de restriction de cette enzyme contre les
souches aviaires du virus de la grippe.

Le systeme CRISPR/Cas9 SAM : un outil
précieux dans la lutte antivirale

Tandis que la plupart des cribles réa-
lisés jusqu’a aujourd’hui s’étaient
concentrés sur I'identification des
facteurs nécessaires a l'infection
par le virus de la grippe, cette étude
démontre pour la premiere fois la fai-
sabilité d’un crible visant a identifier
les facteurs dont I'activité inhibe I’in-
fection. Ces deux approches sont com-
plémentaires et permettront de mieux
appréhender les interactions complexes
qui s’établissent entre le virus et son
hote au cours de I’infection. Le systeme
CRISPR/Cas9 SAM prouve donc son effi-
cacité pour I'identification de facteurs
de restriction antiviraux. Le facteur de
restriction B4GALNT2 décrit dans cette
étude est spécifique aux virus aviaires,
qui peuvent cependant constituer une
menace pour I’homme. On peut faci-

lement supposer que d’autres fac-
teurs de restriction spécifiques aux
virus humains existent, qu’il serait
également intéressant d’identifier. Le
développement de I'utilisation du sys-
teme CRISPR/Cas9 SAM devrait étre
d’une grande utilité dans la recherche
d’autres protéines cellulaires a action
antivirale, que ce soit contre le virus
de la grippe ou contre d’autres virus. I
est également important de souligner
que I’outil CRISPR/Cas9 SAM peut étre
exploité a d’autres fins en virologie,
notamment de thérapie anti-infec-
tieuse. Par exemple, dans le cadre de
I’infection par le virus de I'immunodé-
ficience humaine (VIH), la persistance
de provirus latents dans les cellules
infectées est I'une des failles les plus
importantes des thérapies actuelles. Le
systéme CRISPR/Cas9 SAM pourrait étre
adapté pour cibler les régions activa-
trices des provirus latents [3], ce qui
pourrait permettre de réactiver le virus
dans ses réservoirs cellulaires et d’éli-
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Le béta-coronavirus MERS (middle east
respiratory syndrome), ou MERS-CoV,
est un pathogene émergent qui frappe
la région du Moyen-0Orient depuis 2012.
Depuis sa découverte, le virus s’est
répandu dans plus de 20 pays. Il a infecté
plus de 800 individus et est mortel dans
35% des cas [1]. Cest une source d’in-
quiétude pour 'OMS (Organisation mon-
diale de la santé) car son taux de repro-
duction de base (R0, correspondant au
nombre moyen de nouveaux cas d’infec-
tion engendrés par un individu infecté
au cours de sa période d’infectiosité) est
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miner ensuite les cellules exprimant
le virus. La réactivation ciblée de ces
provirus par CRISPR/Cas9 SAM pourrait
ainsi s’avérer étre une stratégie effi-
cace pour I’élimination des réservoirs
de I'infection. ¢

CRISPR/Cas9 SAM (synergic activation
mediator): a new strategy to screen
for genome-encoded antiviral restric-
tion factors
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passé de 0,79 a plus de 2 au cours des
derniéres années [2]. MERS-CoV a été
transmis a I’lhomme par le dromadaire, un
de ses principaux réservoirs. Cependant,
la plupart des cas décrits sont dus a
une transmission inter-humaine. Ce virus
cause en général des infections respira-
toires aigués, allant jusqu’a la pneumo-
nie, mais peut également étre responsable
de symptdmes gastro-intestinaux.

MERS-CoV est un virus enveloppé d’une
centaine de nanomeétres de diametre. Il
présente a sa surface des glycoprotéines
Spike qui possédent un domaine RBD

https://doi.org/10.1051/medsci/20183405011

(receptor-binding domain) capable de
lier la glycoprotéine membranaire DPP4
(dipeptidyl peptidase 4) & la surface des
cellules cibles [1]. La liaison entre Spike
et DPP4 permet au virus d’infecter un
large spectre de cellules cibles.

Modélisation de I’infection par MERS-
CoV chez la souris grdce a CRISPR/Cas

€tape 1 : modifier le récepteur DPP4

Afin de mieux comprendre le cycle de
réplication du virus et de contribuer au
développement préclinique de straté-
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gies thérapeutiques, il est nécessaire
de disposer d’un modéle animal dans
lequel MERS-CoV se réplique et induit des
pathologies représentatives de la mala-
die chez I’homme. Or, la protéine virale
Spike est incapable de se fixer au récep-
teur DPP4 murin [3]. Le virus ne peut
donc pas se répliquer dans les modeles
habituellement utilisés en laboratoire
comme la souris. Des modéles de pri-
mates non-humains comme le macaque
rhésus [4] et le ouistiti commun [5]
ont été développés, mais leur utilisation
pose des questions éthiques et pratiques.
C’est dans ce contexte que les auteurs de
cette étude présentent le développement
d’un nouveau modéle animal pour le
MERS-CoV obtenu a I'aide de la stratégie
d’édition génétique CRISPR/Cas [6].

En effet, les auteurs ont généré une
protéine DPP4 murine interagissant effi-
cacement avec le virus. Pour cela, ils ont
modifié le gene mDPP4 en insérant deux
codons correspondant a ceux codant la
séquence humaine aux positions 288 et
330. Ces deux codons correspondent a
la région qui interagit avec le RBD de
la protéine virale Spike. Au cours d’une
étude préalable, les auteurs ont vérifié in
vitro que ce récepteur DPP4 chimérique
était capable de lier les protéines Spike,
rendant les cellules murines permissives
[7]. Ensuite, a I'aide de la technologie
CRISPR/Cas9, ils ont obtenu des lignées
de souris exprimant ce récepteur DPP4
chimérique a la place de la protéine
murine. Ces lignées de souris sont hété-
rozygotes ou homozygotes pour le géne
muté. Dans ces lignées, la version chimé-
rique de la protéine DPP4 est exprimée
et elle conserve ses fonctions normales,
a savoir son role dans le maintien de la
glycémie [8] et dans la régulation du
systéme immunitaire [9]. Aprés avoir
réalisé ces contrdles, les auteurs ont
montré que le virus se réplique de fagon
efficace chez ces souris. Cependant,
Iinfection ne conduit au développement
d’aucun des symptomes caractéristiques
de P'infection chez "homme, limitant
ainsi I'intérét préclinique du modele.
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€tape 2 : accroitre la pathogénicité du
virus

Pour augmenter la pertinence de ce
modele, les auteurs ont cherché a aug-
menter la pathogénicité de la souche
virale utilisée chez la souris. Chez
I’lhomme, un hote auquel le virus est
adapté, la pathogénicité de MERS-CoV
est engendrée par une réplication éle-
vée du virus. Pour obtenir une souche
virale se répliquant mieux chez la souris,
c’est-a-dire plus adaptée a la souris, les
chercheurs ont utilisé une caractéris-
tique intrinseque des virus : I’évolution
tres rapide de leur génome, permettant
une adaptation rapide @ un nouvel hote
par sélection naturelle in vivo. lls ont
donc mis en ceuvre un protocole appelé
le passage en série : des souris dont le
récepteur DPP4 est modifié par CRISPR-
Cas9 sont infectées par la souche virale
de départ, puis le virus produit est
récolté et on réitere cette manipulation
quinze fois. A Pissue de ces passages, la
pathogénicité du virus ainsi obtenu est
caractérisée. Comme espéré, la capacité
du virus a se répliquer a augmenté et on
observe désormais qu’une inflamma-
tion se développe et que les capacités
pulmonaires des souris sont affectées.
Les symptémes humains ont donc été
reproduits et le modele murin modifié
semble maintenant bien plus pertinent
pour I’étude du virus MERS-CoV.

Un modéle animal précieux pour la
modélisation thérapeutique

Les auteurs ont ensuite poursuivi la
validation de leur modele en y évaluant
efficacité des traitements démontrés
comme efficaces dans d’autres modeles.
D’une part, une immunothérapie pas-
sive fondée sur I’injection de "anticorps
monoclonal humain 3B11 est testée.
Cet anticorps neutralisant est dirigé
contre la protéine virale Spike et sa
fixation empéche P’interaction de la
protéine avec le récepteur DPP4. Cela
bloque donc I’entrée du virus dans la
cellule et inhibe ainsi la réplication
virale. Ce traitement avait été validé
sur un modéle de primates non-humains

[10]. D’autre part, une immunisation
active basée sur des pseudo-particules
virales exposant la protéine Spike a leur
surface (VRP, venezuelan equine ence-
phalitis replicon particles) est testée. Le
virus équin est inoffensif pour la souris
et est donc utilisé uniquement comme
vecteur de Spike. Cette immunisation
induit la production d’anticorps dirigés
spécifiquement contre Spike qui per-
mettraient d’inhiber la réplication virale
lors d’une infection ultérieure par MERS-
CoV, comme cela a été précédemment
démontré dans un modeéle murin [11].
De fagon intéressante, dans les groupes
de souris traités par ces deux approches,
les symptomes résultant d’une infection
par MERS-CoV sont réduits : I'obstruc-
tion des voies respiratoires est nulle,
similaire a celle de souris non infec-
tées. De plus, le virus se réplique beau-
coup moins efficacement chez les souris
ayant recu ou produit des anticorps : le
titre viral est divisé par 107. Il apparait
donc que I'immunisation a été efficace
dans les deux cas.

L'infection par MERS-CoV dans cette
lignée de souris développée grdce au
systeme CRISPR/Cas9 permet donc une
bonne modélisation de I’infection par
MERS-CoV chez ’homme : le virus s’y
réplique efficacement, les symptomes
sont reproduits et I'efficacité des trai-
tements peut y €tre mesurée. Ainsi,
I’introduction de la technique CRISPR/
Cas en virologie peut-elle participer a
la mise en place rapide de modeles ani-
maux innovants. ¢

The CRISPR/Cas system: a genome
editing tool to develop animal models
of viral infections
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Le sexe
des anges

Une histoire d’hormones

de I’hormone anti-miillérienne, ’AMH, hormone indispensable a la

différenciation des sexes. Sans I’AMH, les filles n’auraient pas le
monopole de I'utérus !
Substance testiculaire mystérieuse il y a cinquante ans, elle est
aujourd’hui largement utilisée en endocrinologie pédiatrique et sur-
tout en gynécologie pour évaluer les chances de fertilité féminine.
Nathalie Josso raconte, avec une clarté agrémentée d’une forte dose
d’humour, les aléas de cette recherche, réussie a force de détermina-
tion, d’imagination et de hasards heureux. Son équipe a su attirer des
collaborations du monde entier sans négliger pour autant le soutien
inattendu d’un ouvrier de I’abattoir de la Villette, de la lapine Céleste
et d’une bande de petits kangourous.
Ce témoignage, extrémement accessible, devrait donner a de jeunes
étudiants le godt et I’envie de la recherche.
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