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Intérêts de l’espèce porcine 

 Similitudes / Homme 

 Taille (organes) 

 Omnivores 

 Anatomie et physiologie digestives 

 Génome 

 Races sélectionnées 

 Minipigs outbred 

 Minipigs inbred (Göttingen minipig), reconnu 

comme animal modèle non rongeur 
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Intérêts de l’espèce porcine 

 Facilité d’élevage 

 Nombreuses races 

 Maturité sexuelle précoce (5-8 mois) 

 Intervalle de génération court (12 mois) 

 Prolificité (10-12 porcelets) 

 Non saisonné 

 Conditions d’élevage maîtrisées 

 Suivi sanitaire 
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Intérêts de l’espèce porcine 

 Intérêts expérimentaux 

 Diversité phénotypique 

 Connaissance du génome (draft ensembl, 

puce SNP 60k, banques EST, arrays) 

 Outils moléculaires 

 Méthodes de transgénèse optimisées 

 

 http://www.ensembl.org/Sus_ scrofa/Info/Index 
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Méthodologies 
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Microinjection pronoyau 

 Depuis 1985 
Hammer et al., Nature, 1985 
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Transgénèse 

 Microinjection dans les pronoyaux 

 Collecte d’embryons au stade une cellule 

 Chirurgie 

 abattage 

 Centrifugation (lipides) 

 Injection 

 Transfert dans l’oviducte de receveuses 

synchrones (chirurgie) 
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Microinjection pronoyau 

Double transgénique 

hDAF - hCD59 

 Résultats 

 Production de porcs « humanisés » 

porteurs des gènes humains DAF (CD55), 

CD59 et CTLA4 
HDAF– hCD59 CTLA4Ig

Donors 81 95

Eggs collected 1691 2286

Eggs injected 654 1054

Eggs transferred 570 1046

Recipients 26 42

Farrowing 10 24

Piglets 66 161

Positives 2 8

Positives / Transferred 0.35%     0.76%

Homozygotes 

Michel Terqui – Martine Plat Mermillod-EFOR 2011 



Microinjection pronoyau 

 Rendement faible 

 Mosaïcisme 

 Nombre de copies non contrôlé 

 Site d’insertion aléatoire 

 Variations du niveau d’expression 

 Risques de disruption de gènes 

 La plupart des lignées actuelles 
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Méthodologies 
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Spermatozoïde 

Proceedings of the National Academy of Science, Oct 2002 
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Spermatozoïde 

 Méthode 
 Collecte (2 mâles sélectionnés sur 20) 

 Lavage du plasma séminal 

 Incubation avec le plasmide linéarisé 

 IA 

 Résultats 
 15 truies, 93 porcelets 

 53 positifs (57%) dont 34 avec protéine dans les 
tissus (37%) 

 Transmission à la descendance 

 Expression protéique, résistance à la lyse par le 
complément Mermillod-EFOR 2011 



Transgénèse 

 Spermatozoïdes 

Lavitrano et al, PNAS, 2002 

Northern 

FISH 

Aorte 

Coeur 

Poumon 

Rein 

Muscle 

Immunohistologie 
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Spermatozoïde 

 Maîtrise de la capacité de transport ? 

 Choix du mâle 

 Perméabilisation du spermatozoïde 

 Congélation 

 Détergent 

 Cross linking 

 Intra Cytoplasmic Sperm Injection (ICSI) 

 FIV 
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Spermatozoïde 

 Rendement élevé 

 Mosaïcisme 

 Nombre de copies non contrôlé 

 Site d’insertion aléatoire 

 Variations du niveau d’expression 

 Risques de disruption de gènes 
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Méthodologies 
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Clonage somatique 

Clonage somatique 

 Ovins  (1997) 

 Bovins  (1999) 

 Caprins  (1999) 

 Souris  (1999) 

 Porcins  (2000) 

 Gaur  (2001) 

 Chat  (2002) 

 Lapin   (2002) 
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Clonage somatique 

 Clonage somatique 

Métaphase II Enucléation Cellule donneuse 

Fusion Activation 

Zone pellucide 

Globule polaire 

Cellule somatique 

Cellule transgénique 

Transgène 

Ciblage 

Electroporation 

Lentivirus 

Episome 

Recombinaison 

ZFN 
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Clonage somatique 

Aigner et al, J Mol Med, 2010 

100% transgéniques 
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Clonage somatique 

 Rendement faible 

 Mortalité fœtale et périnatale 

 Toutes les naissances sont transgéniques 

 Pas de mosaïcisme 

 Nombre de copies contrôlé 

 Site d’insertion contrôlé 

 Possibilité de KO 
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Clonage somatique 

 a-1,3 Galactosyl transférase exprimée 

chez le porc, pas chez les primates 

 Résidus a-1,3 galactosyl sur les cellules 

porcines 

 Rejet hyper aigu 

Lai et al., Science, 2002 Mermillod-EFOR 2011 



Méthodologies 
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Transfection rétrovirale 

 Lentivirus 

 Injection sous ZP 

 Cellules SCNT 

 Addition 

 Knock down (shRNA) 

 Transposons (sleeping beauty) 

 Episomes 

Hofmann et al., EMBO, 2003 Mermillod-EFOR 2011 



Transfection rétrovirale 

 Rendement élevé 

 Pas de mosaïcisme 

 Nombre de copies non contrôlé 

 Site d’insertion aléatoire 

 Mais préférence pour régions exprimées 

 Limitation de taille (10 - 20 kb) 

 Risque de régulation épigénétique 

(hyperméthylation, extinction d’expression, 

30% des G1) 
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Zinc finger endonucleases 

Whyte et al., Mol Reprod Dev, 2011 

Fibroblastes eGFP+ 

Ctrl ZFN 

Ctrl 

ZFN 

Porcelets 

• Fibroblastes de porcs eGFP+/- 

• Paires de plasmides ZFN GFP 

• Plasmide rapporteur (fluo rouge) 

• FACS 

• SCNT 
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Applications 

 Xénogreffes 

 Modèles de pathologies humaine 

 Génomique fonctionnelle 

 Tests précliniques 

 Cell tracking 

 Protéines recombinantes (lait, sperme) 

 Zootechnie 
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•Expression of human 

Complement Regulatory Proteins 

(CRPs) CD55 and CD59 by pig 

kidney tissues 

•CRPs are species-specific 

•Expression of hCD55 and CD59 

CRPs block hyperacute rejection 

(HAR) of pig organs in primates 

(Schmidt et al, 2003, Transplantation) 

•INRA’s hCD55/59 transgenic 

pigs provide kidney grafts 

protected from HAR (Ménoret et al, 

2004, Transplantation) 

hCD55/59 

Ménoret et al, 2004, Transplantation 

Xénogreffes 
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CTLA4-Ig 

Martin et al., 2005, Transgenic Research 

CTLA4-Ig+ porcine 

fetal neurons 

CD28

APC

CD80/86

MHC

CD80/86

Anergy

T cell

TCR

CTLA4Ig

IDO
IDO: Indoleamine 2,3-
dioxygenase

Ventral mesencephalon 

from G27 foetus 

INRA’s Transgenic pig 

Neuron specific enolase - hCTLA4-Ig 

CTLA4 

Xénogreffes 

Mermillod-EFOR 2011 



Xénogreffes 

CTLA4-Ig+ porcine 

fetal neurons 

Parkinsonian macaques 

B. Vanhove (INSERM, Nantes, France) 

Ph. Hantraye (MIRCEN, Orsay, France) 

E Cozzi (CORIT, Padova, Italie) 

P. Mermillod (INRA, Nouzilly, France) 

(MPTP-treated macaques) 

CTLA4-Ig 

Parkinson induction by macaques 
treatment with 1 - méthyle 4 - 

phényl 1,2,3,6-tétrahydro 
pyridine (MPTP) 

 
Transplantation of pig CTLA4-Ig 

neurons in Monkey 
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Xénogreffes 

 Résultats 

CTLA4-Ig 

- Functional Imaging (18F-fluoro-dopa PET) 

- CTLA4-Ig neurons : motor recovery 

- Control neurons    : No motor recovery 

- CTLA4-Ig neurons: positive signal 

- Control neurons: no signal 

Before MPTP 6 months 

- Behavioral tests  

- Histology 

NF70 TH 

- CTLA4-Ig graft: positive 

- Control neurons:  In progress 
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Modèles de pathologies 

 Approche difficile ou impossible chez la 

souris (longévité, taille, anatomie, 

absence de phénotype,…) 

 Athérosclérose (eNOS) 

 Alzheimer (APP) 

 Chorée de Huntington (HTT) 

 Mucoviscidose (CFTR) 

 Diabète 

 Rétinite pigmentaire (RHO) 
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Modèles de pathologies 

 Rétinite pigmentaire 

 Souris : peu de photorécepteurs et distribution 

différente dans la rétine, œil petit 

 Porc : + gène porcin muté, perte des bâtonnets, 

dégénérescence des cônes, cécité 

Rétinite pigmentaire 

Rhodopsine mutée 

Wong et al, 2002 
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Zootechnie 

Niemann and Kues, RFD, 2007 

Carcasse 

Qualité alimentaire 

Environnement 

Résistance aux maladies 
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Conclusions 

 Intérêt du modèle porc en biomédecine 

 Vaste champ d’applications 

 Progrès techniques 

 vecteurs, ZFN, SCNT,…) 

Addition, Knock down, Knock out 

 Nombreuses demandes 

 Absence d’offres en France 

 Projets en émergence 

 IHU Nantes, xénogreffes 

 INRA Nouzilly, modèles pathologiques Mermillod-EFOR 2011 



Conclusions 
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Merci de votre attention !!!! 
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