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Résistance aux tumeurs viro-induites
chez le poulet. F Coudert, AM Chausse,
P Quere, P Thoraval, G Dambrine (INAA,
Unité de virologie, Station de pathologie
aviaire et de parasitologie, 37380 Nouzilly,
France)

La maladie de Marek est une affection & déve-
loppement tumoral spécifique aux oiseaux qui
présente des particularités remarquables, en ce
qui concerne le lymphocyte T et son rdle tout au
long de I'évolution de la maladie.

La maladie de Marek se caractérise par V'ap-
parition de tumeurs lymphocytaires de type T
contre lesquelles le poulet peut résister soit par
l'application d'une vaccination, soit grace & ses
propres caractéres génétiques qui lui conférent
alors une résistance de type spontanée. C'est le
complexe majeur d'histocompatibilité qui inter-
vient de maniére prédominante dans ces phé-
nomenes. Cette maladie tumorale est extréme-
ment contagieuse et se transmet exclusivement
par voie horizontale, d'un poulet & l'autre (grace
aux poussiéres de l'air ambiant). L'agent étiolo-
gique est un virus & ADN de type herpes, trés
voisin du virus responsable, chez 'homme, du
lymphome de Burkitt ou du cancer du nasopha-
rynx (Settnes, 1982; Schat, 1987). La maladie
de Marek se traduit par le développement de tu-
meurs lymphoides, qui atteignent toujours les
nerfs et qui peuvent aussi affecter d'autres or-
ganes. Ces tumeurs sont constituées d'une trés
grande majorité de lymphocytes T matures dont
la plupart portent le marqueur de différenciation
CT4+ (équivalent du marqueur CD4+ chez les
Mammiféres).

Si la vaccination a permis depuis 1970 de ré-
duire Iimpact de la maladie dans les élevages,
Papparition récente de souches virales hypervi-
rulentes a provoqué des ruptures de vaccination
importantes et a entrainé un regain d'intérét

pour les études visant & la création de lignées
de poulets génétiquement résistants au dévelop-
pement des tumeurs.

A I'heure actuelle, la résistance spontanée a
la maladie de Marek est un processus trés spé-
cifique et assez unique puisqu'il se traduit par
une inhibition de la multiplication des cellules
tumorales et une absence de formation des tu-
meurs. En effet, on observe, aussi bien chez
les poulets sensibles que résistants, une multi-
plication du virus de la maladie de Marek
(MDV), une persistance de ce virus au cours
de la vie de I'animal, et un pouvoir de contami-
nation assez comparables. Seul, le processus
de développement tumoral va s‘installer puis
progresser chez les poulets sensibles alors
qu'il va survenir puis regresser pour disparaitre
chez les animaux résistants. Nous sommes
donc en présence d'une résistance génétique
«anti-tumorale» et on comprend dés lors tout
l'intérét que présente un tel modéle pathologi-
que dans 'étude des mécanismes qui gouver-
nent cette résistance.

Le lymphocyte T : son réle

Le lymphocyte T et le virus

Si les premiéres cellules de l'organisme infec-
tées par le MDV sont les lymphocytes B, le
virus va les quitter trés rapidement et définitive-
ment pour contaminer et activer les lympho-
cytes T. Dés lors, 2 possibilités d'évolution peu-
vent intervenir : soit le virus entre en phase de
virémie et se multiplie en entrainant comme
tous les virus herpés une cytolyse de la cellule
héte, soit le virus va s'intégrer dans le génome
de la cellule héte et entrer en phase de la-
tence. Cette période peut &tre plus ou moins
longue en fonction de paramétres encore trés
mal définis (Schat, 1987). Des stress tels que
la mise en ponte ou d'autres phénomeénes, font
que le virus devient cancérigéne et transforme
la cellule héte (lymphocyte T mature) pour en-
trainer la formation d'une tumeur constituée de
lymphocytes T. La plupart des lignées cellu-
laires établies & partir des tumeurs issues d'or-
ganes divers (rate, ovaire, etc) portent le mar-
queur CT4+ et des expérimentations récentes
ont montré qu'il était également possible d'iso-
ler quelques lignées avec le marqueur CT8+
ainsi que des lignées double négative CT4—
CT8- (Schat et al, 1991).
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Le lymphocyte T
et les réactions immunitaires

L'étude des réponses immunitaires au cours du
développement de la maladie de Marek montre
que les réponses humorales sont tout a fait nor-
males; cependant les anticorps produits n'‘ont
aucune activité protectrice contre le développe-
ment des tumeurs. En revanche, on assiste
pour les réactions d'immunité & médiation cellu-
laire & une chute drastique de l'activité des lym-
phocytes T. Ce phénoméne se traduit in vitro
par une absence quasi totale de la réponse aux
mitogénes (Con A, PHA, etc) et in vivo par une
acceptation de greffes allogéniques chez les
poulets a un stade final d'évolution de la mala-
die. Seule, l'activité cytotoxique des lympho-
cytes prélevés chez des poulets malades, quel
que soit le stade d'évolution des tumeurs, reste
trés conservée in vitro contre des cellules de li-
gnées établies a partir de tumeurs de maladie
de Marek. Donc, en dehors de l'organisme, ces
cellules sont tout a fait aptes a tuer des cellules
tumorales alors qu'elles sont, pour une raison in-
connue, inaptes in vivo a lutter contre la pro-
gression des tumeurs (Dambrine et al, 1978). Il
est possible d'envisager différentes hypothéses,
telles que la présence de facteurs suppresseurs
induisant l'inactivation de ces cellules cytotoxi-
ques in vivo, les empéchant ainsi de jouer leur
réle de destruction des cellules tumorales. Au
cours de la réponse immunitaire, un certain
nombre de facteurs solubles (les lymphokines)
interviennent, soit comme activateurs, soit au
contraire comme suppresseurs de l'activité des
lymphocytes. Concernant les lignées résistantes
ou sensibles, on peut imaginer qu'un polymor-
phisme de structure au niveau des génes co-
dant pour les lymphokines, ou encore qu'une dif-
férence d'expression de ces génes pourrait
rendre compte de la différence de comporte-
ment vis-a-vis de I'évolution des tumeurs.

En résumé, le lymphocyte T est la cellule
«pivot» dont il faut comprendre le mode d'action
et de réaction :

- elle permet d'une part I'apparition et le déve-
loppement de la maladie. C'est la cellule cible
du virus qui va disséminer les virions dans l'or-
ganisme, puis elles devient la cellule héte du
virus pendant la phase de latence et enfin c'est
la cellule cible de la transformation tumorale;

—~ c'est d'autre part la seule cellule réactive de
I'organisme capable de lutter contre l'installation
des tumeurs et de rejeter les cellules tumorales.

Complexe majeur d'histocompatibilité :
son réle

De nombreux travaux ont permis de relier l'apti-
tude a la résistance aux tumeurs a la présence
de génes associés au complexe majeur d'histo-
compatibilité (CMH); chez le poulet, cette région
est appelée locus B et est localisée sur un mi-
crochromosome. Le complexe B constitue aussi
'un des groupes sanguins du poulet. Une tren-
taine de combinaisons différentes du complexe
B ont été identifiées, et c'est I'haplotype B21 qui
confére aux poulets la résistance au développe-
ment des tumeurs de la maladie de Marek.

Le complexe B du poulet comporte 3 classes
de génes dénommées BF, BL et BG. Les régions
BF et BL codent respectivement pour les anti-
geénes de classe | et de classe |l et la région BG,
que l'on ne retrouve pas chez les mammiféres,
codent pour les antigénes de classe |V présents
sur la membrane des érythrocytes, des thrombo-
cytes, sur certaines cellules intestinales (Miller et
al, 1990) et sur les lymphocytes. Par contre, des
génes de classe Il des mammiféres (protéines
du complément) ne sont pas présents dans la ré-
gion du CMH chez le poulet. Le complexe B du
poulet se caractérise par un taux trés faible de re-
combinaison, et & ce jour, si quelques recombi-
nants existent entre la région BG/BF-BL, aucun
recombinant n'a encore été obtenu entre les ré-
gions BF et BL; c'est la raison pour laquelle le
role respectif de ces régions dans le phénoméne
de résistance aux tumeurs reste encore a déter-
miner. La cartographie du CMH a permis d'expli-
quer cette absence de recombinaison : l'organi-
sation des génes BF et BL est trés différentes de
celle des génes de classe | et de classe |l de
mammiféres qui sont nettement séparés par plu-
sieurs unités de recombinaison sur le chromo-
some. Chez le poulet, les 6 génes BF actuelle-
ment identifiés sont intriqués parmi les 5 génes
BL qui ont été décrits, rendant ainsi tout événe-
ment de recombinaison fortement improbable
(Bourlet et al, 1988; Guillemot et al, 1988).

Outre les génes codant pour les molécules
BF, BL et BG, un certain nombre de génes co-
dant pour des produits n‘ayant pas de réle direct
dans la réponse immunitaire ont été isolés au
sein du complexe B. Parmi eux, le géne 12,3 a
été plus particulierement caractérisé : il code
pour [a sous-unité a d'une protéine G; cette der-
niere est impliquée dans les phases précoces
de la transduction du signal (Guillemot et al,
1989). D'autres génes qui pourraient jouer un
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réle sur la réponse immune, sont actuellement
en cours de caractérisation au collége de
France par I'équipe de C Auffray.

Modéle expérimental nécessaire a l'étude
de la résistance aux fumeurs

Lignées animales. Pour parvenir & analyser le
réle du CMH dans la résistance aux tumeurs,
nous avons créé des lignées de poulets spécifi-
ques, sélectionnées au niveau du CMH. Ainsi
nous possédons actuellement 5 troupeaux his-
tocompatibles dont I'un comporte [I'haplotype
B21 associé & la résistance et I'haplotype B13
associé a une trés grande sensibilité. De plus, 2
troupeaux congéniques B13 et B21 possédant
un fond génétique commun B12 sont en cours
de sélection. Il faut signaler que la résistance
aux tumeurs est un caractére dominant, ce qui
augmente lintérét de son étude puisque des
troupeaux hétérozygotes (B21/BX) devraient
présenter le phénotype résistant.

Les essais de virulence effectués réguliére-
ment sur nos troupeaux génétiquement triés
montrent une conservation du caractere de résis-
tance en liaison avec I'haplotype B21. De tels
troupeaux ne variant qu'au niveau des génes du
CMH et possédant un fond génétique commun
sont des outils précieux pour comprendre le role
joué par le CMH dans le processus tumoral.

Dans notre laboratoire, nous nous attachons
A caractériser plus précisément quelle est la ré-
gion du complexe B qui joue un réle dans le
phénoméne de résistance. L'isolement des
sondes BF et BL a été réalisé dans le labora-
toire de C Auffray (Guillemot et al, 1988) puis
une sonde BG a été isolée dans le laboratoire
de M Miller (Goto et al, 1988). Pour étudier si la
notion de résistance-sensibilité entre B21 et
B13 pouvait étre due a une différence structu-
rale (qualitative) au niveau des génes du CMH,
nous avons étudié le polymorphisme associé
aux génes BF, BL et BG dans un certain
nombre d'haplotype et en particulier B21 et B13.

Nos résultats ont montré que chaque haplo-
type présentait un profil de restriction caractéris-
tique avec chacune des sondes utilisées. De
plus, tous les poulets B21 sélectionnés aupara-
vant par des tests d'hémagglutination posse-
dent un profil identique avec la sonde BG, alors
que les sondes BF et BL permettent de définir
respectivement 5 et 6 sous-types d'haplotype
B21. A I'heure actuelle il ne nous est pas pos-
sible de corréler un sous-type avec un niveau

plus ou moins élevé de résistance. |l est & re-
marquer également que I'haplotype B21 pré-
sente un nombre de fragments de restriction de
classe | plus élevé que les autres haplotypes
étudiés. On peut émettre I'hypothése que les
poulets B21 posséderaient un nombre de génes
de classe | plus important dont I'expression aug-
menterait l'efficacité des réponses immunitaires.
Cette propriété pourrait étre a l'origine de la ré-
sistance & la maladie de Marek des poulets
B21. Un autre niveau de variation entre lignées
sensibles et résistantes peut provenir d'une dif-
férence non plus qualitative mais quantitative
dans l'expression des génes du CMH. Afin de
vérifier cette hypothése, nous étudions 'expres-
sion des génes de classe | et Il chez les ani-
maux B13 et B21. Enfin, comme nous l'avons
souligné, il existe un certain nombre de génes
non classe |, Il et IV dans le complexe B. Leur
présence dans cette région pourrait étre asso-
ciée au phénomeéne de résistance/sensibilité.
C'est pourquoi nous envisageons d'étudier s'il
existe une différence structurale ou une diffé-
rence de niveau d'expression au niveau de ces
génes dans les haplotypes associés a la résis-
tance et a fa sensibilité.

D'autres hypothéses ne faisant pas intervenir
le CMH pourraient étre envisagées et les fac-
teurs d'adhésion, par exemple, pourraient cons-
tituer des parameétres responsables de la résis-
tance aux tumeurs. Toutefois, notre équipe de
recherche a choisi d'approfondir le réle du CMH
afin d'identifier et d'isoler & terme le ou les
geénes responsables de la résistance a la Mala-
die de Marek.
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La présence de Ila barriegre hémato-
encéphalique ainsi que l'absence de systéme
lymphatique dans le cerveau ont longtemps fait
penser que le cerveau était totalement isolé du
systéme immunitaire. C'est ainsi, par exemple,
que l'expression d'antigénes d'histocompatibilité
par des cellules du cerveau est beaucoup plus
faible qu'en périphérie : niveau d'expression trés
faible des antigénes de classe |, quasi nulle des
antigénes de classe ll. Pourtant, des données
récentes ont bouleversé notre conception de
I'élaboration d'une réponse immunitaire au ni-
veau du systéme nerveux central, notamment

quant a la contribution des astrocytes et des cel-
lules endothéliales microvasculaires.

La barriére hémato-encéphalique (BHE)

Structure de la BHE

La BHE est située a l'interface sang-espace ex-
tracellulaire cérébral. Elle est formée par les cel-
lules endothéliales des capillaires cérébraux qui
se distinguent des autres capillaires de l'orga-
nisme par plusieurs caractéristiques morphologi-
ques : la présence de jonctions intercellulaires
étanches (ou serrées), a l'image de certains épi-
théliums; la trés faible activité du transfert vési-
culaire; I'absence de canaux transendothéliaux;
le contact étroit avec les prolongements astrocy-
taires. Les capillaires cérébraux comporntent une
seule couche de cellules endothéliales, repo-
sant sur une matrice extra-cellulaire (ou lame
basale), entourées d'une couche astrocytaire
quasi-ininterrompue formant une glia limitans,
(Goldstein et Betz, 1986). D'autres cellules sont
localisées autour des capillaires : les cellules mi-
crogliales périvasculaires, trés proches antigéni-
quement des monocytes (Mallat et al, 1991), et
les péricytes, cellules contractiles dont la fonc-
tion n'a pas été clairement établie. En outre, plu-
sieurs données morphologiques sont en faveur
d'une innervation centrale (en particulier nora-
drénergique et sérotoninergique) des capillaires
cérébraux (Kalaria et Harik, 1989).

Perméabilité de la BHE

Transport et polarité. Un grand nombre de
travaux portant sur la BHE se sont orientés vers
la description des mécanismes de transport
d'éléments nutritifs a travers cette barriere
qu'est la BHE pour les molécules hydrophiles.
Plusieurs systémes de transport ont été décrits
pour les substances métaboliques tels que

- hexoses, acides aminés et précurseurs des

acides nucléiques (Goldstein et Betz, 1986).
Ces études ont ainsi permis d'établir que les cel-
lules endothéliales cérébrales sont polarisées,
la distribution asymétrique de ces transporteurs
étant imposée par la présence des jonctions
étanches, véritables barriéres de diffusion des
protéines membranaires. Quant a la perméabili-
té de la BHE aux molécules hydrophobes, qui
diffusent aisément a travers la bicouche lipidi-
que membranaire, elle est limitée par fa pré-
sence de la protéine P (ou «multi-drug resis-
tance protein, mdr») qui fonctionne comme une
pompe refoulant les molécules hydrophobes



