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Résumé

[.a création d'auinraur transgéniques constitue actuellement un modèle d'énrde de choix dans les laboratoires et
tend à devenir une biotechnologie à part entière. Si cette approche méthodologique est bien maîtrisée chez les
mammifères grâce à la micro-iqjection, elle est maintenant possible bien que délicate à réaliser chez les oiseaux.
Plusieurs méthodologies mettant en oeuvre des vecterus rétrovirarx, la micro-injection, la manipulation des
cellules embryomraires précoces ou des cellules germinales primordiales ont été développees simultaném€nt.
Certaines ont abouti à I'obtention de poulets transgéniques. læs transgènes ainsi introduits ne sont pour I'instant
que des gènes modèles (la plupart du teinps d'origine bactérienne). I\{ais I'on peut d'or€s et déjà envisager
I'obtention de poulets transgéniques dont les transgènes pourraient permettre I'amélioration d'un caracthe
phlsiologique, I'installation d'une ésistance à une maladie tumorale ou même la production in ovo de protéines
recombinantes d' intérêt phannaceutique ou agronomique.

Introduction

[æs caractères biologiques des espàrcs avicoles ont facilité I'application de progxammes de sélection génétique. Ils
se sont traduits par une amélioration constante des performances zootechniques. Dans un futur proche, le
sélectionneur pourra bénéIicier, en plus du perfectionnement des méthodes de la génétique classique, de méthodes
alternatives résultant de la biologie moleculaire et en particulier la transgénèse. [æs volailles constituent en outre
une espèce dont la taille, la prolilicité et la strucnue de production caactérisée par la diffusion d'rm nombre limité
de souches, sont des facteus compatibles avec I'application de méthodes de transgénèse. Pour envisager la
producûon de poulets transgeniques, il est néccssaire de répondre à deux ry'pes de questions :

t) De quelle(s) méthodologie(s) dispose-t-on pour effectuer I'insertion d'un transgène?

2) Quel(s) transgène(s) peut-on choisir pour conférer au poulet transgénique un avanrye pr.epondêraunr 2

Les approches méthodologiques de la transgénèse chez le poulet

Chez la poule, la micro-injection directe du transgène dans I'oeuf féconde, couramment pratiquée chez les
manmifères est impossible à réaliser car I'oeuf est rapidement entouré de I'albumen et de la coquille qui le
rendent inaccessible. Toutefois, M. Perry (1988) a mis au point rme technique permettant, en dehors de la
coquille, le développement d'un embryon de poulet du stade une cellule jusqu'à l'éclosion du poussin. Ainsi,
l'æuf fécondé devient accessible à la micro-injection. Un poulet transgénique a été obtenu ptr cette tecbnique
(L,ove et al., 199+) qui est cependant difficile à metEe en oeuvre et dont les rendernents restent enoore faibles. Par
conséquent, il a fallu recourir à d'autes méthodes.

L'utilisation de vecteurs rétroviraux

Parmi celles-ci, I'emploi de rétrovirus oonme vecteur de transgène a été développé. [æs rétrovirus (virus à ARN)
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présentent en effet une propriété particulièrement at'antqeus€ en matière de transfert de gènes, puisque leur
génome s'intègre obligatoirement dans I'ADN de la cellule qu'ils infectent. I-e rendement cl'intégration du
trmsgène est en outre beaucoup plus efhcace après infection par un rétrovins que par les techniques classiques de
transfection. De plus, le génome des rétrovirus, relativernent corrt, comporte seulement trois ou quatre gènes,
parfaitement identifiés. Ces gènes viraux sont encadrés par un groupe d'éléments appelé LfR (Long terminal
Rep.at) qui renferrne les stnrctures "promoteur" assurant I'expression de ces gènes. Des vecteurs rétroviraur ont
été élaborés (Frgrue 1) dérivant soit du vinrs de la réticuloendothéliose (ll'atanabe et Temin, l!83), soit des ALSV
(Avian læukosis ans Sarcoma Viruses) (Benchaibi et al., l!89; Cosset et al., 1991). Dans les deux cas, les gènes
viraux responsables de la multiplication du virus et de son pouvoir pathogàre ont été enlevés et remplacés par les
gènes que I'on souhaite trmsférer. Le génome viral hybride ainsi construit, appelé "veçteur rétroviral" est produit
par une lignée de cellules dite transcomplémentante sous forme de virions, capables d'infecter tme seule fois les
cellules animales sans s'y multiplier.

Rétrovirus dérivés des ALSV

Virus
réplicatif

Virus non
réplicatif
(aEv)

Vecteur
rétroviral

Figune I : Représentation schématique de virus du groupe des ALS\'. [r virus réplicatif porte les gènes gg,
psl et env nécessaires à la formation des particnles virales, il peut donc se multiplier. [æ virus non réplicatif porte
à la placc des gènes gag, pgl et gry, des gènes d'origine cellulaire, les oncogènes respmsables de son pouvoir
transformant. Il est incapable de se mulûplier seul et néoessite pour cela la présence concomitante d'un virus
replicatif. Nous avons utilisé I'AEV, virus de l'érythroblastose aviaire, pour construire rm vecteur rétroviral. I-es
oncogènes erb-A et erb-B ont été respectivement remplacés par des gènes maqueurs. Ce vecteur rétroviral est
produit à partir d'une lignée cellulaire træscomplémentrrte qui synthétise les protânes S4S, pgl et gry,.

Des poulets transgéniques ont été obtenus avoc les vecteurs Étroviraux dérivés du virus de la réticuloendothéliose
(Bosselman et al., 1989). Cependmt, I'utilisation de ce ty,pe de vinrs ne présente pas rme gæantie madmale de
sécurité car il est emphotropique et capable d'infecter plusieurs especes dont I'homme. Nous avons pour notre
pat choisi de dévelop'per des vecteurs rétroviraur à pætir des ALSV qui ont eux la particulæité de n'infecter que
les cellules d'oiseaux.Nous avons trtilisé des suspensions virales pour infecrer des embryons de poulet à un stade
précocc du développement (stade blastoderme, juste ap'rès la ponte; à cc stade I'embryon est déjà composé de
40.000 à 80.000 cellules) et obt€nu ainsi des poulets transgéniques (Thoraval et al., 1995). Iæs rendements sont
cependant peu élevés puisque l6glo dæ poussins éclos ont intégré le trmsgène. Un coq résultant de cette
offiation a trmsmis le træsgène à 2JVo de sa descendmce. La transmission germinale du trilsgèNre dqns lss
génémtions successives issues du poula fondateur suit les lois de Mendel. Iæ trmsgène est capable de s'exprimer
sous la forme d'une protdne fonctionndle et aucme altération résultant de I'intégratim du vectew Étroviral n'a
étéobservê.
A teme, I'utilisation des vecteurs réûoviraux sera limitée pa la taille du transgène qu'ils pourront véhiculer, et
par le ciblage de I'insertion du trarsgène dans I'ADN ou de son expression drns un tiszu sffcifique ca le
rétrovirus s'intègre au hasard dans toutes les cellules en division. Il est donc primordial de développer des
méthodes alternatives.

Utilisation de cellules embryonnaires précoces pluripotentes

L une de ces ap'pnoches consiste à exploiter la capacité de transplantation des cellules e,mbryonnaires au stade
blastodeme juste qrès la ponte. Ces cellules peuvent être prélevées, manipulées au laboratoire et ré implmtées
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blastoderme juste après la ponte. Ces cellules peuvent être prélevées, manipulées au laboratoire et réimplantées
dans un embryon du m&ne stade. Cette opération se traduit par la création de poussins chimères composés de
cellules des deux individus de dépat. Des poulets chimères ont ainsi été obteirus ente des lignês Iæghorn
blanche et Baned Plymouth Rock d'une part @ettite et al., 1990) et Leghorn Blanche et l,eghom Dorée d'autre
part (fhoraval et al., 1995). læs cellules réimplantées dans I'embryon recevelr participent à l'élaboration de
plusieurs tissus ou organes du fuhr poussin, dont les mélanocytes (plumage), la lignée érythropoiétique (cellules
du sang) ou le tissu germinal (les gamètes). ta réimplantation des cellules est d'autant plus efficace lorsque I'on
retarde en I'irradiant le développeme,nt de I'embryon roseveur sils comprcmettre sa viabilité (Carscience et al.,
1993; Thoraval et al., 1995). Des poulets chimères ont ainsi été obtenus dont le plrrmage était composé de plus
de 75Vo & cellules originaires du donneur (figure 2). Dans d'autres cas, la lignée germinale était composê
exclusivement de cellules prov€nant du donneur et lOOTo de leur descendance corespondait au phénotype du
donneur (Carscience et al., 1993).

Figure 2: læ poulet chimère r&ulte du développement de deux types de oellules embryonnaires : les cellules
Leghorn blanche, qui donnent un plurnage blanc et les cellules læghorn dorée, qui fournissent les tâches de
plumage roux.

Ces résultats offrent des perspectives tout à fait séduisantes. En effet, il est maintenant possible de cultiver
pendant qrrelqræs semaines ces cellules embryonnaires au stade blastodenne avant de les rdmplanter drns un
errbryon reseveur. Cette phase de manipulation in vitro des cellules s sera utilisê pour introôrire
dens le génome de ces cellules un transgène porté ou non par une stnrctue rétrovirale. Cette nouvelle technologie
devrait permetfte d'augme,nter les rendements d obtention de poulets trmsgéniques. Dms un avenir proche, il
devrait être également possible, comme cela existe déjà chez la souris, de réaliser sru les cellules embryonnaires
en culhrre un prooessus de recombinaison homologue, dans lequel le transgène se substituerait rigorueuse,ment au
gène correspondant d"ns le génome de lacellule traitée.
D'autres techniques en cours d'élaboration ont oomme support, pour véhiculer le transgène, les ællules
primordiales germinales (cellules précurseurs des gonades) (Vick et al.,1993;Allioli et al., 19S4). Ces rechniques
dewaient également aboutir à une anélioration des rendemeirts en matière de transgénèse aviaire.

Les applications potentielles de la transgénèse chez le poulet

l-a seconde question posée conceme le choix du ou des gènes à transférer. Nous nous limiterons ici sans vouloir
être exhaustif à donner trois exemples d'applications potenûelles. Ces applications conoernent les domaines de la
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phy'siologie, de la pathologie ou de la biotechnologie.

Etude du contrôle génétique du métabolisme des l ipides

L'amélioration d'rur caractère ph1'siologique (croissance, ponte) résulte d'interactions poll'géniques et de ce fait,

I'animal fransgéniqrre qui aura reçu I'ur des gènes inten'enant dans ce processus n'esprimera pas forcément le

benéfice anendu. Dautre part,les gènes codant pour des hormones ont été caractérisés et des facteurs de croissance

impliqués dans la reproduction et la croissance du poulet ont été clonés. Cependrnt, des poulets transgéniques

a)'ant intégré le gène de I'honnone de croissance par I'intennédiaire d'un vecteur réfoviral présentelil un tau\

d;honnoné plus éler.é que les poulets normaux mais sont cle la même taille que ces derniers (Bosselman et al.,

r990).
Il existe cependant des cas où la transgénèse peut apponer une perspectil'e d'application dans le domaine de la

physiologie, parmi ceur-ci,le contrôle génétique drr métabolisme des lipides est d'ores et déjà envisagé.

L'anal1'se du niveau d'expression d'un certain nombre de gènes impliqués dans la lipogénèse et le transport des

triglyérides (en4me malique, acétyl-CoA carboxylase, slnthétase des acides ggas, delta-9 désatuase,

apoproréines Al, B er VLDL II) a été réalisée dans deut lignées de poulet grasses et rnaigres obtenues par

I-eciercq et al. (1980) à la Station de Recherche Avicole de Totus. I-e laboratoire de II. Douaire à I'E\SA de

Rennes à montré que le taux relatil des ARlis de I'Apoprotéine At et de la delta-9 désaturase ainsi que l'activité

enzy'matique de cette demière, étaient fortement corrélés au caractère d'adiposité @ouaire et al., 1992). Des

travarl\ itt titro ont montré que le gène codant pour la delta-9 désatruase pouvait erercer un effet majeur et être au

c€ntre de la régulation de toute une voie métabolique, la s1'nthèse et la sécrétion des trigll'cérides. Il est donc

raisonnable de penser qge dans un ar-enir proche, le gene visant à rendre génétiquement maigre les poulets clc chair

aua été identifié et qu il poura être utilisé comme gène candidat dans des ex1Ériences cle transgénèse.

Résistance génétique aux maladies viro-induites

En pathologie, larésistance aur maladies virales est un domaine dans lequel la transgénèse pourrait déboucher, à

too!"tt terme. Des données experimentales préliminaires ont été obtenues pour le virus de I'influenza (Garber et

al., l99l) et le r.irus 6e la maladie de Nervcastle (Cosset et at., 1991). Des gènes cellulaires ort r-iraux rendant les

cellules résistantes à I'infection ont été identiliés pour ces deux t)'pes de virus et sont ainsi des candidats de choix

pour tent€r d'obtenir des poulets transgéniques, résistants à ræs virus.

Dans le cas des tumeurs viro-induites, tme étape supplémentaire a été franchie puisque des lignées de poulets

transgéniques résistants aux virus leucosiques aviaires ont d'orcs et déjà été décrites (Salter et al.' 1993). Ces

pouleis résultent de I'injection du gène de la protéine d'enveloppe de ces r-irus dont la présence à la surface des

cellules bloque une infection dtérieure. Ces animaus, sont devenus réfractaires à I'infection rirale et sont donc

incapables de développer des tumeurs.
læ blocage de la pénétration ou de I'expression de I'agent infectieux n'est pas la seirle voie d'approche pour créer

des poulits transgéniques résistants aux nmeurs. Dans le cas de la maladie <te lrlarek, provoquée par rm virus

HeryÈs, on sait que des gènes portés par une région cbromosomique particulière, le complexe majeur

d'hiitocompatibilité (ou complexe È chez ie poulet), sont responsables de la résistance au\ tumeurs induites par

ce virus. Ainsi,les poulers d'haplotJpe B21 infectés par le virus sont résistants à la maladie de lr{arek. Cette

résistance est un caractère dominant mànogénique. Iæ complexe B comporte des gènes intervenant dans la r@onse

immune (gènes de classe I ou de classe II) ainsi que d'aut:es gènes, dont le rôle est encore mal défini. Cependant,

on peut espérer dans un avenir proche que le ou les gènes B2l responsables de la Ésistance à la maladie de lvlarek

soient idenûfiés. Iæru trmsferr, par les techniques de transgénàe, à des poulets sensibles devrait alon conférer la

Ésistance à la maladie de tv{arek et constituer ainsi une alternative à la vaccination qui n'apporte pas dans tous les

cas le degré de protectim attendu

Production de protéines recombinantes dans I'oeuf

I-'une des Erplications rnajeures de la trarsgénèse aviaire en biotechnologie pourrait être la production de

protéines recombinantes dans I'oeuf. En effet, la composition en protéine de I'oeuf et leur biosynthèse sont
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maintenant bien connues. læs gènes codant pour les deux protéines majeures de I'albumen, I'ovalburrine et le
lysozlme ont été bien émdiés au niveau moléculaire, et la régulation de leur expression commence à être élucidée.
Il devrait être possible dms un avanir proche de modifier les gènes codail pour les protdnes de I'albumen alin de
diriger I'incorporation de protéires iecombinantes directement dens le blanc d oeuf. I-a purification de ces
protéines ne devrait pas alon poser de problème m4ieru puisque plusieurs protéines endogènes de I'oeuf comme le
lyso4me, I'ovalbumine ou I'avidine sont déjà puriliées à panir de f oeuf pour des applications industrielles ou
autres.
Une lrge catégorie de protéines pourraient être poduites dons I'oeuf de poule et particuliàement celles qui sont
acruellement synthétisées à prrtir de culnre de cellules de mammifères. Parmi celles-ci, la production

d'immunoglobulines dons les oeufs de poules transgeniques pourrait avoir dès à présent plusieurs applications. En
effet, les immunoglobulines s'accumulent à la fois dans le jaune d oeuf et dans I'albumen . Chaque jaune d'oeuf
peut contenir jusqu'à 400 mg d'IgY, une forme particulière d'IgG, alors que I'albumen contient des quantités
moindre d'IgM ou d'IgA (Burtey et Vadebra, l%9). Les IgY aviaires ne fixent pas le complément de mammifère,
mais se lient à la protéine A de Staphylococcus aureus. Ces caractéristiqræs font des IgY un matériel
particulièrernent intéressant pour les tests immunocytochimiques ou les dosages immunoen4matiques de type
FI ISA. I-es techniques de tmsgénèse pouraient ête utilsées pour permettre une productim devée dans le jarne

d'oeuf sg dans I'albumen, de clones particuliers d'IgY. Lrs IgY peuvent également être utilisées comme agents
proflr1'lactiques. Des IgY puriliées de poules immunisées à faide de rotavirus et administrées à des souriceaux
induisaient en effet une protecûon passive contre I'infection par des rotavirus murins @artz et al., l9B0)- Ainsi la
protection de I'hornme ou de I'animal contre les maladie entériques à I'aide d'IgY est une possibilité qu'il

convient de mnsidérer. Une extension de cette approche grâce àl'obtention de poul€s trmsgéniques pounait être la
production d'mticorps "humanisés" à des fins thérryeutiques.
Dens cette optique, la production de poules transgéniques pr6entemait un certain nombre d'avantages : la faible

durée du temps de génération (six mois),la qumtité d'oeufs pondus pt une poute (250ian) et la simplicité de la

collecte des oeufs comparativement à la traite du lait par exemple. De plus, les espèces avicoles figurent parmi les

espèces domestiques dont les cotts de production sont les plus faibles et de ce fait la transgenèse aviaire à des fins
de production de protéines recombinantes pourrait être promise à un riche avenir.

Conclusion

A I'heure actuelle, I'utilisation des vecteurs rétroviraux est une méthodologie opérationnelle pour I'obtention de

poulets transgéniques à des fins expérimenales. I-a trmsgénèse constitue en effet une stratégie inemplaçable pou

identifier le rôle in vivo des gènes impliqués dnns des phénomènes physiologiques complexes ou dans des

mécmismes de résisfance aux maladies. Des méthodes altematives sont en cours d'élaboration qui permettront à

terme de s'affrmchir de I'utilisation des vecteurs Étroviraux. La disponibilité de telles méthodes derrait

s'aocmlngner d'un développement importmt des applications de la transgénèse aviaire dans différents domaines

de ræherches pouvmt aboutir à des anéliorations zootechniques, ainsi que dans des perspectires de productions

biotechnologiques.
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