NOUVELLE

Des souris toujours plus
humanisées pour de nouvelles
applications thérapeutiques
Jean-Claude Weill, Claude-Agnées Reynaud

> Depuis la description de la premiere sou-
ris « humanisée » - une souris immunodé-
ficiente dans laquelle I'injection de cel-
lules souches hématopoiétiques humaines
permet I'implantation d’un systéme immu-
nitaire étranger -, de nombreuses amélio-
rations ont été apportées a ce modeéle. Les
modeles les plus utilisés sont :

1. La souris BLT (bone marrow, liver,
thymus) : il s’agit d’une souris NOD/
SCID (souche non obese diabetic, immu-
nodéficiente pour les lignées T et B)
dans laquelle sont greffés du foie et
du thymus foetaux humains ; quelques
semaines plus tard, des cellules souches
hématopoiétiques provenant du méme
foie feetal sont injectées et reconstituent
la moelle osseuse de la souris [1].

2. Les lignées de souris présentant une
inactivation de la chaine commune
ye! du récepteur de I'IL(interleukine)?
(I[Zry'/'), soit sous fonds génétique
Balb/c/Rag2™~ (BRG), soit sous fonds
NOD/SCID (NSG), dans lesquelles sont
greffées des cellules souches hémato-
poiétiques provenant de sang de cor-
don; Pinactivation du géne /[2ry, qui
code pour la chafne yc, une des chaines
également du récepteur de I’IL15, inhibe
le développement des cellules natural
killer (NK) murines et réduit le rejet des
cellules humaines. Ces deux modéles
ont été décrits dans un article récent
de médecine/sciences [2]. La souris BLT
permet le développement le plus com-
plet du systeme immunitaire humain,
quoique le compartiment B soit peu

! La chaine yc (y commune) est partagée par les récepteurs
de six cytokines : les interleukines IL-2, 4,7, 9, 15, 21. C’est la
chaine a de ces récepteurs qui confére la spécificité d’action
de la cytokine.
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décrit et semble, comme pour les autres
modéles, largement immature ([1] et S.
Weller, J.-C. W. et C.-A. R, données non
publiées).

Une nouvelle lignée de souris

optimisée pour le développement

des lignées myéloides et monocytaires/
macrophagiques

Dans ces différents modéles, les cytokines
permettant le développement du systeme
immunitaire sont d’origine murine, ce
qui ne permet pas une différenciation
de la lignée myéloide et des cellules NK
humaines. Afin de pallier ce probleme,
I’équipe de R. Flavell a construit une
nouvelle lignée de souris Rag2™/~I12ry’~
dans laquelle les genes codant pour les
cytokines humaines M-CSF (macrophage
colony-stimulating factor), IL3, GM-CSF
(granulocyte macrophage colony-stimu-
lating factor) et TPO (thrombopoiétine)
sont insérés a la place de leur équivalent
murin par knock-in (lignée MITRG) [3].
A cette lignée peut étre ajouté un trans-
gene codant pour le récepteur SIRPa
(signal regulatory protein @) qui, en
se liant au récepteur CD47 présent a la
surface des cellules hématopoiétiques
humaines, empéche leur phagocytose par
les macrophages murins (lignée MI(S)
TRG) (Figure 1). Ces souris sont greffées
avec des cellules souches CD34" prove-
nant du foie feetal, du sang de cordon ou
du sang périphérique adulte. Les souris
humanisées développent une myélopoiese
trés supérieure a celle qui est décrite dans
les modeles précédents ; elle inclut des
monocytes, des basophiles, des éosino-
philes, des cellules dendritiques et des
cellules NK humaines, détectées dans le

sang et dans les tissus lymphoides et non
lymphoides. Les défauts de ce modele en
ce qui concerne I'immunité adaptative
sont semblables a ceux des souris NSG
ou BRG: le développement B est imma-
ture et la réponse humorale faible au
niveau de la commutation isotypique et
de I"hypermutation somatique. De plus, le
développement des macrophages humains
induit une phagocytose par ces derniers
des globules rouges de souris, qui entraine
une anémie létale a court terme (2 a
3 semaines). La survie peut étre amélio-
rée si I'on n’irradie pas la souris avant
la greffe. Les avantages de ce modele
restent notables car il permet d’étudier le
role des monocytes et des macrophages
dans les infections virales ou bactériennes
(infection par le VIH [virus immunodéfi-
cience humaine], tuberculose), ainsi que
le role des cellules NK envers les tumeurs.
Les propriétés immunosuppressives et
anti-inflammatoires des monocytes et
des macrophages permettant la répara-
tion tissulaire sont a double tranchant
dans les cancers, car elles peuvent favori-
ser la croissance tumorale? [6]. Une telle
situation est démontrée par les auteurs
qui, aprés une xénotransplantation d’un
mélanome dans ces souris, observent I'in-
filtration de macrophages humains avec
une polarisation de type M2 secrétant
du VEGF et favorisant la croissance de la
tumeur [6, 7], un processus que seul ce
nouveau modéle murin permet d’étudier.

% Voir le numéro de médecine/sciences « Microenvironne-
ments tumoraux : contradictoires et complémentaires »,
publié en avril 2014 (m/s 2014, vol. 30, n° 4).
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Souris immunodéficientes Rag2™” x IL2Ry "~

Souris MITRG
Genes codant
quatre cytokines humaines
insérés par knock-in

Souris MI(S)TRG
Genes codant
quatre cytokines humaines
insérés par knock-in

Uni) vient de décrire,
dans le méme numéro
de Nature Biotech-
nology ol paralt
I’article de R. Flavell,
un modele de nou-
velle génération dans
lequel la totalité du
locus codant pour
les régions variables

M-CSF et transgenese
IL-3 de SIRPax humain des Ig humaines a été
GM-CSF insérée dans le locus
TPO

Figure 1. Génération des souris MITRG et MI(S)TRG (d’aprés [3]).

Production d’anticorps humains

dans une soutris contenant la totalité
du locus codant pour les genes
variables des Ig humaines

Dans une optique différente, I"humani-
sation des souris a également porté sur
IYinsertion de génes d’immunoglobulines
(Ig), afin de produire des immunoglo-
bulines humaines a usage diagnostic et
thérapeutique. Une premiere génération
de souris contenant des segments des
locus d’lg humains, comprenant genes V
et C, a été construite. Un certain nombre
d’anticorps monoclonaux ont été pro-
duits par ces souris (sept sont approu-
vés par la FDA) [8], mais la présence
de segments des régions constantes
humaines ne permettait pas une signa-
lisation optimale du BCR (B cell recep-
tor). De plus, la délétion des locus d’lg
de la souris entrainait une instabilité
génétique et un défaut de fertilité du
fait de la perte de genes imbriqués dans
ces locus (notamment Adaméa et 6b
[a disintegrin and metallopeptidase
domain 6B] qui sont curieusement loca-
lisés dans la région située entre les
génes VH et D, excisée lors du réar-
rangement des génes d’lg). Une deu-
xiéme génération de souris a été pro-
duite par des sociétés de biotechnologie
qui, pour la plupart, n'ont pas décrit
leurs constructions dans la littérature et
controlent I'acces a leur modele.

Le groupe de Allan Bradley (Kymab Ltd,
Babraham Research Camus, Royaume-
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murin correspondant,
en utilisant une tech-
nique de recombinai-
son séquentielle dans
des cellules €S (embryonic stem cells)
murines [4]. Les segments constants
des Ig de souris sont maintenus en
place pour préserver la fonctionna-
lité de I'association du BCR avec les
molécules lgo et IgP. Afin d’éviter
la délétion de genes essentiels, les
locus VH et VK sont maintenus mais
leur utilisation est minimisée par une
inversion les relocalisant a quelques
millions de bases du locus humain
(Figure 2). On reste impressionné par
les prouesses techniques déployées.
Apres avoir inséré une « aire d’atter-
rissage » (landing pad), quinze modi-
fications successives sont réalisées
sur le locus tout en préservant la
capacité des cellules €S a repeupler
la lignée germinale. Des transposons
piggyBac permettent I"auto-excision
de ’ADN étranger non humain et donc
Putilisation successive des mémes
marqueurs de sélection. Deux types
de souris sont générées, les chafnes
légeres, assemblées dans des cel-
lules €S différentes, étant apportées
par croisement entre lignées de sou-
ris : une lignée porte les génes VH/
VK humains en présence d’un locus
lambda murin fonctionnel, et une deu-
xiéme les génes VH/VA humains en
présence d’un locus kappa murin inac-
tivé (Figure 2). Ces souris produisent
des anticorps de différentes classes,
ayant subi des mutations somatiques
dans les genes codant pour les régions

V et présentant des CDR3 (comple-
mentarity determining regions)® de
longueur semblable a ceux produits
chez ’homme (8 a 24 acides aminés).
Le développement lymphocytaire B
n’est pas décrit dans cette publica-
tion. La production de CDR3 de grande
taille semble jouer un role trés impor-
tant dans la génération d’anticorps
neutralisants contre certains épitopes
viraux (Influenza, VIH). Dans le cas du
VIH, ces épitopes sont enfouis dans
des protéines glycosylées qui ne sont
accessibles que par des CDR3 excep-
tionnellement longs. Cette lignée de
souris semble donc le modéle idéal
pour aborder, par exemple, I’enjeu
actuel qui consiste a définir le ou
les immunogenes successifs permet-
tant d’obtenir par vaccination des
anticorps anti-VIH neutralisants. Les
problémes que pose cette démarche
restent néanmoins complexes depuis
que 'on sait que ces anticorps avec
des CDR3 longs sont souvent auto-
réactifs et induisent I’élimination des
cellules qui les expriment des leur
apparition dans la moelle osseuse.
Ceci pourrait expliquer le fait qu’il
faut plusieurs années et de nom-
breuses mutations somatiques pour
les faire émerger a partir d’anticorps a
tres faible affinité et non auto-réac-
tifs lorsqu’ils ne sont pas mutés [5]. Il
faut souligner qu’un atout majeur de
la production d’anticorps humains par
transgenese est la pression de sélec-
tion s’exergant in vivo pour la stabilité
et la non-agrégation de ces molé-
cules, probablement responsable de
leur faible immunogénicité en usage
clinique®.

¥ «La zone de Ianticorps interagissant avec I'épitope est
appelée paratope et est localisée au niveau des domaines VH
et VL. Six régions, dites hypervariables, localisées au sein de
ces domaines variables et appelées CDR (complementarity
determining regions), constituent la zone de contact avec
I’épitope et conferent donc la spécificité de liaison a I"anti-
gene » (extrait de [9]).

4 Voir le numéro de médecine/sciences, « Anticorps mono-
clonaux en thérapeutique », publié en décembre 2009 (m/s
2009, vol. 25, n° 12).
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Figure 2. Humanisation compléte des loci d’immunoglobulines de souris. Uinsertion de la totalité des génes VH, VK et VA humains a été effectuée
en conservant les enhancers (symboles ronds) et les génes codant pour les régions constantes de souris, sauf pour le locus de la chaine légere
lambda, ol le groupe des 7 génes JA-CA humains a été également introduit. Uensemble des génes variables murins des loci de la chaine lourde et
de la chaine légére kappa ont été éloignés du locus endogene par une inversion de plusieurs mégabases, rendant ainsi leur utilisation négligeable.
Pour le locus lambda qui a été conservé, le petit nombre de genes V de souris ne semble pas exercer une compétition importante par rapport au

locus humain. Le locus Vi humain est constitué de deux larges segments palindromiques, qui ont été dissociés et réinsérés en tandem (génes Vk

proximaux et distaux) (d’apres [4]).

Conclusion

Ces deux modéles de souris vont per-
mettre d’aborder des questions nou-
velles, tant du point de vue fondamental
que pour des applications thérapeu-
tiques. Ils devraient de plus étre mis a
la disposition de la communauté scien-
tifique, notamment pour un usage aca-
démique. Il reste a comprendre pour-
quoi les différentes sous-populations
B ne se développent pas normalement
dans ces modéles d’humanisation par
restauration de cellules souches héma-
topoiétiques humaines. Cela souligne
a quel point, contrairement au com-
partiment T, le compartiment B humain
semble étre différent de celui de la
souris. Une meilleure compréhension du
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développement B chez ’lhomme devrait
permettre sans doute de le reproduire un
jour dans une souris humanisée. ¢

Ever more humanized mice for new
therapeutic applications
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