La transgenese animale:
Outil de connaissances et d’applications en santeé
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Outils pour induire une résistance a
certains pathogenes ?
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Virus d’Aujesky

Virus d’Aujesky (Herpes): Provoque avortements, mortalité des porcelets (proche 100%),
symptdémes respiratoires chez adulte... Pas de traitement. France indemne depuis 2008.
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Virus d’Aujesky

Cible: gene IE (Immediate Early)
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Acquisition d’une résistance (modérée) par expression d’ARNi contre le PRV, sans réaction immunitaire innée avant infection

Viral infection resistance conferred on mice by siRNA transgenesis. Daniel-Carlier N, Sawafta A, Passet B, Thépot D, Leroux-Coyau M, Lefévre F, Houdebine LM, Jolivet

G. Transgenic Res. 2013 Jun;22(3):489-500. doi: 10.1007/s11248-012-9649-4. Epub 2012 Sep 9.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22961198/
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apparente aux Prions des lapins

N

Comprendre l'origine de la résistance
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Maladies a Prions

Prion: agent infectieux (ATNC) constitué en tout ou partie par la protéine PrP cellulaire anormalement repliée
Origine de la pathologie: génétique, sporadique ou infectieuse
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’ Transmission intra-espéce

Species Digease Conoe Héritabilité: locus Prnp (alleles PrP)
Humans Creutzfeldt Jakob discase Sporadic or familial

Crerstmann—5Siraussler—Scheinker Familial

syndrome

Fatal tamilial insommia Familial

Sparadic tatal insomma Sporadic

Kuru Acguired

Vanant C1D Acguired

latrogenic CI0 Acquired
Sheep/zoats Scrapie Acquired ’ 2 A

Atypical scrapic Sporadic Transmission inter-espéce
Cattle Bowvine spongiform encephalopathy Acguired . . N

Atypical BSE s Divergence PrP Prion (souche)/PrP hote
Deerfelk Chronic wasting disease Acquired Propriétés intrinSéques PrP hote
Mink Transmissihle spongitorm Acgquired SpéCiflCité dlespéce

encephalopathy
Exotic ungulatesffeline species | Vanous Acquired




Experimental subacute spongiform virus encephalopathies in primates and other laboratory animals. Gibbs CJ Jr, Gajdusek DC. Science. 1973

Survival (%)

100 ¢

Oct 5;182(4107):67-8. doi: 10.1126/science.182.4107.67.
The fate of ME7 scrapie infection in rats, guinea-pigs and rabbits. Barlow RM, Rennie JC. Res Vet Sci. 1976 Jul;21(1):110-1.

Obtention de lapins Tg exprimant la PrPVRQ gvine (niveau physiologique)
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Transgenic Rabbits Expressing Ovine PrP Are Susceptible to Scrapie. Sarradin P, Viglietta

C, Limouzin C, Andréoletti O, Daniel-Carlier N, Barc C, Leroux-Coyau M, Berthon P, —
Chapuis J, Rossignol C, Gatti JL, Belghazi M, Labas V, Vilotte JL, Béringue V, Lantier F, '
Laude H, Houdebine LM. PLoS Pathog. 2015 Aug 6;11(8):e1005077. doi: .
10.1371/journal.ppat.1005077. eCollection 2015 Aug. 35
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ovine PrP challenged with LA21K fast prions.

Spongiosis

++
+i-
+-

tgOv rabbit

Travaux ultérieurs démontreront que la susceptibilité faible des lapins est bien liée a sa séquence PrP


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/4199733/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/821118/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26248157/
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Optimisation de l'utilisation de la
transgenese dans le cadre de |la
xénogreffe
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The Organ Shortage Crisis
in the U.S.

Number of patients on the waiting list versus patients that
have received transplants in 2021, by organ

Waiting list B Transplants performed

100,000
80,000
17 people die each
60,000 day waiting for an
N — organ transplant
40,000
20,000 -
O - - — | e

Kidney Liver Heart Lung Other”

* Such as face, hands, and abdominal wall.
Source: Heaith Resources and Services Administration (HRSA)

SAOLS, statista Zs



Eviter le rejet suraigu du greffon en inhibant I’activation du complément:
Expression des protéines inhibitrices CD55 (DAF) et CD59.
- Optimisation des constructions (ubiquiste et homogene)
- Production de modeles expérimentaux (lapins) plus appropriés que la souris
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Association of the 5'HS4 sequence of the chicken beta-globin locus control region with human EF1 alpha gene promoter induces ubiquitous and high expression of
human CD55 and CD59 cDNAs in transgenic rabbits.Taboit-Dameron F, Malassagne B, Viglietta C, Puissant C, Leroux-Coyau M, Chéreau C, Attal J, Weill B, Houdebine
LM.Transgenic Res. 1999 Jun;8(3):223-35. doi: 10.1023/a:1008919925303.



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10478492/

Utilisation de ces mémes constructions chez le porc:

- Obtention de 2 lignées transgéniques
- Expression des deux protéines dans les cellules endothéliales rénales

- Test de cytotoxicité induite par sérum de babouin ou humain sur cellules endothéliales aortiques ou rénales
Dilution du sérum a 50%: diminution de la |étalité de 20a 75 %

- Transplantation sur babouins (n=2) apres néphrectomies (compatibles pour groupe sanguin ABO)
Sans traitement immunosuppresseur ou anticoagulant

Reins non Tg: rejet suraigu 24h apres transplantation

Reins Tg: pas de rejet pendant 4-5 jours, créatinine normale, puis insuffisance rénale et
coagulation intravasculaire disséminée (réjection vasculaire). Létalité a 6 jours.

Characterization of human CD55 and CD59 transgenic pigs and kidney xenotransplantation in the pig-to-baboon combination. Ménoret S, Plat M, Blancho G,
Martinat-Botté F, Bernard P, Karam G, Tesson L, Renaudin K, Guillouet P, Weill B, Chéreau C, Houdebine LM, Soulillou JP, Terqui M, Anegon I. Transplantation. 2004 May
15,77(9):1468-71. doi: 10.1097/01.tp.0000111758.35048.¢€a.



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15167611/
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Viral safety
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Xenotransplantation becoming reality.Fischer K, Schnieke A.Transgenic Res. 2022

Jun;31(3):391-398. doi: 10.1007/s11248-022-00306-w. Epub 2022 May 11.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35545691/

Premiere greffe réussie d'un coeur de cochon humanisé sur un patient
Article publié le 15 2022 par Julie K Revivicor:
icie pubiie e Janvier par Julie kern 4 lnvalldatlons

Des médecins de Baltimore au Maryland ont réalisé, avec succes, une xénogreffe unique en son 6 transgéneses additives

genre. Un coeur de cochon genetiquement modifie a eté greffe sur un homme de 57 ans souffrant
d'une maladie cardiaque en phase terminale.

Xénogreffe de cceur de cochon : le receveur décede a cause
d'un virus porcin ?

Coralie Lemke
fb Lecture 5 min.

Le premier patient a avoir bénéficié d'une greffe de coeur de cochon
génétiquement modifié serait décedé apres une infection due a un virus
porcin présent dans l'organe au moment de la transplantation.

[+

La revolution des greffes d'organes issus d'animaux

Hugo Jaliniére
® Lecture 6 min.

Un Américain a vécu deux mois avec un cceur de porc génétiquement
modifié pour le rendre compatible avec le systéme immunitaire humain.
Une premiére qui confirme les promesses de la xénogreffe. De quoi pallier
a terme la pénurie de greffons humains.
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animal modele pour le meétabolisme
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Identification de genes clés de
résistance a des Pathologies
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Athérosclérose

Monocytes attirés

par I'endothélium malade
et commencant a adhérer
a celui-ci

Cause importante de mortalité au niveau mondial:18 millions de déces dans le monde
2016 Paroi =

Les cellules musculaires
migrent vers la couche interne

Amas de graisse

Caillot de sang se formant
au-dessus d'une fissure de
la paroi artérielle

Endothélium - Couche interne
de la paroi du vaisseau PSR

© Frédérique Koulikoff Coupe schématique d’'une artére saine et d'une artére athéroscléreuse

Lapin comme animal modele d’athérosclérose
Comme I’lhomme mais pas la souris, le lapin développe une athérosclérose suite a une alimentation riche en cholestérol (proximité physiologique).
Ignatowski, A. Uber die Wirkung des tierischen EiweiRes auf die Aorta und die parenchymatdsen Organe der Kaninchen.

Virchows Arch. path Anat. 198, 248-270 (1909).
Anitschkow N. and Chalatow S. Classics in arteriosclerosis research: On experimental cholesterin steatosis and its significance in the origin of some pathological

processes, translated by Mary Z. Pelias, 1913. Arteriosclerosis. 1983 Mar-Apr;3(2):178-82.



Athérosclérose : role bénéfique de I’Apolipoprotéine A-I ?
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:raﬁ:::e;?j”-é':ig " 175246 52‘13 iﬁ; §g=; 14;:‘:‘ Inhibition of atherosclerosis development in cholesterol-fed human apolipoprotein
{el1 )i F I {n= N + = * +
Line A-I-transgenic rabbits.Duverger N, Kruth H, Emmanuel F, Caillaud JM, Viglietta C,
Transgenic (n=2 F, 1 M) 112+10 1746 182 54=16° 73435 K X . . .
Nontransgenic (n=2 F, 3 M) 72512 35217 3546 6823 Castro G, Tailleux A, Fievet C, Fruchart JC, Houdebine LM, Denefle P.Circulation.
e genic (12 0 a5 res werr  pees 71es0 1996 Aug 15;94(4):713-7. doi: 10.1161/01.cir.94.4.713.
Montransgenic (n=2 F, 2 M) - 653 386 30=18 69+23

*P<.01 v control.

Transgenic rabbits expressing human apolipoprotein A-l in the
liver.Duverger N, Viglietta C, Berthou L, Emmanuel F, Tailleux A,
Parmentier-Nihoul L, Laine B, Fievet C, Castro G, Fruchart JC,
Houbebine LM, Denefie P.Arterioscler Thromb Vasc Biol. 1996
Dec;16(12):1424-9. doi: 10.1161/01.atv.16.12.1424.

Human apolipoprotein C1 transgenesis reduces atherogenesis in hypercholesterolemic
rabbits. Gautier T, Deckert V, Aires V, Le Guern N, Proukhnitzky L, Patoli D, Lemaire S,
Magquart G, Bataille A, Xolin M, Magnani C, Masson D, Harscoét E, Da Silva B,
Houdebine LM, Jolivet G, Lagrost L. Atherosclerosis. 2021 Mar;320:10-18.



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/8977445/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/8772693/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33497863/

Effet des fibrates
Rat: diminution de apo A-l et apo —A-Il, augmentation chez 'homme !
Activation prolifération peroxysomes exacerbée chez les rongeurs -> hépatocarcinome.

[ ] Control
EJFF 125 mgfkg/d
B FF 250 mg/kg/d —
=
5150+ 1150 8
< S || Dose, mg - kg™’ Body Weight, | Liver Weight, % of Body | ACO Activity, nmol - min~" - MRNA,
e 21 -qa! n g Weight mg ;:nra:n’uein"*I RAL
3
% 100 4 1 100 T ||.9 6| 3688+168 1.99+0.37 6.60 +0.52 100433
ac % 125 8| 3574+310 1.67+0.30 7.28 £1.94 113426
E E 250 o| 34161342 1.9710.46 .44 £1.71 90124
15 ] :
2 504 N > ACO, a sensitive marker for the PPAR-mediated peroxisome proliferative response
5 50 =
NN N N
Human actin Rabbit actin
apo A-l apo A-l

Beneficial effects of fibrates on apolipoprotein A-l metabolism occur independently of any peroxisome proliferative response.Hennuyer N, Poulain P, Madsen L,
Berge RK, Houdebine LM, Branellec D, Fruchart JC, Fiévet C, Duverger N, Staels B. Circulation. 1999 May 11;99(18):2445-51. doi: 10.1161/01.cir.99.18.2445.



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10318668/
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Recherche de genes cibles pour lutter contre l'obésité
Absorption de gras par les cellules intestinale: APOBEC (-> ApoB48)
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Les lapins transgéniques sont moins gros
gue les lapins normaux.

Poids des lapins (grammes)

—

2
/-
— Lapins normaux

Lapins transgéniques (le fonctionnement
du géne APOBEC-1 est réduit)

17 19 21 23 25 27

N, Houdebine LM, Harosh I. PLoS One. 2014 Sep 12;9(9):e106655. doi: 10.1371/journal.pone.0106655
eCollection 2014.

Age (en mois)
13 15
Induction of body weight loss through RNAi-knockdown of APOBEC1 gene expression in transgenic

rabbits.Jolivet G, Braud S, DaSilva B, Passet B, Harscoét E, Viglietta C, Gautier T, Lagrost L, Daniel-Carlier



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25216115/

Application of CRISPR/Cas9 System in Establishing Large Animal Models.Lin Y, LiJ, Li C, Tu Z, Li S, Li XJ, Yan S. Front Cell Dev Biol. 2022 May 17;10:919155. doi:
10.3389/fcell.2022.919155. eCollection 2022.

Adaptation modele animal a la question biologique
Primates % Neuropathies (Parkinson, Autisme)
Lapins/Petits Ruminants % Différentiation gonadique
Edition des génomes et caractéres de production

Aspect

FDA approved AquaBounty Salmon
(USA, Canada)

Regional Fish Kyoto
(Daurade Rouge)
20% viande en plus
(Myostatine)

GloFish (Poisson zéebre, Médaka,...)

Commission de Génie Génétique (20 membres, présidée par Jean-Pierre
Zalta, Décret n° 89-306 du 11/05/89). o o N
) . . ) . I:I Countries with regulatory l:l Countries with pending policies,
Commission de biotechnologies de 'AFSSA, coauteur du rapport « OGM policy with exclusions regulations, or legal rulings
et alimentation : peut-on identifier et évaluer des bénéfices pour la santé ? ». [0 Countries with regulatory policy [  Countries with GMO only policy

with exclusions (plants only) with no exclusions


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35656550/

/"~ Variété des outils
et des approches
utilisées
Savoir faire encore
L présent... J

,ae . N\ La science est un outil puissant. L'usage qu’on en fait dépend
Amélioration des : de ’'homme, pas de l'outil. ~ Albert Einstein
Acceptation
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