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Avant-propos 

Avant de vous engager dans un voyage à travers ma thèse de sciences, cher lecteur, 

rappelons-nous ensemble les prémices de la connaissance scientifique.  

Remémorons-nous les sumériens, astronomes ingénieux de l’aube de la civilisation, 

qui nommèrent les étoiles et les planètes, qui en décrivirent les mouvements et les cycles. 

Contemplons les égyptiens, pionniers de la géométrie antique, qui construisirent les 

pyramides et le sphinx de Gizeh. Admirons les Grecs, les fondateurs de la logique et 

inventeurs de la méthode scientifique ; la patrie de la raison, s’il y en eut une, fut la leur.  Et 

pourtant, les uns virent dans les astres les signes des dieux et accordèrent aux proportions des 

facultés magiques ; les autres vécurent leurs vies filées par les Moires1 implacables dans un 

monde où mythe et réalité furent indiscernables.   

Il y eut ce temps où mythologie et sciences n’étaient qu’une seule et même discipline, 

où l’observation du réel ne pouvait être comprise que par la connaissance profonde d’une 

volonté divine. Aurait-ce été vraiment un paradoxe ? Finalement, mythologie et sciences 

naquirent de la même capacité inventive, du même questionnement, d’une même quête 

d'interprétation du monde qui nous entoure : ce sont les traits de l’humanité de l’Homme.  

François Jacob, prix Nobel de physiologie ou médecine, écrivit en 1981 à ce sujet : 

« [mythes et sciences]  fournissent tous deux à l’esprit humain une certaine représentation du 

monde et des forces qui l’animent. Ils délimitent tous les deux le champ du possible »2 

Platon, quelque critique qu’il en soit, resta fidèle à la tradition homérique lorsqu’il 

établit une sorte de parenté entre les deux : pour lui, ce sont les dieux qui inspirèrent aux 

hommes le désir du savoir, la science ne fut qu’un don de l’Olympe. 

« Prométhée dérobe le savoir technique d’Héphaïstos et d’Athéna, ainsi que le feu 

(…) et c’est ainsi qu’il en fait présent à l’homme. De cette manière l’homme était donc en 

possession du savoir qui concerne la vie (…) »3 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
1!Les Moires étaient, chez les anciens, la personnification du Destin. Par leur travail de filage, dont le 
fil était une métaphore de la vulnérabilité et incertitude de la vie, elles devenaient maîtresses de la 
destinée de l’Homme.!!
2!François!Jacob,!Le!Jeu!des!Possibles,!1981!
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 Les fils d’Hellen4 désireux de graver dans l’Histoire les savoirs que Prométhée leur 

offrit, créèrent donc un nouveau style d’expression écrite, le διάλογος5 (dialogue). Quand il 

traitait de questions purement mythologiques et était présenté devant un public, ils 

l’appelèrent « Théâtre » ; si, au contraire, il ne fût que véhicule de connaissances et de 

l’argumentation d’une thèse, Platon l’appellerait « Dialectique », Cicéron « Rhétorique ».  

À une époque où les sociétés occidentales semblent conquises par l’amnésie des 

valeurs et des accomplissements de tels savants, je me propose, par la présente thèse, de leur 

rendre hommage en la divisant à l’image des textes rhétoriques gréco-romains:  

1. Partie I : Exordium (Préambule) 

Commentaire sur l’intérêt et la pertinence de la thèse. 

2. Partie II : Narratio (Introduction) 

Explication détaillée de la nature du sujet traité. 

3. Partie III : Divisio (Objectifs) 

Exposition de la thèse qui sera développée par la suite.   

4. Partie IV : Confirmatio (Résultats) 

Description des stratégies et observations expérimentales. 

5. Partie V : Refutatio (Discussion) 

Interprétation critique des observations. 

Discussion de leurs limites et perspectives. 

6. Partie VI : Peroratio (Conclusion) 

Synthèse des principales idées développées au long de la thèse. 

Qui plus est, deux histoires seront exposées en parallèle : celle des travaux 

scientifiques menés au long des trois dernières années et celle du mythe gréco-romain de 

Prométhée, le Titan qui fit don du raisonnement scientifique à l’Homme. La première, l’objet 

de ce travail, fera naturellement le corps du texte. La dernière sera racontée par ordre 

chronologique dans les pages de couverture ou rapportée au travail de la thèse par des 

citations introduisant les chapitres.  

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
3 Platon, Protagoras, 321d 
4 Hellen fut le géniteur mythologique des quatre tribus helléniques : Eoliens, Doriens, Achéens et 
Ioniens. 
5 διάλογος = litt. “à travers le discours”!
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Mythe et science se croiseront à la fin dans une analogie si singulière et inattendue que 

j’ai été persuadé d’écrire cet avant-propos.  

Je vous laisse la découvrir par vous-mêmes!  
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« L’Océanine, Clymène, la vierge aux fines chevilles, 

Fut épousée par Japet, qui monta sur la couche commune. 

Elle enfanta (…) le fourbe, vif, Prométhée (…) 

 « Fils de Japet, expert en ruse à nul autre semblable,  

Noble ami, tu n’as pas oublié l’artifice perfide. » 

Il se tut, le grand Zeus courroucé, aux pensées immortelles. 

Mais le fils vaillant de Japet sut tromper sa puissance 

Et déroba l’immense éclat de la flamme inlassable 

Dans la férule creuse : il sentit dans son cœur la morsure, 

Zeus qui tonne très haut ! »6  

 

  

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
6 Hésiode, La Théogonie, 507-568 
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Exordium  

ou 

Préambule 

 

« [Prométhée :] Écoutez plutôt les misères des mortels  

et comment d’enfants qu’ils étaient auparavant 

 j’ai fait des êtres doués de raison et de réflexion »7 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
7 Eschyle, Prométhée enchaîné, 436-484 
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« Mais il ne fit aucun compte des malheureux mortels ; 

 il voulait même en faire disparaître la race toute entière pour en faire naître une nouvelle. »8 

L’émergence des fièvres hémorragiques 

Le 30 septembre 2014, l’agence gouvernementale américaine Centers for Disease 

Control and Prevention (CDC) a annoncé le premier cas de maladie à virus Ebola 

diagnostiqué hors d’Afrique (CDC, 2014). Cela faisait déjà 6 mois que l’épidémie la plus 

meurtrière d’Ebola ravageait la côte occidentale africaine, ayant touché plus de 7 000 

personnes à travers 5 pays dont la moitié sont décédés (WHO, 2014). Ce jour-là, les Etats-

Unis ont intégré la liste des pays concernés et l’Occident a compris que « Ebola » n’était plus 

un problème de l’Afrique de l’Ouest et constituait un danger de Santé Publique pour le 

monde. Fin juin 2015, l’OMS a rapporté plus de 11 000 décès dans 7 pays (WHO, 2015a) à 

un moment où de nouveaux cas sont survenus dans des pays déclarés précédemment 

indemnes de l’épidémie. 

Pourtant, le virus Ebola n’est pas récent. Il a été identifié il y a 40 ans, en 1976, lors 

d’une première épidémie en Afrique Centrale (Muyembe-Tamfum et al., 2012). Il a été isolé 

et étudié en laboratoire et la fièvre hémorragique qu’il provoque classée parmi les maladies 

tropicales négligées (MacNeil and Rollin, 2012). Avant 2014, rien ne laissait prévoir cette 

épidémie et le monde n’était pas préparé à l’affronter. 

Depuis le début de l’épidémie, la lutte contre Ebola a connu de grands progrès et la 

quantité de ressources disponibles pour combattre l’épidémie a considérablement augmenté. 

Néanmoins, d’autres fièvres hémorragiques provoquées par des virus aussi meurtriers et 

endémiques de l’Afrique subsaharienne restent dans l’ombre, peu connus des décideurs 

politiques et du public, malgré la menace que ces maladies représentent pour la santé 

mondiale (WHO, 2005, WHO, 2003).  

La fièvre de la Vallée du Rift (FVR) fait partie des fièvres hémorragiques originaires 

de l’Afrique subsaharienne et largement négligées. L’agent pathogène qui en est responsable, 

le virus de la fièvre de la Vallée du Rift (VFVR), est un virus transmis par plusieurs groupes 

différents de moustiques (Fontenille et al., 1998, Moutailler et al., 2008, Pepin et al., 2010) et 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
8!Eschyle, Prométhée enchaîné, 197-246!
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actuellement présent sur la majorité du continent africain (Chevalier et al., 2010). Le virus est 

capable d’infecter un grand nombre d’espèces de mammifères dont l’Homme et le bétail, 

provoquant des épidémies et épizooties saisonnières avec de lourdes conséquences 

économiques, sociales et de santé publique. Selon l’Organisation Mondiale de Santé, la FVR 

est une des maladies infectieuses émergentes (WHO, 2015b) qui affectent majoritairement les 

populations pauvres et marginalisées n’ayant pas accès aux soins de santé de base. À l’heure 

actuelle, aucun traitement ni vaccin humain efficace n’a été développé. Pour toutes ces 

raisons, il faut un vrai investissement dans la recherche sur cette maladie afin d’éradiquer la 

FVR des pays touchés et d’éviter des épidémies de proportions similaires à celle d’Ebola.  
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Narratio 
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Introduction 
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« (…) lorsqu’un homme tombait malade, il n’avait aucun secours à espérer (…) 

et il dépérissait faute de remèdes, jusqu’au jour où je [Prométhée] montrai aux hommes  

à mélanger doux médicaments qui écartent toutes les maladies » 9 
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9 Eschyle, Prométhée enchaîné, 436-484 
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« [Io :] Qui es-tu ? Qui es-tu, malheureux, toi (…) qui as nommé le mal 

que les dieux m’ont envoyé, ce taon dont la piqûre me fait courir le monde ? »10 

Qu’est-ce que la fièvre de la Vallée du 

Rift ? 

1  L’agent pathogène 

Le virus de la fièvre de la Vallée du Rift (VFVR) appartient au genre des Phlebovirus 

(Elliott, 1997), l’un des 5 genres de la famille Bunyaviridae – Orthobunyavirus, Nairovirus, 

Phlebovirus, Hantavirus et Tospovirus. Cette famille de virus, établie en 1975, est composée 

de plus de 350 membres ayant des caractéristiques morphologiques, moléculaires et des 

propriétés antigéniques communes (Bishop et al., 1980, Fenner, 1975, Porterfield et al., 

1975). 

À l’exception des Hantavirus, tous les Bunyavirus sont des arbovirus (arthropode-

borne virus) ou virus transmis par des arthropodes. Ils comptent de nombreux agents 

pathogènes pour l’Homme, pour les animaux et pour les plantes (genre Tospovirus). Puisque 

plusieurs de ces virus sont responsables d’infections humaines sévères, voire fatales – la 

fièvre hémorragique de Crimée-Congo (genre Nairovirus), la fièvre de la Vallée du Rift, 

l’encéphalite de Californie (genre Orthobunyavirus) –, le groupe des Bunyavirus est d’un 

grand intérêt pour la Recherche Médicale (Weaver and Barrett, 2004, Weaver and Reisen, 

2010). 

1.1  Le génome viral 

Comme tous les Bunyavirus, le VFVR possède un génome divisé en trois segments 

indépendants d’ARN simple brin de polarité négative ou ambisens (Giorgi et al., 1991, Muller 

et al., 1994). Les segments, qui codent les 4 protéines structurales caractéristiques des 

Bunyavirus (Figure 1), sont nommés selon leur taille en nucléotides : un segment L (large) – 

le segment le plus long –, un segment M (medium) – le segment de taille intermédiaire – et un 

segment S (small) – le segment le plus court. Le segment L code l’ARN polymérase virale, le  

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
10 Eschyle, Prométhée enchaîné, 586-628 
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Figure 1: Structure du virion et organisation génétique des bunyavirus.  

(A)Le virion contient trois segments d’ARN (L, M et S) qui sont recouverts de  

nombreuses copies de la protéine N.  

(B) Représentation schématique des phases ouvertes de lecture et protéines 

codées dans le génome de trois genres de bunyavirus (Orthobunyavirus, 

Phlebovirus, Tospovirus). Les flèches indiquent la position et l’orientation 

des phases ouvertes de lecture. La RdRp (RNA dependent RNA polymerase) 

correspond à la phase ouverte de lecture codant l’ARN polymérase virale. 

(Eifan et al., 2013) 
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segment M les précurseurs des glycoprotéines de l’enveloppe et le segment S code la protéine 

N de la nucléocapside (Struthers et al., 1984). De plus, les segments M et S du VFVR 

contiennent chacun une phase ouverte de lecture qui code une protéine non structurale, NSm 

et NSs, respectivement. Tandis que les segments L et M présentent une polarité négative 

(Muller et al., 1994), le segment S est le seul à utiliser une stratégie ambisens : l’orientation 

négative du gène codant N et l’orientation positive du gène codant NSs (Giorgi et al., 1991). 

Chacun des trois segments contient deux régions non traduites (UTRs, UnTranslated 

Regions), en position 5’ et 3’, qui jouent le rôle de promoteurs de la transcription et 

réplication virale. Les UTRs exposent des extrémités complémentaires et conservées qui 

confèrent une forme circulaire fermée aux trois segments génomiques (Walter and Barr, 

2011). 

1.2  Le virion 

Des études de microscopie électronique sur le VFVR ont décrit des virions de forme 

polygonale, ayant une symétrie icosaédrique d’un diamètre de 80 à 120 nm. Les virions sont 

formés de 2 structures macromoléculaires (Figure 1) : l’enveloppe, plus extérieure – qui est 

composée d’une bicouche lipidique contenant les glycoprotéines virales transmembranaires, 

Gn et Gc – et la ribo-nucléocapside, à l’intérieur – composée des trois molécules d’ARN 

génomique entièrement recouvertes de nombreuses copies de la protéine N (Freiberg et al., 

2008, Sherman et al., 2009, von Bonsdorff and Pettersson, 1975). Toujours à l’intérieur de 

l’enveloppe, se localisent plusieurs copies de l’ARN polymérase virale responsable de 

l’initiation de la transcription primaire du virus lorsqu’il rentre dans les cellules-hôtes (Pepin 

et al., 2010).  

1.3  Le cycle viral 

La transcription 

Dès que le virus infecte la cellule-hôte par l’intermédiaire des récepteurs de la surface 

cellulaire et par la fusion des membranes lipidiques, l’ARN polymérase virale, libérée dans le 

cytoplasme cellulaire (Filone et al., 2006), initie la phase primaire de la transcription (Bouloy 

et al., 1990, Jin and Elliott, 1993, Patterson et al., 1984). L’activité de l’ARN polymérase est 

stimulée par l’interaction entre l’enzyme, les segments du génome viral et des molécules 

d’ARNm cellulaires qui sont ensuite utilisées en tant qu’amorces d’initiation de la 
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transcription. La transcription permet la synthèse d’ARNs messagers viraux qui sont ensuite 

traduits dans les ribosomes de la cellule-hôte pour produire les protéines virales nécessaires à 

la formation des virions. 

La réplication  

La réplication commence par une phase de synthèse d’ARNs de polarité positive 

complémentaires du génome viral (ARNc ou antigénome). Contrairement à l’initiation de la 

transcription, la réplication se déroule de façon autonome car l’ARN polymérase virale ne 

nécessite pas d’oligonucléotides cellulaires pour son activité réplicative. Une fois les 

segments de polarité positive synthétisés, ils sont ensuite utilisés en tant que matrices de la 

production des copies du génome viral qui seront ensuite encapsidées (Bouloy and Weber, 

2010, Muller et al., 1994). Le mécanisme moléculaire responsable de la transition entre la 

transcription et la réplication n’est pas encore bien connu (Bouloy and Weber, 2010).  

L’encapsidation 

Alors que les ARNs messagers synthétisés à partir des segments L et S sont traduits 

par les ribosomes cytoplasmiques, les protéines transmembranaires Gn et Gc codées par le 

segment M sont produites dans les ribosomes associés au réticulum endoplasmique. Grâce à 

des signaux peptidiques et à des glycosylations spécifiques de Gn, les deux protéines sont 

transportées ensemble dans les membranes des vésicules cellulaires et en direction de 

l’appareil de Golgi où leur accumulation entraîne la formation des enveloppes virales (Bird et 

al., 2009, Gerrard and Nichol, 2002, Wasmoen et al., 1988). L’interaction entre les protéines 

de l’enveloppe intégrées dans les membranes du Golgi et le complexe cytoplasmique formé 

par la protéine N (Liu et al., 2008) et les segments du génome viral déclenche l’encapsidation 

et le bourgeonnement des virions vers le lumen des citernes de Golgi. Un processus 

d’exocytose cellulaire transporte les virions vers la membrane plasmique où ils sont libérés 

dans l’espace extracellulaire (Pepin et al., 2010). 

1.4  Les protéines non structurales 

Comme nous venons de le voir, la totalité du cycle viral du VFVR se déroule dans le 

cytoplasme de la cellule. Or d’importantes défenses antivirales existent non seulement dans le 

cytoplasme, mais aussi dans le noyau et dans la mitochondrie. La pression évolutive exercée 

par les réponses antivirales de l’hôte sur le génome des bunyavirus a façonné la structure des 
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protéines non structurales qui protègent le virus de la réponse cellulaire et stimulent la 

réplication virale (Eifan et al., 2013, Kreher et al., 2014). 

La protéine Non-Structurale (NSs) codée par le segment S  

La protéine NSs du VFVR est codée par le segment S. Une fois synthétisée, elle est 

localisée majoritairement dans le noyau de la cellule. NSs est le seul composant viral identifié 

à y avoir accès. Dans le noyau des cellules des Mammifères, la protéine NSs s’organise en 

structures filamenteuses par oligomérisation des nombreuses molécules présentes (Yadani et 

al., 1999, Struthers et al., 1984).  

Plusieurs études ont montré que NSs est le facteur majeur de virulence du VFVR et 

que son organisation en filaments est essentielle à l’exécution de ses fonctions (Billecocq et 

al., 2004, Bouloy et al., 2001, Reed et al., 2012, Vialat et al., 2000). L’une des fonctions 

principales de NSs est l’inhibition spécifique du système antiviral de l’interféron (Le May 

et al., 2008, Billecocq et al., 2004, Benferhat et al., 2012). En effet, l’invalidation de NSs 

empêche la réplication normale du VFVR dans les cellules et les animaux ayant une voie 

fonctionnelle de signalisation interféron β (Gommet et al., 2011, Ikegami et al., 2006).  

D’autres protéines de l’hôte ayant une activité antivirale sont également ciblées 

directement par le VFVR, en particulier la protéine kinase induite par l’interféron (PKR) 

(Ikegami et al., 2009, Habjan et al., 2009) et des facteurs d’inflammation, comme le récepteur 

de l’interleukine 10 (Benferhat et al., 2012). De plus, la protéine NSs inhibe la transcription 

du génome de l’hôte en séquestrant la sous-unité p44 du facteur général de transcription 

TFIIH (Le May et al., 2004, Kalveram et al., 2011).  

Une étude de « ChIP-on-chip » (Benferhat et al., 2012) a montré que NSs interagit 

directement avec de nombreuses régions régulatrices de gènes de l’hôte. Les auteurs ont 

observé un effet très variable de NSs sur la régulation de l’expression génique, agissant tantôt 

comme un inhibiteur, tantôt comme un activateur transcriptionnel. Ces gènes cibles de NSs 

sont impliqués dans une grande variété de fonctions cellulaires. Les changements 

d’expression entraînés par NSs affectent notamment les gènes de la cascade de la coagulation 

sanguine, ce qui pourrait contribuer au développement de la fièvre hémorragique. 
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Figure 2: Cycle de la FVR.  

Le virus est maintenu dans un cycle enzootique qui est favorisé par la transmission 

verticale (flèche grise) observée chez les moustiques du genre Aedes. La survenue 

d’épizooties est souvent liée à la saison des pluies et aux périodes d’inondations. Ces 

conditions climatiques sont idéales pour l’éclosion des œufs de moustiques Aedes 

infectés qui sont capables d’initier la circulation du virus (transmission vectorielle – 

flèche bleue). Ensuite, un grand nombre de vecteurs secondaires appartenant au genre 

Culex peut être infecté et induire l’émergence d’épidémies/épizooties. La transmission à 

l’homme est provoquée majoritairement par le contact direct (flèche verte) avec des 

titres viraux importants lors de la manipulation du bétail ou des fœtus avortés.  

(Balenghien et al., 2013)  
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1.5  La toxicité pour la cellule 

L’effet cytotoxique d’une infection par le VFVR est très variable selon le type 

cellulaire et l’espèce animale (Schmaljohn and Patterson, 1990). Ceci est d’autant plus vrai 

que l’infection chez les arthropodes est considérée comme inoffensive (Lyons and Heyduk, 

1973, James and Millican, 1986). Alors que, chez les Mammifères, on observe un effet 

inhibiteur marqué sur la synthèse des protéines de la cellule-hôte, cette inhibition est 

négligeable chez les invertébrés où l’infection virale semble ne pas interférer avec l’activité 

normale de la cellule (Leger et al., 2013). Lors de l’infection des Mammifères, le VFVR cible 

en particulier les hépatocytes (Reed et al., 2012, Anderson and Smith, 1987, Peters et al., 

1988, Smith et al., 2010, Gommet et al., 2011) qui sont responsables de la régulation et de la 

production des facteurs de la coagulation sanguine. 

2  La transmission  

Le cycle épidémiologique du VFVR (Figure 2) commence lors de la saison des pluies 

et la période des inondations dans les régions dont le climat est tropical (Davies et al., 1985). 

Cette saison est une période de l’année qui combine les conditions climatiques idéales pour 

l’amplification de la population des moustiques vecteurs (Ikegami, 2012, Pepin et al., 2010).  

2.1  Le vecteur 

Les deux genres d’arthropodes, Aedes et Culex, présentent les espèces de moustiques 

les plus importantes pour la transmission virale (Fontenille et al., 1995, Fontenille et al., 1998, 

Chevalier et al., 2010). Cependant, les hôtes du virus ne se limitent pas à ces genres et le 

VFVR a été détecté dans un grand nombre d’autres groupes d’insectes dont les genres 

Anopheles, Coquilletidia, Eretmapodite, Mansonia et Ochleortatus (Davies and Highton, 

1980, Fontenille et al., 1998, Chevalier et al., 2010).  

Malgré la courte durée de vie des organismes vecteurs, le virus est maintenu dans une 

même population d’une génération à la suivante grâce à la transmission transovarienne. Ce 

mécanisme permet au virus d’entrer dans une phase de latence et ainsi de résister aux saisons 

défavorables pour la population vectorielle (Linthicum et al., 1985). L’éclosion des œufs issus 
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de femelles infectées produit des individus qui sont eux aussi infectés. Cela explique la nature 

intervallaire et saisonnière des épidémies de FVR.  

Comme il a été mentionné précédemment, l’infection est asymptomatique chez le 

moustique, mais elle se propage à tout l’organisme avec une accumulation préférentielle du 

virus dans les glandes salivaires. Dans ces conditions, la quantité de virus injectée par le 

moustique femelle à l’hôte vertébré lors de son alimentation est maximisée (Schneider and 

Higgs, 2008, Le Coupanec et al., 2014). 

2.2  L’hôte 

Les hôtes vertébrés les plus affectés par la FVR sont les Ruminants domestiques – les 

bœufs, les moutons, les chèvres – et sauvages – le buffle d’Afrique, les antilopes (Ikegami, 

2012, Himeidan et al., 2014, Daubney R., 1931). Cela semble naturel car ces animaux de 

grande taille sont souvent les proies des populations de moustiques femelles. Chez les 

Ruminants, la transmission vectorielle par le moustique est considérée comme la voie 

principale d’infection (Bird et al., 2009), mais la transmission de la mère à l’enfant (verticale) 

ainsi que l’exposition directe aux aérosols et fluides corporels infectés ne sont pas 

négligeables. Du fait de leur grande taille et des titres élevés de virus dans l’organisme 

infecté, les Ruminants sont considérés comme des hôtes permettant une amplification de 

l’épidémie (Pepin et al., 2010). L’existence dans la nature d’un réservoir de VFVR constitué 

d’espèces de Rongeurs sauvages ou de chauves-souris n’est pas confirmée à ce jour (Olive et 

al., 2012, Oelofsen and Van der Ryst, 1999). 

L’Homme peut aussi être infecté par le VFVR et développer une maladie. Bien que la 

piqûre de moustique soit décrite comme une voie de transmission du virus à l’Homme 

(Davies and Martin, 2006), le contact entre l’Homme et le bétail reste la voie majeure 

d’infection (Pepin et al., 2010). En effet, les éleveurs, les fermiers et les ouvriers d’abattoir 

constituent le groupe à risque prédominant à cause de leur exposition constante aux carcasses 

et fluides corporels d’animaux (sang, lait et sécrétions) qui peuvent être infectés (Easterday et 

al., 1962, Sissoko et al., 2009). Aucune transmission directe entre personnes n’a été rapportée 

(Chevalier et al., 2010). L’Homme est un hôte terminal du cycle épidémiologique du VFVR 

(Chevalier et al., 2010).  
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* 

Puisque la FVR est une maladie majoritairement animale dont l’Homme est un hôte 

accidentel, elle est classée parmi les maladies zoonotiques. 
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« [Io :] (…) tandis que moi, déchirée par le taon, fouettée 

par une main divine, je cours de pays en pays. Tu as entendu mes aventures. »11 

Le VFVR, d’où vient-il ? 

1.  L’épidémiologie : les origines et l’expansion 

L’étude de l’histoire évolutive et génétique de 60 spécimens du VFVR (Bird et al., 

2007) a placé le dernier ancêtre commun à tous les spécimens à la fin du XIXè siècle (1880-

1890). Cette période est marquée par le partage de l’Afrique entre les puissances européennes, 

ce qui a provoqué des changements écologiques majeurs dans l’est et le sud du continent 

africain, en particulier l’introduction de nouveaux systèmes d’agriculture (Hanotte et al., 

2002) et l’importation de bétail d’origine européenne (MacOwan, 1994). Les données 

évolutives suggèrent qu’entre la fin du XIXè et le début du XXè siècles, un arbovirus inconnu, 

ancêtre de l’actuel VFVR, a exploité les nouvelles conditions et niches écologiques créées par 

le colonialisme et l’accumulation d’animaux particulièrement sensibles au virus. Les premiers 

témoignages sur une épidémie présentant les empreintes de la FVR, en 1915 au Kenya, sont 

en accord avec cette hypothèse (Swanepoel and Coetzer, 2004). Pourtant, le virus n’a été isolé 

et identifié qu’en 1931 (Daubney R., 1931), lors d’une épizootie survenue dans la Vallée du 

Rift au Kenya, qui a donné son nom à la fois à la maladie et au virus.  

D’autres épidémies de FVR se sont produites de façon périodique au Kenya jusqu’en 

1951, quand le premier patient atteint de la maladie a été identifié en Afrique du Sud (Joubert 

et al., 1951). C’était la première fois que la FVR était détectée en dehors du Kenya. Depuis, le 

virus a traversé la Vallée du Rift et a été introduit en Tanzanie, au Zimbabwe et en Zambie. 

De là, le VFVR a atteint l’Afrique de l’Ouest, notamment le Sénégal et la Mauritanie en 1987 

(Davies, 2010, Himeidan et al., 2014), où il est à l’origine d’une épidémie qui provoqua plus 

de 200 décès.  

En un peu plus de 30 ans, l’aire géographique du VFVR s’est étendue à toute 

l’Afrique subsaharienne et le virus est devenu endémique dans une dizaine de pays (Figure 

3). Alors qu’initialement les épidémies n’affectaient qu’une zone limitée dans chaque pays, la 

répétition périodique des épisodes de FVR a favorisé l’expansion géographique du virus dans  

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
11 Eschyle, Prométhée enchaîné, 675-724 
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Figure 3: Distribution géographique de la FVR.  

Historiquement, la FVR est endémique dans plusieurs pays de l’Afrique subsaharienne 

(bleu foncé). La propagation de la maladie à Madagascar a été observée pour la 

première fois en 1991. En 2000, la maladie a provoquée une épidémie dans la 

Péninsule Arabique. Des cas sporadiques (bleu clair) ont été rapportés à Mayotte 

depuis 2004.  

D’après Chevalier et al, 2010  
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un même pays. C’est ainsi qu’en Tanzanie les premières épidémies, entre 1930 et 1957, n’ont 

touché que moins d’1% du territoire, celle de 1977-1978 a affecté 3,33% du pays, et la plus 

récente, en 2006-2007, a concerné 39,70% du pays (Sindato et al., 2014). L’expansion 

territoriale en Afrique subsaharienne se poursuit surtout à cause de l’augmentation des 

populations de vecteurs et des mouvements non-surveillés du bétail (Sindato et al., 2014, 

Murithi et al., 2011, Himeidan et al., 2014).  

Le virus a aussi suivi les routes du Nord et est arrivé dans la Vallée du Nil, tout 

d’abord au Soudan du Sud et ensuite dans la République du Soudan où une première épidémie 

a été rapportée en 1973 (Davies, 2010). Le VFVR a été identifié pour la première fois en 

Égypte, le premier pays méditerranéen affecté, pendant l’épidémie de 1977-1978. Cette 

dernière a eu des conséquences économiques et de santé publique majeures pour le pays, avec 

environ 200 000 personnes malades et 600 décès (Davies, 2010, Abdel-Wahab et al., 1978, 

Chevalier et al., 2010). L’épidémie de 1977-1978 demeure l’une des plus grandes épidémies 

de FVR. 

Plus récemment, la maladie s’est propagée à l’extérieur de l’Afrique, d’abord en 1991 

à Madagascar (Morvan et al., 1991), où au moins 32 espèces de vecteurs ont été identifiées 

(Tantely et al., 2015), et postérieurement, en 2000, dans la Péninsule Arabique où elle a 

provoqué une épidémie aux proportions considérables. En Arabie Saoudite, quelque 40 000 

têtes de bétail sont mortes (Al-Afaleq and Hussein, 2011) et, parmi 883 cas d’infection 

humaine, 124 décès ont été enregistrés. Au Yémen, le nombre de personnes infectées a été 

supérieur, soit 1 328 dont 166 mortels (Ahmad, 2000, CDC, 2000a, CDC, 2000b). 

Ces dernières années, la FVR a continué de s’étendre aux îles de l’Océan Indien – à 

Mayotte en 2007-2008 (Sissoko et al., 2009) et 2011 (Balenghien et al., 2013) et dans d’autres 

îles de l’archipel des Comores (Roger et al., 2011) – et de frapper les pays Africains, la 

Somalie (2006-2007), le Kenya (2006-2007), le Soudan (2007-2008), et la Namibie (2010) 

(Himeidan et al., 2014, Chevalier et al., 2010, Hassan et al., 2011). 
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L’évolution et l’expansion des épidémies de FVR ont révélé une transition de 

l’épidémiologie de la maladie très inquiétante pour les pays affectés : la maladie 

majoritairement épizootique, avec un nombre très faible (Chevalier et al., 2010) de décès 

humains (estimés à moins de 1%) est devenu une zoonose émergente qui infecte un nombre 

considérable de personnes et comporte un risque accru de mortalité (14% en Arabie Saoudite 

en 2000 (Balkhy and Memish, 2003) et 30,8% au Soudan (El Imam et al., 2009) en 2007). 

2.  L’épidémiologie : les conséquences socio-économiques 

Le tropisme préférentiel du VFVR pour le bétail est à l’origine des conséquences 

économiques désastreuses que subissent les pays endémiques pour la maladie.  

2.1  Le niveau microéconomique 

Le premier secteur impacté par les épidémies récurrentes de FVR est, sans doute, le 

pastoralisme (Daubney R., 1931, Bird et al., 2009). En effet, les cultures rurales forment le 

cœur de la société dans un grand nombre de pays africains, jouant un rôle très important dans 

les économies nationales. Dans les sociétés pastorales, le bétail est la base de la subsistance : 

il est le réservoir de la richesse familiale et la source des biens primaires (lait, viande, traction 

animale) et commerciaux (moyen de paiement et d’échange). En outre, le bétail joue un rôle 

important dans la vie culturelle et religieuse ainsi que dans l’organisation des sociétés rurales 

(Davies, 2006, Peyre et al., 2015). Ces facteurs expliquent l’impact considérable des 

épidémies de FVR au niveau domestique et microéconomique.  

2.2  Le niveau méso-économique 

Puisque le pastoralisme est central dans l’économie africaine, la déstabilisation de ce 

secteur a des effets sur d’autres sphères de la société à court ou à long terme. Les épidémies 

de FVR ont des répercussions dans toute la chaîne de traitement, transformation et vente du 

bétail. L’impact économique cumulatif de la FVR dans l’industrie du bétail est souvent plus 

important que celui observé chez le petit producteur (Rich and Perry, 2011, Murithi et al., 

2011). La mortalité élevée des animaux au Kenya lors de l’épidémie de 2007 a représenté une 
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perte de 32 millions de dollars par comparaison aux 9,3 millions de dollars de dommages 

estimés pour le producteur (Peyre et al., 2015). D’autres industries parallèles, comme le 

transport et le tourisme, sont aussi lourdement affectées. 

2.3  Le niveau macroéconomique 

Aux problèmes de micro- et méso-économie, s’ajoutent encore les interdictions 

d’exportation des animaux et de leurs dérivés imposées par les agences sanitaires 

internationales (Cagnolati et al., 2006). Dans les économies dépendantes de l’exportation du 

bétail, les interdictions ont des conséquences dévastatrices et permanentes sur l’économie 

nationale : la dévalorisation de la monnaie nationale, l’augmentation du prix des biens 

importés, des pertes importantes du Trésor public et une aggravation du chômage en sont 

quelques exemples. En Somalie, par exemple, les interdictions successives de 

commercialisation du bétail entre 1998 et 2000 ont eu un coût total de 330 millions de dollars 

(Peyre et al., 2015).   

* 

De nombreux pays affectés par des épidémies périodiques de la FVR sont des pays en 

développement qui manquent d’infrastructures et de ressources de santé appropriées pour la 

gestion des zoonoses. Dans l’économie de ces pays, le coût associé à la gestion de la Santé 

Publique n’est pas négligeable et l’investissement financier insuffisant (Zinsstag et al., 2007). 

Ces conditions alliées aux pertes économiques considérables empêchent le développement des 

stratégies de surveillance, prévention et traitement nécessaires au contrôle et à l’éradication 

du virus. 
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« [Io :] Quel est ce pays ? Quelle est cette race ? 

Apprends-moi dans quel pays du monde mes erreurs m’ont amenée ? »12 

Le VFVR, où va-t-il ? 

Historiquement, le VFVR est un virus endémique des pays tropicaux de l’Afrique 

subsaharienne (Chevalier et al., 2010, Himeidan et al., 2014). Ce n’est qu’en 1977 qu’il a 

traversé le Sahara pour la première fois par la Vallée du Nil et est devenu endémique d’un 

pays méditerranéen, l’Égypte (Davies, 2010, Abdel-Wahab et al., 1978). Comme nous l’avons 

vu, le virus s’est plus récemment étendu en dehors du continent africain dans la péninsule 

arabique (Ahmad, 2000) et son aire géographique continue d’augmenter (Chevalier et al., 

2010, Himeidan et al., 2014). Les facteurs majeurs contribuant à cette expansion sont : i) les 

changements climatiques provoqués par l’activité humaine et ii) une globalisation et un 

commerce international croissants. D’une part, le réchauffement de la planète a comme 

conséquence une accélération de l’évolution des niches écologiques des régions de latitude 

plus élevée qui permet la migration des populations vectrices vers les régions tempérées 

(Chevalier et al., 2004a, Chevalier et al., 2004b, Martin et al., 2008, Chevalier et al., 2010). 

D’autre part, la globalisation est associée aux mouvements de personnes, animaux et produits 

d’origine animale dans le monde entier (Pfeffer and Dobler, 2010, Rolin et al., 2013). Cela 

peut même contribuer à l’introduction de vecteurs infectés dans de nouvelles régions par les 

voies aériennes et maritimes  (Russell, 1987, Hartley et al., 2011). L’impact de ces facteurs 

est illustré par la récente détection de moustiques infectés en Mauritanie (Soti et al., 2012) et 

de chameaux à la sérologie positive pour le VFVR au Maroc (El-Harrak et al., 2011).  

1.  Les risques pour l’Occident  

Grâce aux interdictions d’importation en Europe et aux Etats-Unis d’Amérique 

d’animaux originaires des pays touchés par le virus, le risque d’importation légale d’animaux 

infectés est très faible (Chevalier et al., 2010, Kasari et al., 2008). Néanmoins, l’échange 

d’animaux infectés à travers le marché noir représente un risque réel et souvent sous-estimé 

dont nous ne connaissons pas la vraie dimension (Chevalier et al., 2010). La dispersion 

transcontinentale du VFVR par des vecteurs infectés est une affaire plus sensible et qui  

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
12 Eschyle, Prométhée enchaîné, 529-585 



!

!

44!

   

  

  

  

  

  

  

  

5

4

3

2

1

Figure 4: Distribution de moustiques vecteurs du VFVR connus dans les pays de 

l’Union Européenne et dans les pays candidats.  

L’échelle de couleurs utilisée indique le nombre d’espèces de moustiques présents dans 

chaque pays (1 à 5 espèces de vecteurs).  

D’après Chevalier et al, 2010  
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suscite une inquiétude croissante. Des moustiques infectés par le VFVR ont été retrouvés en 

Égypte, en Arabie Saoudite et en Mauritanie (Bird et al., 2009, Chevalier et al., 2004a). Alors 

que la traversée de la méditerranée excède la capacité de vol des vecteurs, des routes viables 

de dissémination existent entre le nord de l’Afrique et l’Espagne (Lopez-Velez and Molina 

Moreno, 2005), ou passant par le Moyen-Orient et la Turquie (Albayrak and Ozan, 2012). 

Bien que cela semble peu probable durant les périodes inter-épidémiques, le risque serait 

élevé lors des épisodes épidémiques. Une fois le vecteur infecté à l’intérieur de l’espace 

européen, la dissémination du virus serait très rapide compte tenu de la présence de plusieurs 

espèces d’arthropodes compétentes (Figure 4) pour la transmission du virus au Sud de 

l’Europe (Moutailler et al., 2008). Quant aux Etats-Unis d’Amérique, une introduction du 

VFVR par la migration naturelle des vecteurs est très improbable (Kasari et al., 2008), même 

en tenant compte de la capacité de dispersion des ouragans. Toutefois, il existe un risque 

d’introduction de vecteurs en Amérique du Nord par les vols transatlantiques. Le risque est 

souligné dans des rapports de vol qui mettent en évidence la présence d’arthropodes vivants 

dans les avions (Russell, 1987) et l’absence de protocoles établis pour leur contrôle après les 

voyages aériens (Kasari et al., 2008). Ce cas de figure est encore plus probable pour les vols 

entre l’Afrique et l’Union Européenne à cause de la durée plus courte de ces voyages (Rolin 

et al., 2013). 

Outre l’introduction naturelle et involontaire du virus dans les pays occidentaux, 

l’introduction intentionnelle du VFVR est vue comme une vraie menace par les états. Le 

VFVR est classé comme un pathogène de niveau de biosécurité 3 en Europe et  de niveau 4 

aux Etats-Unis d’Amérique. Il fait partie d’une liste où figurent d’autres pathogènes à risque 

de bioterrorisme, comme la bactérie Bacillus anthracis à l’origine de l’anthrax (NIAID, 

2015). De plus, la Commission pour la prévention de la prolifération des armes de destruction 

massive et bioterrorisme (Graham et al., 2008) créée par le Congrès américain au lendemain 

des événements du 11 Septembre a identifié le VFVR en tant que menace réelle de 

bioterrorisme pour les pays développés. De même, l’Institut National Américain pour 

l’Allergie et les Maladies Infectieuses l’a classé comme pathogène prioritaire de Catégorie A 

(NIAID, 2015) – c’est-à-dire un risque pour la sûreté nationale à cause de sa manipulation 

facile et de sa dissémination rapide. En France, le VFVR est classé parmi les Micro-

organismes et toxines hautement pathogènes (MOTs) et sa détention ainsi que sa 

manipulation, uniquement par un personnel habilité, sont soumises à des règles et protocoles 

très stricts (ANSM, 2015). Les craintes liées à l’utilisation du VFVR pour le bioterrorisme ne 
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sont pas récentes et ce risque avait déjà été évalué dans le programme d’armes biologiques 

des Etats-Unis d’Amérique, terminé en 1969, qui avait réussi à développer une arme 

biologique à partir de ce virus. Aujourd’hui, toutes les agences de sûreté des Etats-Unis 

d’Amérique et de l’Union européenne sont d’accord quant aux conséquences 

socioéconomiques majeures ainsi qu’à la panique généralisée que l’introduction du VFVR 

provoquerait dans les pays occidentaux (Rolin et al., 2013, Mandell and Flick, 2010, Sidwell 

and Smee, 2003). 

$  
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« [Io :] Quels malheureux endurèrent jamais, hélas ! des maux pareils aux miens ? 

Allons, indique-moi clairement quelles souffrances m’attendent encore. »13 

Quelles maladies provoque le VFVR ? 

1.  La pathogenèse chez l’Homme 

La majorité des patients traités pour une infection par le VFVR ont développé une 

pathologie bénigne et spontanément résolutive caractérisée par des symptômes grippaux. 

Toutefois, un faible pourcentage des individus atteints a développé une des trois formes 

sévères : une maladie neurologique (encéphalite, méningite), une rétinite ou une fièvre 

hémorragique (Findlay and Daubney, 1931, Daubney et al., 1931, Ikegami and Makino, 

2011). Ces trois formes ont abouti au décès du patient ou ont laissé des séquelles plus ou 

moins graves, selon la sévérité et le suivi médical (Figure 5). 

1.1  La maladie spontanément résolutive 

La maladie bénigne qui caractérise la grande majorité des cas d’infection par le VFVR 

a un temps d’incubation de 4 à 6 jours. Après la période d’incubation, des symptômes 

grippaux (Findlay and Daubney, 1931, Kitchen, 1934, Francis and Magill, 1935) - frissons, 

malaises, affaiblissements et étourdissements, maux de têtes et nausées - surgissent 

soudainement. Ces manifestations pathologiques sont suivies de fièvre (souvent entre 38,8ºC 

et 39,5ºC), d’une diminution de la pression sanguine, de douleurs corporelles généralisées, 

rougeur des yeux et photophobie. Une amélioration des symptômes est souvent observée à 

partir du 3ème jour et une température normale est rétablie au 4ème jour après l’apparition des 

premiers signes de la maladie. Des cas de fièvre de longue durée (jusqu’au 10ème jour) sont 

fréquents (Findlay and Daubney, 1931). La période de convalescence peut atteindre 2 

semaines (Kitchen, 1934). La charge virale est détectable dans le sang durant la période 

fébrile et des anticorps neutralisants apparaissent aux environs du 4ème jour après les premiers 

symptômes (Findlay and Daubney, 1931, Kitchen, 1934, Sabin and Blumberg, 1947). 

 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
13 Eschyle, Prométhée enchaîné, 586-628 



!

!

48!

 

!  

Frissons,"maux"de"tête,$nausées,$ 

malaise,(fièvre$ 

Température&

normale

Douleurs(abdominales,(faiblesse,( 

maux%de%tête 

Récupération 

Fièvre$hémorragique 

Maladie'neurologique Troubles)de)la)vision 

Fièvre,%confusion,%

perte%de%conscience,%

attaques'de'

convulsions,"ataxie,"

méningites 

Pronostic)incertain 

Perte%de%la%vision%

centrale,)œdème#

maculaire,*

hémorragie(de(la(

rétine 

Perte%totale%ou%

partielle(de(la(

vision 

Fièvre,%

vomissements,*

diarrhée,#hémorragie(

généralisée"des"

muqueuses& 

Mort 

3"à!4"jours 

ou#2#sem 

!

Maladie&spontanément%résolutive 

!

Phase&fébrile 

Phase&de 

convalescence 

2"sem"

ou#+ 

sem$à!

mois 

sem$à!

mois 

3"à!6"

jours 

Figure 5: Les formes pathologiques de la FVR chez l’homme.  

!



!

!

49!

1.2  La maladie neurologique 

De nombreux cas d’atteinte neurologique chez l’Homme ont été suivis et rapportés par des 

médecins lors des épidémies (Maar et al., 1979, Alrajhi et al., 2004). Dans tous les cas, les 

individus avaient initialement souffert des symptômes précoces susmentionnés. Les premiers 

signes de troubles neurologiques ne sont apparus que très tardivement (de quelques semaines 

à quelques mois) après la maladie précoce. Les symptômes neurologiques relevaient de la 

confusion, d’une perte de vision transitoire et d’une perte de conscience, de convulsions chez 

les uns, d’ataxie chez les autres. Il existe des rapports qui mentionnent des hallucinations et 

des méningites dans quelques cas (Laughlin et al., 1978). Tous les patients analysés ont 

présenté des infiltrations de leucocytes dans le tissu nerveux, majoritairement des 

lymphocytes et des macrophages (van Velden et al., 1977). Cet état est accompagné d’une 

fièvre de durée variable. 

1.3  Les affections de la rétine 

Un certain nombre d’individus infectés par le VFVR ont développé une maculopathie 

ou une rétinopathie. La survenue de manifestations de la pathologie oculaire est très variable 

– dès les premiers signes de l’infection jusqu’à plusieurs semaines ou mois. Les patients ont 

décrit une perte de la vision centrale ou une vision trouble qui pouvait affecter un seul œil ou 

les deux (Siam et al., 1980, Salib and Sobhy, 1978, Deutman and Klomp, 1981). Les yeux 

affectés présentaient toujours un œdème maculaire avec des exsudats et parfois une 

hémorragie de la rétine (Salib and Sobhy, 1978, Schrire, 1951). Dans un grand nombre de cas, 

les individus ont développé des séquelles permanentes et n’ont jamais récupéré une acuité 

visuelle complète (Freed, 1951, Salib and Sobhy, 1978). 

1.4  La fièvre hémorragique  

La majorité des décès hospitaliers sont survenus après l’observation de symptômes de 

fièvres hémorragiques (Yassin, 1978, Abdel-Wahab et al., 1978, Swanepoel et al., 1979, 

Ikegami and Makino, 2011). Cette forme sévère de la maladie se développe rapidement après 

l’infection. Elle est caractérisée par de la fièvre, des vomissements et des douleurs dans le 

corps. Un nombre important de patients a développé des rougeurs de la peau ainsi que des 

saignements de la gencive et de la muqueuse gastro-intestinale. La diarrhée, l’ictère et 
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l’hépato-splénomégalie sont également des manifestations fréquentes de la fièvre 

hémorragique (Swanepoel et al., 1979, Yassin, 1978). Au niveau biochimique, les patients ont 

présenté une augmentation du niveau circulant des transaminases hépatiques – l’alanine 

aminotransférase (ALT) et l’aspartate aminotransférase (AST) – et une diminution du taux de 

plaquettes et de l’hémoglobine sanguine. Le temps décrit entre l’apparition des symptômes et 

la mort du patient est très variable. Dans certains cas, la mort est survenue entre les 3ème et 

6ème jours après les premiers signes de fièvre hémorragique. D’autres patients ont survécu 

environ 2 semaines après le début des symptômes. L’autopsie des individus décédés a révélé 

une atteinte sévère du foie caractérisée par la nécrose diffuse des hépatocytes centrolobulaires 

(Swanepoel et al., 1979, Abdel-Wahab et al., 1978). Ces observations indiquent que la fièvre 

hémorragique provoquée par le VFVR est associée à des hépatites aiguës. 

2  La pathogenèse chez le bétail 

Les manifestations de la maladie chez le bétail sont très dépendantes de l’espèce et de 

l’origine des animaux (Chevalier et al., 2010). Une grande variabilité de sensibilité a été 

observée parmi des espèces biologiquement proches : les moutons sont plus sensibles que les 

chèvres. De plus, des études effectuées lors d’épizooties de FVR ont décrit une résistance 

accrue chez les animaux originaires des régions d’endémie, contrairement aux animaux 

introduits d’autres régions non affectées qui ont présenté une grande sensibilité. Le degré de 

sévérité de la maladie est aussi associé à l’âge des animaux infectés (Daubney et al., 1931). 

Les jeunes animaux sont décrits comme très sensibles et des taux de mortalité de 95-100% ont 

été observés chez les nouveaux-nés (Chevalier et al., 2010, Easterday, 1965). Ces animaux 

présentent les signes très caractéristiques d’une fièvre hémorragique : des températures très 

élevées (plus de 40ºC), une perte d’appétit et d’activité ainsi que des diarrhées hémorragiques 

(Easterday et al., 1962). Comme les jeunes animaux meurent en 40h après l’apparition des 

symptômes (Chevalier et al., 2010), la présence de troubles neurologiques n’a jamais été 

constatée (Coetzer, 1977). Le taux de mortalité chez les animaux adultes est faible (20-30%) 

et les animaux qui survivent ne développent pas de maladies sévères (Chevalier et al., 2010). 

Néanmoins, l’infection de femelles gestantes entraîne très souvent l’avortement des fœtus, ce 

qui est devenu le signe le plus caractéristique du début d’une épizootie de FVR (Daubney et 

al., 1931, Chevalier et al., 2010, Ikegami and Makino, 2011). Bien que variable, le taux 

d’avortement peut atteindre 100%. Les complications associées à l’avortement provoquent 

parfois le décès de la femelle gestante. 
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* 

La fièvre de la Vallée du Rift est une maladie complexe qui affecte un éventail très 

large d’hôtes et qui se manifeste de manières très variées selon les espèces et les populations 

atteintes. Les différences de sensibilité et de pathologie lors d’une même épidémie indiquent 

que les facteurs génétiques de l’hôte sont décisifs pour l’évolution et le dénouement de la 

maladie. La variabilité phénotypique constitue un défi majeur pour le développement des 

stratégies et des traitements qui permettent une réduction de la morbidité et de la mortalité 

liées à la FVR. 
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« [Prométhée :] Le premier aussi j’accouplai les animaux et les asservis au joug et au bât 

pour prendre la place des mortels dans les travaux les plus pénibles. »14 

Les modèles animaux : Que connaît-on ? 

Le VFVR est un virus au tropisme très large, virulent pour de nombreuses espèces de 

mammifères. Cela a permis le développement de plusieurs modèles animaux qui permettent 

de mimer l’infection naturelle dans les conditions contrôlées de laboratoire.  

1  Le mouton : un modèle de vaccination animale 

Comme nous l’avons vu précédemment, le bétail est un hôte naturel du virus. L’étude 

de l’infection chez le mouton a été très informative non seulement pour la compréhension de 

l’évolution de la maladie, mais aussi pour l’évaluation de la protection immunitaire conférée 

aux grands animaux par les souches de virus atténuées et leurs effets secondaires (Kortekaas, 

2014, Kortekaas et al., 2011). Trois souches atténuées du VFVR ont été testées chez le 

mouton : les souches Smithburn, MP-12 et Clone-13 (Muller et al., 1995). Alors que toutes les 

trois ont stimulé une réponse immunitaire protectrice contre une infection par la souche 

sauvage du VFVR, les deux premières ont provoqué des encéphalites et des avortements chez 

les femelles gestantes (Coetzer and Barnard, 1977, Hunter et al., 2002, Morrill et al., 1991), 

suscitant des inquiétudes quant à la sécurité de leur utilisation. En revanche, Clone 13 ne 

semble pas avoir d’effets pathogéniques et répond aux critères de sécurité et d’efficacité d’un 

vaccin animal (Dungu et al., 2010). 

2  Le macaque rhésus : un miroir de l’Homme  

L’infection des modèles primates non-humains est caractérisée par des symptômes et des 

maladies très variables qui généralement n’aboutissent pas à la mort (Peters et al., 1988, 

Morrill et al., 1990, Findlay and Daubney, 1931, Lorenzo et al., 2015). En effet, plusieurs 

recherches concernant des espèces différentes de singes ont montré que, selon la voie 

d’infection et la souche virale utilisée, la sensibilité de l’hôte peut être très différente (Peters 

et al., 1988, Morrill et al., 1990, Easterday, 1965). L’identification d’un modèle primate ayant 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
14 Eschyle, Prométhée enchaîné, 436-484 
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une réponse similaire à celle de l’Homme est une étape essentielle pour la recherche de 

vaccins et thérapies humaines qui restent à ce jour inexistants.  

Lors d’une étude menée en 1988, (Peters et al., 1988) des macaques rhésus ont été inoculés 

par la voie intraveineuse avec 105 PFU de la souche virale ZH501 isolée lors de l’épidémie de 

1977 en Egypte. Parmi les cohortes de 15 à 20 macaques analysées, 20% ont développé une 

maladie sévère similaire à la fièvre hémorragique décrite chez l’Homme et sont décédés ; 

40% ont présenté des symptômes d’une maladie hépatique et hémorragique modérée, mais se 

sont rétablis ; les 40% restants n’ont pas présenté de symptômes de FVR. D’autres études ont 

ensuite montré que la réponse à l’interféron est déterminante pour la survie des macaques 

rhésus (Morrill et al., 1989, Morrill et al., 1990). Le modèle primate établi par ces études est 

considéré comme celui qui ressemble le plus à l’infection de l’Homme par le VFVR.  

3  Les rongeurs : le modèle par excellence 

De nos jours, il n’est pas clair que les rongeurs soient des hôtes naturels du virus 

(Olive et al., 2012). Cependant, les modèles rongeurs ont fait preuve d’une grande valeur pour 

l’étude et la caractérisation de la virulence du virus et de la maladie qui en résulte dans le 

laboratoire. 

3.1  Le rat 

La sensibilité des rongeurs au VFVR a été étudiée pour la première fois dans les 

laboratoires de l’armée américaine dans les années 1950. Une première étude (Findlay and 

Howard, 1952) avait montré que la sensibilité à une même souche du VFVR est très 

différente parmi différentes lignées consanguines de rats et dépend donc du fonds génétique 

de l’hôte.  

Les analyses de l’effet des facteurs génétiques de l’hôte chez le rat ont été 

approfondies par Clarence J. Peters qui a infecté par la voie sous-cutanée 8 lignées 

consanguines de rats avec deux doses – l’une modérée (103.7  PFUs), l’autre élevée (105.7 

PFUs) - de la souche ZH501 du VFVR (Peters and Slone, 1982). Trois profils de réponse ont 

été observés : les rats des lignées Wistar-Furth (WF) et Brown Norway sont tous décédés 

avant le 4ème jour après l’infection avec une nécrose hépatique. Ces chercheurs ont conclu que 

les deux lignées consanguines présentent une sensibilité accrue à la FVR. En revanche, la 
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majorité des rats Fisher 344, Buffalo, DA et Lewis a survécu aux 28 jours d’observation avec 

des taux de mortalité qui n’ont jamais excédé 15%. Ces 4 lignées ont été classées comme 

résistantes au virus. Le troisième profil, observé chez les rats des lignées consanguines ACI et 

Maax, a été caractérisé par des lésions nécrosantes et inflammatoires touchant le cerveau et la 

moelle épinière et entraînant des encéphalites, encéphalomyélites et des paralysies 

ascendantes. Les taux de mortalité ont été d’environ 50%  dans les lignées ACI et Maax et les 

animaux sont morts entre les 11ème et 16ème jours après l’infection.  

Des tests d’immunosuppression ont ensuite été menés sur des rats de la lignée 

résistante Lewis (Anderson et al., 1987). Après un traitement immunosuppresseur, les rats 

Lewis sont morts précocement (entre les 5ème et 7ème jours après l’infection). Ces résultats 

suggèrent que la lignée Lewis contient des facteurs génétiques impliqués dans la réponse 

immunitaire et importants pour la résistance au VFVR.  

Une troisième étude a comparé la sensibilité des lignées WF (WF/mol) et Lewis 

(Lewis/mol) provenant d’élevages européens (Ritter et al., 2000). De manière surprenante, les 

résultats obtenus sur des lignées européennes ont été inverses de ceux obtenus sur les lignées 

d’élevages américains : la lignée WF était résistante au virus, alors que les rats Lewis étaient 

sensibles. Les tests de ségrégation du phénotype ont suggéré la présence d’un locus dominant 

responsable de la résistance chez WF ségrégeant de façon mendélienne. L’identité génétique 

de ce locus unique contrôlant la sensibilité/résistance à la FVR n’a pas été déterminée à ce 

jour. En comparant leurs résultats avec les études précédentes, les expérimentateurs ont 

proposé l’existence d’une variabilité génétique importante entre les lignées consanguines de 

rats produits par les différents éleveurs.  

3.2  La Souris 

Le modèle murin est généralement reconnu comme l’organisme mammifère de 

référence en laboratoire. C’est pourquoi plusieurs groupes de recherche ont voulu caractériser 

la maladie provoquée par le VFVR dans différentes lignées de souris (Bouloy et al., 2001, 

Vialat et al., 2000, Smith et al., 2010, Gommet et al., 2011, do Valle et al., 2010). L’ensemble 

de ces études ont abouti à deux conclusions principales : la Souris est un des modèles les plus 

sensibles à la FVR ; et ii) la pathologie résultante varie en fonction de la voie d’infection.  
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Figure 6: Sites de réplication de la souche virale rZHΔNSsCRLuc après une 

infection par voie intrapéritonéale.  

(A)Visualisation d’une souris Ifnr1
?/?
! après l’infection intrapéritonéale avec 10

4

 

PFUs de rZHΔNSsXRLuc . Les images ont été réalisées aux temps indiqués après 

l’infection. !

(B)Visualisation du profil gauche d’une souris à 8h après l’infection montrant le 

signal de bioluminescence dans la rate (Spleen sur la figure).!

(C)Visualisation du thorax de la souris (A) à 16h après l’infection. En occultant la 

cavité abdominale, le signal de bioluminescence dans le thymus a été détecté. !

(D)Images ex vivo après dissection à 8h et à 16h après l’infection (T, thymus; Lg, 

poumons; P, pancréas; S, rate; L, foie; B, cerveau; I, intestin).!

(Gommet et al., 2011)!
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Un des travaux de référence sur la pathogenèse du VFVR chez la Souris a été réalisé 

par les laboratoires de l’armée américaine sur des souris de la lignée consanguine BALB/c 

(Smith et al., 2010). Des souris BALB/c femelles ont été inoculées avec 103 PFUs de la 

souche virulente ZH501 par la voie sous-cutanée. Environ la moitié des souris sont décédées 

au 3ème jour après l’infection, à peine 24h après l’apparition des premiers symptômes : poil 

hérissé, posture prostrée et léthargie. Parmi les souris restantes, seulement 10% ont survécu 

jusqu’au 8ème jour après l’infection et toutes sont mortes en présentant des signes 

d’encéphalite et de paralysie des membres postérieurs. Les changements morphologiques des 

tissus hépatiques et nerveux ont été également évalués au cours de l’infection. L’analyse de la 

phase précoce de la maladie (2ème et 3ème jours après l’infection) a révélé un tropisme 

préférentiel pour le foie, caractérisé par l’accumulation d’antigènes viraux dans le 

parenchyme hépatique et des lésions très sévères des hépatocytes. Les lésions observées 

pourraient, selon les auteurs, être à l’origine de la mortalité observée à ce stade. La souffrance 

hépatique aiguë a été confirmée par l’augmentation vertigineuse du niveau de l’alanine 

aminotransférase circulante. Les chercheurs ont montré que le groupe de souris ayant survécu 

à l’atteinte hépatique a initié la clairance virale du foie et du sang, mais n’a pas résisté à une 

infection généralisée du système nerveux caractérisée par la mort cellulaire des neurones, la 

présence de foyers d’inflammation et des microhémorragies. 

Une autre étude menée dans notre laboratoire par Céline Gommet (2011) a caractérisé 

la dissémination et le tropisme tissulaire (Figure 6) de deux souches recombinantes du VFVR 

portant, insérées à la place du gène codant la protéine NSs, le gène codant la GFP, la protéine 

fluorescente verte de la méduse Aequorea!victoria!(rZHΔNSsXGFP)!ou le gène hRLuc codant 

la luciférase bioluminescente humanisée de la pensée de mer Renilla reniformis 

(rZHΔNSsXhRLuc). Les deux souches rZHΔNSsXGFP et rZHΔNSsXhRLuc ne portent pas le 

gène majeur de virulence NSs. Elles ne sont donc pas virulentes sur des souris 

immunocompétentes. En revanche, elles provoquent la mort des souris Ifnr1-/- qui ne portent 

pas d’allèle fonctionnel au locus codant le récepteur 1 de l’interféron  et . En fait, les 

souris Ifnr1-/- sont extrêmement sensibles aux virus portant une délétion du gène NSs et elles 

meurent 45h après l’infection. L’expression des protéines fluorescente et bioluminescente  a 

permis une détection, une quantification et un suivi de la réplication du virus sur des animaux 

vivants (Gommet et al., 2011). Cette étude a non seulement confirmé que le foie, la rate et le 

cerveau sont des organes de forte réplication virale, mais elle a également mis en évidence le 

rôle des macrophages et des cellules dendritiques dans la réplication virale durant la phase  
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Figure 7: Survie et analyse virologique de souris consanguines après des infections 

virales. 

(A)Des cohortes de 15 mâles des lignées consanguines BALB/c, C57BL/6J, 129/Sv/Pas 

et MBT ont été inoculées par voie intrapéritonéale avec 10
2

 PFUs de la souche 

virulante du VFVR, ZH548. La mortalité des souris a été surveillée tous les jours 

pendant les 14 jours de l’expérience.!

(B)La virémie dans les souris BALB/c et MBT après l’infection avec le VFVR.!

(C)Des cohortes de 8 mâles des lignées BALB/c et MBT ont été inoculées par voie 

intrapéritonéale avec le virus West Nile IS-98-ST.!

(D)Des cohortes de 8 mâles des lignées BALB/c et MBT ont été inoculées par voie 

intranasale avec la souche adaptée à la souris PR8-Fre du virus Influenza A. *, 

P<0,05; **,P<0,01; ***,P<0,001.!

(do Valle et al., 2010) !
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initiale de l’infection. La réplication du VFVR dans les cellules phagocytaires semble être 

essentielle pour la dissémination virale et la progression rapide de la maladie. 

Enfin, au sein du laboratoire, une étude menée par Tania Zaverucha do Valle (2010) a 

consisté à comparer la sensibilité à l’infection de différentes lignées consanguines de souris 

utilisées communément dans le laboratoire. Parmi les lignées étudiées comptaient des lignées 

classiques de laboratoire et des lignées dérivées de couples capturés dans la nature. Des 

cohortes de 15 souris de chaque lignée ont été infectées avec 102 PFUs de la souche virulente 

ZH548 isolée à partir d’un patient humain lors de l’épidémie égyptienne de 1977. Cette étude 

a démontré la variabilité phénotypique entre les lignées consanguines de souris et l’influence 

du fonds génétique sur la réponse de l’hôte à l’infection par le VFVR (do Valle et al., 2010). 

Une variabilité moins importante a été observée parmi les lignées classiques de laboratoire 

(Figure 7) qui partagent une histoire évolutive commune et sont donc génétiquement moins 

divergentes.  

Les chercheurs ont identifié deux lignées ayant les réponses les plus distinctes à 

l’infection : la lignée MBT/Pas (MBT), dérivée de souris sauvages qui présentent une 

sensibilité accrue au VFVR (les souris MBT meurent 72h après une infection) et la lignée 

BALB/cByJ (BALB/c), une lignée classique de laboratoire qui est relativement résistante 

(médiane de survie de 7 jours). La sensibilité de la lignée MBT ne semble pas être due à une 

immunodéficience généralisée qui leur confèrerait une sensibilité aux infections virales. En 

effet, les souris MBT sont résistantes à une infection par les virus West Nile et Influenza A, 

qui provoquent la mort des souris BALB/c (Figure 7). La variation de la sensibilité au VFVR 

entre les deux lignées se traduit également par une virémie et un niveau de transaminases plus 

élevés chez les souris MBT. Ces deux variables étaient particulièrement élevées lors de la 

phase précoce de l’infection des souris MBT, ce qui suggère une réponse antivirale innée 

spécifique au VFVR moins efficace chez ces souris. Cette hypothèse a été approfondie à 

travers la comparaison de la réponse à l’interféron dans des fibroblastes embryonnaires 

(MEFs, mouse embryonic fibroblasts) dérivés des deux lignées, MBT et BALB/c. 

Contrairement aux cellules dérivées des souris BALB/c, les cellules d’origine MBT infectées 

par le VFVR ont développé une réponse immune innée antivirale faible et incomplète. Ces 

résultats indiquent que lorsque des souris MBT sont infectées par le VFVR, une réponse 

insuffisante à l’interféron permet la réplication rapide et efficace du virus dans les cellules. 

Cela contribue à la dissémination du virus dans l’organisme et à la mort précoce des souris.  
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* 

Bien que les études chez le Rat et la Souris accordent une importance majeure au 

fonds génétique dans la réponse de l’hôte à l’infection par le VFVR, les facteurs génétiques 

impliqués dans la réponse au VFVR sont peu connus. Pourtant, les modèles murins 

développés pour la FVR constituent une opportunité pour la recherche de gènes ayant un effet 

sur l’évolution et l’issue de la maladie. C’est pourquoi de nouvelles études chez la Souris, 

ciblant spécifiquement la variation génétique entre des lignées de phénotypes différents, sont 

pertinentes. Elles devraient permettre une meilleure compréhension des voies de signalisation 

cellulaire et des mécanismes impliqués dans la résistance à la FVR. 

 

  



!

!

61!

« [Prométhée :] Voilà les inventions que j’ai imaginées en faveur des mortels (…) »15 

Pourquoi la Souris ? 

Les modèles animaux utilisés pour l’étude des maladies infectieuses humaines n’ont 

pas besoin d’être complètement fidèles ou de récapituler l’infection telle qu’elle existe dans la 

nature (Guenet, 2011). En réalité, les organismes modèles doivent plutôt être considérés 

comme un complément aux études cliniques et épidémiologiques réalisées chez l’Homme lors 

des épidémies naturelles. Ils permettent de répondre à des questions précises et de donner des 

pistes sur les mécanismes biologiques impliqués dans la réponse de l’Homme à l’infection 

(Hunter and Crawford, 2008). 

Cette réflexion sur l’utilisation des modèles animaux nous amène à deux conclusions 

principales : i) le choix d’un modèle animal pertinent pour la recherche dépend entièrement de 

la question posée et de la méthodologie choisie pour y répondre ; et ii) chaque organisme 

modèle présente des avantages et des limites pour toute question biologique. Il appartient à 

l’expérimentateur de les évaluer et de choisir le meilleur compromis. 

1  La Souris et les maladies infectieuses 

Le modèle murin est le modèle de référence pour l’étude de beaucoup de questions 

liées à la biologie humaine, comme le cancer et l’immunologie. Il l’est aussi pour un grand 

nombre de maladies infectieuses et notamment la réponse immunitaire de l’hôte aux 

infections (Guenet, 2011).  

On remarquera d’ailleurs que la contribution de la Souris à la Génétique compte des 

exemples historiques comme la découverte du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) 

par George D. Snell (Snell, 1948) qui lui a valu le prix Nobel de physiologie ou médecine en 

1980. D’autres gènes majeurs impliqués dans la sensibilité des Mammifères à des pathogènes 

et parfois conservés chez l’ensemble des vertébrés ont été également caractérisés d’abord 

chez la Souris. Parmi ces gènes, figurent : le gène Nramp1 (aujourd’hui renommé Slc11a1) 

qui code un transporteur membranaire d’ions à la surface des macrophages et qui confère à 

plusieurs espèces animales une résistance à des bactéries pathogènes telles que Salmonella 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
15Eschyle,!Prométhée!enchaîné,!436X484!!
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typhimurium, Leishmania donovani et Mycobacterium leprae (Malo et al., 1994, Blackwell et 

al., 1994, Skamene, 1994, Fortin et al., 2007); le gène Ipr1, identifié comme critique dans la 

résistance à Mycobacterium tuberculosis (Pan et al., 2005) et codant un facteur de 

transcription qui induit l’apoptose des macrophages infectés ; le gène Oas1b qui porte une 

mutation faux-sens dans la plupart des lignées de souris de laboratoire les rendant sensibles au 

virus West Nile (Perelygin et al., 2002, Mashimo et al., 2002) ; ou le gène Tlr4, découvert par 

le groupe de Bruce Beutler, codant un récepteur de l’hôte qui reconnaît le composant 

lipopolysaccharide de la membrane externe des bactéries à Gram-négatif (Poltorak et al., 

1998). Il est intéressant de noter que tous les gènes susmentionnés ont été a posteriori 

identifiés chez l’Homme comme jouant un rôle important lors des infections. Des études 

d’association ont en effet détecté des polymorphismes présents dans les populations humaines 

et modulant la réponse aux différents pathogènes (Greenwood et al., 2000, Miller et al., 2005, 

Lim et al., 2009, Vidal et al., 2008). 

2  Un modèle adapté à l’étude de la génétique de la FVR 

Le chapitre précédent (voir page 53) a illustré la pertinence de l’utilisation du modèle 

murin pour caractériser les maladies provoquées par une infection du VFVR. Outre le 

phénotype décrit, la Souris possède des caractéristiques pratiques qui rendent son utilisation 

convenable pour les approches utilisées.  

Tout d’abord, la Souris est un des mammifères les plus petits ; cela permet une 

manipulation facile, un faible coût de maintenance et un besoin d’espaces vitaux réduits. Ces 

attributs sont particulièrement avantageux dans l’implémentation des protocoles 

d’expérimentation du VFVR qui exigent un environnement de biosécurité de niveau 3.  

De plus, les souris ont un temps de génération relativement court pour un mammifère, 

soit environ 9 semaines de la fécondation à l’état adulte, et des portées de grande taille 

pouvant aller de 5 à 10 souriceaux (Panthier et al., 2003, Guenet and Bonhomme, 2003). Ces 

deux caractéristiques essentielles en génétique permettent l’établissement de lignées 

génétiques de référence et de souris transgéniques en des temps records. Une lignée est dite 

congénique après 10 générations de croisements en retour, soit environ 2 ans. Une lignée 

transgénique fabriquée par la technologie CRISPR/Cas9 peut être établie en 6 mois.  
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La génétique de la Souris bénéficie encore de la tolérance remarquable des souris à la 

consanguinité (Guenet and Bonhomme, 2003). Contrairement à beaucoup d’autres espèces de 

mammifères, les souris peuvent être accouplées entre frère et sœur de manière ininterrompue 

sans que cela réduise de façon rédhibitoire la fitness évolutive des populations et entraîne des 

maladies ou malformations génétiques, comme cela arrive par exemple chez l’Homme. L’état 

élevé de consanguinité de la majorité des lignées de souris de laboratoire permet un contrôle 

très fin des variables génétiques étudiées. 

D’autres caractéristiques telles que la facilité de contrôler les variations de 

l’environnement ou l’accès à des conditions d’asepsie jouent un rôle dans le choix du modèle 

murin pour l’étude des maladies infectieuses.  

* 

Bien que l’Homme et la Souris eussent divergé il y a environ 60 millions d’années 

(Panthier et al., 2003), aujourd’hui ils partagent encore 90% de régions de synténie conservée 

entre leurs génomes et 80% des gènes de la Souris possèdent un orthologue unique dans le 

génome humain (Mouse Genome Sequencing et al., 2002). Lors même que les gènes 

impliqués dans la sensibilité de l’un ne sont pas les mêmes dans l’autre espèce, les voies de 

signalisation et les mécanismes moléculaires de la réponse aux pathogènes sont souvent 

conservés chez les Mammifères (Vidal et al., 2008). C’est pourquoi les études faites chez la 

Souris apportent des informations de grande valeur pour la biologie de l’Homme.  
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« Il fut un temps (…) où les races mortelles n’existaient pas.  

Lorsque fut venu le temps de leurs naissance (…) les dieux les façonnent à l’intérieur de la 

terre, en réalisant un mélange de feu, de terre et de tout ce qui se mêle au feu et à la terre.»16 

Quelles sont les origines de la Souris ? 

Les études génétiques menées chez la Souris tirent parti d’un long répertoire de 

lignées consanguines bien caractérisées et génétiquement différentes. C’est pourquoi on ne 

pourra pas comprendre la structure génétique des populations de souris de laboratoire sans 

connaître leurs histoires évolutives et leurs relations taxonomiques. Ce chapitre ne prétend 

donner qu’une idée générale des origines et de la taxonomie de la Souris telles que nous les 

connaissons aujourd’hui. 

* 

La Souris est un mammifère de petite taille qui appartient à l’ordre des Rongeurs. La 

désignation Rodentia (litt. « ceux qui rongent ») est attribuée au naturaliste anglais Thomas 

Edward Bowdich (1821) et elle inclut les cobayes, les castors, les porcs-épics, les rats, entre 

autres (Carleton and Musser, 2005). Les rats et les souris appartiennent, respectivement, aux 

genres Rattus  et Mus de la famille des muridés. La séparation phylogénétique entre les genres 

Rattus et Mus est survenue il y a environ 10 millions d’années et les premiers fossiles 

dénotant des caractéristiques morphologiques spécifiques du genre Mus datent d’il y a 5 

millions d’années (Figure 8) (Guenet and Bonhomme, 2003, Panthier et al., 2003).  

1  Le genre Mus 

D’après les données paléontologiques, le genre Mus est apparu au milieu du Pliocène 

dans le sous-continent indien. Au fil du temps, les espèces du genre Mus se sont répandues 

sur toute la masse continentale eurasiatique en partie à la suite des changements écologiques 

introduits par les sociétés humaines. Plus récemment, en suivant les migrations des 

populations européennes, notamment les voyages maritimes au lendemain de l’âge des 

découvertes, les souris se sont étendues à tout le globe terrestre (Figure 9). 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
16!Platon,!Protagoras,!320cX320e!
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Figure 8: Arbre phylogénétique du genre Mus. 

L’émergence du genre Mus a eu lieu il y a environ 5 millions d’années et correspond 

à la séparation de différents sous-genres: Nannomys, Coelomys(et!Pyromys. Ensuite, 

il y a 3 millions d’années, le sous-genre Mus a bifurqué en deux branches: i) les trois 

espèces asiatiques, Mus$ cervicolor,"Mus$ cookii! and$Mus$ caroli;" ii)" la" branche" à!

l’origine' de' la' souris commune (Mus musculus) et de cinq autres espèces 

congénériques. Ces dernières se sont enfin séparées de l’espèce Mus muculus à deux 

moments différents: Mus famulus et Mus fragilicauda (~2 millions d’années); Mus 

spretus – souris de la Méditerranée Occidentale –, Mus spicilegus – présente en 

Europe Centrale – et Mus macedonicus – de la Méditérranée Orientale – (~1,5 

millions d’années). Le dernier nœud de la phylogénie représente l’espèce complexe 

Mus musculus. Les espèces à l’origine des lignées classiques de laboratoire sont 

colorées en rouge.  

(Guenet and Bonhomme, 2003)  



!

!

67!

Grâce au travail des évolutionnistes et aux approches de la biologie moléculaire, la 

taxonomie des différentes espèces du genre Mus (Figure 8) a été clarifiée et elle est 

désormais bien connue (Guenet and Bonhomme, 2003). Les espèces de souris se distinguent 

non seulement au niveau moléculaire, mais aussi par des différences morphologiques, de 

répartition géographique, de comportement et par un isolement reproductif. L’isolement 

reproductif n’est pas toujours vérifié et des individus d’espèces différentes, habitant les 

mêmes territoires, peuvent engendrer des hybrides viables et fertiles et établir ce que nous 

appelons des zones d’hybridation.  

Parmi les 10 espèces connues, une seule espèce du genre Mus occupe une place 

prépondérante dans la recherche, l’espèce Mus musculus. En effet, la grande majorité des 

lignées de souris utilisées aujourd’hui dans les laboratoires du monde entier appartiennent à 

cette espèce. L’espèce Mus musculus, originaire du nord de l’Inde et apparue il y a un peu 

plus d’un million d’années, a progressivement divergé à l’occasion de différentes migrations 

vers l’Occident et vers l’Orient donnant naissance à 5 sous-espèces (Figure 9) : 

i) les souris Mus musculus qui ont accompagné les migrations des populations 

humaines de l’Asie centrale vers l’Europe de l’Ouest et l’Afrique du Nord ont formé la sous-

espèce Mus musculus domesticus. Dans un second temps, les voyages maritimes des nations 

européennes les ont amenées aux Amériques, en Australie et dans le Pacifique sud. 

ii) un autre groupe de souris, qui a colonisé les vastes territoires des steppes 

eurasiatiques s’étendant de l’Europe de l’Est jusqu’à l’Extrême-Orient de la Chine et de la 

Russie, constitue la sous-espèce Mus musculus musculus. 

iii) le groupe de souris qui s’est implanté dans le Sud-Est asiatique (Sri Lanka, 

Malaisie, Viêt Nam) a donné naissance à la sous-espèce Mus musculus castaneus. 

iv) le groupe Mus musculus bactrianus est apparu en Iran, au Pakistan et en Inde. 

v) enfin, la superposition des aires de répartition de M. musculus musculus et M. 

musculus castaneus dans l’archipel japonais a favorisé l’hybridation des deux sous-espèces 

entraînant la formation d’une nouvelle sous-espèce, Mus musculus molossinus. 
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Figure 9: Distribution géographique des différentes espèces du genre Mus et des 

routes de colonisation correspondantes.  

Les voies de migration des souris à partir du sous-continent indien, où se trouve le 

berceau du genre Mus, sont indiquées. Flèche bleue: route de colonisation des 

différentes espèces; Régions roses: zones de contact secondaire et hybridation. 

(Guenet and Bonhomme, 2003)  
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« [Prométhée :] J’ai défini (…) les mœurs de chaque race (…) leurs amitiés, leurs réunions 

(…) et la couleur qu’ils doivent avoir pour plaire aux dieux »17 

Lignées classiques ou lignées sauvages ? 

1  Les lignées classiques de souris de laboratoire 

Les premiers témoignages écrits faisant référence à l’élevage de souris comme 

animaux de compagnie remontent aux civilisations de l’âge du bronze de l’Extrême-Orient. 

Cependant, c’est plusieurs millénaires plus tard, au XVIIè siècle, durant la période Edo au 

Japon, que la culture de collection de souris de coloration de pelage différentes, les « fancy 

mice », est devenue populaire. Cette pratique a enfin été introduite en Europe par l’Angleterre 

victorienne de la fin du XIXè siècle à la faveur des activités commerciales soutenues avec 

l’Extrême-Orient (Panthier et al., 2003, Royer, 2015).  

Les souris de compagnie d’origine japonaise ont alors été croisées avec des souris de 

l’Europe occidentale (Figure 10) qui appartiennent à la sous-espèce M. m. domesticus 

(Takada et al., 2013). Ce sont ces populations hybrides qui ont commencé à être utilisées en 

Europe et aux Etats-Unis pour les toutes premières expériences sur des souris, à l’aube des 

sciences biologiques. C’est ainsi qu’en 1902, un biologiste français, Lucien Cuénot, inspiré 

par la redécouverte des travaux de Mendel et les débuts de la Génétique, a démontré que les 

lois de Mendel s’appliquent aussi aux souris et par extension aux Mammifères (Cuénot, 

1902). Cette date marque le début de la génétique de la Souris. A partir de 1902, l’utilisation 

des souris comme outil d’études de génétique a connu une grande popularité.  

Dans les années 1910 dans le Massachussetts, Abbie E.C. Lathrop, une institutrice à la 

retraite, a commencé à croiser des souris de différentes provenances et à établir des lignées 

consanguines pour faire du commerce avec des institutions scientifiques. Les souris de Mme 

Lathrop ont été les progéniteurs des premières lignées consanguines de souris de laboratoire 

que nous appelons aujourd’hui les lignées classiques (Steensma et al., 2010). 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
17!Eschyle,!Prométhée!enchaîné,!485X528!
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Figure 10: Histoire des souris consanguines de laboratoire. 

Les souris classiques de laboratoire ont été dérivées des souris « fancy » 

européennes et asiatiques, entretenues par quelques éleveurs. C’est pourquoi les 

sous-espèces de l’Europe Occidentale (M. m. domesticus, violet), de l’Europe de 

l’Est et Asie Centrale (M. m. musculus, orange) et du Sud-Est Asiatique (M. m. 

castaneus, jaune) ont contribué à la structure génétique des souris consanguines de 

laboratoire. 

D’après Wade et al, 2002.   
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A partir d’une poignée de souris achetées à Mme Lathrop et tout au long des cent 

dernières années, les généticiens de la souris ont développé plusieurs centaines de lignées 

consanguines différentes.  

La lignée C57BL/6 de pelage noir (« Black 6 ») et dérivée à partir du clone 57 de 

Mme Lathrop est devenue la lignée la plus communément utilisée dans la recherche 

scientifique. C’est pourquoi, en 2009, C57BL/6 a été le deuxième mammifère et la première 

lignée de souris à avoir son génome entièrement séquencé. Depuis lors, la séquence 

génomique assemblée de C57BL/6 est considérée comme la séquence de référence pour les 

génomes de souris (Mouse Genome Sequencing et al., 2002).  

La lignée BALB/c, qui ne provient pas des élevages de Mme Lathrop, est elle aussi 

très utilisée en laboratoire et facilement reconnue grâce à son albinisme caractéristique 

(pelage blanc et yeux rouges). Le génome de la sous-lignée BALB/cJ a été entièrement 

séquencé en 2012 par le Welcome Trust Sanger Institute (Hinxton, Grande-Bretagne) (Keane 

et al., 2011, Yalcin et al., 2011). 

* 

Les détails de la sélection artificielle à laquelle les souris de laboratoire ont été 

assujetties au long de leur histoire révèlent la complexité et l’hétérogénéité de la structure 

génétique des lignées consanguines (Figure 10). En effet, les lignées classiques de laboratoire 

sont regardées comme des hybrides des trois sous-espèces M. m. domesticus, M. m.musculus 

et M. m. castaneus (Yang et al., 2007, Wade et al., 2002). 

1.1  Composition génétique des lignées classiques de laboratoire 

Conscients du mosaïcisme du génome des lignées classiques, différents groupes de 

généticiens ont voulu déterminer précisément l’origine génétique des différentes régions 

génomiques dans ces lignées à l’aide des nouvelles technologies de génotypage et de 

séquençage à haut-débit.  

Ces études ont montré que toutes les lignées classiques de laboratoire ont hérité de 

l’ADN mitochondrial de la sous-espèce M. m. domesticus et du chromosome Y de M. m. 

musculus. En revanche, l’origine des autosomes et du chromosome X est beaucoup plus 
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hétérogène parmi les lignées. Les études les plus récentes ont indiqué qu’en moyenne 90% du 

génome provient de progéniteurs M. m. domesticus, 5 à 7% de progéniteurs M. m. musculus et 

moins de 2% de M. m. castaneus (Frazer et al., 2007, Wade et al., 2002, Yang et al., 2007, 

Yang et al., 2011). 

* 

Du petit nombre de progéniteurs à l’origine des souris classiques de laboratoire résulte 

une conservation importante de leurs génomes et ainsi une diversité génétique très réduite en 

regard de celle qui existe dans l’espèce M. musculus (Guenet and Bonhomme, 2003). 

2  Les lignées sauvages 

Pendant la deuxième partie du XXè siècle, les généticiens de la souris, intrigués par 

l’histoire évolutive et la diversité de l’espèce Mus musculus, ont commencé à capturer des 

individus sauvages dans diverses régions d’Europe et d’Asie afin d’établir des colonies 

stables et consanguines au laboratoire (Guenet and Bonhomme, 2003).  

Parmi les modèles murins pour la FVR mentionnés précédemment, la souris MBT/Pas 

est la seule lignée dite sauvage puisqu’elle a été dérivée à partir de progéniteurs de l’espèce 

M. m. musculus capturés en Bulgarie en 1980.  

D’autres lignées sauvages dérivées de M. m. musculus n’ont pas encore été testées 

pour leur sensibilité à la FVR, en particulier PWK/Pas et PWK/PhJ. Un seul couple de 

progéniteurs, capturés dans les environs de Prague, est à l’origine de ces deux lignées, bien 

qu’elles aient probablement divergé depuis leur création. 

* 

L’établissement de nouvelles lignées de laboratoire dérivées de progéniteurs sauvages 

s’est traduit par la disponibilité pour les chercheurs de nouveaux polymorphismes génétiques, 

absents des populations classiques (Guenet and Bonhomme, 2003). La nouveauté génétique 

est responsable d’une variabilité phénotypique plus importante dont les chercheurs peuvent se 

servir pour identifier de nouvelles fonctions géniques. 
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« Autrefois ils voyaient sans voir, écoutaient sans entendre (…) 

ils faisaient tout sans user de leur intelligence, 

jusqu’au jour où je [Prométhée] leur montrai l’art (…) 

tous les arts des mortels viennent de Prométhée. »18
 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
18!Eschyle,!Prométhée!enchaîné,!436X484!
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S’il fallait trouver une seule conclusion pour l’ensemble des études portant sur la 

pathogenèse de la fièvre de la Vallée du Rift depuis sa découverte jusqu’à nos jours, ce serait 

indubitablement la forte influence des facteurs génétiques de l’hôte sur l’évolution et le 

dénouement de cette maladie. 

Malgré le caractère répétitif de cette observation au long des 80 dernières années, 

aucune étude n’a mis en évidence de nouveaux facteurs génétiques spécifiquement associés à 

une résistance accrue au VFVR. 

Les travaux de notre laboratoire ont pour but d’identifier de nouveaux gènes de l’hôte 

impliqués dans la réponse aux maladies infectieuses. C’est ainsi que nous nous sommes 

intéressés à l’étude de la FVR et sommes partis à la découverte de nouveaux composants de la 

réponse antivirale chez la Souris. 

Tânia Zaverucha do Valle (2010) avait décrit pour la première fois un modèle murin 

sauvage, la lignée MBT/Pas, extrêmement sensible à de faibles doses de VFVR qui ne 

provoquent qu’une mort tardive chez les souris classiques de laboratoire. Elle s’est alors 

intéressée aux variants génétiques qui confèrent aux souris MBT cette sensibilité. Afin de 

détecter des régions du génome associées aux différences de résistance entre MBT et 

BALB/c, elle a été à l’initiative, en collaboration avec Satoko Tokuda, d’une étude de 

cartographie de Quantitative Trait Locus (QTL). 

Dans la continuité des analyses menées par Tânia et Satoko, l’objectif de mon travail 

est l’identification de gènes clés, de voies de signalistion et/ou de mécanismes 

physiopathologiques essentiels pour la pathogénicité et la résistance au VFVR. 

Nous avons combiné des données de cartographie QTL, d’infection in vivo et in vitro, 

de pathophysiologie, de dissection génétique, de séquençage et de transcriptomique qui nous 

ont permis de réduire considérablement le nombre de gènes candidats dans une région 

clairement associée à une résistance à la FVR. Par ailleurs, nous avons entrepris de 

caractériser l’étiologie de la sensibilité à la FVR observée chez les souris MBT. 
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«!Voilà!pourquoi!je![Prométhée]!suis!courbé!sous!le!poids!de!ces!

!douleurs!pénibles!à!supporter,!pitoyables!à!voir.!

Pour!avoir!eu!pitié!des!mortels,!j’ai!été!jugé!indigne!de!pitié,!

et!voilà!l’impitoyable!traitement!qu’on!m’inflige,!

spectacle!déshonorant!pour!Zeus.!»19!

$

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
19 Eschyle, Prométhée enchaîné, 197-246 
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Dans la partie suivante, je décrirai en détail les résultats obtenus au long des trois 

dernières années de thèse. 

Elle est divisée en 4 chapitres qui sont précisés ci-dessous : 

Chapitre I : L’identification des Quantitative Trait Loci (QTLs) 

Le premier chapitre consiste en un article publié en Janvier 2015 sous le titre traduit en 

français : « Les bases génétiques de la sensibilité à la maladie de la fièvre de la Vallée du Rift 

chez les souris MBT/Pas ». 

L’article traite de l’identification de locus associés à la sensibilité à la FVR par une 

stratégie de cartographie de QTL sur une population F2.  

Chapitre II : La caractérisation de la pathogenèse de la FVR 

À l’instar du chapitre précédent, le deuxième chapitre est présenté sous format 

d’article sous le titre traduit en français : «  Dissection génétique de la pathogenèse de la 

fièvre de la Vallée du Rift : Rvfs2 sur le chromosome 11 affecte la tolérance à l’hépatite 

précoce ». 

L’article qui sera soumis prochainement rapporte l’évolution détaillée de la maladie 

chez les souris de la lignée consanguine parentale BALB/c et de la lignée congénique 

C.MBT-Rvfs2, qui portent un segment de chromosome 11 d’origine MBT/Pas dans un fonds 

génétique BALB/c.  

Chapitre III : La dissection génétique de l’intervalle  

Quant au troisième chapitre, il traite de l’approche génétique utilisée pour réduire la 

région critique d’origine MBT/Pas portée par les souris C.MBT-Rvfs2. Nous sommes partis 

d’une région d’environ 19 cM comprenant 458 gènes et l’avons réduite à moins de 5 cM avec 

88 gènes.  
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Chapitre IV : La recherche des gènes candidats 

Dans ce quatrième chapitre, je présente les stratégies bioinformatiques mises en place 

dans le but d’identifier les meilleurs gènes candidats à même d’expliquer la sensibilité des 

souris congéniques C.MBT-Rvfs2.  

Ce chapitre comprend une grande diversité d’analyses qui recouvrent : 

! la détection de variants de structure à partir des données de séquençage à haut-débit ; 

! la prédiction de la sévérité de SNPs faux-sens ;  

! l’identification de variants de régulation par des approches transcriptomiques,  

! le croisement des données bio-informatiques et des données fonctionnelles 

! l’établissement d’une liste de gènes candidats. 
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« [Io :] Que dis-tu ? Un fils issu de moi te délivrera de tes maux ? 

[Prométhée:] Oui, à la troisième génération après les dix premières. »20 

L’identification des Quantitative Trait 
Loci (QTL) 

La découverte de deux lignées de souris consanguines, MBT et BALB/c, qui 

présentent deux sensibilités très différentes, l’une précoce, l’autre tardive, à la fièvre de la 

Vallée du Rift (do Valle et al., 2010), a confirmé que le fonds génétique module chez la 

Souris la progression de l’infection et donc de la maladie. 

Cette observation suscite une question : « Quels sont les facteurs génétiques 

responsables d’une telle différence ? » 

L’article présenté ci-après, auquel j’ai participé activement au cours de ma première 

année de thèse, ne prétend pas à y répondre entièrement, mais vise plutôt l’identification 

d’intervalles où se situent les facteurs génétiques à effet majeur, l’analyse de leurs interactions 

(additives ou épistatiques) et la confirmation in vivo de l’effet individuel de chaque intervalle. 

1  Résultats Principaux  

1.1  Les intervalles génétiques 

Nous avons réalisé une cartographie de QTL sur une population de deuxième 

génération (F2, N=546 souris) infectée par la souche virulente du VFVR, ZH548, et issue du 

croisement de femelles BALB/c avec des mâles MBT. Les souris ont été génotypées pour 259 

marqueurs distribués sur les autosomes et le chromosome X. Nous avons identifié 2 

intervalles génétiques (QTLs) significatifs sur les chromosomes 2 et 11, et un intervalle 

suggestif sur le chromosome 5. Sous un modèle non-paramétrique, les valeurs de LOD scores 

associées sont égales à 4,58, 2,99 et 2,95, respectivement. Les locus ont été nommés Rift 

Valley fever susceptibility (Rvfs) -1, -2, -3 selon l’ordre décroissant des LOD scores. 

 

 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
20!Eschyle, Prométhée enchaîné, 764-797!



!

!

82!

1.2  L’interaction génétique 

L’analyse statistique des interactions génétiques des QTLs a identifié des effets 

additifs significatifs entre Rvfs1 (Chr2) et Rvfs2 (Chr11) et suggestifs entre Rvfs2 (Chr11) et 

Rvfs3 (Chr5). Aucune interaction épistatique n’a été détectée. Ces données ont permis de 

proposer un modèle additif de QTLs multiples et de déterminer la part de la variance 

phénotypique expliquée par les trois locus identifiés dans la population F2. Les trois QTLs 

expliquent 8,3% de la variance phénotypique, le covariant « sexe des souris » en explique 

10%.  

 

1.3  Les lignées congéniques 

Pour conclure cette étude, nous avons voulu confirmer l’effet individuel de chaque 

locus in vivo. Des lignées congéniques, dérivées de l’introgression de chaque QTL d’origine 

MBT dans un fonds génétique BALB (C.MBT-Rvfs), ont été établies et testées pour leur 

sensibilité au VFVR.  

Seule la lignée congénique porteuse de la région Rvfs2 (C.MBT-Rvfs2) a présenté une 

sensibilité précoce à la FVR dans les deux sexes. Alors que les femelles C.MBT-Rvfs1 sont 

décédées significativement plus tôt que les femelles BALB/c, aucune différence n’a été 

observée entre les mâles. Dans la lignée C.MBT-Rvfs3, les mâles sont morts significativement 

plus tôt que les mâles BALB/c, tandis que les femelles sont décédées plus tard. Nous 

concluons que Rvfs1 et Rvfs3 ont un effet qui dépend du sexe des souris infectées. 

  



ORIGINAL ARTICLE

The genetic basis for susceptibility to Rift Valley fever disease

in MBT/Pas mice
S Tokuda1,2,7, TZ Do Valle1,2,3,7, L Batista1,2,4, D Simon-Chazottes1,2, L Guillemot1,2, M Bouloy5, M Flamand6, X Montagutelli1,2 and

J-J Panthier1,2

The large variation in individual response to infection with Rift Valley fever virus (RVFV) suggests that host genetic determinants play a

role in determining virus-induced disease outcomes. These genetic factors are still unknown. The systemic inoculation of mice with

RVFV reproduces major pathological features of severe human disease, notably the hepatitis and encephalitis. A genome scan

performed on 546 (BALB/c×MBT) F2 progeny identified three quantitative trait loci (QTLs), denoted Rvfs-1 to Rvfs-3, that were

associated with disease susceptibility in MBT/Pas mice. Non-parametric interval-mapping revealed one significant and two suggestive

linkages with survival time on chromosomes 2 (Rvfs-1), 5 (Rvfs-3) and 11 (Rvfs-2) with respective logarithm of odds (LOD) scores of

4.58, 2.95 and 2.99. The two-part model, combining survival time and survival/death, identified one significant linkage to Rvfs-2 and

one suggestive linkage to Rvfs-1 with respective LOD scores of 5.12 and 4.55. Under a multiple model, with additive effects and sex as

a covariate, the three QTLs explained 8.3% of the phenotypic variance. Sex had the strongest influence on susceptibility. The

contribution of Rvfs-1, Rvfs-2 and Rvfs-3 to survival time of RVFV-infected mice was further confirmed in congenic mice.

Genes and Immunity (2015) 16, 206–212; doi:10.1038/gene.2014.79; published online 8 January 2015

INTRODUCTION

Rift Valley fever (RVF) is a serious emerging viral zoonosis that
primarily affects ruminants and humans. Recurrent outbreaks have
been documented in sub-Saharan Africa and have spread outside
continental Africa to Madagascar, and the Arabian Peninsula,
killing hundreds of thousands of animals and more than a
thousand humans.1,2 The RVF virus (RVFV), a member of the
Bunyaviridae family, genus Phlebovirus, is mainly transmitted by
mosquitos and causes necrotic hepatitis, hemorrhage and
abortions with high mortality among newborn and young
animals.3 Humans can also be infected through aerosols or by
physical contact with body fluids, and organs of infected
animals.4,5 Some reports indicated that the disease predominantly
affects male patients,6 which could result from increased
occupational and professional contacts with animals. Most
patients suffer a self-limiting, febrile illness. However, a subset of
patients develop severe forms characterized by hepatitis with fatal
hemorrhagic fever or neurological disorders. The mortality rate
has been reported to vary from 1 to 14%.7,8 Owing to the
possibility of acute disease and the ease of aerosolization of
infectious viral particles, RVFV outbreaks and research are carefully
monitored by government agencies to prevent its potential use in
bioterrorism.9

Progress in molecular biology of RVFV has been made during
the last decade.10,11 The genome of RVFV consists of a single-
stranded tripartite RNA (L, M and S segments) of negative-sense or
ambisense polarity. The L segment encodes the RNA-dependent
RNA polymerase, while the M segment encodes the
envelope glycoproteins (Gn/Gc) and the non-structural NSm

protein. The S segment encodes the N nucleocapsid and the
NSs nonstructural protein. The NSs protein is the major virulence
factor counteracting both the antiviral interferon-β response and
the double-stranded RNA-dependent protein kinase activity.12–14

Little is known about the natural host factors that influence the
progression and severity of RVF disease in humans and animals.
The large variation in individual response to the infectious agent
suggests the existence of host genetic factors influencing
susceptibility to RVF disease.1,2 At present, it is impossible to
dissect host genetic determinants of RVF severity in humans, or
livestock, as no one has access to the large number of cases
required for a genome-wide association study. Animal models of
RVF disease are needed to perform functional studies in a
controlled setting,15 and to better define genetic susceptibility
factors. The susceptibility of rats to RVFV differs among
strains.16–18 Previous experiments with the rat model indicated a
single Mendelian gene with dominant inheritance in the
resistance phenotype of Wistar-Furth/mol rats although the
underlying polymorphism has not yet been identified.19,20

Mouse models have provided key insights into the biology of
human diseases and paved the way for the development of novel
therapeutic approaches.21 We have previously shown that wild-
derived inbred MBT/Pas (MBT) mice are the most susceptible to
infection with RVFV virulent strains, whereas BALB/cByJ (BALB/c)
mice show the highest resistance among the tested strains.22

Following infection with the wild-type virus strain ZH548, MBT
mice exhibited earlier and higher viremia compared with BALB/c
mice. Interestingly, the susceptibility of MBT mice to RVF disease
seems to be selective because these mice survived an infection
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with either influenza A virus or West Nile virus in conditions where
BALB/c mice died.22

To investigate the inheritance of susceptibility to RVF disease,
we used a genome-wide quantitative trait locus (QTL) search
strategy. This method does not require prior hypotheses regarding
the pathogenesis of the disease. The analysis of survival time
identified three QTLs on chromosomes (Chr) 2, 5 and 11,
designated Rift Valley fever virus susceptible locus (Rvfs)-1, -3
and -2, respectively. Chromosomal regions spanning the QTLs
from the susceptible strain (MBT) were transferred into the
resistant recipient (BALB/c) background. Each congenic strain
(denoted C.MBT-Rvfs) carries a BALB/c genetic background with
only the chromosomal segment encompassing the corresponding
Rvfs locus from MBT. Phenotypic differences in the C.MBT-Rvfs-1, -2
and -3 congenic strains relative to BALB/c mice confirmed the
effects of the three QTLs. Our data also support the existence of
sex-specific genetic variants governing susceptibility to RVFV-
induced disease.

RESULTS

Segregation analysis of the RVFV susceptible phenotype in BALB/c
and MBT F2 cross

In a previous study, we identified the MBT inbred strain, an inbred
derivative of wild caught animals, as highly susceptible to
infections with virulent strains of RVFV. When infected intraper-
itoneally with 100 PFU of RVFV ZH548 strain, most MBT mice died
within 3 days whereas BALB/c animals survived longer.22 The
difference of susceptibility between MBT and BALB/c mice
indicates that host genetic factors control outcomes following
infection with RVFV. In our experiments, MBT and BALB/c were
considered as the susceptible and resistant strain, respectively. To
investigate the mode of inheritance of MBT susceptibility to RVFV
infection, we examined the mortality of 116 (BALB/c×MBT) F1
hybrids after RVFV infection (Figure 1a). Significant differences in
sex-specific susceptibility were seen in F1 mice, as well as in
parental BALB/c and MBT mice, the males were more susceptible
than the females (log-rank test; Po0.0001 for BALB/c and F1;
Po0.001 for MBT). The F1 population displayed similar survival
curves as the BALB/c strain (log-rank test; P= 0.1490 and 0.1381 for
female and male mice, respectively), whereas they were sig-
nificantly different from the MBT strain (log-rank test; Po0.05 for
both female and male mice). The mean time-to-death in the F1
population (6.20 ± 0.25 and 6.00 ± 0.20 days for females and
males) was significantly lower than that of BALB/c mice in both
sexes (8.17 ± 0.24 and 6.70 ± 0.21 days for females and males,
respectively; surviving animals were not included; one-way
analysis of variance with Tukey’s post hoc test).
F2 progeny were produced, infected with the RVFV and

monitored. The F2 population showed intermediate survival
curves, significantly different from both parental strains
(Figure 1a). Furthermore, the mean time to death of the F2
population showed a continuous distribution within the range of
parental phenotypes, suggesting a multigenic control (Figure 1b).
Male mice presented a shorter time to death and a higher
mortality rate than females in F2 populations (log-rank test;
Po0.0001).

Genetic dissection of the susceptible phenotype in BALB/c and
MBT F2 intercross

To identify genetic components underlying the susceptibility to
RVFV infection in the MBT mice, a whole-genome scan was
performed to evaluate 546 (BALB/c×MBT) F2 progeny. A total of
259 polymorphic markers located on all autosomal chromosomes
and on the X chromosome were assayed. Out of 546 RVFV-
infected mice, 41 individuals (7.5%) survived more than 9 days
post infection. To map the QTLs, we applied methods developed

by Broman23 which account for spikes in the phenotype
distribution. A binary analysis of survival/death with sex as a
covariate failed to reveal any significant QTLs, probably because of
the small number of surviving mice. We performed nonparametric
interval-mapping with the time to death after infection as a trait.
Surviving mice were excluded, leaving 505 non-surviving animals
for analysis. One significant QTL was detected on Chr 2 with the
peak logarithm of odds (LOD) score reaching 4.58 at genomic
position 168.2 Mb (P= 0.005). Two suggestive QTLs were also
found on Chr 5 (LOD=2.95; P= 0.160 at genomic position 61.6 Mb)
and Chr 11 (LOD=2.99; P= 0.154 at genomic position 113.9 Mb)
(Figure 2a). We also applied a two-part model, combining the
binary trait (survival/death) and the quantitative trait (survival

Figure 1. Survival time of BALB/c, MBT, F1 and F2 mice after
infection with RVFV ZH548 strain. (a) Nine- to 12-week-old BALB/c,
MBT, F1 and F2 female and male mice were infected intraperitone-
ally with 100 PFU of the RVFV ZH548. The survival of individual
female (top) and male (bottom) mice was monitored until day 10
post infection. Kaplan–Meier survival plots were recorded (log-rank
test; the number of animals per genotype is given within brackets;
*Po0.05; **Po0.01; ****Po0.0001). (b) The distribution of F2
population and parental strains after infection with RVFV ZH548.
Circles and triangles represent individual female and male mice,
respectively. Depicted are the means and s.d. of female (n= 43) and
male (n= 46) MBT mice, female (n= 211) and male (n= 360) F2 mice,
and female (n= 34) and male (n= 40) BALB/c mice. Animals that
survived more than 10 days post infection were not included.
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time).23 One significant and one suggestive QTLs were detected
on Chr 11 (LOD=5.12; P= 0.022 at genomic position 112.8 Mb)
and Chr 2 (LOD=4.55; P= 0.075 at genomic position 168.2 Mb),
respectively (Figure 2b). No significant QTLs were detected when
these QTL tests were performed on females and males separately.
Of note, the loci on Chr 2 and 11 achieved the 5% genome-wide
significance level only with the nonparametric interval-mapping
and the two-part model, respectively. No QTLs were found on X
chromosome which could have contributed to the sex difference
in susceptibility.
We then investigated the genetic interactions (additive or

epistatic) between the three QTLs, using the scantwo command of
R/qtl (Figure 3). This analysis provided evidence for significant
additive effects between Chr 2 and 11 (LOD= 6.86; P= 0.014), and
between Chr 2 and 5 (LOD=6.73; P= 0.016). A suggestive additive
effect was also detected between Chr 5 and 11 (LOD=5.85;
P= 0.089). There was no evidence for epistatic interactions. To
estimate the effect of each QTL on the phenotype, we fitted a
multiple-QTL model under the hypothesis that the three QTLs on
Chr 2, 5 and 11 contribute additively to the susceptibility to RVFV
infection (as measured as the time to death) using sex as a

covariate. As a result, we found that the QTLs collectively explain
8.3% of the phenotypic variance in the F2 population whereas sex
had the strongest effect on the phenotype, explaining 10.1% of
the variance (Table 1). The three QTLs will be referred to as Rift
Valley fever susceptible locus-1 (Rvfs1) on Chr 2, Rvfs2 on Chr 11 and
Rvfs3 on Chr 5. The confidence intervals, based on two-LOD units
drop-off from the QTL peaks, were determined by the markers
D2Mit306 and rs3664044 for Rvfs1, rs13481186 and D11Mit69 for
Rvfs2, and D5Mit125 and rs4225536 for Rvfs3 (Table 1).

Derivation and susceptibility of congenic strains

Congenic strains were generated to confirm the individual effects
of Rvfs1, Rvfs2 and Rvfs3 on the susceptibility to the RVFV infection.
The critical interval for each of the QTLs was transferred from the
MBT genome onto a BALB/c genetic background by at least
10 cycles of backcrossing using marker-assisted introgression. Two
heterozygotes were then intercrossed and two homozygous
offspring were bred to fix the MBT haplotype of Rvfs1, Rvfs2 and
Rvfs3 on the BALB/c background, resulting in the C.MBT-Rvfs1,
C.MBT-Rvfs2 and C.MBT-Rvfs3 congenic strains. To characterize

Figure 2. Genome-wide QTL scans for the outcome of RVFV infection in (BALB/c×MBT) F2 mice. A total of 546 F2 animals were genotyped
with 259 polymorphic markers, and infected with RVFV ZH548 intraperitoneally. The survival of individual mice was monitored daily for a
period of 14 days. (a) Nonparametric interval-mapping with the time to death as a trait includes the 505 mice that died. LOD score is plotted as
a function of genomic position. One significant locus on chromosome 2 and two suggestive loci on chromosomes 5 and 11 are revealed.
(b) Two-part model combining the time to death and the binary trait (survived/died) of all 546 F2 animals. The large red dotted line represents
the LOD trace for the nonparametric analysis, the small blue dashed line represents the LOD trace for the analysis of the binary trait (survive
versus death), and the continuous black line is the sum of the two separate analyses. One significant locus on chromosome 11 and one
suggestive locus on chromosome 2 are found. The horizontal lines represent the genome-wide significance thresholds after 1000
permutations (full line, P= 0.05; long dash, P= 0.1; small dash, P= 0.2).
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precisely the introgressed segments, congenic mice were
analyzed using the MegaMUGA platform that includes 77.8K
markers.24 The analysis revealed that the MBT segment on Chr 2 in
C.MBT-Rvfs1 spans from a point between 2:164 791 844 and 2:164
836 539 to the end of chromosome. Similarly, the MBT segment on
Chr 11 in C.MBT-Rvfs2 spans from a point between 11:104 823 629
and 11:104 845 860 to the end of chromosome, and on Chr 5 in
C.MBT-Rvfs3 spans from a point between 5:53 334 387 and 5:53
365 815 to a point between 5:120 706 275 and 5:120 737 326
(Figure 4). No unlinked MBT markers were found in the congenic
genomes, confirming that only the Rvfs chromosomal segments
were introgressed onto the BALB/c genetic background.
The three congenic strains were challenged with 100 PFU of

RVFV ZH548 strain. In the C.MBT-Rvfs2 and C.MBT-Rvfs3 strains, the
males were more susceptible than the females (log-rank test;
Po0.001 and Po0.0001, respectively). Difference in sex-
specificity was not significant in C.MBT-Rvfs1 mice using cohort
sizes of 16 females and 20 males. C.MBT-Rvfs1 females died

significantly earlier than BALB/c females, whereas no significant
difference was observed between C.MBT-Rvfs1 and BALB/c males
(Figure 4a). C.MBT-Rvfs2 mice of both genders died significantly
earlier than BALB/c mice (Figure 4b). Finally, C.MBT-Rvfs3 males
died significantly earlier than BALB/c males. These results
confirmed the effects of the three QTLs on the susceptible
phenotype. Unexpectedly, however, C.MBT-Rvfs3 females survived
significantly longer than BALB/c females, an unexpected result
which would require confirmation on a larger cohort (Figure 4c).
No significant differences were observed between BALB/c mice
and animals heterozygous for the haplotypes of Rvfs1, Rvfs2 or
Rvfs3. This indicates that these QTLs have recessive effects while
on the BALB/c genetic background.

DISCUSSION

Host genetic control of RVF disease in mice

Susceptibility to infectious disease is difficult to assay in humans,
and human genome-wide association study would require tens or
hundreds of thousands samples of RVFV-infected patients. Mice
provide an alternative means of studying RVF disease because
they recapitulate the acute-onset hepatitis and delayed-onset
encephalitis seen in severe human RVF.25 The current study was
designed to assess the effect of polymorphisms in the mouse
genome on survival after infection with a virulent strain of the
RVFV. As previous attempts to identify an influence of genetic
factors in classical laboratory strains have failed,20 we tested the
susceptibility of inbred strains derived from progenitors of various
Mus subspecies, and found that mice of the Mus m. musculus
derived MBT strain exhibited an extreme susceptibility to RVFV
infection.22 We show here that the susceptibility of MBT mice to
RVFV infection is a complex trait that is inherited in a multifactorial
manner with sex influencing the severity of infection. We
identified three host genome regions associated with severity of
RVF disease in inbred mice. Each of these QTLs explains between
1.78 and 3.17% of the phenotypic variance. These results are
consistent with data from a comprehensive analysis of the genetic
architecture of behavioral and physiological phenotypes in the
mouse which indicate that most QTLs explain between 1 and 5%
of the genetic variance, and only 1% of the QTLs have an effect
greater than 5%.26 QTLs with larger effect sizes on survival time
following infection were occasionally identified.27,28 Altogether,
only 8.3% of the phenotypic variance in the (BALB/c×MBT)F2
could be ascribed to genetic determinants meaning that there
must be many undetected loci. This suggests that susceptibility to
RVFV infection is controlled by many variants of modest effect.
We have previously shown that mouse embryonic fibroblasts

derived from MBT mice lacked a complete type I interferon
response, suggesting that inappropriate innate immune response
could account for the susceptibility of MBT mice.22 A search for
candidate genes using PosMed program29 with ‘innate immune
response’ as a keyword gave a list of 69, 105 and 180 genes for the
critical interval as defined by C.MBT-Rvfs1, -Rvfs2 and -Rvfs3
congenic strains, respectively. This high number of candidate
genes was expected given the large size of the critical regions,
16.9, 16.9 and 67.4 Mb, respectively. Therefore, the identification
of the genes underlying the QTLs will first require the production

Figure 3. Close-up of two-dimensional genome scan on
chromosomes 2, 5 and 11. The two-dimensional genome scan
performed for the whole-genome revealed additive effects between
loci on chromosomes 2, 5 and 11. A close-up of the two-dimensional
scan on chromosomes 2, 5 and 11 is displayed with epistatic
interaction in the lower right triangle, and additive effects in the
upper left triangle. The color scale (right) indicates the additive LOD
scores on the left and the interaction LOD scores on the right. The
additive thresholds for significance levels 20% and 5% were
calculated to be 5.25 and 6.15, respectively. The epistasis thresholds
for the identification of novel interactions for significance levels
20% and 5% were 5.61 and 6.31, respectively. There is significant
evidence in the upper left triangle for additive effects between
loci on chromosomes 2 and 11, and between chromosomes 2 and 5,
and suggestive evidence for additive effects between chromosomes
5 and 11. The results in the lower triangle indicate no
significant evidence for epistatic interaction between chromosomes
2, 5 and 11.

Table 1. Analysis in a multiple QTL model with sex as a covariate

Position (Mb) Nearest marker LOD % variance explained P-value 2-LOD support interval Locus

Sex 12.8 10.10 2.41e–14
Chr 2 168.2 rs27311433 4.2 3.17 7.32e–05 D2Mit306–rs3664044 Rvfs1
Chr 11 113.9 D11Mit214 3.8 2.88 0.00017 rs13481186–D11Mit69 Rvfs2
Chr 5 61.6 rs13478310 2.3 1.78 0.00452 D5Mit125–rs4225536 Rvfs3
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of subcongenic strains for fine mapping to reach manageable
numbers of candidate genes. Analysis of sequence variation
between MBT and BALB/c genomes will also be performed. A
drawback of using a wild-derived inbred strain is that the average
divergence of approximately one SNP per 120 bp between M. m.

musculus derived and laboratory genomes is higher than that
observed between pairs of laboratory strains (one SNP per 700
bp).30 This higher number of naturally occurring but functionally
neutral polymorphic variants will complicate the identification of
the causal mutation. Gene expression profiling in the target
tissues of RVF disease from RVFV-infected C.MBT-Rvfs congenic
and BALB/c control mice will also be of great utility. This combined
effort will help narrow Rvfs QTLs to testable lists of
candidate genes.
Although this study is the first of its kind in the mouse, detailed

analyses of RVFV-infected inbred rats also demonstrated that the

host genotype determines the outcome of RVF disease. First
evidence suggesting variation among rodent inbred lines came

from Peters and co-workers17 who showed that Wistar-Furth
inbred rats are highly susceptible to liver necrosis induced by
subcutaneous infection with RVFV, whereas Lewis (LEW) rats are
largely resistant. Resistance to hepatitis in LEW rats was shown to

be inherited as a simple Mendelian dominant trait,20 and
derivation of a congenic line confirmed that a single chromosomal
region was able to confer the resistance of LEW rats to the hepatic
disease induced by infection with RVFV in susceptible Wistar-Furth

rats.19 The locus involved has not been further defined or mapped
and thus its relationship to the QTLs defined in our study is
unknown. Altogether, experiments in rodent models of RVFV

infection support the hypothesis that the differences in pathogen-
esis between breeds of ruminants,31–33 and among human

Figure 4. Schematic representation of the MBT genomic regions fixed in the congenic strains and the congenic strain survival curves.
(a) Haplotype structure of the congenic segment of chromosome 2 in C.MBT-Rvfs1 (Rvfs1) congenic strain (left). The position of the MBT-
derived chromosome 2 (grey) is shown on the BALB/c chromosome 2 background (black). Regions of unknown genotype are represented in
white. Markers are identified along with their positions on the physical map (in bp). Kaplan–Meier survival plots of female and male Rvfs1mice
(right). The number of animals per genotype and gender is given within brackets. (b) Haplotype of the congenic segment of chromosome 11
in C.MBT-Rvfs2 (Rvfs2) (left) and Kaplan–Meier survival plots of female and male Rvfs2 mice (right). (c) Haplotype of the congenic segment of
chromosome 5 in C.MBT-Rvfs3 (Rvfs3) mice (left) and Kaplan–Meier survival plots of female and male Rvfs3 mice (right). (Log-rank test;
*Po0.05, ***Po0.001).
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patients1 are in part the result of genetic factors that influence
susceptibility to RVFV infection.

Effect of sex in susceptibility to RVF disease in mice

A variety of other factors can potentially influence the severity of
RVF disease, for example, the inoculation dose and virulence of
the virus, the sex and the immune status of the host. We observed
a significant sex effect in mice, not only in the BALB/c and MBT
parental strains, but also in the F1 and F2 populations, with
enhanced susceptibility in males compared with females. In fact,
sex was the main factor explaining variance in the F2, higher than
all three QTLs together (Table 1). RVFV infection in mice
demonstrated tropism for a variety of organs, including the
ovaries.25 Consistent with this, the ovaries and uterus in females,
the seminal vesicles, preputial glands, epididymis and testis in
males were identified as a site of viral replication in mice infected
with a recombinant RVFV expressing the Renilla reniformis
luciferase.34 In rats, males were reported to be somewhat more
susceptible than females, and castrated males were more resistant
than intact rats.20 This suggests the implication of sex hormones
on the regulation of genes that underlie resistance to RVF disease
in rodents. This is in line with our finding that two of the three Rvfs
QTLs have stronger effect in one of the sexes, in females for Rvfs1,
and in males for Rvfs3.
In humans, reduced susceptibility to viral infections among

females have been reported, presumably because females mount
higher immune responses than males.35 However, lower female
mortality due to infectious diseases is not universal, and a reverse
pattern of excess female mortality has been observed for measles
and influenza.36,37 With regard to RVF disease, epidemiological
studies in Saudi Arabia, Kenya, South Africa, Sudan and Gabon
indicate that men are more frequently infected by RVFV than
women.6,8,38–42 Direct contact with animal tissues, blood or other
body fluids was reported to be the most common risk factor and
route of transmission of RVFV to humans in South Africa and
Kenya.38,39 Therefore, enhanced male morbidity in these regions
of Africa may be explained by the occupation of herding, which
implies slaughtering and milking, predominantly performed by
men.43 Infected men were also reported to be at higher risk than
women to develop severe RVF disease and eventually die.38,43

Again, this may be the result of more frequent exposures to
infected animals and their body fluids which provide opportu-
nities for infection with large inocula of RVFV compared with the
low number of infectious viral particles transmitted by bites from
infected mosquitoes.44 It is, however, not excluded that the higher
fatality ratio measured in male human patients has also a
biological basis as seen in rodents. Further clinical and epidemio-
logical investigations in humans and genetic studies in rodents are
needed to understand these sex and/or gender differences.

MATERIALS AND METHODS

Mice and crosses

BALB/cByJ (BALB/c) mice were purchased from Charles River Laboratories.
The MBT/Pas (MBT) strain, derived from M. m. musculus progenitors
trapped in Bulgaria in 1980,45 is maintained at the Institut Pasteur. Female
BALB/c mice were mated with male MBT mice to produce F1 hybrids.
(BALB/c×MBT) F1 mice were intercrossed to produce F2 progeny (n=546)
for the genome scan. To develop congenic strains, female BALB/c mice
were crossed with MBT male mice. F1 females were backcrossed to BALB/c
males and the BC1 progeny were genotyped for several polymorphic
microsatellite markers within the QTL regions on Chr 2, 5 or 11. Males that
carried heterozygous alleles for one of the QTLs but not for the other two
QTLs were selected as breeders for the next generation. By the fifth
generation, all breeders were heterozygous for the MBT alleles in the
targeted region but homozygous for the BALB/c alleles in the other two
QTL chromosomal segments. After reaching the tenth generation, mice
were intercrossed to obtain homozygous animals. All F2 and congenic

mice carried mitochondria and Y chromosome from BALB/c and MBT
inbred strain, respectively. Experiments on live mice were conducted
according to the French and European regulations on care and protection
of laboratory animals (EC Directive 86/609, French Law 2001-486 issued on
June 6, 2001) and the National Institutes of Health Animal Welfare
(Insurance #A5476-01 issued on July 2, 2007). Experimental protocols were
approved by the Animal Ethics Committee #1 of the Comité Régional
d’Ethique pour l’Expérimentation Animale (CREEA), Ile de France (N°2012-
0025), and carried out in compliance with Institut Pasteur Biosafety
Committee.

Virus production and mouse infection

The RVFV strain ZH548, isolated from a male patient with the acute febrile
illness at Zagazig fever hospital, Egypt (obtained from Centre National de
Référence des Fièvres Hémorragiques Virales, Institut Pasteur, Lyon,
France),46,47 was used for all infection studies. Virus was titrated by plaque
assay on monolayers of Vero E6 cells.48 Mice were bred under specific
pathogen-free conditions and were transferred 1 week before infection
into a BSL-3 isolator to allow acclimatization. Groups of 9–13-week-old
animals were infected intraperitoneally with 100 PFU of RVFV strain ZH548.
Morbidity, mortality and clinical disease scores were monitored daily for
14 days following infection. Animals that survived were killed on the last
day of the monitoring period. Survival curves of congenic animals
represent the pooled data from 4–12 experiments.

Genotyping and QTL mapping

Tail biopsies were collected at weaning from F2 progeny and high-quality
DNA was prepared by standard phenol-chloroform extraction. Genotyping
of F2 mice was performed using the GoldenGate platform (Illumina, Inc.,
San Diego, CA, USA). A total of 484 SNPs were genotyped. Out of them, 244
markers were polymorphic and gave reliable genotypes, covering the
entire mouse genome. After the first analysis, 15 polymorphic micro-
satellite markers in the QTL regions were added to better define those
regions. An interval mapping for the survival phenotype was performed
with the R/qtl software (version 2.15.1) for mapping QTLs under a non-
parametric model (death/survival) or under the two-part model (death/
survival and survival time).23,27,49 Genome-wide thresholds for significance
were determined by a 1000-permutation test. QTL were considered to be
significant when the LOD scores exceeded the 5% genome-wide threshold
and suggestive when the LOD scores exceeded the 20% genome-wide
threshold. All significant and suggestive QTLs were assessed in a multiple-
QTL model with sex as a covariate (formula = y ~ sex+Q1+Q2+Q3), using
makeqtl and fitqtl functions in R/qtl, and the percentage of phenotypic
variance was estimated. The 2-LOD units drop-off was used to estimate the
95% confidence interval of each QTL. Tail DNAs of congenic strains were
collected and analyzed with the MegaMUGA genotyping microarray
(Neogen/Geneseek, Lincoln, NE, USA), a new 78 000-probe array based on
the Illumina Infinium platform.24 Markers on the MegaMUGA are
distributed genome-wide with an average spacing of 33 kb.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 5.0 software
(GraphPad, San Diego, CA, USA). Survival curves were compared by log-
rank test.
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« [Hermès :] Mais alors le chien ailé de Zeus, l’aigle sanglant, déchirera voracement de 

vastes lambeaux de ton corps [de Prométhée], convive qui, sans être invité, viendra se 

repaître tout le long du jour du noir régal de ton foie »
21

 

La caractérisation de la pathogenèse de 
la FVR 

Puisque l’intervalle Rvfs2 induit une sensibilité précoce chez les souris, rappelant le 

phénotype de la lignée parentale MBT, et comprend le plus petit nombre de gènes (environ 

600 gènes), nous avons décidé d’étudier d’abord les facteurs génétiques de sensibilité qui y 

sont présents. 

Les gènes localisés dans une région critique et impliqués dans la réponse d’un 

organisme à une infection ne sont pas faciles à identifier même lorsque qu’ils sont en petit 

nombre. Le VFVR infecte de nombreux types cellulaires chez les Mammifères, les protéines 

virales interagissent avec plusieurs voies de signalisation, et mettent en jeu de nombreux 

mécanismes de défense à l’intérieur de la cellule et dans tout l’organisme. Pour cette raison, le 

gène recherché peut avoir des fonctions très diverses. 

C’est ainsi que nous sommes parvenus à étudier la progression de la pathogenèse de la 

maladie précoce chez les souris congéniques C.MBT-Rvfs2 et à la comparer à celle des souris 

BALB/c. L’article présenté ci-après décrit ce travail. 

1  Résultats Principaux 

1.1  L’état général de santé 

Nous avons commencé par une évaluation des paramètres indicateurs de l’état général 

de santé des souris. Le poids et la température sont des paramètres utilisés d’ordinaire pour 

l’étude des infections. À ceux-ci, nous avons ajouté le niveau de transaminases dans le sérum 

– ALT et AST – qui indique l’état lésionnel du foie, l’organe le plus atteint lors de la phase 

précoce de la maladie chez les Mammifères. Malgré les signes de souffrance hépatique à 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
21!Eschyle, Prométhée enchaîné, 1009-1062!
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partir du 3ème  jour après l’infection, aucune différence n’a été observée entre les souris 

congéniques et BALB/c pour les trois paramètres. 

1.2  La charge virale 

Ensuite, nous avons étudié la cinétique de l’infection par la quantification de la charge 

virale dans le sang et dans le foie. Alors que les niveaux d’ARN viraux dans le sang ont 

augmenté de façon exponentielle entre le 2ème et le 4ème jour après l’infection et que la charge 

virale dans le foie au 3ème jour était très élevée, les mêmes ordres de magnitude ont été 

observés chez les souris C.MBT-Rvfs2 et BALB/c.  

Collectivement, les résultats indiquent une dissémination virale et une progression 

initiale de la maladie similaires dans les deux lignées. 

1.3  L’étude anatomo-pathologique 

Pour tester si la différence de sensibilité entre les deux lignées peut être expliquée par 

l’Histologie, nous avons réalisé une analyse anatomo-pathologique du foie au 3ème jour après 

l’infection. Trois profils lésionnels ont été observés dans les deux génotypes, C.MBT-Rvfs2 et 

BALB/c. Les profils sont variables entre une infection modérée accompagnée de plusieurs 

foyers d’inflammation, et une hépatite nécrosante massive sans évidence d’inflammation. Les 

profils sont également distribués entre les deux génotypes.  

Par ces observations, nous avons montré que la maladie provoquée par la FVR est une 

maladie complexe, présentant différents degrés de sévérité sur une population de souris 

génétiquement identiques.  

Puisque la maladie précoce semble identique au niveau histologique, nous avons 

analysé le tissu hépatique et le cerveau des deux groupes génotypiques à un stade terminal. 

Alors que les souris C.MBT-Rvfs2 présentaient toutes des hépatites très sévères qui ont 

probablement conduit à la mort des souris, les souris BALB/c ne présentaient plus de trace de 

l’infection, et le tissu hépatique était normal. En revanche, les souris BALB/c présentaient une 

infection sévère de différentes structures du système nerveux central.  
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Enfin, nous nous sommes demandé si la régénération hépatique observée chez les 

souris BALB/c était issue d’une prolifération importante des cellules hépatiques qui auraient 

remplacé le tissu nécrosé. Le marquage du parenchyme hépatique des souris BALB/c par 

l’antigène spécifique de la mitose Ki67 a mis en évidence une prolifération importante des 

hépatocytes dans le foie des souris au 4ème jour après l’infection.  
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Abstract 

The systemic inoculation of mice with Rift Valley fever virus (RVFV) reproduces major 

pathological features of severe human disease, notably the rapid onset hepatitis and delayed 

onset encephalitis. Our genetic studies on the MBT inbred mouse strain have identified a 

genetic interval on chromosome 11 (Rvfs-2) linked to susceptibility to infection with RVFV. 

This study investigates the mechanisms by which Rvfs-2 confers increased susceptibility to 

BALB/c mice that are congenic for Rvfs-2 (C.MBT-Rvfs2) after infection with the virulent 

strain ZH548. On the BALB/c genetic background, Rvfs-2 by itself is sufficient to reduce the 

survival time of RVFV-infected mice of both sexes. Detailed studies showed that Rvfs-2 has 

no effect on clinical parameters and RNA viral loads in the peripheral blood and liver. In 

addition, C.MBT-Rvfs2 and BALB/c mice exhibit similar liver damage between days 3 and 5 

post infection. However, C.MBT-Rvfs2 mice die at that point with hepatitis, whereas BALB/c 

mice recover from this condition. This indicates that Rvfs2 impacts the host tolerance to the 

acute early-onset hepatitis. Moreover, an increased hepatocyte proliferation in BALB/c livers 

accounts for their full recovery from hepatitis and the tolerance phenotype. We propose that 

Rvfs2 affects the regenerative capacity of the liver tissue in response to RVFV infection. 

 



!

!

97!

Introduction 

Rift Valley fever (RVF) is a mosquito-borne viral disease with severe impact on human and 

animal health. In humans, infection may lead to a great variety of clinical manifestations that 

range from a febrile influenza-like illness to retinitis, hepatitis with fatal hemorrhagic fever 

and encephalitis [1,2]. In livestock species, a wide variation in susceptibility to RVF disease 

is observed in different ruminant breeds, ranging from unapparent or moderate febrile 

reactions to high fevers, severe prostration, and death in the most susceptible animals [3-5]. It 

therefore seemed that RVF is a complex disease in which the host/virus interaction is heavily 

influenced by host genetic factors. Rodent models have helped to establish genetic host 

factors as a key element in RVF disease severity. Infection of laboratory rodents mimics 

several features of RVFV-induced pathology in humans, including hepatic necrosis and 

meningoencephalitis [6,7]. The first rat model consisted of the Wistar-Furth (WF) inbred 

strain which is highly susceptible to the hepatitis induced by subcutaneous inoculation with 

ZH501 Egyptian strain of RVFV, while the Lewis (LEW) strain is largely resistant [8]. 

Segregation analysis of the RVFV susceptible phenotype in LEW and WF backcrosses 

suggested a simple Mendelian dominant control [9]. A locus able to confer resistance to the 

fatal hepatitis had been transferred by repeated backcrosses from the resistant LEW to the WF 

susceptible genetic background, indicating that a single locus is indeed able to contribute in a 

significant manner to resistance to the fatal liver disease [10]. More recently, the effect of 

inhalation exposure to RVFV was evaluated in rat inbred strains. After respiratory infection 

with RVFV, WF rats rapidly developed fatal hepatitis whereas LEW developed encephalitis 

at later times [11], thus confirming the exquisite susceptibility of the WF strain to RVFV-

induced hepatitis. Mouse inbred strains also exhibit differences to infection with RVFV. 

Subcutaneous infection of BALB/c mice with 103 PFU of RVFV strain ZH501 led to an 

overwhelming infection of the liver responsible for the death of most animals between days 3 

and 6 post infection, while the remaining mice developed encephalitis and died around day 8 

post infection [7]. C57BL/6 mice appear more susceptible than BALB/c mice in these 

experimental conditions. They all succumbed to acute hepatitis within 4 days [12]. We have 

tested the susceptibility of strains derived from various Mus subspecies trapped in the wild. 

This collection of wild-derived inbred strains encompasses genetic variation accumulated 

over the past million years, offering a greater genetic variation than that found in classical 

laboratory strains [13]. The most severely affected strain within this collection, MBT/Pas 

(MBT), developed very early onset RVF disease in both sexes. After intraperitoneal infection 
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with 102 PFU virulent RVFV strain, either Egyptian ZH548 or Kenya 98, MBT mice died 

sooner than BALB/c or C57BL/6 mice treated in parallel [14]. MBT mice also exhibited 

earlier and greater viremia than BALB/c mice. Following infection with RVFV, the 

production of infectious particles was also higher in MBT mouse embryonic fibroblasts 

(MEFs) than in BALB/c MEFs. Furthermore, RVFV-infected MBT MEFs exhibited a 

noticeably lower IFN-dependent response compared with BALB/c MEFs, suggesting that 

MBT mice have a defect in their IFN response to RVFV infection [14]. To determine the 

number and location of genes contributing to RVF susceptibility in MBT mice, we have 

performed segregation studies which have shown that RVF susceptibility is inherited in a 

complex polygenic fashion in mice. Three genomic intervals on chromosomes (Chr) 2, 5 and 

11 that contain RVF-susceptibility loci were identified via analysis of a F2 cross with 

BALB/c. Each of these MBT-derived intervals, designated Rvfs-1, Rvfs-2 and Rvfs-3, 

conferred reduced survival time when transferred onto the resistant BALB/c genetic 

background [15]. The genes and pathogenic mechanisms that trigger the susceptibility of 

MBT mice to RVF disease remain unknown. To elucidate the mechanisms by which Rvfs-2 

confers susceptibility to RVF disease in mice of both sexes and to prioritize candidate genes 

within the interval, we investigated the in vivo phenotype of C.MBT-Rvfs2 mice, which are 

BALB/c mice rendered congenic for the MBT derived Rvfs-2 interval, after the infection with 

RVFV ZH548. The quantitative clinical traits, biochemical parameters, virological variables, 

and histopathological analyses of the RVF disease showed that mice from both BALB/c and 

C.MBT-Rvfs2 inbred strains exhibited hepatitis, the first clinical signs of which were detected 

at day 3 post infection in both strains. However, whereas C.MBT-Rvfs2 mice died the next 

day from acute hepatitis, BALB/c mice recovered from the hepatitis, and died 4 days later 

from encephalitis. We believe that the primer role of Rvfs-2 is to delay the regeneration of 

liver in RVFV-infected congenic mice. Since Rvfs-2 had no impact on the reduction of 

pathogen burden, we propose that the failure of C.MBT-Rvfs2 mice is due to impaired 

tolerance to the acute hepatitis associated with an RVFV infection.  
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Methods 

Ethics statement 

Experiments on live mice were conducted according to the French and European regulations 

on care and protection of laboratory animals (EC Directive 86/609, French Law 2001-486 

issued on June 6, 2001) and the National Institutes of Health Animal Welfare (Insurance 

#A5476-01 issued on July 2, 2007). Experimental protocols were approved by the Animal 

Ethics Committee #1 of the Comité Régional d’Ethique pour l’Expérimentation Animale 

(CREEA), Ile de France (N°2012-0025), and carried out in compliance with Institut Pasteur 

Biosafety Committee. 

Mice 

BALB/cByJ (BALB/c) and C.MBT-Rvfs2 mice are maintained at the Institut Pasteur.  

Virus production and mouse infection  

The RVFV strain ZH548, isolated from a male patient with the acute febrile illness at Zagazig 

fever hospital, Egypt [16,17] (obtained from Centre National de Référence des Fièvres 

Hémorragiques Virales, Institut Pasteur, Lyon, France), was used for all infection studies. 

Virus was titrated by plaque assay on monolayers of Vero E6 cells [18]. Mice were bred 

under specific pathogen free conditions and were transferred one week before infection into a 

BSL-3 isolator to allow acclimatization. Groups of 9- to 13-week-old animals were infected 

intraperitoneally with 100 PFU of RVFV strain ZH548. Morbidity, mortality and clinical 

disease scores were monitored daily for 14 days following infection. Animals that survived 

were euthanized on the last day of the monitoring period. 

Clinical evaluation 

IPTT-300 programmable temperature transponders (PLEXX) were implanted subcutaneously 

a week prior to challenge in BALB/c (N=9) and C.MBT-Rvfs2 (N=9) male mice to measure 

daily body temperature. Body weight of ZH548-infected BALB/c (N=26) and C.MBT-Rvfs2 

(N=12) mice was measured daily throughout the course of the experiment, and the daily 

weight loss calculated. Clinical chemistry analysis was performed using IDEXX diagnostic 

panels analyzed on a VetTest chemistry analyzer (IDEXX laboratories) on ZH548-infected 

BALB/c (N=30) and C.MBT-Rvfs2 (N=22) male mice.  
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Viral RNA load in Blood and Liver 

BALB/c (N=49) and C.MBT-Rvfs2 (N=30) male mice were infected with the RVFV ZH548 

strain. Five microliters of blood were harvested from the tail and collected daily until mice 

became moribund and were euthanized. Caudate lobes of liver were collected on day 3 post 

infection from euthanized BALB/c (N=9) and C.MBT-Rvfs2 (N=8) mice. Blood and liver 

samples were stored in Trizol LS reagent (Invitrogen) at -80°C until they were used for the 

RNA extraction. RVFV RNA was quantitated by real-time fluorigenic reverse transcription 

(RT)-PCR using the following primers and probe to the N gene of RVFV: forward primer 

5’-CTTGGCATCCTTCTCCCAG-3’, reverse primer 5’-CAAGCAGTGGACCGCAAT-3’, 

and probe 5’-TTGAACAGTGGGTCCGAGAGTTTG-3) labeled at the 5’ and 3’ end with the 

reporter dye FAM and the quencher TAM, respectively. To normalize RNA samples, a 

calibration curve was generated by plotting the Ct values against the logarithm of the copy 

numbers of serial ten fold dilutions ranging from 106 to 102 copies of RVFV ZH548 RNA 

(expressed in PFU).  

Histopathology  

Groups of RVFV-infected BALB/c and C.MBT-Rvfs2 male mice were monitored for the 

development of RVF disease. Mice were euthanized at three different times along the 14-day 

period of observation. Randomly selected RVFV-infected BALB/c (N=10) and C.MBT-Rvfs2 

(N=8) mice were euthanized at an early stage (day 3 post infection). Infected BALB/c mice 

(N=4) and C.MBT-Rvfs2 mice (N=5) were euthanized upon the development of severe signs 

of clinical illness and moribundity, on days 7-9 post infection and on days 3-4.5 post 

infection, respectively. BALB/c mice (N=5) that survived until day 14 post infection of the 

monitoring period were also euthanized. The liver and brain were removed and immediately 

fixed for one week in 10% neutral-buffered formalin. Samples from each organ were 

embedded in paraffin; 4 mm-thick sections were cut and stained with hematoxylin and eosin 

(HE). We also carried out an immunohistochemical detection of the RVFV using mouse 

antibodies against the N nucleocapsid protein of RVFV (dilution 1:100), and of Ki67 antigen, 

using a rabbit monoclonal antibody (Ref: AB16667, dilution 1:50; ABCAM). Visualization 

was performed with the Histofine Simple Stain MAX-PO kit (Histofine Biosciences Inc.). 

Sections were analyzed in a blind study on coded slides.  

Statistical analysis  

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad). Survival 

curves were compared by log-rank test.  
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Results 

BALB/c and C.MBT-Rvfs2 mice suffer from liver disease at the early stage of infection 

Challenge of C.MBT-Rvfs2 congenic mice with 100 PFU of the ZH548 RVFV strain showed 

that Rvfs2 has strong effect on susceptibility. More than 50% of C.MBT-Rvfs2 mice died 

within 4 days after infection with RVFV, whereas half of their BALB/c counterparts survived 

longer than 9 days (log-rank test, P<0.0001) (Figure 1). To explore the causes of this 

increased susceptibility, clinical signs of disease in RVFV-infected BALB/c and C.MBT-

Rvfs2 mice were monitored daily. Most RVFV-infected BALB/c mice exhibited the first 

symptoms of disease from day 6 post infection, with different degrees of disorders ranging 

from ascending paralysis, ataxia, head-tilt and circling behavior. In contrast, C.MBT-Rvfs2 

mice developed as early as days 3 and 4 post infection, signs of an acute disease with ruffled 

fur, hunched appearance and lethargy. These clinical observations suggested different 

manifestations of the disease in both inbred strains. To further characterize differences in 

disease progression between C.MBT-Rvfs2 and BALB/c mice, quantitative clinical traits and 

biochemical parameters associated with the health status were recorded. Both body weight 

and body temperature were measured daily in RVFV-infected mice from both strains. 

BALB/c mice lost weight on days 3 and 4 post infection, and also later from day 7 to day 10 

post infection. Between these two intervals their body weight remained unchanged. 

C.MBT-Rvfs2 mice lost weight rapidly from day 3 post infection until time of death (Fig. 

2A). No differences were found in the weight loss at days 3 and 4 between the two strains 

(two-way ANOVA, P=0.54). Temperature measurements indicated that neither BALB/c nor 

C.MBT-Rvfs2 mice became febrile during the course of infection. A significant drop in body 

temperature was observed one day before death in both inbred strains (Fig. 2B). Overall, no 

differences were found in body temperature between BALB/c and congenic mice (two-way 

ANOVA, P=0.69). As RVFV is known to be a hepatotropic virus [19], blood levels of liver 

enzymes were measured during the disease course in uninfected and infected BALB/c and 

C.MBT-Rvfs2 mice. Alanine aminotransferase (ALT) and aspartate transaminase (AST) 

peaked on day 4 post infection for both infected BALB/c and C.MBT-Rvfs2 mice (Fig. 2C 

and D), indicating extensive liver damage. After day 5 post infection, the serum level of liver 

enzymes decreased over time in infected BALB/c mice. Normal transaminase level was 

retrieved in the serum of BALB/c mice on day 8 post infection, suggesting a full recovery 

from liver disease. Altogether the onset and initial development of the RVF disease were 

comparable in both inbred strains.  
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RNA viral load increases similarly in both groups after infection 

In order to assess differences in the viral spread and production between BALB/c and 

C.MBT-Rvfs2 mice, blood samples were collected daily from the tail of infected mice and the 

viral RNA quantified. Viral RNAs were first detected on day 2 post infection in 18% of 

BALB/c mice. On days 3 and 4 post infection, viral RNAs were detected in 92% and 97% of 

BALB/c mice, respectively. The same results were observed in C.MBT-Rvfs2 mice, 

suggesting that the viral spread was equivalent in both strains. The viral RNA load in BALB/c 

mice increased exponentially after the first detection and individual viral loads peaked at day 

4 post infection (Fig. 3A). C.MBT-Rvfs2 mice displayed a similar increase and no significant 

differences were observed between the two curves (two-way ANOVA, P=0.17). These results 

indicated that susceptibility difference is not related to higher viral production in 

C.MBT-Rvfs2 compared to BALB/c mice. The viral RNA load in BALB/c blood started 

decreasing gradually from day 5 post infection, and viral clearance was observed in the blood 

of 67% of BALB/c mice that survived the 14-day period (not depicted). We further measured 

the viral RNA load in the liver of BALB/c and C.MBT-Rvfs2 on day 3 post infection (Fig. 

3B). No differences were found in viral RNA load in the liver of both strains (Mann-Whitney 

test, P=0.94). 

Altogether these results indicate that C.MBT-Rvfs2 mice, just as BALB/c mice, are unable to 

stop the spread and the production of the virus systematically and specifically in the liver at 

an early stage after infection.  

BALB/c and C.MBT-Rvfs2 mice exhibit similar liver damage at days 3 and 4 post 

infection 

We studied in further detail the tissue damage caused by RVFV in the liver of infected 

BALB/c and C.MBT-Rvfs2 mice. Randomly selected RVFV-infected BALB/c (N=10) and 

C.MBT-Rvfs2 (N=8) mice were euthanized on day 3 post infection. Histopathological 

analysis of the liver revealed three different lesion profiles with increased severity and 

unrelated to mouse genotype (Fig. 4). Five BALB/c and five C.MBT-Rvfs2 mice exhibited 

mild, multifocal, well demarcated lesions (Profile 1), characterized by hepatocyte 

necrosis/apoptosis associated with small infiltrates of inflammatory cells containing 

fragmented neutrophils. Immunohistochemical analysis directed against the viral N protein 

revealed small multifocal foci (less than 100 mm in diameter) of infected hepatocytes. Three 

BALB/c and two C.MBT-Rvfs2 mice presented Profile 2. This profile was also characterized 

by multifocal lesions with hepatocyte necrosis/apoptosis. However, lesions were more severe, 
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extensive and diffuse. A stronger signal was detected in IHC, with slightly larger foci of 

infected hepatocytes. A third profile was observed in two BALB/c and one C.MBT-Rvfs2 

mice. Liver sections labeled as Profile 3 displayed severe and diffuse lesions, characterized by 

acute and massive apoptosis/necrosis of hepatocytes, presence of numerous viral inclusion 

bodies in the nuclei of surviving hepatocytes, absence of inflammation and a diffuse positive 

immunolabeling of hepatocytes for the viral N protein. Collectively, these results indicate that 

BALB/c and C.MBT-Rvfs2 mice experienced similar liver conditions on day 3 post infection. 

In both strains, the hepatitis appeared to progress from mild lesions to severe and extensive 

destruction of the liver parenchyma.  

In order to provide further evidence of the progression, we examined the liver of moribund 

C.MBT-Rvfs2 mice. Five congenic mice that exhibited clinical signs of severe disease were 

euthanized on days 3 (N=1), 4 (N=2) and 4.5 (N=2) post infection, respectively. All five 

livers displayed severe lesions with massive acute apoptosis/necrosis and no inflammation, 

similar to those described in Profile 3 (not depicted), supporting the hypothesis that, in 

C.MBT-Rvfs2 mice, the hepatitis progressed from mild inflammation to non-inflammatory 

hepatitis with extensive tissue damage. The lesions observed in the liver of moribund C.MBT-

Rvfs2 were sufficient to alter liver function, leading to rapid death of infected animals.  

Infected BALB/c mice survive the early onset hepatitis and succumb later to encephalitis  

The liver enzymes and histopathological examination indicated that both inbred strains 

developed acute hepatitis readily detected on days 3 and 4 post infection. Later, the level of 

liver enzymes decreased in BALB/c mice to normal levels at day 8 post infection, suggesting 

liver regeneration between days 5 and 8 post infection. To evaluate the extent of liver 

recovery, moribund BALB/c mice (N=4) were euthanized between day 6 and 9 post-infection, 

and their livers examined for histopathological changes (Fig. 5 and 6). On day 6 post 

infection, only minimal lesions and signs of infection (anti-N IHC) were detected, but an 

increased number of mitosis, associated with a strong and diffuse expression of Ki67 

confirmed diffuse proliferation of hepatocytes. Hepatocyte proliferation is very likely 

responsible for the liver regeneration (Fig. 5). By day 9, minimal to mild, subacute to chronic 

inflammatory lesions were observed, consisting of small infiltrates of lymphocytes, plasma 

cells and macrophages, randomly distributed in the liver parenchyma or centered on portal 

tracts. Very few hepatocytes were labeled positively for the viral N protein, confirming an 

efficient viral clearance in hepatic tissue (Fig. 6 A-C). Since BALB/c mice exhibited clinical 

neurological signs, we investigated their brain for infection-related lesions. Histopathological 
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lesions were evident in the brain of moribund BALB/c mice. The virus targeted different 

brain anatomic structures in each individual mouse, and no pathognomonic lesion profile 

could be defined (Fig. 6 D-I). We detected (i) subacute leptomeningitis with multifocal 

infiltration of leptomeninges by lymphocytes, plasma cells, and neutrophils, and (ii) 

necrotic/apoptotic foci in different locations of the cerebral grey matter, e.g. the outer granular 

layer or different brain nuclei. In these foci, shrinkage of neurons, activation of microglial 

cells, infiltration of neutrophils and strong immunolabeling of neurons were observed. These 

lesions were very likely the cause of lethality in BALB/c mice. 

 

Discussion 

There is considerable variability in the ability of patients and livestock to survive RVF 

disease. Naturally, a number of factors may contribute to either life or death, a complex 

phenotype that involves multiple systems, organs, tissues, cellular pathways, and genes. The 

inoculation route and dose, the age, and the sex of the host have been shown to be important 

parameters of RVF disease severity in laboratory rodents [9-11,14,20]. Experiments in 

rodents have further demonstrated that survival time and survival rate following RVFV 

infection has a host genetic component [8,14]. We have previously shown that susceptibility 

to RVF in inbred MBT mouse strain is inherited in a complex fashion, with sex influencing 

the severity of the disease. Three RVF susceptibility loci (Rvfs) with moderate effect on the 

survival time, accounting each for 1.7 to 3.1 % of the total variance of an individual’s 

phenotype, were identified. Such effects may seem too small to be tractable. However the 

introgression by repeated backcrosses of each of these chromosomal regions within the 

resistant genetic background (BALB/c) led to congenic mice exhibiting significant reduction 

in survival time compared to the control series [15]. These genetic analyses have not provided 

definitive information on the role of Rvfs loci in the etiology of RVF. We chose to focus our 

efforts first on Rvfs2 because of its effect in both females and males. Although C.MBT-Rvfs2 

mice were more susceptible to RVF than BALB/c mice, they were less susceptible than MBT 

mice; with a few exceptions all MBT males died within 4 days post infection, whereas ≈40% 

of C.MBT-Rvfs2 males survived for a longer period. These findings provide evidence that 

Rvfs2 contributes, but only in part, to the susceptibility of MBT mice. On the same vein, our 

data show that the virus spread and production were similar in C.MBT-Rvfs2 and BALB/c 

mice. In particular, C.MBT-Rvfs2 mice did not develop earlier and higher viral RNA loads in 

blood than BALB/c mice. This is in contrast with MBT mice whose blood contained higher 
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levels of RVFV by day 1 post infection. These data suggest that Rvfs2 does not contribute a 

phenotype that limits virus replication and production. In our mouse model, the animals were 

infected intraperitoneally with 102 PFU of the Egyptian ZH548 RVFV strain [1,17]. These 

infection procedures were chosen initially to maximize the difference between the mean 

survival time of the susceptible (MBT) and resistant (BALB/c) strains [14]. In these 

conditions, all MBT males died with the clinical signs of hepatitis, and none of these mice 

exhibited signs of encephalitis, such a paralysis, ataxia, or head-tilting behavior. The 

pathogenesis induced by subcutaneous challenge of BALB/c females with 103 PFU ZH501 

RVFV was more recently characterized in detail [7,21]. Both ZH548 and ZH501 RVFV 

strains have been isolated at the Zagazig fever hospital during the 1977 Egyptian outbreak, 

and they exhibit differences at the nucleotide level of only 0.33% [17,22,23]. The 

manifestations of the disease were more severe with higher inoculation dose than in our 

standard conditions, in lines with the pioneering experiments by Cedric Mims [20]. Indeed, 

≈80% of BALB/c females infected with 103 PFU of RVFV succumbed between days 3 and 6 

post infection with severe hepatitis while the remaining mice died later with encephalitis [7]. 

Despite the differences in inoculation dose and route, and viral strains, our findings are 

consistent with the biphasic RVF disease in BALB/c mice characterized by Smith and 

colleagues that consists of an acute hepatitis followed by a panencephalitis [7]. Following that 

reasoning, C.MBT-Rvfs2 mice appear as highly susceptible to the early-onset hepatitis, while 

BALB/c mice die later with encephalitis. Altogether, these findings establish the feasibility of 

detecting important sub-phenotypes by transferring Rvfs locus from the susceptible to the 

resistant background. 

Interestingly, a similar susceptibility to acute hepatitis has been reported in WF inbred rats 

after subcutaneous infection with 5 × 105 PFU ZH501 RVFV [6]. WF rats all died by day 2 

post inoculation with liver necrosis, whereas LEW rats were resistant to the liver disease but 

fairly susceptible to the encephalitis [6,10]. This susceptibility to hepatitis occurred in a 

similar time frame after respiratory infection in WF rats [11]. The susceptibility of WF strain 

to the subcutaneous challenge could be rescued by a single chromosomal region from 

resistant LEW inbred strain [10]. The locus involved has not been further defined or mapped 

and thus its relationship to Rvfs2 is unknown. However the comparison of the pathogenesis in 

WF and C.MBT-Rvfs2 strains suggests that the rat and mouse susceptibility loci are not 

concordant. Susceptible WF rats had blood viral titers approximately four order of magnitude 

greater than resistant LEW rats at day 2 post infection [10]. This is in line with the higher 

viral production in hepatocytes from WF rats compared with LEW rats [24]. These data 
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suggest that the rat susceptibility locus is involved in controlling spread and production of 

RVFV. By contrast, as mentioned above Rvfs2 has no effect of RVFV spread and production.  

In principle, the RVFV infected host can protect itself from lethal liver disease using two 

strategies: (i) resistance to reduce viral burden, (ii) tolerance to reduce the negative impact of 

infection on host fitness [25,26]. Our data indicate that the early death of C.MBT-Rvfs2 mice 

cannot be attributed to higher levels of RVFV in the liver tissue. These results suggest that the 

lethal outcome in C.MBT-Rvfs2 mice was not due to impaired resistance. Despite the 

dramatic difference in host survival, histological analyses and clinical chemistry, while 

providing a clear indication for severe liver disease, revealed similar degrees of liver tissue 

damage in C.MBT-Rvfs2 and BALB/c mice. Liver of C.MBT-Rvfs2 and BALB/c mice 

exhibited similar weak inflammatory response during the acute phase of hepatitis at days 3 

and 4 post infection. However, the drop in liver enzymes at day 5 post infection, and the full 

liver recovery at days 7 to 9 post infection in BALB/c mice suggested that a liver repair 

mechanism was responsible for the tolerance of these mice to infection. Immunolabeling 

results for Ki67 further indicated that tolerance to infection is related to an increased 

hepatocyte proliferation. This is seemingly the mechanism allowing liver tissue repair. We 

propose that susceptibility to lethal liver disease in C.MBT-Rvfs2 strain is due to an impaired 

ability to regenerate hepatic tissue and thus tolerate liver damage following RVFV-induced 

liver injury. 
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Figure 1. Schematic representation of the MBT-derived Rvfs2 region in the congenic 

C.MBT-Rvfs2 strain and the corresponding survival curve. (A) Haplotype structure of the 

congenic segment of chromosome 11 in C.MBT-Rvfs2 (Rvfs2) congenic strain. The MBT-

derived segment is depicted in grey on the BALB/c chromosome 11 background  (black). 

Regions of unknown genotype are depicted in white. The genomic position of each marker is 

shown on the physical map (in bp).  (B) Kaplan-Meier survival plots of N=41 Rvfs2 (open 

circles) and N=93 BALB/c (dark triangles) male mice (Log-rank test; ****P<0.0001) 
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Figure 2. Clinical phenotypes of RVFV-infected C.MBT-Rvfs2 and BALB/c male mice. 

(A) The daily body weight variation in Rvfs2 (open circles) and BALB/c (dark triangles) 

mice after infection with RVFV ZH548 were measured. Depicted are the means (SEM) of 

N=12 Rvfs2 and N=26 BALB/c mice (two-way ANOVA, P=0.54). (B) The body temperature 

variation was measured in Rvfs2 (open circles) and BALB/c (dark triangles) mice. Data is 

summarized with means (SEM) of N=9 Rvfs2 and N=7 BALB/c (two-way ANOVA, 0.69). 

The horizontal axis depicts the time in days before the death of individual mice. (C) Analysis 

of the alanine aminotransferase (ALT) and (D) aspartate aminotransferase (AST) levels in the 

serum of N= 22 Rvfs2 and N= 30 BALB/c mice. Error bars indicate means (SEM) for n= 4-9 

mice per day, except for day 8 in BALB/c mice where N=1.  
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Figure 3. Viral RNA load in blood and liver of RVFV-infected C.MBT-Rvfs2  and 

BALB/c male mice. (A) Peripheral blood from N=30 Rvfs2 (open circles) and N=49 BALB/c 

(dark triangles) mice was analyzed for viral RNA load by TaqMan RT-PCR. Data are 

expressed in log scale as equivalents of PFU copies per milliliter of blood. Depicted are the 

means (SEM) (two-way ANOVA, P=0.17). (B) RNA viral load in liver on day 3 post-

infection was measured in Rvfs2 (open circles) and BALB/c (dark triangles) mice. Data are 

expressed in log scale as equivalents of PFU copies per nanogram of total RNA. Means and 

SEM are displayed (log-rank Mann-Whitney test; P=0,94; N= 8 for Rvfs2, N=9 for BALB/c). 
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Figure 4. Histopathology and immunohistochemistry (IHC) analyses of liver from 

BALB/c and C.MBT-Rvfs2 on day 3 post-infection. Three different profiles unrelated to 

mouse genotype were observed. Profile 1: (A) Multifocal inflammatory lesions (arrowheads), 

randomly distributed, characterized by (B) small, well-delimited foci of hepatocyte 

necrosis/apoptosis and associated with neutrophil infiltration. (C) IHC analysis of N viral 

protein expression detected small clusters of positive hepatocytes. Profile 2: (D) Multifocal 

inflammatory lesions (arrowheads), randomly distributed, characterized by (E) more 

extensive and severe foci of hepatocyte necrosis/apoptosis than Profile 1, without 

inflammatory infiltration. (F) IHC analysis detected slightly larger clusters of labeled 

hepatocytes. Profile 3: (G,H) Massive necrosis/apoptosis of hepatocytes, (D) with a strong 

labeling of N viral protein, diffusely observed in the liver parenchyma. A, B, D, E: 

Hematoxylin and eosin staining; C, F, I: anti-N immunohistochemistry.  Histology and IHC 

results shown are representative of experiments performed on at least 8 animals of each 

genotype. 
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Figure 5. Hepatocyte proliferation and liver regeneration in BALB/c mice 6 days post 

infection. (A) Only rare lesions were detected (arrows), randomly distributed in the liver 

parenchyma. These lesions were characterized by (B) small infiltrates of inflammatory cells 

(neutrophils more frequently) associated with focal hepatocyte destruction. An increased 

number of mitoses was detected in hepatocytes (arrowheads). (C) Anti-N IHC analysis 

revealed a very low signal, only detected in the small foci identified in HE. (D) KI67 IHC 

highlighted a marked and diffuse proliferation of hepatocytes (mitoses: arrowheads), allowing 

the liver regeneration process in this condition. A, B: Hematoxylin and eosin staining; C: anti-

N immunohistochemistry; D: Ki67 immunohistochemistry. 
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Figure 6. Histopathology and immunohistochemistry (IHC) analyses of liver and brain 

from moribund BALB/c. Liver from a moribund BALB/c mouse on day 8.5 post-infection 

displaying minimal multifocal inflammatory lesions, either (A) randomly distributed in the 

liver parenchyma (arrowhead), or (B) centered on portal tracts, mostly around bile ducts 

(arrowhead). (C) IHC analysis. Rare N-viral protein positive cells were identified. Note non-

specific labeling of endothelial cells and endogenous peroxidase activity in red blood cells 

(inset). On days 7 to 9 post-infection, moribund BALB/c mice displayed different 

inflammatory and apoptotic/necrotic lesions in the CNS: (D) subacute leptomeningitis 

characterized by infiltration of leptomeninges by lymphocytes, plasma cells and neutrophils, 

(E) laminar apoptosis/necrosis of neurons in the cortical outer granular layer, (F) positive 

immunolabeling of N viral protein in neurons, and (G) necrotic/apoptotic foci in different 

locations of the cerebral grey matter with activation of microglial cells, infiltration of 

neutrophils (inset), and (H-I) strong positive N viral protein immunolabeling. A, B, D, E, G: 

Hematoxylin and eosin staining; C, F, H, I: anti-N immunohistochemistry. Histology and 

immunohistochemistry results shown are representative of experiments performed on at least 

4 animals. 
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Figure 11: Survie des souris congéniques Rvfs2  

Courbes de survie (Kaplan-Meier) en fonction du temps, en jours, après l’infection 

des mâles (A) et femelles (B) de la lignée congénique Rvfs2. 

Le nombre d’animaux par génotype est indiqué à l’intérieur des parenthèses. Test 

du log-rank, ****, P<0,0001. 
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« [Hermès:] Et cette fois, explique toi sans énigmes et appelle chaque chose par son nom »22 

La dissection génétique de l’intervalle 

Rvfs2 

1  Rvfs2 module la sensibilité des souris à une infection par le 

VFVR 

Afin de confirmer l’effet du QTL Rvfs2 dans la réponse de la Souris à une infection 

par le VFVR, des souris congéniques C.MBT-Rvfs2, mâles et femelles, contenant l’intervalle 

génétique Rvfs2 d’origine MBT dans un fonds génétique BALB/c ont été infectées par voie 

intrapéritonéale avec 100 PFU de la souche virulente du VFVR, ZH548. Comme il a été 

montré précédemment, la majorité des mâles de ce génotype sont morts entre les 3ème et 5ème 

jours après l’infection, alors que plus de 90% des mâles BALB/c ne meurent qu’à partir du 

5ème jour après l’infection (Figure 11A). La médiane de survie – délai dans lequel 50% des 

individus sont décédés, l’autre moitié étant encore vivante – a été chez les mâles BALB/c de 9 

jours, et chez les mâles C.MBT-Rvfs2 de seulement 4 jours après l’infection. Chez les 

femelles, nous avons observé un retard de la mortalité identique pour les deux génotypes : les 

femelles BALB/c ont présenté une médiane de survie de 11 jours, tandis que 50% des 

femelles C.MBT-Rvfs2 sont mortes 6 jours après l’infection (Figure 11B). La différence de 

survie entre les deux génotypes est similaire chez les mâles et les femelles (Test du log-rank, 

P<0,0001). En ce qui concerne le taux de survie à la fin des 14 jours d’observation, 14% des 

mâles BALB/c et 5% des mâles C.MBT-Rvfs2 ont survécu. Chez les femelles, la survie a été 

plus élevée : respectivement 32% et 17,5% pour les BALB/c et les congéniques.  

Ces résultats montrent que les souris C.MBT-Rvfs2 sont particulièrement sensibles à 

une infection par le VFVR, confirmant l’effet important du locus Rvfs2 sur le temps de survie 

et le dénouement de l’infection dans les deux sexes. Cela suggère la présence dans l’intervalle 

Rvfs2 d’un gène ou d’un cluster de gènes impliqué dans la réponse de l’hôte à l’infection.

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
22!Eschyle, Prométhée enchaîné, 936-976!
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Figure 12: Schémas illustratifs de l’intervalle congénique Rvfs2  

(A) Rvfs2 avant le criblage par MegaMUGA. La position du segment d’origine 

MBT (en rouge) est indiquée sur le fonds génétique BALB/c (en bleu). Les 

régions inconnues sont représentées par un dégradé entre les deux couleurs. La 

taille des régions inconnues est donnée en mégabases (Mb)  

(B) Rvfs2 après le criblage par MegaMUGA. La position du segment d’origine 

MBT (en rouge) est indiquée sur le fonds génétique BALB/c (en bleu). La position 

du point de recombinaison et le nombre de gènes à l’intérieur de l’intervalle sont 

représentés. 
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2  L’intervalle génomique Rvfs2 comporte plus de 400 gènes 

Le segment génomique Rvfs2 porté par les souris congéniques C.MBT-Rvfs2 a été 

défini génétiquement par des microsatellites polymorphes entre les deux lignées parentales, 

MBT et BALB/c, qui recouvrent la région sub-télomérique du chromosome 11. Rvfs2 a été 

délimité du côté proximal par le microsatellite D11Mit181 et du côté distal par D11Mit69. La 

Figure 12A représente cette région et montre qu’au delà des deux marqueurs limitrophes – 

D11Mit181 et D11Mit69 – se présentaient de longues régions de génotype 

inconnu respectivement de 7,44 Mb et 1,09 Mb. 

Afin d’identifier les bornes du segment chromosomique et de confirmer qu’aucun 

autre segment génomique en dehors de Rvfs2 n’a été transféré lors de l’introgression de Rvfs2 

dans le fonds génétique BALB/c, la totalité du génome des souris congéniques C.MBT-Rvfs2 

a été génotypé à l’aide de la plateforme de génotypage MegaMUGA. Les puces à ADN 

MegaMUGA détectent 77 800 Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) espacés de façon 

homogène tout le long du génome de la Souris (Neogen Corp., 2012). Nous avons comparé le 

génotype des souris congéniques C.MBT-Rvfs2 à celui des souris MBT et BALB/c. Nous 

avons découvert que le point de recombinaison qui borne l’extrémité distale du segment Rvfs2 

est localisé entre les positions 104 962 315 et 104 984 546 du chromosome 11. Le segment 

d’origine MBT porté par la lignée congénique C.MBT-Rvfs2 s’étend de cette position à 

l’extrémité télomérique. Ce segment d’environ 12,8 Mb comprend 458 gènes (Figure 12B). 

Aucune autre région d’origine MBT n’a été identifiée sur l’ensemble du génome des souris 

congéniques C.MBT-Rvfs2. 

!  
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Figure 13: Schéma représentatif  des segments sous-congéniques. 

Haplotype du segment congénique du chromosome 11 et représentation des trois 

segments sous-congéniques. Les intervalles de recombinaison sont indiqués (à 

droite). La position du segment d’origine MBT (en rouge) est indiquée sur le 

fonds génétique BALB/c (en bleu). Les extrémités en blanc représentent les 

régions de génotype inconnu. 
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3  La dérivation de trois lignées consanguines sous-congéniques 

pour l’intervalle Rvfs2 

Dans le but de réduire le nombre de gènes candidats, nous avons cherché à réduire la 

taille de l’intervalle Rvfs2. Pour ce faire, des mâles hétérozygotes C.MBT-Rvfs2 ont été 

croisés avec des femelles BALB/c et les animaux résultants testés pour des événements de 

recombinaison à l’intérieur de Rvfs2. Selon la carte génétique consensus, la taille génétique de 

Rvfs2 est d’environ 19 cM, nous nous attendions à observer 19 recombinants pour 100 

souriceaux. Trois recombinants ont été caractérisés. Ils sont définis par les recombinaisons 

suivantes: i) une recombinaison unique entre les microsatellites D11Mit14 et D11Mit181; ii) 

deux recombinaisons, entre D11Mit181 et D11Mit214, et entre D11Mit203 et D11Mit69, 

respectivement; iii) une recombinaison unique entre D11Mit203 et D11Mit69 (Figure 13). Le 

génotypage de marqueurs microsatellites ne nous a pas permis de déterminer si un évènement 

de recombinaison avait eu lieu entre D11Mit69 et l’extrémité télomérique chez le troisième 

recombinant. Des mâles recombinants hétérozygotes ont été accouplés avec des femelles de 

génotype identique pour produire des souris homozygotes. Des homozygotes ont ensuite été 

croisés entre eux afin d’établir les trois lignées consanguines sous-congéniques. Chacune de 

ces lignées sous-congénique porte une fraction de l’intervalle Rvfs2.  

La première porte un segment proximal, elle est nommée : C.MBT-[D11Mit14-

D11Mit181]. La deuxième porte un segment médian, elle est nommée C.MBT-[D11Mit214-

D11Mit203]. La troisième porte un segment distal contenant uniquement le marqueur 

D11Mit69, elle est nommée C.MBT-[D11Mit69] (Figure 13).  

!  
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Figure 14: Survie des souris sous-congéniques C.MBT-[D11Mit14-D11Mit181]. 

À gauche: Courbes de survie (Kaplan-Meier) en fonction du temps, en jours, après 

l’infection des mâles (A) et femelles (B) de la lignée sous-congénique C.MBT-

[D11Mit14-D11Mit181]. Le nombre d’animaux par génotype est indiqué à l’intérieur 

des parenthèses. Test du log-rank, *, P<0,05. 

À droite: Haplotype du segment congénique du chromosome 11 et représentation de 

l’intervalle sous-congénique délimité par les marqueurs D11Mit14 et D11Mit181. La 

position du segment d’origine MBT (en rouge) est indiquée sur le fonds génétique 

BALB/c (en bleu). Les extrémités en blanc représentent les régions de génotype 

inconnu. 
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4  Les souris C.MBT-[D11Mit69] présentent une sensibilité 

précoce au VFVR 

À travers cette approche génétique, nous avons divisé le grand nombre de gènes de 

l’intervalle Rvfs2 en trois groupes distincts portés par trois lignées indépendantes. Des souris 

de chaque lignée sous-congénique ont alors été inoculées avec la souche virulente ZH548 afin 

d'identifier la ou les lignées porteuses de la combinaison génétique conférant une sensibilité.  

4.1  La sensibilité des souris C.MBT-[D11Mit14-D11Mit181] au VFVR 

Nous avons infecté 54 mâles et 64 femelles de la lignée sous-congénique 

C.MBT-[D11Mit14-D11Mit181] portant le segment proximal. La sensibilité de ces souris a 

été comparée à celle d’un nombre équivalent de souris BALB/c des deux sexes. Plus de 50% 

des mâles sous-congéniques C.MBT-[D11Mit14-D11Mit181] sont morts au jour 8 après 

l’infection. Un résultat identique a été obtenu avec les mâles BALB/c. Le taux de survie à la 

fin des 14 jours de l’observation était de 24% pour les mâles C.MBT-[D11Mit14-D11Mit181]  

et 30% pour les mâles BALB/c (Figure 14A). Nous n’avons pas observé de différences 

significatives entre les deux courbes de survie (Test log-rank, P=0,31). La médiane de survie 

après l’infection a été de 10 jours pour les femelles C.MBT-[D11Mit14-D11Mit181]. Nous 

n’avons pas pu déterminer la médiane de survie chez les femelles BALB/c puisque le taux de 

survie à la fin de l’infection était supérieur à 50% (57%, Figure 14B). Ces résultats montrent 

qu’il existe une différence significative entre les femelles des deux génotypes (Test du log- 

rank, P<0,05). Bien que les femelles C.MBT-[D11Mit14-D11Mit181] aient été plus sensibles 

au VFVR que les femelles BALB/c, cette différence n’est apparue que tardivement, soit à 

partir du jour 8 après l’infection. Elle ne peut pas expliquer la sensibilité précoce des femelles 

de la lignée congénique parentale C.MBT-Rvfs2.  

Collectivement, ces résultats nous ont permis de conclure que le segment proximal de 

Rvfs2 ne contient pas le facteur génétique responsable de la sensibilité précoce des souris 

C.MBT-Rvfs2 à une infection par le VFVR. Toutefois, nos résultats suggèrent l’existence de 

gènes à effet mineur agissant de façon spécifique chez la femelle pour conférer une sensibilité 

plus importante. 
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Figure 15: Survie des souris sous-congéniques C.MBT-[D11Mit214-D11Mit69]. 

À gauche: Courbes de survie (Kaplan-Meier) en fonction du temps, en jours, après 

l’infection des mâles (A) et femelles (B) de la lignée sous-congénique C.MBT-

[D11Mit214-D11Mit69]. Le nombre d’animaux par génotype est indiqué à l’intérieur 

des parenthèses. Test du log-rank, ****, P<0,0001. 

À droite: Haplotype du segment congénique du chromosome 11 et représentation de 

l’intervalle sous-congénique délimité par les marqueurs D11Mit214 et D11Mit69. La 

position du segment d’origine MBT (en rouge) est indiquée sur le fonds génétique 

BALB/c (en bleu). Les extrémités en blanc représentent les régions de génotype 

inconnu. 
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4.2  La sensibilité des souris C.MBT-[D11Mit214-D11Mit69] au VFVR 

Des souris mâles et femelles de la lignée sous-congénique C.MBT-[D11Mit214-

D11Mit69] portant la partie médiane du locus Rvfs2 ont été infectées et leur sensibilité a été 

comparée à celle de souris BALB/c. Parmi les 42 mâles C.MBT-[D11Mit214-D11Mit69] 

infectés, 7 (16,7%) ont survécu au delà du 5ème jour après l’infection, et 2 ont survécu à la 

durée de l’observation (14 jours). Cela représente un très faible taux de survie (inférieur à 5%) 

en comparaison du taux de survie de 30% observé chez des mâles BALB/c (Figure 15A). 

Nous avons infecté 32 femelles sous-congéniques C.MBT-[D11Mit214-D11Mit69]. 

Cinquante pour cent sont mortes au jour 7,5 après l’infection : seulement 9% ont survécu 

jusqu'au 14ème jour (Figure 15B). Le taux de survie diminué et la sensibilité précoce dans les 

deux sexes de la lignée sous-congénique C.MBT-[D11Mit214-D11Mit69] sont 

significativement différents de ceux observés chez les souris BALB/c (Test du log-rank, 

P<0,0001). En outre, les courbes de survie des mâles et femelles C.MBT-[D11Mit214-

D11Mit69] sont comparables à celles des mâles et femelles de la congénique parentale 

C.MBT-Rvfs2.  

Ces résultats indiquent que le segment médian contient un facteur génétique 

responsable de la sensibilité précoce observée chez les deux sexes. 

4.3  La sensibilité des souris C.MBT-[D11Mit69] au VFVR 

Nous avons infecté par le VFVR 34 mâles et 37 femelles de la lignée sous-congénique 

C.MBT-[D11Mit69], portant le segment distal. La sensibilité de ces souris à l’infection a été 

comparée à celle de souris BALB/c. Plus de 90% des souris mâles sous-congéniques 

C.MBT-[D11Mit69], sont mortes entre les 3ème et 5ème jours après l’infection. Parmi les 34 

mâles, aucun n’a survécu au delà du 7ème jour après l’infection (Figure 16A). Ces résultats 

mettent en évidence une différence importante entre la sensibilité des mâles BALB/c et celle 

des mâles de la lignée sous-congénique C.MBT-[D11Mit69] (Test du log-rank, P<0,0001). 

Chez les femelles, la médiane de survie après l’infection des souris sous-congéniques 

C.MBT-[D11Mit69] a été de 7 jours. Seulement 16% des femelles C.MBT-[D11Mit69] ont 

survécu au delà des 14 jours d’infection (Figure 16B). Une différence de sensibilité identique 

à celle des mâles a été observée entre les femelles C.MBT-[D11Mit69] et les femelles 

BALB/c (Test du log-rank, P<0,0001).   
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L’ensemble des résultats de l’infection des souris C.MBT-[D11Mit69] montre que le 

segment distal, à l’instar du segment médian, contient un facteur génétique à l’origine de la 

sensibilité accrue des souris mâles et femelles C.MBT-Rvfs2. 
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Figure 16: Survie des souris sous-congéniques C.MBT-[D11Mit69] du sexe. 

À gauche: Courbes de survie (Kaplan-Meier) en fonction du temps, en jours, après 

l’infection des mâles (A) et femelles (B) de la lignée sous-congénique C.MBT-

[D11Mit69]. Le nombre d’animaux par génotype est indiqué à l’intérieur des 

parenthèses. Test du log-rank, ****, P<0,0001. 

À droite: Haplotype du segment congénique du chromosome 11 et représentation de 

l’intervalle sous-congénique délimité par les marqueurs D11Mit69. La position du 

segment d’origine MBT (en rouge) est indiquée sur le fonds génétique BALB/c (en 

bleu). Les extrémités en blanc représentent les régions de génotype inconnu. 
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4.4  La comparaison de la sensibilité des souris sous-congéniques 

Comme la sensibilité des souris sous-congéniques C.MBT-[D11Mit214-D11Mit69] et 

C.MBT-[D11Mit69] est similaire à la sensibilité de la congénique parentale C.MBT-Rvfs2, 

nous avons comparé les courbes de survie des deux lignées sous-congéniques entre elles. La 

Figure 17 présente une superposition parfaite des courbes de survie des deux lignées sous-

congéniques dans chacun des deux sexes. N’ayant pas trouvé de différence entre les deux 

lignées, nous proposons que le facteur génétique responsable de la sensibilité précoce est 

localisé dans la région génomique commune aux deux lignées, soit la totalité du segment 

distal du chromosome 11 porté par la lignée C.MBT-[D11Mit69]. 

 

!  

Figure 17: Courbes de survie des souris sous-congéniques. 

Courbes de survie (Kaplan-Meier) en fonction du temps, en jours, après l’infection des 

mâles (A) et femelles (B) des lignées sous-congéniques C.MBT-[D11Mit214-D11Mit69] et 

C.MBT-[D11Mit69]. Le nombre d’animaux par génotype est indiqué à l’intérieur des 

parenthèses. Test du log-rank, n.s., non significatif. 
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Figure 18: Schéma amplifié représentant l’extrémité du chromosome 11 de la 

lignée sous-congénique C.MBT-[D11Mit69].  

La position du segment d’origine MBT (en rouge) est indiquée sur le fonds génétique 

BALB/c (en bleu). Les régions inconnues sont représentées par un dégradé entre les 

deux couleurs. Leur taille et le nombre de gènes compris sont indiqués (à droite). 
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5  La dissection génétique du segment compris entre D11Mit69 et 

le télomère 

L’intervalle sous-congénique distal n’est défini que par un seul marqueur 

microsatellite polymorphe entre MBT et BALB/c : D11Mit69. Le microsatellite D11Mit69, 

situé entre les positions 120 996 173 et 120 996 339, est de génotype MBT chez la lignée 

C.MBT-[D11Mit69]. Le marqueur proximal D11Mit203, entre les positions 116 363 361 et 

116 363 500, est de génotype BALB/c. Un segment d’une taille supérieure à 4 Mb, entre 

D11Mit203 et D11Mit69, est de génotype inconnu. De plus, nous ne pouvions pas savoir si 

une recombinaison entre D11Mit69 et le télomère du chromosome 11 avait eu lieu lors de la 

production de la sous-lignée C.MBT-[D11Mit69]. Le schéma de la Figure 18 montre que 

l’ensemble des régions de génotype inconnu s’étendait sur 5,72 Mb et contenait environ 200 

gènes.  

5.1  La détermination des bornes de l’intervalle sous-congénique  

Nous avons caractérisé le génotype des deux régions entourant D11Mit69 et borné 

avec précision le segment MBT porté par la lignée sous-congénique C.MBT-[D11Mit69]. 

Nous avons tiré parti des SNPs polymorphes entre les lignées parentales identifiés grâce à la 

puce MegaMUGA. Le génotype des SNPs sélectionnés chez les souris C.MBT-[D11Mit69] a 

été déterminé par la technique du pyroséquençage. 

5.1.1  La détermination de la borne proximale 

Dans un premier temps, nous avons sélectionné 3 SNPs fractionnant la région entre 

D11Mit203 et D11Mit69 en 4 segments de taille équivalente, comme illustré sur la Figure 19. 

Les résultats du pyroséquençage pour chaque SNP sont schématisés dans le Tableau 1. La 

recombinaison à l’origine des souris C.MBT-[D11Mit69] a eu lieu entre les SNPs 

UNC20505680 et UNC20520758, entre les positions 118,74 Mb et 119,94 Mb.  

Dans un deuxième temps, nous avons divisé l’intervalle de 1,2 Mb entre ces deux 

SNPs – UNC20505680 et UNC20520758 – en 6 segments de taille équivalente à l’aide de 5 

SNPs (Figure 19). Le génotype de chaque SNP a été déterminé. Le Tableau 1 montre que la 

recombinaison s’est produite entre les SNPs UNC20511520 (119,19 Mb) et JAX00032412 
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(119,34 Mb). Nous avons augmenté la résolution pour localiser finement le point de 

recombinaison. La taille de l’intervalle de génotype incertain a ainsi été réduite de 4,6 Mb à 

150 kb, diminuant le nombre de gènes de génotype incertain de 170 à 8. 
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Figure 19: Stratégie utilisée pour la détermination de la borne proximale de 

l’intervalle Rvfs2 porté par les souris C.MBT-[D11Mit69]. 

Notre stratégie a consisté en trois parties : (1) le séquençage de trois SNPs équidistants 

entre les marqueurs D11Mit203 et D11Mit69 ; (2) le séquençage de 5 SNPs équidistants 

entre le SNP d’origine BALB/c UNC20505680 et le SNP d’origine MBT UNC20520758 ; 

(3) la détection d’INDELs dans les gènes Tbc1d16 et Eif4a3. 
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Ayant atteint la plus grande résolution permise par la densité des SNPs dans la région, 

nous avons changé de stratégie pour connaître le génotype des 8 gènes restants. Nous avons 

choisi deux Insertions/Deletions (INDELs) connues, polymorphes entre les lignées parentales 

et présentes dans les gènes Tbc1d16 (à l’extrémité proximale, 119,23 Mb) et Eif4a3 (à 

l’extrémité distale, 119,3 Mb). Des amorces ont été dessinées de sorte que la présence ou 

l’absence de la délétion puisse être détectée par PCR classique. Les résultats ont montré que 

les deux gènes sont chez la souris sous-congénique C.MBT-[D11Mit69] de génotype BALB/c 

(Tableau 1). Cela nous permet de conclure que la majorité de l’intervalle de 150 kb est 

d’origine BALB/c et que seuls les 40 kb les plus distaux sont de génotype inconnu. Cette 

région de génotype inconnu comprend le gène Card14 en totalité. 

!  

BALB/cByJ( MBT/Pas(
C.MBT0

[D11Mit69](

D11Mit203( B
 M
 B


UNC20492040( T
 C
 T


UNC20505680( T
 C
 T


UNC20508675( T
 C
 T


UNC20511520( A
 G
 A


Tbc1d16( B
 M
 B


Eif4a3( B
 M
 B


JAX00032412( C
 T
 T


UNC20517306( C
 A
 A


JAX00032439( A
 G
 G


UNC20520758( G
 A
 A


D11Mit69( B
 M
 M


Tableau 1: Génotypes obtenus pour la borne proximale à travers l’approche du 

pyroséquençage et l’identification des INDELs.  

Les nucléotides pour chaque SNP testé sont indiqués par les lettres A, C, T, G.  Les 

nucléotides représentés en rouge sont dérivés de la lignée MBT, les nucléotides bleus 

de la lignée BALB/c. 

Les lettres M (MBT) ou B (BALB) indiquent la provenance génétique du marqueur ou 

INDEL génotypés. 
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BALB/cByJ( MBT/Pas(

C.MBT0

[D11Mit69](

D11Mit69( B
 M
 M


JAX00199632( C
 T
 T


JAX00323817( A
 G
 G


UNC20538837( T
 C
 C


UNC20540083( T
 C
 C


UNC20540857( T
 C
 C


Tableau'2:'Génotypes(entre(le(marqueur(D11Mit69!et#

le#télomère#du#chromosome#11#obtenus#à!l’aide%de%la%

technique)du)pyroséquençage.% 
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Figure 20 : Schéma illustrant la diminution de la taille et du nombre de gènes 

contenus au locus Rvfs2 au cours de l’analyse génétique et fonctionnelle des 

lignées sous-congéniques. 

À gauche : région congénique Rvfs2 ; Au milieu : région sous-congénique de 

C.MBT-[D11Mit69] avant la détermination des bornes ; À droite : région sous-

congénique de C.MBT-[D11Mit69] après la détermination des bornes. 
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5.1.1  La détermination de la borne distale 

Une approche similaire a été appliquée pour rechercher une recombinaison dans la 

région comprise entre D11Mit69 et le télomère du chromosome 11. Comme tous les SNPs 

testés à ce jour portent un allèle MBT (Tableau 2), nous concluons qu’aucune recombinaison 

n’a eu lieu du côté distal du microsatellite D11Mit69. 

* 

Les résultats des expériences de pyroséquençage des SNPs et d’amplification des 

INDELs indiquent que les souris sous-congéniques C.MBT-[D11Mit69] comportent une 

région d’origine MBT de 2,70 Mb qui recouvre l’extrémité télomérique du chromosome 11. 

Cela correspond à un segment chromosomique contenant 114 gènes (Figure 20).  

En conclusion, la production et l’analyse génétique et fonctionnelle de la lignée sous-

congénique C.MBT-[D11Mit69], qui porte le segment distal de Rvfs2, a permis de réduire 

d’un facteur 5 la taille génomique de l’intervalle et le nombre de gènes candidats d’un facteur 

4.  

5.2  Une dominance incomplète caractérise la relation entre les allèles au 

locus Rvfs2  

Afin de mieux comprendre le type de changement entre les allèles BALB/c ou MBT 

qui modulent la sensibilité précoce des souris, nous nous sommes intéressés au rapport de 

dominance entre ces allèles. Pour répondre à cette question, nous avons infecté plus de 60 

mâles F1 issus du croisement entre des souris C.MBT-[D11Mit69] et BALB/c et avons 

mesuré leur survie. Les mâles F1 ont commencé à mourir très tôt après infection et seulement 

56% d’entre eux ont survécu jusqu’au 5
ème

 jour après l’infection, tandis que 91% des mâles 

BALB/c étaient encore vivants. Par ailleurs, le taux de survie des mâles F1 au 5
ème

 jour était 

très différent de celui des mâles C.MBT-[D11Mit69] infectés, puisque 92% d’entre eux 

étaient déjà morts (Figure 21). La comparaison des médianes de survie entre les mâles des 

trois génotypes, C.MBT-[D11Mit69], F1 et BALB/c (4, 7 et 8,5 jours après l’infection, 

respectivement), indique que la médiane des souris F1 se rapproche de celle des souris 

BALB/c. En revanche, la comparaison du taux de survie à la fin de l’expérience (0%, 3%, et 
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30%, respectivement) montre que les souris F1 ressemblent plutôt aux souris sous-

congéniques C.MBT-[D11Mit69]. Dans l’ensemble, les différences de courbe de survie des 

souris F1 par rapport à chacune des courbes des lignées parentales (C.MBT-[D11Mit69], 

BALB/c) sont équivalentes (Test log-rank, P<0,0001). 

Ces résultats montrent que les souris F1 présentent un phénotype intermédiaire entre la 

souris C.MBT-[D11Mit69] et la souris BALB/c. Cela indique une relation de dominance 

incomplète entre les allèles parentaux, ce qui suggère que la sensibilité résulte d’un effet dose 

du produit codé par le gène impliqué. 
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Figure 21 : Survie d’individus (BALB/c × C.MBT-[D11Mit69])F1. 

Courbes de survie (Kaplan-Meier) en fonction du temps, en jours, après l’infection des 

souris mâles issus du croisement de souris BALB/c et  C.MBT-[D11Mit69]. 

Le nombre d’animaux par génotype est indiqué à l’intérieur des parenthèses. Test du log-

rank, ****, P<0,0001. 
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5.3  Deux lignées de la sous-espèce M. musculus musculus présentent une 

sensibilité précoce à la FVR 

La découverte de trois QTLs associés à une sensibilité au VFVR par une analyse de 

liaison génétique et la confirmation de leur existence par l’étude phénotypique de lignées 

congéniques et sous-congéniques ont démontré qu’une partie de la variabilité phénotypique 

entre les souris BALB/c et MBT est liée à la divergence génétique entre ces deux lignées. 

MBT étant dérivée de souris sauvages de la sous-espèce M. musculus musculus, nous nous 

sommes demandé si le phénotype de sensibilité est partagé par d’autres lignées de la même 

sous-espèce.  

Des mâles de la lignée PWK/Pas dérivée de progéniteurs sauvages de la sous-espèce 

M. musculus musculus ont été infectés par la souche ZH548 du VFVR. Plus de la moitié des 

mâles PWK/Pas infectés sont morts entre les 3ème et 4ème jours après l’infection. Seulement 

17% des souris ont survécu au delà du 5ème jour et le taux de survie à la fin de l’expérience a 

été de 11% (Figure 22). La courbe de survie des souris PWK/Pas est significativement 

différente de celle des souris BALB/c (Test du log-rank, P<0,001). Les mâles PWK/Pas sont 

plus sensibles que les mâles BALB/c à la fièvre de la Vallée du Rift, tout comme les mâles 

MBT. 
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Figure 22 : Survie de la lignée PWK/Pas 

Courbes de survie (Kaplan-Meier) en fonction du temps, en jours, après l’infection des 

souris mâles de la lignée sauvage PWK/Pas. 

Le nombre d’animaux par génotype est indiqué à l’intérieur des parenthèses. Test du 

log-rank, ****, P<0,0001. 
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Figure 23 : Schémas des croisements effectués pour le test de complémentation. 

A) Une souris mâle de la lignée sauvage PWK/Pas a été croisée avec des femelles de la 

lignée sous-congénique C.MBT-[D11Mit69] afin d’obtenir des individus (C.MBT-

[D11Mit69] × PWK)F1.!

B) Une souris mâle de la lignée sauvage PWK/Pas a été croisée avec des femelles de la 

lignée BALB/c afin d’obtenir des individus (BALB/c × PWK)F1.!

PWK C.MBT-[D11Mit69] 

(C.MBT-[D11Mit69] × PWK)F1 

PWK BALB/c 

(BALB/c × PWK)F1 

× × 

A B 

Figure 24 : Test de complémentation 

Courbes de survie (Kaplan-Meier) en fonction du temps, en jours, après l’infection des 

souris mâles (BALB/c × PWK)F1 et (C.MBT-[D11Mit69] × PWK)F1. 

Le nombre d’animaux par génotype est indiqué à l’intérieur des parenthèses. Test du log-

rank, **, P<0,01. 
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5.4  La mutation impliquée dans la sensibilité précoce est commune aux 

lignées consanguines MBT et PWK/Pas 

En vue de déterminer si une même mutation de la région Rvfs2 est impliquée dans la 

sensibilité de la lignée PWK/Pas et de la lignée MBT, nous avons conçu un test de 

complémentation fonctionnelle du QTL. Des souris mâles de la lignée PWK/Pas ont été 

croisées avec des femelles des deux lignées C.MBT-[D11Mit69]  et BALB/c. Les mâles F1 

issus du croisement d’un mâle PWK/Pas et de femelles de la lignée sous-congéniques 

C.MBT-[D11Mit69] sont notés (D11Mit69 × PWK)F1 (Figure 23A). Les mâles F1 issus du 

croisement d’un mâle PWK/Pas et de femelles BALB/c sont notés (BALB/c × PWK)F1 

(Figure 23B). La Figure 24 montre les courbes de survie d’une trentaine de mâles de chacune 

des F1. Les mâles (BALB/c × PWK)F1 présentent une médiane de survie de 7 jours après 

l’infection. Cinquante pour cent des mâles (D11Mit69 × PWK)F1 sont morts au 5ème jour de 

l’expérience. Ces derniers sont donc plus sensibles que les mâles (BALB/c × PWK)F1. 

Aucune différence entre les deux F1s n’est observée dans le taux de survie à l’issue de 

l’expérience, au jour 14 après l’infection. Cependant les courbes de survie sont 

significativement différentes (Test du log-rank, P<0,005), ce qui indique que l’haplotype 

PWK/Pas ne complémente pas la mutation portée au locus Rvfs2 d’origine MBT. Ces 

résultats suggèrent que la mutation responsable de la sensibilité précoce des souris 

C.MBT-[D11Mit69] est également présente dans le génome des souris PWK/Pas.  

5.5  L’identification et l’établissement de la lignée recombinante 

C.MBT-Rec1 

Nous souhaitons identifier parmi les 114 gènes de l’intervalle critique, un gène portant 

une mutation commune aux génomes PWK/Pas et MBT et qui montre une dominance 

incomplète lorsqu’il est placé en face de l’allèle BALB/c. Pour simplifier notre tâche, nous 

avons cherché à réduire davantage l’intervalle critique. Dans ce but, nous avons accouplé un 

mâle C.MBT-[D11Mit69] hétérozygote avec des femelles BALB/c (Figure 25, gauche). La 

technique de pyroséquençage de SNPs et la détection des INDELs ont été utilisées pour 

identifier des recombinants dans l’intervalle critique. Les SNPs et les INDELs utilisés, ainsi 

que leurs positions relatives, sont représentés sur la Figure 25. Un mâle recombinant a été 

identifié. Son génotype était MBT pour tous les marqueurs compris entre les gènes Eif4a3 
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(119,30 Mb) et Tex19.2 (121,12 Mb). Nous avons conclu que cet individu était issu d’une 

recombinaison en position distale par rapport au microsatellite D11Mit69, avec pour 

conséquence la perte des allèles MBT à l’extrémité télomérique (Figure 26, droite). La 

nouvelle région recombinée contenait 88 gènes portant un allèle MBT.  

Ensuite, le mâle recombinant, nommé C.MBT-Rec1 (pour « Recombinant #1 »), a été 

accouplé avec des femelles BALB/c et des souriceaux ayant reçu le segment recombinant 

d’origine MBT ont été identifiés. Le croisement de mâles et de femelles hétérozygotes a 

permis d’obtenir des individus C.MBT-Rec1 homozygotes pour le segment de génotype MBT 

dans un fonds génétique BALB/c. 

!  

C.MBT-[D11Mit69]M/B BALB/c 

C.MBT-[D11Mit69]M/B C.MBT-Recombinant BALB/c 

D11Mit203 

D11Mit69 

JAX00032412 

Eif4a3 

JAX00199632 

Sectm1a 

Tex19.2 

Hexdc 

Figure 25 : Stratégie de production et identification d’individus recombinants 

À gauche: Schéma du croisement à l’origine des souris recombinantes au locus Rvfs2. Les 

régions du chromosome 11 d’origine BALB/c (bleu) et MBT (rouge) sont représentées. 

À droite: Position des marqueurs utilisés pour génotyper les souris issues du croisement 

décrit. 
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5.6  Les souris C.MBT-Rec1 sont sensibles à une infection par le VFVR 

Afin de caractériser la sensibilité des souris C.MBT-Rec1, 6 souris mâles de la lignée 

C.MBT-Rec1 ont été infectées par 100 PFU du VFVR. Un nombre identique de souris 

BALB/c a été infecté simultanément et la survie des deux groupes surveillée. Les souris 

BALB/c ont commencé à mourir au 6ème jour et deux souris BALB/c ont survécu aux 14 jours 

de l’expérience. Les souris C.MBT-Rec1 sont toutes mortes au jour 4,5 après l’infection 

(Figure 26). Bien que le nombre de souris utilisé eût été faible, nous avons mis en évidence 

une différence significative entre les deux courbes de survie (Test du log-rank, P<0,001). 

Nous avons conclu que les souris C.MBT-Rec1 présentent une sensibilité précoce au VFVR 

comparable à celle observée chez la lignée C.MBT-[D11Mit69]. L’intervalle d’origine MBT 

porté par les souris C.MBT-[D11Mit69] contient le gène responsable de cette sensibilité.! 
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Figure 26 : Survie de la lignée sous-congénique C.MBT-Rec1 

À gauche: Courbes de survie (Kaplan-Meier) en fonction du temps, en jours, après l’infection 

des mâles de la lignée sous-congénique C.MBT-Rec1. Le nombre d’animaux par génotype est 

indiqué à l’intérieur des parenthèses. Test du log-rank, ***, P<0,001. 

À droite: Haplotype du segment sous-congénique Rec1 délimité par les gènes Eifa3 et Tex19.2. 

La position du segment d’origine MBT (en rouge) est indiquée sur le fonds génétique BALB/c 

(en bleu). 
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« [Coryphée :] Quel remède as-tu trouvé (…) Qu’espères-tu ? (…) Comment ? (…) cherche 

quelque moyen de te délivrer (…) »23 

La recherche de gènes candidats 

Une fois l’intervalle Rvfs2 réduit à moins d’une centaine de gènes, nous avons effectué 

une comparaison des exomes des deux souches parentales BALB/c et MBT. La mise en place 

d’une approche bioinformatique à haut débit a été jugée pertinente pour permettre non 

seulement une comparaison des intervalles, mais aussi une analyse fonctionnelle des variants 

identifiés et une hiérarchisation des gènes candidats. 

Deux types majeurs de variants ont été recherchés et étudiés : i) les variants de 

structure qui affectent la séquence codante d’un gène donné et, par conséquent, la séquence 

de la protéine produite ; ii) les variants de régulation qui affectent l’expression d’un gène 

donné.  

1  L’identification des variants de structure  

La recherche de variants affectant les séquences codantes a été réalisée sur des 

données de séquençage de la totalité de l’exome – l’ensemble des régions du génome 

annotées en tant qu’exons – des souris BALB/c et MBT. La plateforme Illumina Next-

Generation Sequencing a été choisie pour le séquençage de l’exome. Les étapes de 

séquençage de paired-end reads, l’assemblage des reads et l’alignement de l’exome ont été 

effectués au Broad Institute (Cambridge, USA) (Figure 27).  

1.1  L’analyse bioinformatique des données de séquençage 

L’alignement d’un exome de souris repose sur la comparaison des séquences des 

reads obtenues à celles du seul génome de souris dûment assemblé et annoté de nos jours, le 

génome de la lignée consanguine C57BL/6 (Mouse Genome Sequencing et al., 2002). C’est 

pourquoi le génome de cette lignée est utilisé en tant que génome de référence dans les études 

de génomique chez la Souris. Or, nous n’étudions pas la lignée de référence, mais la lignée de 

laboratoire BALB/c et la lignée sauvage MBT. Cette dernière est très éloignée génétiquement  

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
23!Eschyle,!Prométhée!enchaîné,!247X283!
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Figure 27 : Représentation schématique 

des étapes bioinformatiques réalisées lors 

de la correction et analyse des données de 

séquençage, la détection de variants et 

l'évaluation de leur sévérité. 
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de C57BL/6. Afin de comparer le exomes BALB/c et MBT, nous avons dû procéder à une 

comparaison indirecte en utilisant l’exome C57BL/6 comme intermédiaire. Nous avons 

identifié les variants entre chaque lignée d’intérêt et C57BL/6 avant de sélectionner ceux qui 

divergent entre BALB/c et MBT. Pour simplifier l’étude bioinformatique, seules les analyses 

des séquences du chromosome 11 ont été réalisées. 

1.1.1  La correction des artefacts et des erreurs de séquençage 

La distinction entre la variation biologique et les artefacts ou les erreurs de séquençage 

demeure le défi principal de l’analyse des données de séquençage de nouvelle génération. 

Afin de minimiser l’impact des artefacts associés au séquençage et aux algorithmes 

d’alignement, un affinement informatique des séquences a été exécuté. Lors de la correction 

des données, nous avons ciblé trois artefacts majeurs : i) les erreurs d’alignement autour des 

INDELs ; ii) la présence de reads dupliqués ; iii) les variations de la qualité des nucléotides 

selon leur position dans les reads. Les données de séquençage de MBT et BALB/c ont été 

filtrées et réorganisées à l’aide d’une librairie logicielle appelée GATK (pour Genome 

Analysis Toolkit) qui incorpore les différents algorithmes de détection, l’étiquetage, le 

réalignement local et la correction des artefacts ainsi que tous les tests de contrôle qualité des 

sorties (DePristo et al., 2011). Cette correction a été opérée de façon automatisée et à travers 

un flux de tâches (Figure 27) similaire à celui proposé sur le site de GATK pour l’analyse des 

exomes (https://www.broadinstitute.org/gatk/). Les sorties corrigées et calibrées obtenues 

peuvent alors être analysées. 

1.1.2  La détection de « variants bruts » : SNPs et INDELs 

Deux types majeurs de variants ont été analysés lors de cette étude : les Single 

Nucleotide Polymorphisms (SNPs) et les Insertions/Deletions (INDELs). Dans le but de 

détecter les variants présents dans les exons BALB/c et MBT, les fichiers obtenus à la fin de 

l’étape d’affinement des séquences ont été comparés à la séquence consensus du génome de 

référence C57BL/6 et les couples de séquences ont été parcourus par le programme 

UnifiedGenotyper de GATK. Unified Genotyper a produit un fichier en format VCF qui 

contient les coordonnées génomiques de chaque variant détecté ainsi que les annotations de 

qualité et de génotype qui lui ont été affectées. Les résultats sont présentés dans le Tableau 3. 

Un total de 238 130 variants ont été identifiés sur l’ensemble des exons du chromosome 11 de 

la lignée BALB/c. Environ 92% correspondent à des SNPs et 8% à des INDELs. Une même 
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proportion de SNPs/INDELs a été retrouvée sur les 813 350 variants identifiés dans l’exome 

de la lignée MBT. Cependant, les exons MBT contiennent 3,4 fois plus de variants que les 

exons BALB/c quand ils sont comparés au génome de référence C57BL/6. 

1.1.3  Le filtrage des variants : exclusion de faux positifs 

Un nombre important de faux positifs avait été précédemment relevé dans les séries de 

variants détectés par UnifiedGenotyper. Ces séries ont été nommées « variants bruts ». Pour 

réduire l’impact des faux positifs dans notre étude, nous avons procédé à une étape de filtrage 

des variants bruts  à l’aide de l’outil informatique VariantFiltration de la librairie logicielle 

GATK. Les résultats sont présentés dans le Tableau 3. Cette procédure a conduit à diminuer 

d’environ 16% le nombre initial de SNPs et de 9% le nombre des INDELs identifiés dans 

l’exome MBT. Une proportion plus importante de faux positifs a été observée parmi les 

« variants bruts » de BALB/c (19% de SNPs et 3% de INDELs). Pourtant, le quotient 

SNPs/INDELs est le même pour les génotypes, BALB/c et MBT (91% de SNPs et 9% de 

INDELs). Au terme de l’analyse, 195 885 et 693 785 variants ont été identifiés sur le 

chromosome 11 des souris BALB/c et MBT, respectivement. 

1.1.4  Les indicateurs de la qualité des « variants filtrés » 

Pour s’assurer que le filtrage des faux positifs a amélioré la qualité de nos données, les 

données brutes et les données filtrées ont subi des contrôles qualité. Nous avons adapté à la 

Souris la démarche utilisée chez l’Homme pour le contrôle des données de séquençage. Les 

étapes de ce contrôle des données reposent sur l’analyse de deux indicateurs de la qualité des 

SNPs : le quotient du nombre de transitions – substitutions d’une purine (A ou G) par une 

purine ou d’une pyrimidine (T ou C) par une pyrimidine – par le nombre de transversions – 

substitutions d’une purine par une pyrimidine ou vice-versa – (Ti/Tv), d’une part, et le 

pourcentage de SNPs connus, c’est à dire de SNPs qui sont présents dans les bases de données 

en ligne, d’autre part.  

! Le quotient de Transitions/Transversions 

En ce qui concerne le premier indicateur, des études précédentes ont montré que chez 

les Vertébrés les transitions sont plus fréquentes que les transversions et que, chez l’Homme 

plus particulièrement, le nombre de transitions peut être égal au double du nombre de 

transversions (Zhang and Gerstein, 2003). Ce rapport est encore plus élevé dans les régions 
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codantes du génome humain où le quotient Ti/Tv est souvent de 3 (Freudenberg-Hua et al., 

2003). Notre étude a permis de calculer des quotients Ti/Tv égaux à 2,12 et 2,29 sur les 

données brutes des exomes BALB/c et MBT, respectivement. Un enrichissement en 

transitions a été observé sur les données après le filtrage : 3,33 pour l’exome BALB/c et 2,45 

pour l’exome MBT (Tableau 3). Ces résultats suggèrent que l’étape de filtrage permet 

d’améliorer la qualité des SNPs.  

! Le pourcentage de SNPs connus 

Nous avons également analysé l’évolution du pourcentage des SNPs connus. Pour ce 

faire, nous avons comparé les variants identifiés sur les deux lignées à ceux présents sur la 

base de données dbSNP (Sherry et al., 2001, NCBI Resource Coordinators, 2015) de 

l’Université de Californie, Santa Cruz (UCSC). Tandis que 72,45% des « variants bruts » de 

BALB/c et 40,87% des « variants bruts » de MBT étaient présents dans dbSNP, ces 

proportions ont augmenté de 8% et 4%, respectivement, sur les données filtrées (Tableau 3). 

Cela indique que les variants éliminés constituaient des groupes de substitutions non encore 

décrits chez la Souris et étaient probablement des faux positifs. Cependant, notre analyse a 

identifié 381 909 nouveaux SNPs pouvant impacter les régions codantes de BALB/c et MBT. 

1.2 Des variants dans 28 gènes de l’intervalle congénique 

Puisque notre objectif était d’identifier des variants ayant un effet sur des gènes 

impliqués dans la sensibilité des souris à l’infection par le VFVR, nous avons limité notre 

étude à l’intervalle génétique et physique qui distingue les souris C.MBT-Rec1 sensibles des 

souris BALB/c résistantes. Nous avons vu précédemment que cet intervalle s’étend entre les 

positions 119,30 Mb et 121,12 Mb sur le chromosome 11. La liste des variants identifiés chez 

les lignées parentales MBT et BALB/c a donc été réduite aux variants compris entre ces deux 

positions génomiques. Nous avons également supposé que seules les substitutions ayant un 

impact sur la séquence en acides aminés peuvent contribuer à un phénotype de sensibilité 

(dans le cas où la mutation responsable de la sensibilité est une mutation exonique). C’est 

pourquoi les SNPs annotés comme « silencieux » - n’entraînant pas une substitution de 

l’acide aminé - ont été éliminés. Toutes les INDELs apportent des changements significatifs à 

la séquence en acides aminés. Elles n’ont donc pas été filtrées. Enfin, nous avons sélectionné 

les variants présents sur l’exome de la lignée sensible MBT qui ne sont pas présents dans la 

lignée résistante BALB/c. Cette sélection a produit une liste de 86 SNPs et 4 INDELs 
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localisés dans 28 gènes de la région Rec1 portée par les souris C.MBT-Rec1 sensibles. Aucun 

SNP ne produit de mutation « non-sens », la perte du codon d’initiation ou d’arrêt de la phase 

ouverte de lecture. Les 86 SNPs identifiés induisent des mutations « faux-sens » qui 

entraînent des substitutions d’acides aminés. 

1.3 L’évaluation de la sévérité des variants de structure 

Les SNPs et les INDELS responsables de variations phénotypiques importantes pour 

l’organisme peuvent avoir des conséquences très variées au niveau de la protéine. Selon leur 

position dans la protéine ou les propriétés biochimiques des acides aminés, les variants 

peuvent provoquer une modification de la structure, de la stabilité, voire de l’activité 

enzymatique et des interactions de la protéine atteinte. Il n’est donc pas surprenant que des 

substitutions « faux-sens » différentes affectent les protéines avec différents degrés de 

sévérité.  

1.3.1  La sévérité prédite des SNPs 

Afin d’évaluer la sévérité de l’impact de chacune des 86 substitutions sur la protéine et 

ainsi d’établir une hiérarchie parmi les gènes candidats à la sensibilité à la FVR, nous avons 

caractérisé chaque mutation à l’aide de trois outils : i) le logiciel Sorting Intolerant From 

Tolerant (SIFT) (Kumar et al., 2009) ; ii) le logiciel Polymorphism Phenotyping v2 

(Polyphen-2) (Adzhubei et al., 2013) ; iii) la matrice des distances chimiques de Grantham 

(Grantham, 1974).  

! Les logiciels SIFT et Polyphen-2 

Les deux premières stratégies (SIFT et Polyphen-2) reposent sur le fait que la sélection 

naturelle exerce une pression sélective sur les domaines critiques pour la fonction des 

protéines de telle sorte qu’ils sont conservés au cours de l’Evolution. Par conséquent, des 

acides aminés hautement conservés à travers les différentes protéines orthologues connues 

sont estimés intolérants à un changement. Leur substitution, lorsqu’elle a lieu, est supposée 

sévère. Tandis que SIFT tient compte des propriétés chimiques des acides aminés substitués, 

Polyphen-2 privilégie les données de fonction et de structure 3D de la protéine. Le logiciel 

SIFT a classé les 86 SNPs dans 4 catégories (Figure 28A) de sévérité croissante : deux 

catégories de faible sévérité : Tolérant (63 SNPs), et Borderline/Limite (11 SNPs) et deux  
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•  Intolérant 

•  Potentiellement  
Intolérant 

•  Limite 

•  Tolérant 

 

•  Délétère 

•  Neutre 

•  Radical 

•  Moyennement  
Radical 

•  Moyennement  
Conservatif 

•  Conservatif 

Seuil de 

Sévérité 

SIFT Polyphen-2 Matrice Grantham  

3 

1 

3 

3 

2 

3 

7 

Gènes&affectés&

Rnf213'

EndoV'

Enthd2'

Tspan10'

Stra13'

Dcxr'

Fasn'

Cd7'

Figure 28 : Évaluation de la sévérité des SNPs  

A) Les SNPs faux-sens identifiés dans les régions codantes de l’intervalle congénique 

ont été classés dans différentes catégories de sévérité selon l’outil de prédiction. 

Un seuil de sévérité à été établi, au dessus duquel un SNP est prédit délétère par 

l’outil. !

B) Diagramme de Venn qui montre la superposition des SNPs prédits délétères par 

chaque outil. Un SNP a été nommé délétère pour la protéine seulement s’il a 

franchi le seuil de sévérité avec deux des trois outils (les numéros en rouge).!

C) Les gènes affectés par les SNPs prédits délétères par au moins deux outils sont 

présentés. !
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catégories ayant une sévérité significative : Potentiellement Intolérant (2 SNPs), et Intolérant 

(9 SNPs). Polyphen-2 a prédit 13 SNPs ayant un effet délétère et 2 SNPs ayant un effet 

neutre. Les 71 SNPs restants n’ont pas été classés par le logiciel. 

La matrice de distances chimiques de Grantham 

La matrice de Grantham qui affecte une distance chimique à chaque paire d’acides 

aminés a été établie en prenant en considération trois propriétés physico-chimiques majeures 

des acides aminés : leur composition, leur polarité et leur volume moléculaire. Les distances 

chimiques de la matrice (D) varient sur une échelle de 0 (paire formée par un même acide 

aminé) à 215 (distance entre la Cystéine et le Tryptophane). Nous avons établi un seuil de 

sévérité de 100 (D=100). Quand D>100, nous considérons que la différence chimique entre 

les deux acides aminés est suffisamment grande pour avoir des conséquences sévères sur la 

structure de la protéine (Grantham, 1974). Les SNPs ont été divisés en 4 classes (Figure 

28A) : Conservatifs (D≤50, 30 SNPs), Moyennement Conservatifs (51≤D≤100, 45 SNPs), 

Moyennement Radicaux (101≤D≤150, 6 SNPs), Radicaux (D≥151, 4 SNPs).  

Les prédictions de sévérité combinées 

Des études précédentes ont rapporté un taux important de faux positifs lors des 

analyses de sévérité réalisées avec les logiciels SIFT et Polyphen-2. Afin d’améliorer la 

fidélité de nos annotations, nous avons décidé de nommer un SNP délétère pour la protéine si 

et seulement si ce SNP a franchi le seuil de sévérité avec deux des trois outils (SIFT, 

Polyphen-2 et/ou Grantham). Le diagramme de Venn présenté dans la Figure 28B illustre la 

superposition des résultats avec chacune des stratégies utilisées. Nous avons identifié 9 SNPs 

remplissant cette condition, parmi les 86 SNPs analysés. 

1.3.2  La sévérité prédite des INDELs 

L’évaluation de la sévérité des 4 INDELs présentes dans l’intervalle Rec1 porté par les 

souris congénique C.MBT-Rec1 a été réalisée manuellement en reconstruisant la séquence 

altérée de la protéine affectée. Nous avons observé que toutes les INDELs correspondent à 

une délétion dans un exon MBT, qui provoque la perte de 1 à 4 acides aminés dans des 

domaines qui n’ont pas de fonction spécifique. Pour cette raison, ces changements ne 

semblent pas avoir a priori des effets sévères et, par conséquent, les variants correspondants 

ne sont pas classés parmi les meilleurs candidats pour être responsables de la sensibilité. 
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1.3.3  L’intervalle Rec1 contient 9 SNPs délétères qui pourraient avoir un impact sur la 

fonction de 8 protéines  

L’ensemble des analyses de la sévérité de l’impact des variants de MBT sur la 

séquence polypeptidique a révélé 9 SNPs de sévérité accrue capables de changer 

substantiellement les propriétés de 8 protéines (Figure 28C). Les gènes codant ces 8 protéines 

figurent en tête de la liste des gènes candidats : Rnf213, EndoV, Enthd2, Tspan10, Stra13, 

Dcxr, Fasn et Cd7 (voir le Tableau 6). 

1.4  L’étude comparée des SNPs identifiés dans différentes lignées 

consanguines de souris 

Des tests de complémentation ont suggéré que deux lignées d’origine Mus musculus 

musculus, les lignées MBT et PWK/Pas, portent la même mutation à l’origine de la sensibilité 

précoce au VFVR. Cette information nous a conduit à mieux caractériser les SNPs présents 

sur le segment congénique dans le génome de la Souris.  

1.4.1  La recherche de SNPs sur le génome de 15 lignées de souris 

Nous avons tiré parti des séquences de génome entier de 15 lignées consanguines de 

souris utilisées d’ordinaire en laboratoire (Keane et al., 2011). Ces données sont disponibles 

sur le site du Wellcome Trust Sanger Institute (Hinxton, Grande-Bretagne, 

http://www.sanger.ac.uk/resources/mouse/genomes/). Parmi les 15 lignées, figurent 11 

lignées classiques de laboratoire (129S1/SvImJ, 129S5SvEv
Brd

, 129P2/Ola, A/J, AKR/J, 

C3H/HeJ, CBA/J, DBA/2J, LP/J, NOD/ShiLtJ et NZO/HILtJ) et 4 lignées dérivées de 

progéniteurs sauvages (WSB/EiJ, PWK/PhJ, CAST/EiJ et SPRET/EiJ). Les 4 lignées 

sauvages représentent 4 taxons différents de l’arbre phylogénique du genre Mus : les sous-

espèces M. musculus musculus, M. musculus domesticus, M. musculus castaneus et l’espèce 

M. spretus. Afin de pouvoir comparer les SNPs dans les différentes lignées, les différentes 

étapes d’identification de variants entre le génome d’une lignée et le génome de référence 

C57BL/6 ont été répétées pour chacune des lignées. Le Tableau 4 présente le nombre de 

SNPs identifiés sur le chromosome 11 des 15 lignées. Malgré quelques variations observées 

dans le nombre absolu de SNPs des lignées classiques de laboratoire, chacune a en moyenne 

250 000 variants par rapport à la lignée C57BL/6, qui est aussi une lignée classique de 

laboratoire. Un nombre comparable de SNPs a été identifié dans le génome de WSB/EiJ, une 
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lignée dérivée de la sous-espèce M. m. domesticus dont font partie les 11 lignées classiques. 

D’autre part, les lignées sauvages CAST/EiJ (M. m castaneus) et PWK/PhJ (M. m. musculus) 

contiennent 930 448 et 936 402 SNPs, respectivement, soit trois fois plus de SNPs que les 

précédentes. Enfin, deux fois plus de SNPs (1 736 937) ont été découverts sur le chromosome 

11 de la lignée SPRET/EiJ, dérivée d’une espèce différente du genre Mus, M. spretus. Il est à 

noter que nous avons détecté un nombre de SNPs chez PWK/PhJ comparable à celui de MBT. 

Les mêmes conclusions s’appliquent à la totalité de SNPs détectés dans les lignées classiques 

de laboratoire et, en particulier, dans la lignée BALB/c. Ces résultats sont en accord avec 

l’arbre phylogénique actuel du genre Mus. 

1.4.2  Neuf  SNPs dans l’exome de MBT seulement ne sont pas communs à PWK/PhJ 

L’identification des SNPs des 15 lignées nous a permis de comparer chaque SNP 

détecté sur le segment Rec1 et de déterminer son origine. Nous étions plus particulièrement 

intéressés par les SNPs communs à PWK/PhJ et MBT. Les résultats indiquent que, parmi les 

86 SNPs présents dans l’intervalle Rec1, 45 sont communs à PWK/PhJ, MBT et à au moins 

une troisième lignée sauvage. Trente-deux SNPs sont présents de façon exclusive dans les 

génomes MBT et PWK/PhJ. Neuf SNPs ne sont présents que dans le génome MBT (Figure 

29). Tous les SNPs ayant des effets prédits comme délétères sont communs aux génomes 

PWK/PhJ et MBT. 

2  L’identification de variants de régulation 

Les analyses d’exome ne permettent pas d’identifier les variants  jouant un rôle dans la 

régulation de l’expression des gènes lors de la transcription ou sur la stabilité des ARN 

messagers. Bien que parmi les SNPs identifiés certains puissent avoir une fonction 

régulatrice, les données de séquençage d’exome ne nous permettent pas de l’évaluer. C’est 

pourquoi, afin d’identifier des différences au niveau de la régulation génique, nous avons 

analysé des données transcriptomiques produites par la technique d’hybridation de l’ADN 

complémentaire (ADNc) sur une puce à ADN (microarrays). 
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2.1 Des études transcriptomiques identifient 10 gènes comme 

différentiellement exprimés au cours d’une infection par le VFVR 

Précédent ce travail, deux analyses transcriptomiques ont été réalisées au sein du 

laboratoire. La première étude, réalisée par Tania Zaverrucha Do Valle (2010), a comparé les 

profils d’expression de cultures primaires de fibroblastes obtenus à partir d’embryons 

BALB/c ou MBT au jour 13,5 de la gestation (MEFs) et infectés par le VFVR. Les ARNs 

totaux ont été extraits des deux populations cellulaires 9 heures après l’infection avec le virus 

et les ADNc correspondants ont été hybridés sur une puce à ADN représentative du génome 

de souris (Affymetrix GeneChip Mouse Genome 430 2.0).  

  

Gènes&

Expression&Différen0elle&&
(FM>2)'

Fibroblastes'

Embryonnaires'
Macrophages'

Rnf213'

Nptx1'

Baiap2'

Ccdc137'

Slc25a10'

Sirt7'

Rac3'

Cbr2'

Dus1l'

Csnk1d'

Tableau 5 : Gènes de la région congénique exprimés 

différentiellement après l’infection. 

Les gènes différentiellement exprimés dans les conditions 

testées (MEFs ou macrophages) sont indiqués (cercle 

rouge). Les cercles blancs signalent les gènes dont 

l’expression ne varie pas dans une condition donnée. 
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Gènes
Variant 

Structure
Variant 

Délétère
Variant 

Régulation

Variant 
commun 
PWK/PhJ

Rnf213 SNP/INDEL × × Oui

EndoV SNP × Oui

Enthd2 SNP × Oui

Tspan10 SNP × Oui

Stra13 SNP × Oui

Dcxr SNP × Oui

Fasn SNP × Oui

Cd7 SNP × Oui

Slc25a10 SNP/INDEL × Oui

Baiap2 SNP × Oui

Dus1l SNP × Oui

Nptx1 × Inc

Ccdc137 × Inc

Sirt7 × Inc

Rac3 × Inc

Cbr2 × Inc

Csnk1d × Inc

Sgsh SNP Oui

Slc26a11 SNP Oui

Aatk INDEL Inc

Azi1 SNP Oui

Slc38a10 SNP Oui

Bahcc1 SNP Oui

2310003H01Rik SNP Oui

1810049H13Rik SNP Oui

Arl16 SNP Oui

Hgs SNP Oui

Pcyt2 SNP Oui

Pycr1 SNP Oui

Aspscr1 SNP Oui

Lrrc45 SNP Oui

Rfng SNP Oui

Ccdc57 SNP Oui

Sectm1a SNP Oui

Tableau 6 : Liste des gènes candidats et leurs variants  

(Inc = Inconnu) 
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La deuxième expérience a été menée par Satoko Tokuda sur des cultures primaires de 

macrophages isolés du péritoine de souris adultes BALB/c ou C.MBT-Rvfs2 et infectés par le 

VFVR. Les ARNs totaux ont été extraits 6 heures après l’infection et les ADNc ont été 

hybridés sur le même type de puce à ADN. La même procédure a été réalisée sur des cultures 

cellulaires non-infectées utilisées comme contrôles pour les deux études décrites. Les données 

brutes des expériences ont été corrigées, normalisées et transformées en log2, de sorte que les 

résultats sont exprimés sous forme de facteur multiplicatif. Les variations d’expression d’un 

même gène entre génotypes différents et au sein du même génotype avant et après l’infection 

ont été étudiées par une approche bioinformatique. Nous avons utilisé comme seuil de 

significativité un facteur multiplicatif de 2. Le Tableau 5 présente la liste des dix gènes 

différentiellement exprimés dans au moins une des conditions et cartographiés dans 

l’intervalle Rec1. Le gène Rnf213, qui porte deux mutations prédites comme étant délétères, 

figure parmi les 10 gènes différentiellement exprimés. 

3  Les gènes candidats 

L’ensemble des analyses génomiques et transcriptomiques réalisées nous a permis de 

proposer une liste de 34 gènes candidats localisés sur le segment Rec1 (Tableau 6).  

Parmi les 34 gènes candidats :  

a) Vingt-huit gènes portent une mutation qui change la séquence d’acides aminés de la 

protéine codée par les génomes BALB/c et MBT;  

b) Neuf de ces mutations ont été prédites comme délétères pour la fonction ou la 

structure des protéines ; 

c) Trois gènes contiennent 1 ou 2 INDELs impactant la séquence polypéptidique de leurs 

produits; 

d) Dix gènes sont différentiellement exprimés dans des cultures primaires de 

macrophages et/ou de fibroblastes embryonnaires de souris infectés par le VFVR. 
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!  

Classement)PosMed'

Virus&

Place)

Liver&

Gène) Variant) Gène) Variant)

Fasn% Oui% 1) Fasn% Oui%

P4hb% Non% 2) Gcgr% Non%

Cd7% Oui% 3) P4hb% Non%

Actg1% Non% 4) Cd7% Oui%

Fscn2% Non% 5) Fscn2% Non%

Sectm1b% Non% 6) Rptor% Non%

Rac3% Oui% 7) Alyref% Non%

Sgsh% Oui% 8) Slc26a11% Oui%

Chmp6% Non% 9) Baiap2% Oui%

Mafg% Non% 10) Nptx1% Oui%

Tableau 7 : Liste des 10 gènes de la région 

congénique les plus fortement associés aux mots-

clés « virus » et « liver ». 

Les gènes en rouge font partie de la liste de gènes 

candidats du Tableau 6. 
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4  Les gènes Fasn et Cd7 sont associés aux mots-clés « virus » et 

« liver » 

En dernier lieu, nous avons voulu compléter la caractérisation des gènes candidats en 

combinant nos données expérimentales avec les données bibliographiques. Cette démarche a 

été simplifiée par l’usage de l’outil informatique Positional Medline (PosMed) du RIKEN 

Mouse Bioresource (Yoshida et al., 2009). Cet outil, disponible en ligne 

(http://omicspace.riken.jp/), établit une association entre un groupe de gènes dans un 

intervalle donné, un mot-clé saisi par l’expérimentateur et les publications scientifiques qui 

contiennent un des gènes et le mot-clé choisi. L’association est exprimée par une valeur P 

attribuée à chaque gène de l’intervalle. Pour cette étude, nous avons indiqué les positions 

délimitant l’intervalle congénique et deux mots-clés : ‘virus’ et ‘liver’. Le Tableau 7 montre 

les 10 gènes les plus fortement associés à chacun des mots-clés. Sur un total de 20 gènes, 7 

sont parmi les 36 gènes candidats que nous avons établis. Il est particulièrement remarquable 

que deux gènes soient communs aux deux classements et occupent les premières positions, 

Fasn et Cd7. Les deux gènes portent des SNPs dont les effets sont prédits comme délétères 

pour la protéine correspondante. 
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« Tous les trois jours, ah ! funeste pensée, 

Dans un sinistre envol le serviteur de Jupiter 

Vient me déchirer de ses serres crochues 

Et fait de moi, sauvagement, sa pâture. 

Après s’être longtemps nourri et repu de mon foie, 

Rassasié, il pousse un cri épouvantable 

Et il reprend son vol vers le ciel »
24!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
24

 Extrait du Prométhée délivré d’Eschyle in II
è
 Tusculanes de Cicéron. 
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« [Coryphée :] Sachons d’abord quel est son mal ; tu lui apprendras ensuite  

les épreuves qui l’attendent encore »
25

 

La sensibilité des souris à la FVR est un 

caractère complexe et polygénique 

De nos jours, plus de 5 000 variants causant des maladies monogéniques différentes 

ont été découverts dans le génome de l’Homme (Chen et al., 2013). Dans la plupart des cas, 

ces découvertes ont révolutionné le diagnostic et ont abouti au développement de nouveaux 

traitements pour les maladies comme la fibrose cystique (Kerem et al., 1989, Riordan et al., 

1989, Rommens et al., 1989), l’hémophilie ou certaines formes de cancer (Ginsburg, 2011). 

En revanche, l’étude des caractères polygéniques n’a pas bénéficié d’un tel avancement et 

seulement un petit pourcentage d’études portant sur un caractère complexe ont conduit à 

l’identification des variants génétiques associés (Lu et al., 2014, Manolio et al., 2009, 

DiPetrillo et al., 2005, Chakravarti et al., 2013). Pourtant ce sont les caractères complexes qui 

contribuent majoritairement à la variation phénotypique des Mammifères et à leurs maladies. 

La réponse de l’hôte à l’infection par un agent pathogène comme le VFVR est en elle-

même un phénomène hautement complexe. Le degré de complexité est notamment dû au 

tropisme très large présenté par le virus et au nombre de mécanismes cellulaires, 

immunitaires, et physiologiques qui doivent être dûment coordonnés afin de combattre avec 

efficacité une infection systémique (Vidal et al., 2008).  La mise en œuvre d’une réponse 

coordonnée implique la régulation très fine de la communication entre différents types 

cellulaires, de plusieurs voies de signalisation et de l’interaction d’un grand nombre de 

protéines ayant des fonctions très variées. Puisque ces stratégies sont majoritairement 

contrôlées au niveau génétique, il n’est pas étonnant qu’un grand nombre de gènes aient un 

effet sur la réponse à l’infection (Rose and Bell, 2012). 

1  L’étude de cartographie de QTLs 

Afin de détecter des régions du génome contenant des gènes associés à la différence 

de sensibilité entre les souris MBT et BALB/c, nous avons réalisé une étude de cartographie 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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de QTL sur une population F2 dérivée du croisement des deux lignées. Cette approche 

quantitative nous a permis d’identifier deux régions sur les chromosomes 2 et 11, 

significativement associées à une différence de sensibilité au VFVR et une troisième région 

sur le chromosome 5 dont l’association n’était que suggestive. Nous avons nommé les trois 

régions, respectivement, Rift Valley fever susceptibility locus (Rvfs) 1, 2 et 3. La nomenclature 

utilisée correspond à l’ordre décroissant des logarithmes de probabilité (LOD score) 

maximales - mesurant l’association entre le génotype et le phénotype - sous un modèle non-

paramétrique. Ainsi, à Rvfs1 correspond un LOD score de 4,58, à Rvfs2 de 2,99 et à Rvfs3 de 

2,95. Les modèles statistiques utilisés ont suggéré un effet additif entre les trois QTLs qui, 

ensemble, expliquent seulement 8,3 % de la variabilité phénotypique observée entre les deux 

souris. 

1.1  L’épistasie 

L’absence d’interaction épistatique entre les locus et, par conséquent, entre les gènes 

correspondants est plutôt étonnante pour un caractère qui affecte la réponse des individus à 

une infection. Comme mentionné précédemment, une réponse immunitaire pour être efficace 

doit être finement régulée, ce qui implique une intersection de plusieurs cascades de 

signalisation et une interaction entre les gènes et leurs modificateurs (Rose and Bell, 2012). 

Cette hypothèse est confortée par plusieurs études qui ont identifié des locus associés à la 

réponse immunitaire de la Souris à différents pathogènes – le virus Sendai (Simon et al., 

2009), le nématode Trichuris muris (Hayes et al., 2014) ou le parasite Plasmodium yoelii 

(Pattaradilokrat et al., 2014) – qui présentent de fortes interactions épistatiques. Nos résultats 

suggèrent que les gènes identifiés présents aux locus agissent de manière indépendante, et que 

les mécanismes affectés ont des fonctions physiologiques différentes les uns des autres. 

1.2  La variance phénotypique  

Le pourcentage de la variance phénotypique expliquée par des QTLs identifiés lors 

d’études de caractères complexes est très variable. Il dépend essentiellement de la spécificité 

du phénotype observé, de l’hétérogénéité de locus (qui reflète le nombre de gènes différents 

ayant un effet sur un caractère) et du nombre d’individus analysés (Eichler et al., 2010, 

Manolio et al., 2009, McClellan and King, 2010, Zuk et al., 2012, Buchner and Nadeau, 

2015). Les études d’association (Genome-wide association studies, GWAS) suivantes 
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illustrent bien cette variabilité. L’une a analysé le risque de dégénération maculaire associée à 

l’âge chez 2 172 individus (Maller et al., 2006). Elle a permis la découverte de 5 QTLs qui 

expliquent 50% de la variance. Trois autres études (Gudbjartsson et al., 2008, Lettre et al., 

2008, Weedon et al., 2008) qui, ensemble, impliquaient 63 000 individus ont identifié 40 

QTLs associés à la taille de l’Homme et expliquaient 5% de la variance. Une estimation 

statistique a révélé qu’il faudrait analyser la taille de 253 288 individus afin d’identifier 697 

QTLs qui expliqueraient un pourcentage de variance génétique similaire à celui de la 

dégénération maculaire (Wood et al., 2014). Tout comme la taille, le phénotype de mort ou de 

survie d’animaux infectés que nous avons étudié lors de la cartographie de QTL est le 

phénotype le plus global, le plus intégré, qui soit en terme de réponse de l’hôte à un 

pathogène. Une hétérogénéité de locus importante est donc attendue. Nous pouvons conclure 

que le phénotype de survie après une infection par le VFVR est contrôlé par un grand nombre 

de gènes dont les effets sont faibles ou modérés et qui n’ont pas pu être détectés avec le 

nombre de F2 utilisés dans cette analyse. 

2  La difficulté d’identifier des facteurs génétiques 

2.1  La résolution des QTLs 

L’obstacle majeur de la cartographie QTL reste de réduire la région critique à si peu 

de gènes candidats qu’ils puissent être testés fonctionnellement de façon individuelle. La 

résolution moyenne d’un QTL détecté par des croisements en deux générations est d’environ 

20 cM (DiPetrillo et al., 2005, Buchner and Nadeau, 2015); un tel intervalle comprend 

généralement plusieurs centaines de gènes. Parmi les trois QTLs identifiés dans cette étude, 

seul Rvfs2 possède une taille de 20,3 cM. Rvfs1 s’étend sur environ 30 cM et Rvfs3 sur 64,39 

cM. L’estimation du nombre de gènes contenus dans les intervalles Rvfs2, Rvfs1 et Rvfs3 est 

de 600, 800 et 1 900, respectivement. Ces données illustrent bien le degré de complexité de 

l’analyse et la difficulté de disséquer des QTLs.  
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Figure  30: Schéma de croisement ayant conduit aux lignées du CC. 

Les croisements réalisés en première génération déterminent l’origine parentale des 

chromosomes X et Y et de l’ADN mitochondrial dans la lignée produite.  

(Panthier and Montagutelli, 2012)  
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2.1.1  Les nouveaux outils génétiques: Collaborative Cross et Diversity Outbred 

À l’heure actuelle, l’établissement de nouvelles populations génétiques de référence, 

comme le Collaborative Cross (CC) et le Diversity Outbred (DO), permet d’obtenir une 

résolution de cartographie bien supérieure à celles observées dans les études de populations 

F2 (Collaborative Cross, 2012, Panthier and Montagutelli, 2012, Svenson et al., 2012, Gatti et 

al., 2014). Le CC est une population constituée de plus de 300 lignées recombinantes 

consanguines issues de huit lignées différentes de laboratoire (Figure 30) – cinq lignées 

classiques de laboratoire (A/J, C57BL/6J, 129S1/SvImJ, NOD/ShiLtJ, NZO/H1LtJ) et trois 

lignées dérivées de souris sauvages (PWK/PhJ, WSB/EiJ, CAST/EiJ) – qui ont été croisées de 

sorte que chaque lignée parentale est représentée à part égale (12,5%) dans l’ensemble des 

lignées du CC (Panthier and Montagutelli, 2012). Le DO a été obtenu par le croisement 

randomisé de 144 lignées du CC et, contrairement à la population du CC, est maintenu à l’état 

non-consanguin (Svenson et al., 2012). Les travaux menés par Rashida Lathan dans notre 

laboratoire sur la sensibilité de quelques dizaines de lignées du CC à la FVR permettront de 

détecter de nouveaux QTLs à haute résolution et ainsi identifier de nouveaux gènes de la 

sensibilité à la FVR chez la Souris. 

2.2  Les autres obstacles 

Outre la résolution de la cartographie, d’autres facteurs ralentissent la découverte des 

facteurs génétiques sous-jacents aux QTLs : 

a)   L’effet faible du locus individuel sur le phénotype étudié 

 Une étude récente réalisée dans notre unité et portant sur la résistance à Yersinia 

pestis, l’agent de la peste, a montré que lorsqu’on introduit individuellement les trois QTLs de 

résistance (Yprl1, Yprl2, Yprl3) dans un fonds génétique sensible, le phénotype de survie 

observé chez la lignée parentale est perdu (Chevallier et al., 2013). Un seul QTL est donc 

insuffisant pour conférer une résistance aux souris et il est nécessaire d’associer deux QTLs 

dans la même lignée pour induire un phénotype de résistance partielle.  

 Lors de notre étude génétique sur la réponse de l’hôte à la FVR, nous avons transféré 

les régions correspondant aux intervalles de confiance de chaque QTL (Rvfs1, Rvfs2, Rvfs3) 

de la lignée sensible MBT dans un fonds résistant BALB/c et avons établi trois lignées 
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congéniques. Nonobstant les différences de survie détectées dans au moins un des sexes, le 

phénotype de sensibilité précoce a été perdu chez les lignées congéniques portant les locus 

Rvfs1 (médiane de survie des mâles : 7 jours) et Rvfs3 (médiane de survie des mâles : 6 jours). 

Seules les souris de la lignée C.MBT-Rvfs2 présentaient une sensibilité précoce dans les deux 

sexes rappelant le phénotype de la lignée parentale MBT. Des études futures sur des lignées 

bi-congéniques pour Rvfs1 et Rvfs3 permettront de tester si l’effet cumulé de ces deux QTLs 

rétablit le phénotype de sensibilité précoce.  

 b)  L’absence de sous-phénotypes pour caractériser l’effet d’un locus 

 Comme nous l’avons précisé ci-haut, la survie est un phénotype global et direct, mais 

c’est aussi le phénotype le plus complexe et le plus intégré qui puisse être étudié au cours 

d’une infection. La complexité du phénotype est un résultat du grand nombre de gènes 

potentiellement impliqués dans la mort d’un organisme. La réduction de la survie à des sous-

phénotypes quantitatifs permettrait non seulement l’identification d’autres locus à effet faible, 

mais aussi une évaluation plus approfondie de l’effet individuel des locus Rvfs1 et Rvfs3.  

Le travail réalisé par le groupe d’Edward Wakeland et Laurence Morel sur le lupus 

érythémateux disséminé est un bon exemple de l’utilisation des sous-phénotypes pour 

caractériser la contribution de chaque locus à la maladie. Alors que seulement une lignée 

congénique a développé le phénotype global de glomérulonéphrite lupique, toutes les autres 

lignées ont présenté des sous-phénotypes immunologiques (Morel et al., 1997, Morel et al., 

1994). La production d’une lignée tri-congénique combinant les différents locus a reconstitué 

le phénotype de la lignée parentale (Morel et al., 2000). 

Nous avons évalué des sous-phénotypes quantitatifs – le poids, la température, la 

virémie, le niveau sérique des transaminases, l’évolution des lésions histologiques et la 

capacité régénérative - chez la lignée congénique C.MBT-Rvfs2 qui présente une sensibilité 

précoce. Bien que les caractères testés ne soient pas discriminants de la sensibilité précoce des 

souris C.MBT-Rvfs2 et des souris résistantes BALB/c, ces études ont été très informatives sur 

l’évolution de la FVR dans les deux lignées, notamment l’initiation d’une prolifération 

importante des hépatocytes chez les souris BALB/c dans les 24h qui suivent la mort des 

souris congéniques, au 4
ème

 jour de l’infection. Ces résultats donnent des indications 

précieuses sur la fonction potentielle du gène responsable des différences de survie.  
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Perspectives 

Tania Zaverucha do Vale avait relevé l’importance de l’immunité innée et en 

particulier de la réponse aux interférons α et β dans la sensibilité des souris MBT à la FVR. 

Des études approfondies sur la réponse immunitaire des souris MBT ont été poursuivies par 

Rashida Lathan qui, après avoir identifié une neutropénie chez la souris MBT infectée par la 

VFVR, teste actuellement l’importance des neutrophiles dans les tous premiers jours après 

l’infection. Ces résultats pourront aider à l’identification de sous-phénotypes et clarifier les 

effets des locus Rvfs1 et Rvfs3. 

c)  La complexité du QTL 

 De nombreuses dissections génétiques de QTLs ont montré que le LOD score élevé 

associé à un locus résulte parfois de l’action combinée de plusieurs gènes étroitement liés 

(Morel et al., 2001, Bihl et al., 1999, Sancho-Shimizu et al., 2007, Ahn et al., 2010). Cela 

pourrait être le cas pour le locus Rvfs3 sur le chromosome 5 qui présente un grand intervalle 

critique comprenant plusieurs pics sur la courbe des LOD score. D’autres auteurs ont mis en 

évidence la présence de gènes à effet modéré qui n’avaient pas été détectés lors de la 

cartographie QTL en raison de leur liaison génétique à un gène majeur. Le phénotype de 

sensibilité tardive observé uniquement chez les femelles de la lignée sous-congénique 

C.MBT-[D11Mit14-D11Mit181] illustre parfaitement cette situation. La séparation du gène 

majeur qui confère la sensibilité précoce dans les deux sexes et qui est porté par les lignées 

sous-congéniques C.MBT-[ D11Mit203-D11Mit69] et C.MBT-[D11Mit69], a dévoilé l’effet 

d’un gène en position proximale et ayant un effet plus tardif. Comme le phénotype n’a pas été 

affaibli chez les lignées sous-congéniques portant un fragment plus distal, les deux locus ne 

semblent pas agir de façon concertée. 
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« Il fit alors surgir un aigle  aux ailes ouvertes,  

qui dévorait son foie immortel : ce que le rapace  

lui avait dévoré le jour repoussait la nuit même »
26

 

Le locus Rvfs2 contrôle une tolérance à 

l’infection par le VFVR 

Janelle Ayres et David Schneider (2012) ont décrit la réponse de l’hôte aux 

pathogènes envahisseurs à travers la « métaphore du château ». Selon eux, un organisme 

vertébré est une forteresse qui durant un siège ou une invasion doit, certes, être défendue par 

la classe guerrière afin d’éliminer l’ennemi, mais il appartient aussi aux habitants de réparer 

les dégâts, de distribuer des aliments, de s’occuper des enfants ou des vieux et, quand cela est 

judicieux, de combattre les hordes ennemies. 

1  Les mécanismes de réponse aux infections 

Ils résument ainsi les deux types de mécanismes que chaque organisme a à sa 

disposition pour répondre à une infection (Ayres and Schneider, 2012). L’un, très bien étudié, 

peut être défini par la capacité d’un organisme à limiter la réplication et la dissémination du 

pathogène, amenant à son élimination. Il est nommé « Résistance ». L’autre, encore obscur 

dans les domaines de l’immunologie, est décrit comme la capacité de l’organisme à endurer la 

réplication et la dissémination du pathogène, en limitant les dégâts qu’il peut causer au 

système. Il est nommé « Tolérance ».  

Aux mécanismes de résistance appartiennent toutes les voies canoniques de 

l’immunité : la réponse inflammatoire, la reconnaissance du pathogène, le complément, la 

phagocytose, les anticorps, la production de ROS, etc. Les mécanismes de tolérance sont 

moins bien connus et ils comptent des mécanismes de contrôle du niveau de la réponse 

immunitaire, de non-réponse volontaire ou passive, de protection contre les lésions, de 

réparation, de manipulation  du comportement du pathogène, de redistribution d’énergie, etc 

(Ayres and Schneider, 2012).   

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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2  La tolérance 

Le concept de tolérance a été utilisé pour la première fois par des botanistes qui 

décrivaient les mécanismes des moissons pour garder leur vigueur même lorsque fustigés par 

des herbivores (Kover and Schaal, 2002, Schwachtje et al., 2006). La tolérance était alors 

associée au fitness de la plante, mesuré par leur capacité reproductive (Tiffin and Rausher, 

1999).   

2.1  La tolérance dans l’immunité des Mammifères 

Les premières descriptions de tolérance chez les vertébrés ont été décrites par Lars 

Raberg (2007) lors de ses études sur l’infection de différentes lignées de souris par le parasite 

Plasmodium chabaudi. Il a utilisé le poids corporel et la numération des globules rouges dans 

le sang des souris comme indicateurs de la santé physique (ou fitness) qu’il a confronté à la 

charge du pathogène, la parasitémie. Ces études ont montré que des lignées différentes de 

souris présentant des niveaux de parasitémie similaires avaient des degrés de sévérité de la 

maladie très différents (Raberg et al., 2007). Il a ainsi défini la tolérance comme la capacité à 

limiter la sévérité de la maladie. Nous verrons que cette définition est réductrice et n’inclut 

pas tous les cas de figure. 

D’autres travaux ont décrit le mécanisme de contrôle des lésions provoquées par la 

migration de l’helminthe Nippostrongylus brasiliensis à travers le poumon des souris (Hoeve 

et al., 2009, Reece et al., 2006). La migration des larves, qui provoque des hémorragies graves 

et une anémie, induisait chez l’hôte l’expression de gènes importants pour la réparation des 

tissus pulmonaires (l’élastine, le pro-collagène). 

2.2  La tolérance à la FVR 

Quoique la majorité des études de tolérance chez les Vertébrés s’adresse aux 

infections parasitaires (Reece et al., 2006, Raberg et al., 2007, Jeney et al., 2014), il n’y a 

aucune raison pour que ce concept ne soit pas appliqué aux infections bactériennes ou virales.  

Dans notre étude, nous avons mesuré la charge du VFVR dans le sang et le foie chez 

les deux lignées de souris d’intérêt, BALB/c et C.MBT-Rvfs2. Simultanément, nous avons 
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évalué la mortalité des souris, leur état général de santé et les lésions hépatiques. Chacun de 

ces paramètres peut être utilisé en tant que mesure de fitness de l’hôte.  

Nos résultats ont montré de façon très claire qu’il n’y a pas de différence dans le taux 

de réplication et de dissémination du virus entre les deux lignées de souris puisque la charge 

virale était la même dans le sang et dans le foie des animaux des deux génotypes. Quant aux 

paramètres de santé physique, tous, à l’exception de la mortalité, étaient équivalents entre les 

souris analysées. Les deux groupes présentaient la même perte de poids, la même variation de 

température et de transaminases sériques, les mêmes profils de lésions hépatiques aux 3
ème

 et 

4
ème

 jours après l’infection et donc le même degré de sévérité. Bien qu’on ne puisse pas nier 

l’apport qualitatif de ces paramètres à l’étude de la maladie, ils ne peuvent pas être considérés 

comme informatifs pour discriminer les effets d’une résistance ou d’une tolérance. En 

revanche, la différence très significative de mortalité observée entre les deux lignées de 

souris, malgré leurs charges virales équivalentes, est indicatrice de l’action de mécanismes de 

tolérance chez les souris BALB/c qui vivent plus longtemps (Figure 31). 

2.1.2  Le mécanisme de réparation  

Nous nous sommes ensuite intéressés à la nature du mécanisme qui confère cette 

tolérance aux souris BALB/c. Nous avons montré par une étude d’immunohistochimie que les 

souris BALB/c initient un processus de prolifération cellulaire massive qui est très développé 

au jour 6 après l’infection et qui est caractérisé par un nombre important de cellules en mitose 

et une désorganisation de la structure géométrique du parenchyme hépatique.  

Des résultats récents d’expression montrent que la transcription du gène codant la 

protéine régulatrice du cycle cellulaire, la cycline B1, caractéristique de la phase mitotique de 

la cellule, est activée dans le foie des souris BALB/c dès le jour 4 après l’infection. Les 

niveaux d’ARNm cycline B1 dans le foie des souris congéniques restent inférieurs et 

invariables. Nos résultats suggèrent qu’une prolifération des hépatocytes des souris BALB/c 

existe déjà à ce stade. 

L’ensemble des résultats de pathophysiologie et expression génique suggère que les 

souris BALB/c et C.MBT-Rvfs2 permettent au virus de se répliquer et de disséminer de la 

même façon chez l’individu infecté, il en résulte un même profil lésionnel et une même  
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Figure 31 : Les cas de figure possibles selon les différents rapports entre la 

santé (ou fitness) de l’hôte et la charge du pathogène. 

La figure montre comment la modification des propriétés d’un individu peut se 

traduire dans des changements de résistance et tolérance dans le système. 

Le cercle jaune marque la position initiale. Le changement des propriétés de l’hôte 

ou de l’environnement peut conduire à l’un des 8 mouvements vers les cercles 

rouges. Un mouvement vers le bas ou vers le haut (espace jaune) indique un 

changement de la tolérance au pathogène. Le mouvement au long de la diagonale 

(en bleu) correspond à un changement de la résistance. Tous les autres 

mouvements possibles requièrent des changements contraires de la résistance et de 

la tolérance. 

Le carré rouge indique le mouvement observé chez les souris BALB/c infectées 

avec le VFVR lorsqu’on considère la mortalité comme indicateur de la fitness des 

souris.  

D’après Ayres&and&Schneider,&2012! 

!



!

!

173!

maladie. Cependant les souris BALB/c ont une meilleure capacité à régénérer un tissue 

hépatique sain, ce qui leur permettrait de survivre plus fréquemment à cette forme de la FVR. 

3  Tolérance vs. Résistance 

Quoique différentes, la résistance et la tolérance ne sont pas exclusives. Au contraire, 

elles sont souvent complémentaires. La clairance partielle ou complète du virus observée dans 

le sang des souris BALB/c illustre parfaitement la coordination des deux mécanismes lorsque 

la tolérance permet à ces souris de gagner du temps afin de monter une réponse immunitaire, 

et donc une résistance efficace qui réussisse à éliminer le virus. Les souris C.MBT-Rvfs2 

semblent être affectées dans la tolérance et elles meurent avant même de pouvoir monter une 

réponse immunitaire efficace. 
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« [Prométhée :] Mais comment et par quelle voie s’accomplira-t-il (…)»
27

 

Fasn est le meilleur gène candidat pour la 

sensibilité au VFVR 

Nous avons terminé la partie des Résultats en bâtissant une hiérarchie des gènes 

candidats présents dans l’intervalle de la lignée sous-congénique C.MBT-Rec1.  

1  La liste de gènes candidats 

Deux conditions ont déterminé l’inclusion des gènes dans la liste : 

Soit la présence d’un SNP prédit comme ayant des effets délétères, commun à la 

lignée sauvage PWK 

Le test de complémentation que nous avons réalisé entre MBT et PWK suggère que la 

mutation causale de la sensibilité est présente dans les deux génotypes.  

Afin de détecter les SNPs communs aux deux lignées sauvages de M. musculus 

musculus, nous avons fait une comparaison de leurs séquences génomiques. Nous avons 

trouvé que tous les SNPs prédits comme délétères dans notre approche sont partagés entre 

elles.  

Mais ! 

Ces conclusions doivent pourtant être prises avec précaution car deux lignées 

différentes, PWK/Pas et PWK/PhJ, ont été utilisées pour le test de complémentation et la 

comparaison de séquences, respectivement.  

Le choix que nous avons fait est lié à des raisons pratiques : un grand nombre de 

souris de la lignée PWK/Pas, élevées à l’Institut Pasteur de Paris, étaient facilement 

disponibles pour effectuer le test de complémentation fonctionnel, tandis que la lignée 

PWK/PhJ, qui est entretenue au Jackson Laboratory (Bar Harbor, Etats-Unis) mais pas à 

l’Institut Pasteur, avait été choisie pour que son génome soit entièrement séquencé (Keane et 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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al., 2011) de même que celui de 18 lignées de souris (Wellcome Trust Sanger Institute, 

Hinxton, Royaume-Uni).  

La divergence de PWK/Pas et PWK/PhJ 

Les deux lignées PWK/Pas et PWK/PhJ ont été dérivées du même couple de 

progéniteurs M. m. musculus capturés dans les environs de Prague il y a plus de 30 ans. Dès 

lors, la lignée PWK a été divisée en deux colonies, l’une a été établie à Paris, l’autre à Bar 

Harbor. Elles ont divergé durant les 3 dernières décennies.  

Dans le but d’estimer la divergence des lignées PWK/Pas et PWK/PhJ, nous avons 

comparé les données de génotypage obtenues en utilisant la plateforme MUGA. Environ 10% 

des SNPs testés sont différents sur l’ensemble des locus testés au long du génome. Seulement 

neuf SNPs sont localisés dans la région congénique dont l’un est polymorphe entre PWK/Pas 

et PWK/PhJ. Ce résultat confirme une divergence estimée de 10% entre les deux lignées.  

Nous concluons qu’une validation chez PWK/Pas des SNPs candidats pour la 

sensibilité de MBT sera nécessaire avant de se lancer dans des expériences de mutagenèse 

ciblée. 

Soit une expression différentielle après l’infection  

Les données de transcriptomique utilisées pour la sélection des gènes candidats 

proviennent d’expériences réalisées sur des macrophages péritonéaux et des fibroblastes 

embryonnaires de souris infectés. Bien que les deux systèmes cellulaires aient été validés par 

de nombreux travaux sur l’étude de la réponse immunitaire innée (do Valle et al., 2010, 

Aguilo et al., 2014, Sharma et al., 2014, Gommet et al., 2011, Demeure et al., 2012, 

Ponnusamy and Clinkenbeard, 2012), nos résultats sur les souris C.MBT-Rvfs2 indiquent un 

rôle prépondérant des hépatocytes dans l’issue de la maladie. Nous souhaitons valider les 

données d’expression dans un modèle in vivo pertinent, et pour cette raison nous étudions la 

cinétique d’expression des gènes candidats dans le foie de souris C.MBT-Rvfs2 et BALB/c 

infectées en utilisant la méthode de RT-PCR quantitative. 
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2  Les gènes candidats  

Avec l’information que nous possédons à ce stade, trois gènes apparaissent comme les 

meilleurs gènes candidats : Rnf213, Cd7 et Fasn. 

2.1  Rnf213 

Le gène Rnf213, Ring finger protein 213, a été ainsi nommé parce que la protéine 

correspondante porte un domaine doigt de zinc. Si la fonction moléculaire de la protéine n’a 

pas encore été clarifiée, la structure prédite indique un rôle potentiel dans des mécanismes de 

médiation d’interactions entre protéines (Borden, 1998, Schule and Evans, 1991, Struhl, 

1989).  

2.1.2  Les études publiées 

Des études d’association génétique, ont établi une liaison entre des variants de Rnf213 

dans les populations humaines et le risque de développer la maladie de Moya Moya 

(Miyawaki et al., 2013, Fujimura et al., 2014, Kamada et al., 2011). Cette affection, rare en 

Occident, est caractérisée par le rétrécissement progressif des artères situées à la base du 

crâne, ce qui empêche le flux normal de sang vers le cerveau. Pour compenser le 

ralentissement de la circulation sanguine, des petits vaisseaux secondaires se développent 

dans la région crânienne des patients (Suzuki and Takaku, 1969, Scott and Smith, 2009). Des 

travaux complémentaires chez le poisson-zèbre ont montré que l’inhibition de l’expression de 

Rnf213 induit un développement aberrant des vaisseaux de la tête (Liu et al., 2011). Enfin, la 

base de données d’expression Gene Atlas (http://biogps.org/) indique une expression 

augmentée dans les macrophages activés par l’exposition au LPS bactérien. 

2.1.3  Nos données expérimentales 

Rnf213 est le premier gène de notre classement puisque l’allèle d’origine MBT porte 

15 mutations faux-sens, dont 2 prédites comme délétères, et 2 délétions dans sa région 

codante. De plus, nos études ont détecté une activation de son expression dans les 

macrophages péritonéaux infectés ex vivo. Cependant, le même niveau d’activation a été 

observé chez les souris congéniques C.MBT-Rvfs2 et les souris BALB/c. Contrairement aux 
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autres deux gènes candidats, l’outil Web PosMed (http://omicspace.riken.jp) ne trouve pas 

d’association entre Rnf213 et les mots-clés « liver » ou « virus ».  

2.1.4  Conclusion 

D’après ces informations, Rnf213 ne semble pas jouer un rôle majeur dans la 

différence de tolérance des lignées de souris étudiées, C.MBT-Rvfs2 et BALB/c. Toutefois, de 

nouvelles précisions sur la fonction de la protéine pourraient modifier notre conclusion. 

2.2  Cd7 

Contrairement à Rnf213, Cd7 est un gène très bien connu, et la protéine qu’il code, 

Cluster of Differentiation 7, est très étudiée. Le gène, découvert dans les années 80 (Aruffo 

and Seed, 1987), code une protéine transmembranaire de la superfamille des 

immunoglobulines exprimée à la surface des thymocytes, des lymphocytes T matures et des 

cellules NK (Stillwell and Bierer, 2001). La protéine est aussi présente lors des phases 

précoces du développement de la lignée myéloïde (Hou et al., 1996). Plus particulièrement, 

CD7 possède une activité co-stimulatrice des lymphocytes T et une activité kinase capable 

d’activer la protéine transductrice, phosphatidyl inositol 3-kinase dans le cytoplasme de ces 

cellules (Chan et al., 1997, Stillwell and Bierer, 2001). 

2.2.1  Nos données expérimentales 

En ce qui concerne notre étude, l’allèle d’origine MBT de Cd7 contient 3 mutations 

faux-sens dont une prédite comme délétère. Aucune évidence d’expression différentielle après 

infection de macrophages péritonéaux ou de fibroblastes embryonnaires de souris n’a pas été 

trouvée. Naturellement, PosMed détecte une forte association entre Cd7 et le mot-clé 

« virus ». Cependant, l’association détectée entre le gène et le mot-clé « liver » n’a pas pu être 

vérifiée dans la bibliographie. 

2.2.2  Conclusion 

Vu son rôle majeur dans l’activation de la réponse immune à médiation cellulaire qui 

démarre tardivement sur des souris naïves et l’absence de liaison avec les mécanismes 

physiologiques qui se déroulent dans le foie, Cd7 ne peut pas occuper la position première de 

la liste de gènes candidats. 
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2.3  Fasn 

Le gène Fasn code une enzyme centrale de la synthèse des acides gras saturés chez 

tous les eucaryotes, l’acide gras synthétase (FASN, Fatty acid synthase). Cette protéine à 

structure multienzymatique agit comme un homodimère, elle catalyse l’ensemble des 

réactions qui convertissent le substrat malonyl-CoA en acide palmitique (Figure 32, haut) 

(Leibundgut et al., 2008). Pour ce faire, la protéine FASN possède 8 domaines enzymatiques 

(Figure 32, bas) – thioestérase, protéine porteuse d’acyle, malonyltransférase, synthase, deux 

réductases et deux déshydratases - chacun avec son propre site catalytique (Leibundgut et al., 

2008), permettant une séquence de réactions unidirectionnelle et efficace dans une même 

localisation cellulaire. De plus, FASN contient deux domaines non catalytiques – 

pseudo-ketoréductase et pseudo-methyltransférase – qui forment le cœur de la protéine et sont 

responsables de l’interaction entre deux monomères et, par conséquent, de la structure 

fonctionnelle en dimère (Maier et al., 2006, Chirala et al., 2001). Pour toutes ces 

caractéristiques biochimiques, FASN est une des enzymes du métabolisme des Mammifères 

les plus complexes ; elle est classée parmi les mégasynthétases (Leibundgut et al., 2008).  

2.3.1  Les études publiées 

Chez les Mammifères, l’activité enzymatique de FASN est essentiellement détectée 

dans le tissu hépatique, adipeux et dans les glandes mammaires qui sont tous les trois les 

organes majeurs de production et d’accumulation des acides gras dans l’organisme. Grâce à sa 

fonction centrale dans le métabolisme cellulaire, la protéine FASN a été impliquée dans une 

large gamme de phénomènes physiologiques. Parmi les nombreuses fonctions de la protéine, 

nous soulignons son implication dans la réplication des virus à ARN à l’intérieur des cellules 

des Mammifères (Heaton et al., 2010, Martin-Acebes et al., 2011, Yang et al., 2008, Heaton 

and Randall, 2011, Oem et al., 2008, Joven et al., 2011), dans les mécanismes de survie 

cellulaire, dans la prolifération des hépatocytes et la régénération du tissu hépatique (Asins et 

al., 1994, Gove and Hems, 1978) et sa fonction d’oncogène lors du développement des 

cancers du foie et du colon (Flavin et al., 2010, Murata et al., 2010).  
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Figure 32 : La multi-enzyme acide gras synthétase (FASN) des Mammifères. 

En haut – Le cycle de réactions de l’enzyme FASN. Les substrats (malonyl-CoA 

et acetyl-coA) sont pris en charge par la protéine porteuse d’acyle (ACP, gris) qui 

conduit les produits intermédiaires au long du cycle jusqu’à la libération de l’acide 

palmitique. Les activités catalytiques variées sont assurées par les différents 

domaines de la protéine 

En bas – L’organisation linéaire des domaines de FASN à une échelle 

approximative de la séquence d’acides aminés. Les domaines catalytiques 

(colorés; MAT, malonyltransférase; KS, kétoacyle synthétase; KR, kétoacyl-

réductase, DH déshydratase, ER, énoyl-réductase, TE, thioestérase) et de support 

(gris) sont indiqués. Les domaines non catalytiques, pseudo-KR (ΨKR) et pseudo-

methylytansférase (ΨME) sont colorés en jaune et violet, respectivement. 

D’après Leibundgut et al., 2008  
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Plusieurs travaux ont démontré que des virus hépatotropes, comme le virus de 

l’hépatite C et le virus de la Dengue, induisent une surexpression du gène Fasn et recrutent le 

complexe protéique sur les sites de réplication virale afin d’assurer une synthèse d’acides gras 

optimale pour la production de virions (Heaton et al., 2010, Joven et al., 2011, Yang et al., 

2008). Bien qu’une relation directe entre le VFVR et Fasn n’ait jamais été établie, une étude 

réalisée par Theresa Moser  (2012) a montré que l’inhibition de la synthèse des acides gras 

par la voie de la protéine kinase activée par l’AMP (AMPK) dans des fibroblastes 

embryonnaires de souris qui ont été infectés par la souche atténuée du VFVR, MP-12, 

provoque une réduction importante du titre viral. Les chercheurs ont conclu que la 

biosynthèse des acides gras est nécessaire à la réplication du VFVR (Moser et al., 2012). 

2.3.2  Nos données expérimentales 

L’analyse des séquences de MBT avait prédit deux mutations faux-sens dans le gène 

Fasn dont une était prédite comme ayant des effets sévères dans le domaine thioestérase. Des 

résultats récents de re-séquençage d’un fragment du gène ont permis de conclure que la 

mutation n’était qu’un artefact provoqué par un mauvais alignement local. Il ne reste donc 

qu’une seule mutation dans l’exon 23 du gène qui provoque le changement du résidu histidine 

en position 1285 en tyrosine. La mutation affecte la séquence du domaine pseudo-

méthyltransférase qui est important pour la dimérisation de la protéine (Maier et al., 2006, 

Chirala et al., 2001). Si les outils de prédiction de sévérité n’ont pas identifié ce changement 

comme délétère, une analyse bioinformatique plus détaillée de la substitution a montré que 

l’histidine 1285 et les séquences qui l’entourent sont conservées dans la protéine humaine et 

qu’un résidu tyrosine à cette position peut être phosphorylé dans son groupe hydroxyle. Cela 

suggère une conservation importante de la région et un effet potentiellement dramatique du 

changement pour la structure et la fonction de la protéine. 

De plus, nous avons comparé la conservation du résidu histidine 1285 parmi les 18 

lignées de souris de laboratoire séquencées (Keane et al., 2011). Toutes les lignées, à 

l’exception de PWK/PhJ, contiennent une histidine en position 1285. Le séquençage de la 

région de la mutation chez PWK/Pas a montré que la mutation y est aussi présente. Plus 

récemment, nous avons pu élargir notre étude à une autre lignée dérivée de souris sauvages 

M. m. musculus capturées en Danemark, nommée Skive/EiJ (Skive). La mutation His1285Tyr 

est également présente chez la lignée Skive. Ces données indiquent que la mutation est une 

innovation apparue lors de l’évolution de la sous-espèce M. m. musculus. 
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2.3.3  Conclusion et perspectives 

D’après les données fonctionnelles et de séquence susmentionnées, Fasn est notre 

meilleur gène candidat pour la sensibilité de C.MBT-Rvfs2. Des expériences de substitution 

du codon Histidine chez la souris BALB/c par un codon Tyrosine à l’aide de la technologie de 

CRISPR/Cas9 sont en cours afin de démontrer la causalité de la mutation dans le phénotype 

de sensibilité. 

À ce stade, nous ne pouvons pas émettre d’hypothèse sur le mécanisme d’action de 

Fasn dans la sensibilité. Si celle-ci est confirmée chez des souris transgéniques pour Fasn, 

nous espérons que des études complémentaires aideront à clarifier son rôle lors de l’infection 

par le VFVR. 
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Conclusion 

« Sitôt que mon foie dévoré a réussi 

À se régénérer, le voilà qui revient, avide, 

Pour un autre festin monstrueux.»
28
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 Extrait du Prométhée délivré d’Eschyle in IIè Tusculanes de Cicéron. 
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Déjà dans l’Antiquité, les peuples reconnurent le caractère essentiel du foie pour la 

vie. La preuve en est que les Égyptiens le conservèrent dans les vases canopes afin que la vie 

dans l’au-delà fût assurée au défunt. Hippocrate, père de la médecine, y vit la source des deux 

humeurs, sang et bile jaune, dont le moindre déséquilibre résulterait en une maladie du corps. 

L’anatomiste Galien enchérit sur la pensée de ses ancêtres que le foie était le centre de la 

circulation sanguine et la rate responsable de sa purification. 

L’intérêt porté sur les affections hépatiques chez l’homme antique n’est pas étonnant à 

la lumière des connaissances modernes des fonctions majeures du foie : rôle central dans le 

métabolisme, production des facteurs de coagulation, destruction de toxines, production 

d’albumine et angiotensine, entre autres.  

Pour les anciens, même une divinité éprouvait de la souffrance lorsqu’atteinte d’un 

mal hépatique. C’est pourquoi Zeus condamna Prométhée, enchaîné, à présenter son côté 

droit à l’aigle du Caucase pour qu’il se repût de l’organe tous les trois jours. Or, les grecs 

constatèrent aussi une particularité du foie face aux organes restants du corps : sa capacité 

régénérative. C’est d’ailleurs ainsi que le foie de Prométhée se renouvela pendant la nuit 

seulement pour devenir un nouveau repas le lendemain.   

Tel l’aigle qui attaqua le foie de Prométhée, le virus de la fièvre de la Vallée du Rift 

infecte et détruit en trois jours celui des souris. Tout comme Prométhée, les souris de la lignée 

BALB/c semblent être sauvées par les propriétés régénératives du foie. Ainsi, plus qu’un 

modèle d’étude de la FVR, le couple BALB/c : C.MBT-Rvfs2 serait un modèle de tolérance 

aux lésions hépatiques provoquées par des virus hépatotropes, voire d’autres agents nuisibles. 

Cette hypothèse pourra être confirmée dans les mois prochains par l’infection de ces souris 

par d’autres virus causant des hépatites, comme le virus de la Dengue. 

En outre, nous n’avons pas accompli dans leur totalité les objectifs fixés au démarrage 

du projet. Toutefois, bien que le gène causal ne soit pas encore démontré, la stratégie que 

nous avons utilisée a permis un avancement considérable dans l’identification des facteurs 

génétiques impliqués dans la FVR. Nous avons notamment établi une liste de gènes candidats 

dont l’un est particulièrement prometteur, le gène Fasn. La démonstration de l’implication de 

Fasn dans le phénotype étudié établirait pour la première fois un lien direct entre le 

métabolisme des lipides, l’infection virale et la prolifération des hépatocytes. 
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Enfin, nous espérons que la découverte imminente du gène de Rvfs2 et, par 

conséquent, des voies de tolérance à la FVR puisse contribuer au développement de nouvelles 

stratégies de soin médical et de nouveaux traitements.  

La FVR continuera à être une maladie négligée par les décideurs et gouvernements 

tant qu’elle n’atteindra pas l’Occident. En qualité de scientifiques, il ne nous appartient pas de 

changer ces politiques, mais d’assurer que rien ne nous retient d’avancer nos connaissances de 

telle sorte que, le moment venu, nous en connaitrons assez pour faire la différence.  

C’est à ce moment là que la science dépasse le mythe. 
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Génétique de la résistance à la fièvre de la Vallée du Rift : 

Rvfs2 confère une tolérance à l’hépatite 

Rúben Leandro Batista 

Abstract 

Rift Valley fever (RVF) is an emerging zoonosis, caused by an arbovirus, the Rift Valley fever virus (RVFV). The disease 

affects mainly livestock, although it can also have a severe impact on human health. In humans, RVF may progress into fatal 

outcomes due to acute hepatitis or encephalitis. To date, no human vaccine or specific treatment is available. Recent genetic 

studies emphasized the influence of the host genetic background on the outcome of the disease, but the identity of causative 

genes remains unknown. In the present work, we studied the genetic factors determining the susceptibility of MBT/Pas and the 

resistance of BALB/c mouse inbred strains to RVFV. We identified 3 QTLs linked to survival upon infection on chromosomes 

2, 5 and 11. These QTLs were named Rvfs1, Rvfs3 and Rvfs2, respectively. The in vivo challenging of the corresponding 

congenic strains, C.MBT-Rvfs1, 2 and 3, confirmed the role of  Rvfs2 on the susceptibility to RVF. We investigated 

pathophysiological mechanisms and showed that both C.MBT-Rvfs2 and BALB/c mice exhibit early onset severe hepatitis. 

However, while C.MBT-Rvfs2 died rapidly from liver failure, BALB/c mice tolerated the liver disease and regenerated the 

hepatic tissue, thus, avoiding a premature death. These mice eventually died at a later stage from encephalitis. These 

observations indicate that each of the C.MBT-Rvfs2 and BALB/c mouse models recapitulates one form of the human disease, 

hepatitis and encephalitis, respectively. We generated subcongenic strains harboring the Rvfs2 region and tested their 

susceptibility to RVF. The results were combined with high-throughput analyses of the structural and regulatory variants found 

in the region. Our combined approach allowed the identification of three candidate genes: Rnf213, Cd7 and Fasn. The known 

function of the Fasn gene suggests that it could play a role in the mechanism of liver regeneration and, thus, Fasn is our best 

candidate gene to account for the susceptibility phenotype. 

Keywords : Rift Valley fever,  Complex Traits, Mouse, Hepatitis, Liver Regeneration, Tolerance 

Résumé  

La fièvre de la Vallée du Rift (FVR) est une zoonose émergente provoquée par le virus de la fièvre de la Vallée du Rift 

(VFVR). La FVR affecte principalement le bétail, mais peut aussi toucher l’Homme. La maladie peut évoluer, chez l’Homme, 

sous deux formes mortelles: une fièvre hémorragique et une encéphalite. Aucun traitement ou vaccin n’est disponible. Bien 

que des études récentes démontrent l’importance du fonds génétique dans l’issue de la FVR, l’identité des gènes responsables 

reste inconnue. Dans ce travail, nous avons étudié les facteurs génétiques qui déterminent la sensibilité accrue de la lignée 

consanguine de souris MBT/Pas et la résistance relative de la lignée BALB/c à la FVR. Nous avons identifié trois QTLs sur les 

chromosomes 2, 5 et 11, que nous avons nommés Rvfs1, Rvfs3 et Rvfs2, respectivement. Une infection des lignées congéniques 

correspondantes, C.MBT-Rvfs1, -2 et -3, a confirmé le rôle de la région Rvfs2 dans la sensibilité à la FVR. Nous avons réalisé 

une analyse pathophysiologique et montré que les souris C.MBT-Rvfs2  et BALB/c développent précocement une hépatite. Les 

souris C.MBT-Rvfs2 meurent de cette hépatite aiguë. En revanche, les souris BALB/c régénèrent leur foie, ce qui leur permet 

de mieux tolérer l’atteinte hépatique. La majorité des souris BALB/c sont décédées plus tard d’une encéphalite. Ces 

observations montrent que les modèles C.MBT-Rvfs2 et BALB/c reproduisent chacune des deux formes de la maladie 

observées chez l’Homme, l’hépatite et l’encéphalite, respectivement. Nous avons produit des lignées sous-congéniques pour la 

région Rvfs2 et avons testé leur sensibilité à l’infection. Les résultats ont été croisés avec une analyse des variants de structure 

et de régulation présents dans l’intervalle. Cette stratégie a permis d’identifier 3 gènes candidats : Rnf213, Cd7 et Fasn. La 

fonction connue du gène Fasn suggère qu’il puisse jouer un rôle important lors de la régénération du foie et ainsi être le facteur 

génétique que nous recherchons. 

Mots-clés : fièvre de la Vallée du Rift, Caractères complexes, Souris, Hépatite, Régénération du foie, Tolérance 


