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RESUME

La présence dans le génome du porc de rétrovirus endogeénes porcins, potentiellement
transmissibles a 'homme, est I'un des obstacles au développement de techniques visant a
utiliser des organes de porcs pour les greffer chez I'homme. Les rétrovirus endogénes porcins
(PERYV) appartiennent au genre gamma-rétrovirus et comprennent trois sous-types :
PERV-A, -B et -C. Les virus PERV-A et -B infectent les cellules humaines in vitro. La
technique d’ingénierie génétique CRISPR-Cas9 a récemment permis I'inactivation de génes
essentiels a la sortie des virus des cellules épithéliales de rein de porc in vitro et a la
production de porcelets sans virus PERV infectieux. L’application de cette nouvelle tech-
nologie relance I'intérét pour les xénogreffes dorganes de porc, et offre de nouvelles
perspectives en recherche biomédicale.
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SUMMARY

Since swine are a potential source of organs for xenotransplantation, the risk of porcine
endogenous retrovirus transmission to human is a major concern. Porcine endogenous
retroviruses (PERV) are members of the genus gamma-retrovirus and include three subty-
pes: PERV-A, -B and -C. PERV-A and -B have been shown to infect human cells in vitro.
The new genome-editing CRISPR-Cas9 tool has been successfully used to disrupt a set of
genomic copies of porcine endogenous retrovirus in cultured pig kidney epithelial cells and to
produce PERY free piglets. The application of this new technology has revived interest in
xenotransplantation, offering new perspectives for the pig model in biomedical research.

INTRODUCTION

La disponibilité d’organes ou de tissus pour les allogreffes chez I’'homme reste
déficitaire par rapport a la demande : c’est notamment le cas pour les greffes de reins,
d’ilots pancréatiques et de poumons [1]. La xénotransplantation représente une
alternative prometteuse. Les organes du porc sont considérés comme des sources
potentielles pour la xenotransplantation car ils sont similaires aux organes humains
en taille et en fonction. De plus les porcs peuvent étre génétiquement modifiés et
¢levés en grand nombre [2]. L’identification de rétrovirus endogenes porcins (PERV)
dans le génome des porcs donneurs d’organes et I’absence de protocoles efficaces
contre les réactions de rejet ont représenté des obstacles sanitaires et immunologi-
ques majeurs au développement des xénogreffes [3]. Les résultats de I’analyse du
génome du porc ont été publiés a la fin de 'année 2012 [4]. Il a été observé qu’il était
composé d’environ 4,5 % de séquences rétrovirales [4]. Le présent article se propose
de faire une revue des connaissances acquises sur les propriétés de ces PERV et, a la
lumiére des derniéres avancées technologiques relatives a la manipulation des
génomes, de préciser de nouvelles perspectives en matiere de xénogreffes. La mai-
trise d’une nouvelle technologie permettant d’introduire des modifications ciblées
dans le génome des cellules de mammiféres et particulierement celles de porcs
contribue a relancer I'intérét pour les tissus porcins répondant a des critéres de
biosécurité virale a des fins de greffes chez I’homme.

LES RETROVIRUS ENDOGENES PORCINS

Les PERV-A, -B et -C endogénes

Les gamma-rétrovirus sont des agents exogénes (infectieux) ou endogénes ayant une
large distribution chez les mammiféres. Chez le porc trois classes de PERV A, Bet C,
définies selon la séquence du gene env (Figure 1), appartiennent au groupe v-1 du
genre gamma-rétrovirus [4-6]. Ces PERV sont proches des virus des leucémies
murines (MLV). Les études réalisées chez les Suidae estiment que I'intégration des
PERV est survenue il y a entre 3,5 et 7,5 millions d’années pour les sous-groupes A
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F1G. 1. — Organisation génomique d’un provirus PERV

La transcription du provirus donne un ARNm génomique qui va servir de support pour la synthése
des polyprotéines Gag (ou GagPol par suppression du codon stop entre les 2 ORF). Ces polyprotéi-
nes subiront une maturation par clivage protéolytique. L’ORF env est en dehors du cadre de lecture
des ORF gag et pol et sa traduction se fait a partir d'un ARN messager délété par épissage (SD site
donneur, SA site accepteur). MA : protéine de matrice, CA : protéine de capside, PR : protéase, RT :
transcriptase réverse, IN : intégrase, SU : glycoprotéine de surface, TM : protéine transmembranaire.

et B et entre 1,5 et 3,5 millions d’années pour le sous-groupe C [7]. L’analyse de
différentes lignées de porcs domestiques et de lignées cellulaires (Pig kidney cells ou
PK15) évaluait a 30 a 50 le nombre de copies de provirus, toutes défectives, réparties
dans le génome porcin,. Le séquengage du génome du porc a identifié 20 loci PERV
complets dont aucun ne présente simultanément les trois phases de lecture (Open
Reading Frame, ORF) gag, pol et env intactes (Fig. 1). Individuellement aucune de
ces séquences PERV ne peut donc générer de particules infectieuses [4, 8]. Le
nombre de copies de PERV-A est en général plus élevé que celui de PERV-B, tandis
que le PERV-C est présent en quantité moindre et peut méme étre absent dans
certains troupeaux [9-11]. Le nombre de copies de PERV varie dun porc a ’autre au
sein d’'un méme élevage [12].

Activité transcriptionnelle des PERV

Les PERV sont dotés d’une activité transcriptionnelle dans les tissus du porc avec
des niveaux d’expression plus élevés dans certains tissus tels que les poumons. Les
différences de niveau d’expression observées entre les tissus dépendent de la pré-
sence et de I’'abondance de facteur de transcription cellulaire, de I'intégrité des LTR
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et notamment du nombre des répétitions des sites de liaison de facteur de transcrip-
tion dans la région U3 [13]. Les niveaux de transcription des séquences PERV
dépendent toutefois des méthodes utilisées, des porcs étudiés et de leur état de santé
[14]. Bosch et Col ont montré que plus de la moitié des transcrits présentaient des
délétions dans le géne de I'enveloppe [9].

Les PERY réplicatifs

Il a été¢ démontré des 1997 que des rétrovirus réplicatifs étaient produits spontané-
ment par deux lignées cellulaires porcines (Pig kidney cells ou PK15 et Porcine
aortic endothelial cells ou PAE) et qu’ils étaient capables de se répliquer dans des
cellules humaines [10]. Dés 2002, un rétrovirus réplicatif a été isolé de cellules
humaines (Lignée HEK293) a partir des cellules mononuclées du sang périphérique
d’un porc miniature. L’existence de recombinaisons entre PERV a été suspectée
pour expliquer la production de ces rétrovirus réplicatifs par des cellules porcines
dont le génome ne comprend que des PERV défectifs. Ces recombinaisons entre les
PERYV ont été caractérisées et les propriétés des recombinants analysées [15]. Des
recombinaisons sont observées entre les PERV-A et B qui présentent 70 % d’identité
[16] et plus fréquemment entre les PERV-A et C qui présentent 85 % d’identité [7].
Le recombinant PERV-A/C est observé in vitro dans les cellules de rein (PK15) et
dans divers organes de porc a I’exception des cellules des lignées germinales [17].

Interaction avec leurs hotes

Les PERV sont proches de gamma-rétrovirus exogenes tels que le virus GALV
(gibbon-ape leukemia virus), le virus de la leucémie féline (FeLV) ou le virus de la
leucémie murine (MLV) qui peuvent induire des leucémies ou des lymphomes chez
leurs hotes respectifs. Chez le porc en revanche, 'implication des PERV réplicatifs
dans de telles pathologies n’a jamais été démontrée, bien que I’activité transcrip-
tionnelle des génes PERV soit augmentée dans certains cas de lymphomes, de
mélanomes ou de leucémies induites par irradiations [18-21]. Il a été mis en évidence
que les PERV s’intégrent, comme le MLV, préférentiellement au niveau des promo-
teurs des genes transcrits [22, 23].

Franchissement de la barriére inter-espece du porc a I’homme

L’étude de I’évolution des rétrovirus endogenes chez les mammiferes a fait apparai-
tre I’existence de transmissions entre espéces différentes [26]. En ce qui concerne le
PERY, la question centrale est de savoir si le passage du porc a ’homme est possible
et dans quelles conditions.

Réplication des PERV dans les cellules humaines en culture

La réplication d’un virus dans un type cellulaire donné nécessite d’une part I'entrée
du virus dans la cellule et d’autre part un cycle réplicatif efficace assurant sa
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multiplication. Les PERV réplicatifs A et B sont polytropes, en effet leur enveloppe
reconnait des récepteurs présents sur de nombreuses cellules de mammiféres. Chez
I’homme, deux récepteurs du PERV-A ont été identifiés [24]. Ces récepteurs permet-
tent I'infection spécifique par le PERV-A et ses recombinants, tel que le PERV-A/C.
Bien que le PERV se réplique faiblement in vitro sur des cellules humaines [25], son
passage répété dans ces cellules conduit a une adaptation du virus a ce nouvel
environnement ce qui se traduit par un temps d’infection plus court et ’obtention de
titres infectieux plus élevés. Afin d’évaluer les effets a long terme d’une infection par
les PERY, des cellules humaines infectées par un mélange de PERV-A et de PERV-B
ont €té maintenues en culture durant 72 repiquages. Cela a permis de mettre en
évidence un faible taux de mutations dans le génome proviral et une tendance a la
recombinaison entre le PERV-A et le PERV-B. Mais aucun cas de recombinaison n’a
été observé entre les PERV et des rétrovirus endogénes humains (HERV) [26]. 11
apparait donc que, in vitro, les PERV peuvent infecter des cellules humaines et que
leur potentiel infectieux augmente avec le temps. Le risque de transmission du virus
a ’homme dans le cas de xénogreffe est donc tout a fait fondé.

Transmission du PERV a Phomme

Les travaux ont d’abord porté sur I’étude du pouvoir infectieux du PERV chez des
primates non humains. Une étude de 2009 a porté sur la recherche d’une réplication
du PERV chez trois singes rhésus, deux macaques « pig-tailed » et deux babouins,
ces trois especes de singes ayant été sélectionnées parce qu’il avait été démontré que
le PERYV se répliquait dans les cellules dérivées de ces singes [27]. Aprés administra-
tion de fortes doses d’immunosuppresseurs, les sept singes ont regu de fagon répétée,
par voie intramusculaire, du virus PERV a dose élevée. La production d’anticorps
spécifiques du PERV n’a pas été observée, et il n’a pas été détecté de traces d’ADN
proviral intégré dans le génome des cellules sanguines. De plus aucune séquence de
PERV n’a été détectée dans les organes de ces singes apres euthanasie réalisée
11 mois apres les administrations. L’ensemble de ces résultats est en faveur d’une
absence de réplication du PERV chez les primates non humains [27]. Ces travaux
n’ont pas abouti a la mise au point d’'un modéle animal d’infection in vivo par le
PERV [28].

En I’absence de maitrise de modéles animaux, les études ont porté sur le suivi de
patients ayant regu des tissus de porc. Khazal Paradis a publié dés 1999 les résultats
d’une étude portant sur des échantillons collectés chez 160 patients ayant bénéficié
de perfusions extracorporelles (rate, foie, rein) ou de greffes (peau, ilots pancré-
atiques) utilisant du matériel biologique d’origine porcine [29]. L’ADN PERV n’a
pas été retrouvé dans leurs cellules sanguines et aucun anticorps spécifiques n’a été
détecté chez 137 patients. En 2000, I’étude d’une cohorte de 24 patients ayant regu
des cellules neuronales de feetus de porcs n’a pas montré la présence de TADN
proviral du porc dans leurs cellules sanguines [30]. Aucune transmission de PERV
n’a été mise en évidence aprés un essai de greffe d’ilots pancréatiques de porc en
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capsule d’alginate, réalisé en 2014 sur 14 patients en Nouvelle-Z¢élande. [31]. Une
étude équivalente conduite plus récemment en Argentine sur 8 patients confirme
I'innocuité de ce type de greffe [32]. Toutefois,I’ Association Internationale de Xéno-
transplantation a précisé dans sa déclaration de consensus de 2009 sur les protocoles
d’essais cliniques de greffes d’ilots pancréatiques [28] que bien que la transmission
du PERV du porc a ’homme n’ait pu étre démontrée, ces résultats doivent étre
considérés dans un contexte ou le nombre de patients exposés a des produits
potentiellement infectieux était relativement faible et que les durées d’exposition
étaient bréves comparées a celles des possibles expositions de patients a des produits
de xénotransplantation. Les auteurs rappellent que les essais de greffes chez
I’homme ont été effectués soit sans I'administration d’immunosuppresseurs soit
avec une administration a faibles doses. Ce guideline tout en concluant a ’absence de
preuve de transmission du PERV du porc a I’homme, n’exclut pas I’existence d’un
risque potentiel de transmission dans des conditions particuliéres. Cette question
demeure ainsi une des préoccupations des autorités sanitaires méme si le risque
rétroviral n’est plus per¢u comme majeur, comme cela a pu étre le cas en 1999
conduisant le Conseil de ’Europe a émettre un moratoire proscrivant les xénogreffes
pour des impératifs de sécurité sanitaire.

ELIMINATION DES PERY DU GENOME PORCIN

Le systéme CRISPR-Cas9

Le systéme « Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats and Asso-
ciated Nuclease Cas9 », ou CRISPR-Cas9 est dérivé d’un mécanisme d’immunité
adaptative héréditaire contre les phages, les plasmides et autres éléments génétiques
mobiles décrits chez les procaryotes. Un ARN guide (small guide RNA, sgRNA ) est
introduit pour permettre le ciblage du complexe CRISPR-Cas9 vers une séquence
génétique d’intérét (Figure 2) [33, 34]. Il est essentiel que I'introduction de cet ARN
guide soit effectuée simultanément a l'introduction du géne de la protéine Cas9.
Dans cette stratégie, 'endonucléase Cas9 guidée par ’ARN guide vers la séquence
d’intérét, coupe le double brin d’ADN (Double Strand Break, DSB) activant le
systéme de réparation de ’TADN de la cellule. Les mécanismes de réparation des
extrémités d’ADN (Non Homologous End Joining, NHEJ) permettent 'inac-
tivation des geénes ciblés [35].

Délétions des séquences PERYV du génome des cellules porcines

Dans le cas du PERYV, deux ARN guides (sgRNAs 1 et 2) ont été définis afin de cibler
le site catalytique de la protéine Pol. Ces séquences ont été optimisées pour permet-
tre le ciblage spécifique d’'un nombre maximum de copies de génes pol. Un total de
62 copies de géne pol par cellule a été¢ dénombré. Par la technique CRISPR-Cas9, les
sites catalytiques de ces 62 copies de géne pol ont été délétés au sein du génome des
cellules épithéliales de rein de porc (lignée PK15). Dans les faits, ces objectifs n’ont
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La molécule d’ARN guide (sgRNA) est composée de deux séquences de nucléotides qui sont
complémentaires de la séquence d’ADN a découper. Le sgRNA active ’endonucléase Cas9 qui clive
I’ADN de fagon spécifique en amont d’une séquence PAM (Protospacer Adjacent Motif) localisée
sur ’ADN génomique (D’apres Jinek et al. 2012 [33)).
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pu étre atteints qu’au prix de mises au point de protocoles complexes faisant appel
a des systémes de vectorisation (lentivirus, piggyBac) [36], avec production inducti-
ble de Cas9 et des deux sgRNAs. Différents clones cellulaires ont été sélectionnés et
leur génome séquencé. Aucun réarrangement chromosomique n’a été signalé. Par
co-culture des clones PK15 mutés et de cellules rénales d’embryon humains
(HEK293), la transmission de génomes de PERV a été réduite de 3 logs. Ces résultats
représentent une vraie avancée dans les techniques de modification des génomes
porcins appliquées a la délétion des PERV [37]. De plus le séquencage complet des
génomes des cellules porcines montre que I’action de CRISPR-Cas9 ne générait pas
de mutations hors cible, confirmant la spécificité de la méthode [37].

Production de porcelets sans PERV

Ces mémes auteurs ont appliqué des protocoles identiques a la modification du
génome de cellules fibroblastiques de feetus de porc [38]. Les 25 séquences les plus
conservées de PERV identifiées dans le génome de ces cellules ont été mutées au
niveau du géne pol par I’application du méme protocole CRISPR-Cas9. Trois clones
cellulaires ont été produits et par s€équencgage il a ét€ montré que les délétions étaient
bien présentes au niveau de la séquence de tous les génes pol Le protocole de
transfert nucléaire de cellules somatiques (SCNT) a été appliqué pour transférer le
noyau des cellules portant les délétions dans des oocytes matures énucléés [39]. Les
blastocystes au stade 64 cellules ont ensuite été implantés dans des truies receveuses.
Ces truies ont donné naissance a 15 porcelets qui, a la date de publication relatant
ces résultats, avaient atteints I’age de 4 mois [38]. Les recherches de PERV effectuées
sur les tissus des feetus et des jeunes porcelets se sont révélées négatives, confirmant
la maitrise du protocole de production de porcelets sans virus PERV. Les génomes
de porcelets n’ont cependant pas été séquencés en totalité, il n’est donc pas possible
d’exclure I’existence de modifications hors cibles, méme si les auteurs précisent
qu’aucune modification des caryotypes n’a été identifiée. En effet, des mutations
hors cibles ont été retrouvées dans des génomes édités par I’action de CRISPR-Cas9
[40]. Afin d’éviter toute modification hors-cibles de I’action de CRISPR-Cas9, des
travaux sont en cours afin d’améliorer la spécificité des guides (sgRNA) ainsi que la
fidélité de I'enzyme Cas9 [40]. Les protocoles de transgénése chez le porc étaient
basés par ailleurs sur la manipulation des cellules primaires porcines et le clonage
par transfert nucléaire [37]. Récemment les techniques de micro-injection de systé-
mes CRISPR-Cas9 dans les zygotes ont été appliquées avec succes a I’édition du
génome de porc [41].

Si des recherches ont été menées avec succes ces derniéres années dans la maitrise du
volet sanitaire, de nombreux obstacles restent encore a franchir dans le domaine de
la modulation de la réponse immunitaire du receveur contre le greffon. Les techni-
ques de transgénése ont abouti a la production de porcs portant des délétions dans
les génes codant pour différentes molécules intervenant dans la réponse immune
[42-46], prolongeant les périodes de survie des organes de porc (cceurs, reins) greffés
chez des primates non humains sous traitements immunosuppresseurs. Ainsi, les
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techniques trés efficaces d’édition des génomes de porc augurent de rapides progres
en xénotransplantation [3, 47, 48].

CONCLUSION

De grands progrés ont été réalisés dans la connaissance des génomes des PERV et
dans les stratégies d’élimination de ces séquences du génome du porc. Les systémes
CRISPR-Cas9, de par leur capacité a cibler des séquences spécifiques et a les
modifier, permettent de modifier le génome des mammiféres et en particulier celui
des porcs. Les progrés les plus significatifs ont porté sur la production de porcelets
dont les séquences PERV ont été inactivées et ne permettent plus I’émergence
d’éléments infectieux indésirables. Les travaux de recherche sur la modification de la
réponse immunitaire et des mécanismes de rejet se poursuivent. La maitrise des
nouvelles technologies de modification des génomes va contribuer au regain d’inté-
rét pour les xénogreffes. Il est prévisible que les porcs génétiquement modifiés seront
a lavenir utilisés en recherche biomédicale, le modéle porcin présentant de nom-
breuses homologies avec '’homme en matiere de physiologie, de métabolisme,
d’organisation du génome, de pathologies et des phénomeénes de vieillissement.
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DISCUSSION

M. André-Laurent PARODI

En dépit du fait que le risque de réplication des PERV chez I'homme soit considéré comme
« non majeur » et en tout cas serait réduit par les manipulations génétiques, quel est, a votre
avis, I'avenir du procédé en termes d’éthique ?

Par extension la question se pose pour les souches d'animaux de production rendues
réfractaires a certaines infections virales (porcs résistants au virus de la peste porcine
africaine (PPA) ). Quel est votre sentiment sur les réserves appliquées a la production de ces
animaux « manipulés » a des fins de randomisation humaine ?

La question éthique est d’actualité. L’ Académie des sciences, lors de la séance de juin
2017, a traité du sujet des ciseaux génétiques et de ’éthique. Jean-Paul Renard de I'Inra
s’est prononcé sur les modifications du génome chez les animaux d’élevage par la
nouvelle technologie CRISPR-Cas9. Il a parlé d’un nouveau « temps éthique ». Deux
situations distinctes sont a prendre en compte, celle des modifications génétiques a des
fins zootechniques et alimentaires et celle des modifications génétiques a des fins de
xénogreffes. Afin d’éviter les réactions de rejet de greffe, les génomes des porcs fournis-
seurs de tissus et d’organes seront rendus plus compatibles par ’addition de plusieurs
génes d’origine humaine (humanisation). Cette approche destinée a soigner ’homme et
non plus a I’alimenter, souléve des questions éthiques difficiles a traiter.

M. Jean-Yves LE GALL

Le génome humain contient également des séquences rétrovirales. La plupart sont tronquées
et défectueuses mais certaines sont apparemment intactes et fonctionnelles. Peuvent-elles
étre compliquées en pathologie humaine ?

Des séquences de rétrovirus endogenes ont été trouvées dans les génomes humains
(HERV), présentant des analogies avec le PERV. La famille des rétrovirus endogénes
HERV-K a été étudiée par Thierry Heidmann a I'Institut Gustave Roussy. Relativement
au risque viral, des expériences d’infection de cellules humaines par le PERV ont été
menées a Cambridge USA par C. Patience dans I'objectif de démontrer I’existence de
recombinaisons. Les résultats indiquaient que le potentiel de recombinaison entre les
séquences de PERV et de HERYV était faible et que I'émergence de nouveaux virus générés
par ce mécanisme €tait peu probable et ne représentait pas un risque significatif pour les
xénogreffes.
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M. Jacques MILLIEZ

Les porcelets a PERV modifiés ont été obtenus par clonage. Le clonage peut-il provoquer des
perturbations de leur systéeme immunitaire ?

Les porcelets nés aprés modifications de leurs séquences PERV avaient 4 mois d’age au
moment de la publication des résultats, il est donc prématuré de tirer des conclusions sur
I’effet de ces modifications sur I'intégrité du systéme immunitaire. Par ailleurs, la techni-
que du clonage n’a pas eu d’effets significatifs sur le systéme immunitaire chez le porc.

M. Jacques BELGHITI

Avant d’envisager la xénotransplantation d’organes, peut-on envisager des greffes de tissus ?

Les études les plus approfondies ont été effectuées sur la xénogreffe de cellules du
pancréas de porc (ilots de Langerhans) productrices d’insuline pour le traitement du
diabeéte. Les cellules pancréatiques sont encapsulées dans des fibres d’alginate.
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