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> U'étude des pathologies humaines est souvent
limitée par I’absence de modéle animal appro-
prié. La souris est le modele le plus fréquemment
utilisé pour I'étude des maladies infectieuses
humaines. Cependant, un grand nombre d’agents
infectieux spécifiques de I’homme n’infectent
pas la souris. Ces vingt dernieres années, la greffe
de cellules progénitrices ou de tissus humains
chez des souris immunodéficientes a permis de
générer des souris dites humanisées. Bien que ces
modeles demandent encore a étre améliorés, ils
ont permis de reproduire chez la souris certains
aspects des pathologies humaines et laissent
ainsi espérer le développement dans un futur
proche de thérapies innovantes. <

Pour servir de modeéle d’étude a un processus patholo-
gique observé chez I’lhomme, un animal devrait offrir les
propriétés idéales suivantes: une descendance nom-
breuse, un développement rapide, une taille réduite et
un entretien facile. La souris (Mus musculus) présente
de telles caractéristiques qu’elle partage avec d’autres
especes animales, comme le ver nématode (Caeno-
rhabditis elegans), la mouche du vinaigre (Drosophila
melanogaster) et le poisson zébre (Danio rerio).

La souris de laboratoire vient de féter son centieme
anniversaire : c’est en effet en 1909 que la premiére
souche isogénique de mammifére a été obtenue et
identifiée. Il s’agit de la souche de souris DBA (dilute
brown non-agouti). Cette population d’individus géné-
tiquement identiques représentait alors le groupe
témoin essentiel a toute expérimentation biologique.
Depuis, la souris est considérée comme le meilleur
modele animal, un « top model » taillé sur mesure
pour la recherche. Les premiéres souris « humani-
sées » sont apparues dans les années 1980 : ce sont
les souris transgéniques dans le génome desquelles a
€té inséré un géne humain pour en étudier 'expression
et la fonction. Ainsi, certaines de ces souris appelées
xenomouse ont été utilisées pour produire des anticorps
humanisés [1, 391. Il faut toutefois admettre que ce
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qualificatif « humanisées » convient davantage aux souris greffées
avec des cellules ou tissus humains. Ce sont ces dernieres qui font
I’objet de cette revue, car elles représentent, a ce jour, un outil trés
performant pour la recherche biomédicale.

De I’'immunodéficience a ’humanisation

Un grand choix de souris immunodéficientes

Seules des souris immunodéficientes se prétent a la reconstitution
d’un systeme hématolymphoide humain et sont capables de générer
des réponses immunitaires innées et adaptatives humaines. La réus-
site de la prise de greffe des cellules humaines transplantées chez ces
souris - et, dans le cas dont il est question ici, de cellules progénitrices
hématopoiétiques (CPH) humaines - est conditionnée par I’absence de
lymphocytes T et B murins, mais surtout par celle des cellules murines
natural killer (NK).

Les principales souches de souris immunodéficientes qui ont été
utilisées pour le développement des souris humanisées au cours des
récentes décennies sont présentées dans la Figure I.

Pour mémoire, citons d’abord les souris nude athymiques, décrites
en 1966, qui ne produisent pas de lymphocytes T. €n 1983, les souris
(B17-scid (severe combined immunodeficiency) ont été obtenues [2].
Elles présentent une mutation autosomale récessive du gene prkdc
(protein kinase DNA activated catalytic polypeptide) codant pour une
protéine impliquée dans les recombinaisons V(D)) nécessaires aux
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Figure 1. Représentation schématique de la chronologie de la production des différentes souches de souris inmunodéficientes utilisées pour la

transplantation de cellules ou tissus humains. BLT : bone marrow liver thymus ; CPH : cellule progénitrice humaine ; DBA : dilute brown non aguti ;

FAH : fumaryl acetate hydrolase ; FRG : FAH rag gamma ; IL2Ry : interleukin-2 receptor gamma chain ; NOD : non obese diabetic ; NSG : NOD-SCID

gamma c ; Rag : recombination-activating gene ; SCID : severe combined immuno-deficiency.

réarrangements des récepteurs des cellules T et des immunoglobulines
(Ig). Cependant, une forte activité des cellules murines NK limitait la
prise de greffe de cellules humaines provenant de tissus hématopoié-
tiques feetaux (foie, thymus) ou celle de cellules progénitrices héma-
topoiétiques (CPH) humaines CD34*, empéchant le développement
d’un systéme immunitaire [3, 4]. De méme, le systéme immunitaire
humain ne s’établit pas non plus chez les souris immunodéficientes
NOD (non-obese diabetic)-SCID, malgré une activité réduite des cel-
lules murines NK [5]. Mais la forte incidence de thymomes observés
chez ces souris réduit leur durée de vie, ce qui empéche la réalisation
de longues expériences.

Cependant, les souris NOD-SCID ont permis, aprés implantation de foie
et de thymus de feetus humains sous la capsule rénale, de générer les
souris humanisées BLT (pour bone marrow, liver, thymus) : I'implan-
tation des tissus humains est suivie d’une irradiation sous-létale
et d’une injection intraveineuse de CPH CD34" isolées du méme foie
feetal [6]. On observe une reconstitution avec présence de cellules
hématopoiétiques humaines circulantes (lymphocytes T, B, monocytes,
cellules dendritiques). La thymopoiése humaine se développe exclusi-
vement dans I'implant thymique humain : I’éducation des cellules T s’y
déroule dans le contexte d’un CMH (complexe majeur d’histocompati-
bilité) humain, comme le confirme la restriction HLA-A1 et HLA-A2 des
réponses des cellules T a 'infection par le virus d’€pstein-Barr in vivo
[6]. De plus, ces souris sont capables d’une forte production d’anti-
corps (IgG) aprés leur immunisation avec des antigénes T-dépendants
in vivo. Elles produisent aussi des cytokines inflammatoires en réponse
a la toxine du syndrome du choc toxique [6]. Enfin, des cellules B,
des cellules T, des monocytes/macrophages, des cellules NK et des
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cellules dendritiques sont présentes dans I’épithélium
intestinal, ainsi que dans les poumons et les muqueuses
rectales et vaginales. Cependant, la mise en ceuvre de
ce protocole est trés laborieuse, ce qui explique que le
modele BLT soit rarement utilisé.

Plus récemment, des souris IL2Ry”" présentant une
mutation du locus de la chaine y du récepteur de
Pinterleukine 2 (IL2Ry ou yc pour chaine commune aux
récepteurs de I'IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21) ont
été générées. Cette mutation empéche le développe-
ment des cellules NK. Ces souris ont été croisées, soit
avec les souris NOD-SCID pour obtenir les souris NOD-
SCID-yc~~ (NSG) [7, 81, soit avec les souris BALB/c-
Rag2”", chez lesquelles la mutation Rag?2 empéche les
recombinaisons V(D)J, pour obtenir les souris BALB/c-
Rag2”~yc”- (BRG) [9].

Les conditions d’une reconstitution

hématolymphoide humaine compléte

et fonctionnelle chez les souris NSG et BRG

Ces deux souches de souris, qui ne développent pas
spontanément de tumeurs et sont génétiquement
trés stables, sont completement dépourvues de lym-
phocytes murins T, B, et de cellules NK. Ces souris
sont, a ce jour, les plus utilisées pour étudier les
parametres essentiels a la reconstitution chez ces
animaux d’un systeme hématolymphoide humain et au
développement d’un systéme immunitaire fonctionnel.



L'inoculation intrahépatique ou intracardiaque de CPH humaines
CD34* préparées a partir de sang de cordon dans des souriceaux dgés
de 24 a 48 h préalablement irradiés représente le protocole idéal
[10]. Lefficacité de la greffe de ces CPH autorise la mise en place
et le développement d’un systéeme immunitaire humain fonctionnel
avec une thymopoiése humaine active. Celle-ci se développe dans le
rudiment thymique murin qui est colonisé par des cellules humaines
produites de novo dans la moelle osseuse des souris [9, 11, 12]. Il
faut noter que les thymocytes humains sont éduqués principalement
contre le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) murin avant
leur maturation en lymphocytes T. Puis ils sortent du thymus pour
coloniser les organes lymphoides secondaires. Deux a trois mois plus
tard, des lymphocytes T et B humains sont détectés dans le sang
périphérique, la moelle osseuse, la rate, et les ganglions lympha-
tiques (voir Tableau ). Le nombre de lymphocytes T et B, plus élevé
dans les souris NSG que dans les souris BRG, souligne que le fonds
génétique NOD est plus permissif a la greffe xénogénique de cellules
humaines que le fonds BALB/c. Cette différence est probablement
due a une variabilité de I'activité macrophagique, liée notamment
a I’expression de différents alléles du géne Sirpot (signal regulatory
protein ¢)' [13]. Ces modéles autorisent la mise en place d’une
réponse immunitaire adaptative. Outre la présence de cellules
humaines NK, celle de cellules myélomonocytaires et dendritiques,
dont des cellules dendritiques plasmacytoides, souligne I’établisse-
ment d’une réponse immunitaire innée [7, 9, 14, 15]. La production
d’anticorps (IgM/IgG) par les lymphocytes B en réponse & une immu-
nisation contre la toxine tétanique est trés faible, ce qu’explique
I’absence de collaboration entre les l[ymphocytes T et B chez ces sou-
ris chiméres, conséquence de la non-expression des molécules HLA
(human leukocyte antigens). Enfin, la détection dans la muqueuse
intestinale de lymphocytes B sécrétant des IgA témoigne d’une
possible reconstitution de "immunité mucosale [7].

De ’humanisation a ’infectiologie

La mise au point, au cours de la derniere décennie, des souris huma-
nisées BLT, NSG et BRG a permis I’étude de divers agents pathogeénes
humains d’origine virale, bactérienne ou parasitaire, ce que ne per-
mettaient pas de maniére convaincante les modéles animaux tradi-
tionnels (pour revues voir [16-181). Lutilisation des souris humani-
sées permettra de préciser les mécanismes moléculaires et cellulaires
de la pathogenése, de définir de nouvelles stratégies thérapeutiques
et de procéder a une évaluation préclinique des modalités de pré-
vention vaccinale. Cette recherche translationnelle devrait aboutir
a des avancées majeures dans le traitement des maladies infec-
tieuses humaines. Nous analysons ici quelques exemples illustrant
I"apport des souris humanisées a I’étude des virus ciblant les cellules
du systeme immunitaire humain. Il s’agit des virus lymphotropes et

! SIRPa est un récepteur présent sur les macrophages, les neurones, les cellules dendritiques, dont le
ligand est la molécule transmembranaire CD47. Il régule négativement la phagocytose et se lie aux tyro-
sine phosphatases intracytoplasmiques SHP-1 and SHP-2.

m/sn® 1, vol. 28, janvier 2012

monocytotropes : VIH (virus de I"immunodéficience
humaine), HTLV-1 (human T-cell leukemia virus type 1),
virus de la dengue. Récemment, la greffe de cellules
hépatiques a permis d’aborder la pathogeneése des virus
hépatotropes (VHB, virus de I’hépatite B ; VHC, virus de
I’hépatite C) (Figure 2).

VIH, virus du syndrome

de 'immunodéficience acquise

Un des premiers virus étudiés dans ce modele de souris
humanisées est le VIH, lentivirus a la fois lymphotrope
et monocytotrope [19]. Uinfection des souris BRG par
ce virus reproduit chez ces souris des aspects spéci-
fiques de la maladie, par exemple la déplétion des lym-
phocytes T CD4*, la virémie et la dissémination du virus
dans les organes lymphoides [20-22]. Cependant, la
réponse des cellules B anti-VIH restant tres faible dans
ce modele, les études se sont principalement focali-
sées, chez ces souris humanisées, sur les phases pré-
coces de I'infection, notamment sur la transmission du
virus au niveau des muqueuses vaginale et rectale. Ces
muqueuses sont constituées de cellules T, de macro-
phages et de cellules dendritiques humaines. Lorsque
le VIH est directement injecté dans les cavités vaginale
ou rectale, I'infection est systémique des la premiére
semaine [21]. Ce modéle d’étude est trés prometteur
pour la validation in vivo de nouvelles stratégies thé-
rapeutiques visant a empécher la transmission du virus
au niveau des muqueuses. Dans ce contexte, rappelons
qu’un essai de thérapie génique utilisant les shARN
(ou ARN en épingle & cheveu) a donné des résultats
intéressants [23].

Notons enfin que les souris humanisées permettent
I’étude des co-infections. C’est, par exemple, le cas du
virus du sarcome de Kaposi qui se réplique chez ces sou-
ris en présence ou en absence d’infection par le VIH, et
celui de co-infections par le parasite Toxoplasma gondii
responsable d’encéphalites [18].

HTLV-1, virus de la leucémie T de ’adulte

Le deltarétrovirus HTLV-1 (human T-cell leukemia virus
type 1), qui infecte 15 a 20 millions d’individus dans le
monde, est 'agent étiologique de deux pathologies : la
leucémie T de I"adulte ou ATL et une maladie neurodégé-
nérative invalidante, la paraparésie spastique tropicale
ouTSP/HAM [24]. Comme pour le VIH, aucun petit modéle
traditionnel n’a permis de reproduire 'infection et la
pathogenése in vivo. Le modéle des souris scid huma-
nisées BLT (bone marrow, liver, thymus) a été d’abord
utilisé pour comparer la greffe de cellules CPH préalable-
ment infectées par HTLV-1 a celle de cellules de lignées
établies transformées par ce virus [25]. Les auteurs ont
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Figure 2. Stratégies mises en ceuvre pour établir les modéles de souris humanisées adaptés a [’étude des maladies

infectieuses humaines. Voir texte pour détails et [16, 18, 32].

montré que le virus était retrouvé dans les biopsies de foie et de thymus
a distance de la greffe, mais n’entrainait pas d’infection systémique.
Les souris humanisées ont récemment contribué a I"étude des méca-
nismes de I’activité leucémogene de ce virus in vivo [26]. Ainsi, quand
les CPH CD34" infectées ex vivo par le virus HTLV-1 sont transplantées
dans des souris NSG, ces souris développent exclusivement des lym-
phomes T CD4* semblables a ceux retrouvés chez les patients ATL, et
I'intégration du provirus est détectée dans les progéniteurs présents
dans la moelle osseuse. Les auteurs concluent que les CPH de la moelle
osseuse seraient le réservoir du virus in vivo et représentent les cel-
lules cibles de la transformation par HTLV-1 chez I’lhomme. Nous avons
utilisé une approche différente pour étudier les étapes précoces de
I’infection par HTLV-1. Des souris BRG humanisées sont infectées par
injection intrapéritonéale de cellules irradiées productrices d’HTLV-1,
une fois le développement du thymus humain achevé. L'infection,
attestée par une charge provirale élevée dans les thymocytes et les
splénocytes humains, perturbe la maturation des thymocytes, pro-
voque une augmentation du nombre de lymphocytes T dans les organes
périphériques et induit des pathologies caractéristiques de I’ATL. Ces
résultats suggerent que, chez "lhomme, I'infection par HTLV-1 des thy-
mocytes immatures est un événement favorisant le développement de
leucémies/lymphomes [27].

Virus de la dengue

Ce virus de la famille des Flaviviridae est le plus souvent a I'origine
d’une fiévre bénigne chez les individus infectés (50 a 100 millions
par an dans le monde), mais dans de rares cas il induit une fiévre
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Virus hépatotropes

hémorragique, parfois
mortelle. Il est transmis
a ’homme par des mous-
tiques qui jouent a la
fois le role de vecteurs et
de réservoirs. Des souris
NOD-scid, greffées avec
Hépatocytes des CPH puis infectées par
voie sous-cutanée avec
le virus, ce qui mime la
transmission par les mous-
tiques, développent des
signes cliniques identiques
a ceux observés chez
I’lhomme : fievre, érythéme

Foie chimérique
et thrombocytopénie [28].

homme/souris

() humanisées ayant regu
une greffon de CPH puis
secondairement infectées
par le virus de la dengue,
développent pendant trois
semaines une virémie éle-
vée accompagnée d’une
fievre importante [29]. La
production précoce d’anticorps de type IgM est suivie
de celle d’anticorps IgG, dont certains sont neutrali-
sants. Récemment, des souris NSG, exprimant la molé-
cule humaine HLA-A2 ont été utilisées. Chez ces souris,
I’éducation intrathymique des cellules T humaines
s’effectue au contact des molécules HLA-A2 humaines
exprimées par les cellules de souris. Ces souris huma-
nisées recoivent une injection de CPH HLA-A2", puis
elles sont infectées par le virus de la dengue [30]. Des
splénocytes humains sont ensuite isolés et stimulés
ex vivo par des peptides viraux restreints par HLA-A2.
La sécrétion d’interféron 7y, de TNFou (tumor necrosis
factor) et d’interleukine-2 refléte la présence de lym-
phocytes T CD8* chez les souris NSG mais uniquement si
elles expriment HLA-A2.

VHB et VHC, virus des hépatites

Les hépatocytes humains sont les cellules cibles de plu-
sieurs agents pathogenes, parmi lesquels les virus des
hépatites B et C (VHB, de la famille des Hepadnaviridae
et VHC, de la famille des Flaviviridae), qui infectent
800 millions d’individus dans le monde. Pour mieux com-
prendre la pathogenése de ces infections virales, des
souris immunodéficientes ont été croisées avec des sou-
ris transgéniques pour un gene exprimant une protéine
cytolytique pour les hépatocytes murins. Cette cytolyse
hépatique est un stimulus pour la régénération hépa-



Pourcentage de cellules hCD45*

Tissu
Cellules B Cellules T
Moelle osseuse 78 a 90 3,8alb,l
Rate 50 a 85 1,0 a 39,2
Thymus 2,1a3,2 95a98
Sang périphérique 49a76 5,2a27,8

Cellules Cellules
myéloides dendritiques
4,7all,6 1,6a4,4
6,4al1l,4 1,4a3,3
56al3,4 =

Tableau I. Composition cellulaire du systéme hématolymphoide humain observé dans des souris humanisées. Les CPH CD34* humaines, isolées a

partir de sang placentaire, ont été inoculées par voie intrahépatique dans des souriceaux NSG ou BRG nouveau-nés, préalablement irradiés avec

une dose sous-létale. analyse a été faite 2 a 3 mois apres la greffe.

tique. C'est le cas chez les souris urokinase-type plasminogen activator
uPA/Rag2~ [31]. Lorsque ces souris sont greffées avec des hépatocytes
adultes humains, puis infectées par le VHB, on observe les stigmates
d’une infection productive. Plus récemment, des souris qui n’expriment
pas la fumaryle acétate hydrolase (FAH) ont été croisées avec des souris
immunodéficientes (souris FAH/BRG). Labsence de cet enzyme conduit
a la destruction du foie murin [32, 33]. Ces souris FAH"/BRG, lorsqu’elles
sont transplantées avec des hépatocytes adultes humains, montrent
un chimérisme hépatique humain/souris élevé, corrélé a la quantité
d’albumine humaine détectable dans le sérum. Ces souris chimériques
sont sensibles a I'infection par le VHB et le VHC, comme I'indique la
détection des antigenes viraux dans le foie chimérique de ces animaux.
De plus, les souris infectées par le VHC répondent au traitement anti-
viral. Récemment, des souris BRG transgéniques ont été obtenues, qui
expriment de facon inductible une protéine de fusion (FK506 binding
protein-caspase 8). Son induction entraine la dimérisation de la caspase
8 et son activation, ce qui provoque la mort des hépatocytes murins
[34]. Ces souris sont ensuite greffées & la fois avec des CPH (pour une
reconstitution hématolymphoide) et des progéniteurs hépatocytaires
(reconstitution hépatique) isolés du méme foie feetal, puis infectées
quatre semaines plus tard par le VHC. Elles sont alors capables d’une
réponse immunitaire humaine T spécifique du VHC et développent des
hépatites et des fibroses. Ces souris, constituées a la fois d’hépatocytes
humains et de cellules immunitaires humaines, illustrent le potentiel de
ce modeéle pour étudier 'immunopathogenese induite par Iinfection par
les virus hépatotropes. Ce modeéle sera également utile pour I’étude de
I’étape intrahépatique obligatoire du développement de Plasmodium
falciparum, le parasite responsable de la malaria [35].

Quelles souris humanisées pour I’avenir ?

Actuellement, des protocoles standards relativement faciles a mettre
en ceuvre pour produire ces souris humanisées sont disponibles [36,
37]. Une des grandes innovations dans ces modéles est la diversité des
tissus humains que I'on envisage maintenant de greffer chez ces sou-
ris, multipliant ainsi le nombre de maladies humaines modélisables.
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Certains tissus humains cibles spécifiques d’infections
virales peuvent étre transplantés dans des souris immu-
nodéficientes : c’est le cas de I’épithélium intestinal
pour I"étude des virus entériques [17].

Comment améliorer ces stratégies ? Citons I’abla-
tion des cellules et/ou tissus murins pour créer de
« 'espace », soit par irradiation (cas de la greffe de
précurseurs hématopoiétiques), soit par modifications
génétiques (exemple des hépatocytes humains). On peut
aussi essayer d’augmenter la spécificité de la réponse
immunitaire des souris humanisées grace a 'ajout de
cytokines humaines, et d’éviter la destruction active de
la greffe par la souris [38]. Uéducation des cellules T
et B humaines greffées est restreinte du fait de la
non-expression des molécules HLA. C’est la limitation
majeure inhérente a ce modele de souris humanisées.
L'expression transgénique des molécules HLA pourrait
améliorer les sélections positive et négative des lympho-
cytes Tetlaréponse immunitaire [30,40]. Il faut espérer
un effet synergique de chacune de ces améliorations ce
qui permettrait d’obtenir, dans un avenir tres proche, le
modele animal le plus performant pour I’étude des virus,
bactéries et autres agents pathogénes humains, ainsi
que pour le développement de thérapies innovantes et
de vaccins [15]. ¢

SUMMARY

Mice are not Men and yet... How humanized mice
inform us about human infectious diseases

The study of human pathologies is often limited by
the absence of animal models which are robust, cost-
effective and reproduce the hallmarks of human infec-
tions. While mice have been frequently employed to
study human diseases, many of important pathogens
display unique human tropism. These last two decades
the graft of human progenitor cells or tissues into
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immunodeficient mice has allowed the elaboration of so called huma-
nized mice. Humanized mouse technology has made rapid progress, and
it is now possible to achieve high levels of human chimerism in various
organs and tissues, particularly the immune system and the liver. The
review briefly summarizes the different models of humanized mice
available for in vivo experiments. With a focus on lymphotropic, mono-
cytotropic and hepatotropic viruses, we here discuss the current status
and future prospects of these models for studying the pathogenesis of
infectious diseases. Furthermore, they provide a powerful tool for the
development of innovative therapies. ¢
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