dévelagipgui commence a donner des
résultats préliminaires dans le domaine des maladfectieuses est I'utilisation du Collaborative
Cross (Churchilkt al, 2004). Trés prochainement, plusieurs centaindigdées établies a partir
de croisements entre huit lignées parentales gprastient divergentes (cing lignées de
laboratoire et trois lignées sauvages) seront digpes. Elles seront génotypées a trés grande
echelle pour connaitre de facon tres précise lemposition génétique. Des algorithmes ont été
développés pour rechercher des associations estietype et phénotype, et en particulier
déterminer, en termes de probabilité, I'origineeptale des alleéles (Mott al, 2000). Des
simulations ont montré que dans le cas de croisenhaerait préférable, en termes de puissance
de détection de QTL et de précision de leur loatibs, de tester une souris par lignée pour un
grand nombre de lignées, plutdét qu'un groupe déggase souris pour un nombre plus modeste
de lignées (Valdaet al, 2006).
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En conclusion, les résultats de notre travail filist la contribution que I'étude d'un
modeéle murin peut apporter a la compréhension l&tientification de génes de vulnérabilité
d'une maladie infectieuse telle que la peste. G@awx vont permettre a terme la caractérisation
de facteurs génétiques capables de conférer urstareée exceptionnelle a cet agent pathogéne
pourtant redoutable pour 'homme. Un large panestcégies pourra étre mis en ceuvre dans
I'avenir pour la poursuite de cet objectif. Méméesivariants alléliques qui seront identifiés chez
la souris ne seront pas nécessairement retroue@d’bbmme, ils fourniront des indices précieux
sur les voies de signalisation et les mécanismgsi@bathologiques qui, eux, présentent un

degré de conservation éleve.
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