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ANIMAL TRANSGENIQUE OU CHIMERIQUB BT »ROCEDE DE 
CRIBLAGE DB PRODUlTS PHARMACBUTIQUES 

L' invention concerne un precede de remplacement· · 

speci:f ique d' une copie d 'un gene present dans le 
genollte d 1un organisme eucaryote .receveur par 
l' integration d 1un gene different du g~ne inactive. 
De preference, le gene receveur sera present en au 
moins 2 exemplaires dans la cellule h9te transfectee. 
Le qene receveur est def ini comme etant le gene ou se 
fera l'insertion du gene different. 

Plus particuliercment, l 1 invention concerne la 
production d 1 animaux transg6niques dans · lesquels le 

gene etranger a . ete introdui t d' une :inaniere ciblee 
pour permettre, a la fois, le maintien des fonctions 
q.enetiques normal es de l 'an i.ma l et 1 1 expression du 
gene etran9er sous le controle de promoteurs 
endogenes •. 

Par 11 gene different r.;r: : nger" on· en tend toute . 
sequence nucleotidique co!:"~ dant ~ la totalite ou 
a une partie d' un gene 11 :~ c • .-~u1qer ou dif ferent 11 du 
qt~me recepteur tel le qu •cl le est trouvee normalement 
dans le genome (ARN ou AON), ou elle correspond 
egalement a une sequence modifiee artificiellement du 
qene norm.al ou encore a un fragment · de cette 
s~quence .. 

L'invention concerne egalement le precede de 
production de ces animaux transgeniques. 

. Dans la production ci' an i.mau~ _.transge.ni_qµes, les 
methodes conventiqrincl 1 es · utilisees -pour 
l 1 introduction de sequences d • ADN ·heterologues dans 
la lignee cellulaire 9erminal_e, ne permettent pas de 
controler le site de . 1 t integration du gene etranger 
dans ·le genome, ni le nombre de copies ainsi· 

introduit. L'integration du gene etran9er se fait au 
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hasard et, en general, plusieurs copies du gene 
SI inteqrent en meme temps, parfoiS SOUS forme de 

tandem tete a queue, le site de l'integration et le 

nombre de copies. integ·rees variant d 1 un animal 

tx-ansgenique ·a. l 1aut:re. 
Il peut done arriver que des genes cellulaires 

endogenes, situe_s au point d' insertion, soient ainsi 
inactives, sans que cela soit facilement decelable en 

raison de nombreusos insertions au hasard. Si le 

produit de ces genes est important pour le 

devoloppement de l'animal, celui-ci sera serieusement 

perturbe. D'ailleurs, l' insertion aleatoire du gene 
etranqor peut se faire a un site qui n•est pas 

approprie pour 1 1 expression du gene. De plus, le fait 

qu t il y ai t variation du site et du nombre 

d'insertions d 1animal en animal rend l'interpetation 

des etudes d'expression extremement difficile. 

Un probleme majeur rencontre dans la production 

d 1 animaux transgeniques, est . 1' obtention de 

l 'expression _du . ·gene etranqer. D'une nta~iere 

. genera le I deUX types d I experience Ont ete realises 

chez les souris. 
Les genes introduits dans la lignee germinale 

sont : 
- soit des genes 11 complets 11

, comprenant des seque;l'lces 
codantes flanquees de leurs propres sequences 

requlatrices; 

- soit des genes co1nposites, formes de la sequence 

codante d'un gene fusionnee a la sequence promotrice 
d'un autre qene, les ~eu~ .fragments appartenant _meme 

parfois a. deux esp~ces animal es dif·fererites •. 
on a pu a i nsi conf irmer que .la specif icite de 

1 1 express ion des genes dans tel ou tel tissu est 

determinee par leur(s} sequence(s) regulatrices. 
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Le choix du promoteur appraprie pour 
l'expression du gene etran9er Chez l'animal 
transgenigue est done d'une importance primordiale • 

. D'autre part, la mutagcnese dirigee de genes 

murins dans .des · cellules souches ernbryonnai:i:es a 
recemment ~te realisee en faisant appel a une 
technique de "ciblaqe 9enetique 11 {qene targeting) 
(Thomas et al., 1987: ~hompson et al., 1989). 

Dans le premier cas, le gene murin HPRT a 4te 
mute par insertion et remplacemcnt et, dans le 
deuxieme cas, un gene HPRT mute a ~te corrige. 
Thomson et al. ont etendu leurs experiences jusqu' it 
l 'obtention de souris chimeres et ont constate le 
passage de la modification genetique dans la lignee 
cellulaire germinale. 

Dans chacun des documents cites, le site precis 
de !'integration a ete cible par recombinaisan 
homologue entre, d'une part, des sequences exogenes 
comportant la mutation ou corr~ction incluses dans un 
vec:teur, sous le contra le d. ! • ~ :· :;omoteur exogene, et, 
d'autre part, leur hoinolo~r: · .1omique. Ceci etant, 
il faut remarquer quP h"'•: .... ..:eurs anterieurs ont 
realise leurs experiencn!; sur un gene specifique 
(HPRT) dont 1 1activation par mutation s'accompagnait 
d 1un phenotype decelahle. La mutation ciblee dec~ite 
par Thomas et al., avait pour effet d 1 inactiver le 
gene HPRT et, par consequent, de faire disparaitre le 
phenotype decelable normalement associe avec le HPRT. 
Le gene de selection 

pramoteur. TK, etait 
. d 1 iriser~ion afin· de 

NeoR, sous le controle d 'iln 

done incorpare dans. 1 • ADN 
peimcttre· .· la . selection des. 

transformants. :Il est a noter qµe les experiences 
decrites dans· 1 'art anteri eur impliquaient une 

selection soit par le gene receveur (p. ex HPRT) soit 
par le gene d' insertion (p. ex NeoR) • Le site de 
l' insertion et/ou le type de gene insere est done 
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limite a des genes conferant un caractere s~lectable, 
une selection directe. 

En outre, dans 1 'art anterieur, les sequences 
exoqcnes sur le v~cteur . servent done A la · fois a 
cibler le site d•integration et a lntroduire la. 
modification. Suite a la recombinaison homologue, le 
gene modi fie sc trouve toujours dans son 
environnement 9enetique normal. 

Rappelons qu•un proble~c qui se pose au cou~s de 
la production d • animaux transgeniques est le dan9e:r 
d'inactiver un gene cellulaire endoqene qui se trouve 
au point d'insertion du gene etranqer. 

Selon la fonction du produit du qene inactive, 

une telle inactivation peut conduire a des desordres 
physiologiques ou morphologiques importants chez 
l 'animal transgcnique, ou pourJ:ait me:me e111pccher sa 
sur.vie. 

En revanche, !'inactivation d'un gene pourrait 
etre considere comme avanta9eux si le qene en 

question codai~ ·pour un recepteut" de virus ou autre 

-agent infectieux. 

Les inventeurs ont etudi' la possibilite 
d'eviter les inconvenients decrits plus haut, et 
associes, dans certains cas, a l •inactivation 
possible d'un ou plusieurs genes cellulaires endogene 
de f onction importante au cours de la production 
d'animaux transgenlques. 

L'inventlon a pour objet un procede de 

remplacement ou d'inscrtion specifique d•un gene, 

notamment par ciblage d 1 un ADN, di t AON d' insertion 
constitue. par la . totalite d 'un 9llne, · · ou par une 
part ie d 'un gene, susceptible d' itre rendu 

fonctionnel, ou dont le fonctionnement peut Atre 
rendu plus efficace, lorsqu'il est recombine avec un 
ADN de complement pour alors fournir un gene 

- I 
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recombinant complet dans le genome d'une cellule 

eucaryote, caracterise en ce que 

- le site d'insertion se trouve dans un gene choisi, 

dit gene receveur, et contcnant l'ADN de complement, 

et en ce que 

- l 'on transfecte des cellules eucaryotes avec un 

vecteur contenant un insert comprenant lui-meme l'ADN 

d I insertion et deUX Sequences diteS "flanquantestl de 

part et d 1 autre de l 1 ADN d'insertion, respectivement 

homologues a deux sequences genomiques qui j ouxtent 

le site d'insertion souhaite dans le qene receveur, 

- l 'ADN d 1 insertion etant heterologue vis-a-vis du 

gene receveur, et 

les sequences . flanqtuintes' etant choisies parmi 

celles qui. constituent le susdit ADN de complement et 

qui autori.sent, par recombinaison homologue avec des 

sequences corre$pondantes du gene receveur, la 

reconstitution d•un gene recombinant complet dans le 

genome de la cellule eucaryote . 

Selan le procede de · 

d 1 insertion peut conten i ~ · ·:. 

soit une sequence regulat r i..::~, 

caracterise en ce que 

. nvention, ledit ADN 

une · sequence codante 

~e precede .etant alors 

- le. site d'insertion se trouve dans un gene choisi 

dit gene recevcur et en cc que 

- l 1on transfecte des cellules eucaryotes avec un 

vecteur contenant un inserat comprenant lui-meme 

l 1ADN d' insertion et deux sequences dites 

11 flanquantes" de part et d•autre de l'ADN 

d'inscrtion, respectivernent homoloques a deux 

·sequences qenomiques qui jouxtent: le site.d'insertion 

souhalte dans le qerie recevcur, 

- l 'ADN d' insertion etant heterologue vis-a-vis du 

gene receveur et, 

- les sequences flanquantes etant choisies afin de 

peanettre par recombinaison homologue selon le cas, 
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soit 1 •expression de la sequence codante de l 'AON 
d'insertion entier sous le contr&le des sequences 
regulatrices du gene receveur, soit !'expression 
d'une sequence codante .du gene receveur sous le 
controle de . sequences regulatrices de .l'ADN 
d'insertion. 

Par example, l'ADN d'inscrtion peut contenir une 
sequence codante depourvue d t element de regulation, 
notamment d'un promoteur qui lui est propre. 

L' invention concerne aussi un procede de 
production d'animaux transgeniqucs, caracterise en ae 
que des cellules E.s. sont transfectees dans les 
conditions sus-decrites et selectionnees pour 
l'evenement de recombinaison homologue, a savoir 
l'inteqration correcte du gene 'tranger, les cel1ules 
transfectees sont injectees dans des embryons A. un 
stade ou ils sont aptes a integrer les cellules 
transrectees (par example au stade blastocyste), 
ceux-ci sont ensuite reimplant~s dans une mere 
porteuse et les individus chimeres obtenus au tenne. . . . . 
de la gestation, 'et chez lesquels est constatee la 
colonisation par les cellules E.S. de la lignee 
qerminale, sont accouples. Si les cellules E.S. ont 
colonise la liqnee 9erminale de l'animal chimere, des 
animaux transqeniques hetero9ozytes pour le qene 
remplace seront obtenus par accouplement (Fl) dans la 
descendance. 

Il est egalement possible d' inserer l 'AON 
d' insertion, porte par le vecteur d.e l 1 invention, 
dans l 'oeuf peu de temps apres la fecondation 
(c'est-a-dire moins de 24 heures) ~ De cette maniere, 
1' insertion est . effectuee pendant_ que l 1 oeuf est l 
l'etat unicellulaire. 

L' invention concerne aussi un plasmide apte A 
effectuer l'insertion cihlea d'un gene recombinant 
dit gene d'insertion dans le genome d'une cellule 

I 
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eucaryote, caracteris~ en ce qu'il contient un 
ins~rat comprenant lui-meme le qene d •insertion et 
deux sequences dites "flanquantes" de part et d'autre 
du q~ne d • insertlon, respcctivement homologues ~ux 

demc· sequences genondques qui jouxtent · 1e sit.e 

d'insertion.souhaite dans le gene receveur. 

L'ADN d 1 insertion peut etre Un g~ne, OU une 
partie d'un gene, heterologue a l'espece transfectee. 

L'invention concerne egalement des animaux 
transgeniques dans lesque ls au mo ins un gene 
endogene, qui de preference est presont dans le 
qenome a au moins deux excmplaires, a ete inactiv4 
par 1 1 insertion d' un gene qui. est different du gene 
inactive, le gene d' insertion etant insere dans une 
position qui permet l'expression de ce gene sous le 
controle des sequences regulatrices du gene endogene 
inactive. 

Le procede de !'invention permet, done, grace au 
phenomene de recombinaison homologue, d'insei;er d'une 
maniere ci.blee dos gene!:; t?t :· · :ters , en partioul ier 

des flequences . codantes r!c•·:~ .tes du promoteur qui 
leur est norm.alement af~<;n 1; ~ .: , dans le genome d' un 

orqan isme eucaryote a un site qui · permet leur 
expression sous le controle du promoteur endoqene du 

qene ou se tait !'insertion,. et par consequence, 
d'inactiver le gene endo9ene clble. 

Selon un mode de realisation prefere de 
1' invention, le qene reccveur cible est un qene qui 

est present dans le genome en au moins deux 

exemplaires. L'utilisation de la technique 
.d'electroporation (Ref. 11) assure l'introduction 
d'une copie seulement du gene stranger ... 

Selon cette vartante de !'invention, !'insertion 
ciblec du gene d • interet (c 'est-a~dire le gene dit 
d 1 insertion) a pour effet d'inactiver la seule copie 
du gene cellulaire endogene ou se .fait l'insertion et 
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laisse intacte et fonctlonnelle la ou les autre(s) 

copie(s) de ce gene. 
De cette fa9on, le fonctionnement 9enetique de 

1 'animal transgen ique n' est pas ou. peu perturbe par 

.l t introduction -dU c;JCne etranger I lUeme Si l 1 insertion 

inactive une seule copie d 1un gene essentiel receveur 

pour le developpemo.nt de l'animal. Soit son 

developpement ne serait done pas affecte par 
l 1 insertion du gene etranqer, soit les perturbations 
mineures possibles dans le cas de l'inactivation d 1 un 
gene critique ne seraient probablement pas lethales 

pour l 1animal. Les effets de l'insertion du gene 
etranger a 1 1etat homozygote pourraient etre de toute 
nature et seraient observes en 2eme generation (F2) 

apres croisements d' individus heterozyqotes (Fl) 

entre eux. 
Si, par contre, l' inactivation de toutes les 

copies d'un qene est souhaitee, par exemple, dans le 

cas ou le qone code pour un recepteur d'aqent 

infectioux, d~ .mu;tiple copies du gene etranger_sont 
introduites. Le controle ·de la quantite introduite 

peut etre assure en faisant appel .. des techniques 

connues. 
L'insertion aiblee du gene etranqer permet done 

son introduction dans un site oil son expression est 

sous le controle des. sequences re9ulatrices du gene 
~ndogene ou se fait l'insertion. 

Le procede de l' invention permet ainsi d '· inserer 
le gene etranger derriere un promoteur endogene qui a 
les fonctions desirecs (par exemple, specifioite 

. d' expression dans tet ou tei tis~u) , et cela, le cas 

echeant, sans inactivei: les autres copies du gene 

receveur. 
selon un mode de realisation prefere, l'ADN 

d • insertion, ou le vecteur / contient des sequences 

intercalees entre l'ADN d'insertion et les sequences 
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flanquantes. ces sequences peuvent contenir par 
exemple une sequence codant pour un agent selectif 
permettant la s~lection des transformants et 
ev~ntuellement un qene marqueu~ par exemple le La.cZ. 

Selan un mode de realisation particulierement 
pref ere de 1' invention, l 'AON d •insertion coniporte · 
entre les sequences flanquantes, d'une part une 
sequence d'ADN destinee a etre recombinee avec l'ADN 
de complement dans le gene receveur pour fournir un 
gene recombinant, et, d'autre part, une sequence 
codant pour un agent selectif permettant la selection 
des transformants et un promoteur autorjsant 

l 1expression de l'agent selectif, le qene receveur et 
le qene recombinant · codant pour des produits 

d 1expression ne confcrant pas de phenotype 
selectionable. Selan cette variante, l'inserat du 

plasmide de l'invention comprend, entre les sequences 
flanquantes, d'une part une sequence d'ADN destinee a 
etre recombince avec l'ADN de complement dans le qene 
.receveur, ·et, d'autre par:t, 1:· 

Un agent selectif · peri.l•.d. 

sequp.nce oodant pour 

la selection des 
transfornants et un prol.llot.in;r .~.t.orisant 1' expression 
de 1 f agent selacti f I la $(~quence d I AON destineo a 
4tre recolnbinee avec l'ADN de complement etant autre 
qu•un gene codant pour un agent selectif, 

De cette maniere, la selection des transformants 
est entierement indepe.ndante de la nature du gene 
receveur et . dti gene ins ere, contrairement aux 
proccdes decri ts j uRqu' a ce j our dans lesquels le 
gene insere ou le qeno recevour devait par necessite 
coder pour un. prod.uit d'expression permcttant la 
selection des transformants. Le ·systeme d.eveloppe par 
les inventeurs pennet une flexibilite totale en ce 
qui concerne la nature du gene receveur et du gene 
inscre ou du gene rorme pal'." la recombinaison 

homologue. Les inventeurs ont constate d 'une :maniel'.'e 
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surprenante que 1 'insertion de sequences de taille 
importante (par exemple d'environ 7.5 kb) n•affecte 
pas la frequence de recombinatson homologue. 

L • effet que peut avoir l' insertion de la 
sequence d'ADN salon cet aspect de !'invention 
inclut, selon. le type de sequence ins4ree par exemple 
le remplacement d'une sequence codante, le 
remplacement d 1 une sequence regulatrice, 
l'inactivation OU la reactivation d 1un gene par 
mutation ou !'amelioration du taux d'expression d 1un 
gene. Il est possible, selon l 'invention, de 

remplacer une phase codante ou une partie d 1une phase 
codante par une sequence heterologue qui commence au 
codon d'initiation du gene remplace afin que 
l'expression du gene inscre remplace entierement 
1 1 expression du gene remplace. Ceci evi te la 
formation de proteines de fusion qui pourrait Atre 
indesirable chez un animal transqenique. 

Selon ce mode de realisation de l'invention, 
_1 1ADN d'insertion peut comporter entre les s~quences 
flanquantes · une sequence codante heteroiogue 
depourvue de promoteur, la s~quence codante etant 
autre qutun qene codant pour un aqent de selection. 
L 1 ADN d'insertion peut comporter en outre, en aval de 
la sequence codante et toujours entre les sequences 
f lanquantes, un qene codant pour un aqent de 
.selection, associe a un promoteur permettant son 
expression dans la cellule cible. 

De cette maniere, la sequence codante 
heterologue peut Atre inseree derriere un promoteur 
endogene qui a. les proprietes ~ouhaitees, par e·xemple. 
une certaine. specificite d 1 expression, OU grille de 
transcription etc, la selectabl:lite des cellules 
transformces etant entierement independante de 
1- 1 express ion de la sequence codante heterologue. Ce 
type de construction permet, par exemple, de 
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sclectionner les transforn1ants meme si le qene 
remplac~ par la sequence codante heterologue n' est 

pas normalement exprime dans les cellules cibles. 

Ceoi est particulierement .. import~nt dans .la 

production . d I animaUX transgeniqUeS a partir de 

cellule E.S. ("Embryonic Stem CellsH) puisqu•une 
proportion importante des genes reste inactive 
jusqu•a un stade plus avance du developpement de 

!'animal. Le qene HOXCS (egalemcnt connu sou~ le nom 

Hox-3.1) est un exemple de ce type de gene6 D'autre 

part, si la s'quence codantc code pour une proteine 

facilement dccelable, par exemple, la p-Gal, le 

developpement de la grille de transcription du gene 

endogene remplace peut 4tre suivi. Le vecteur pGN est 
un exemple de ce type de construction. 

Selan un autre mode de realisation de 

l 1 invention, l'ADN d'insortion peut comporter une 

sequence regulatrice etrangere. Le site d' insertion 

et, par consequence, les scquGnces flanquantes sont 

choisies eri fonction du b1n: ·:sire, it savoir soit 

1 •insertion de la sequeni.;e. --~ ": ·ltri"ce etrangere pour 

donner un effet de udou;:>: .: promoteur" avec la 

s~~:i:ice regulatrice enck>eJEme, ou soit le 
remplacement d'un promoteur endogene par le promoteur. 

etranger. La sequence cod;intc. qui se trouve sous le 

cont role de la sequence regul atrice peut etre 

endogene. 
Une autre possibilite scrait l' insertion ciblee 

d'un ADN etranger qui comporte a la fois une s~quence 

regu1atrice et une sequence codante. Il est possible 

qu·e la sequence' regulatrice s·oit celle qui est 

naturellement associec avec la sequence codante, 
. . 

Le proc~dc de i•invention met en oeuvre un 

vecteur contenant deux sequences "f lanquantes" dE' 
·part et d'autre du gene etranger. Ces sequences 

flanquantes ont au moins 150 paires de bases et sont 
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de preference inferieures a la longueur du qene 
receveur. Il est essential que ces deux sequences 

f lanquantes soient bomologues aux deux sequences 
genomiques qui jouxtent le site d 1insertion souhaite. 
La sequence. fl.anquante du vecteur ·qui. se trouve e~ 
amont du gene etranger a introduire, est normalement 
homologue a la sequence genomiqu~ qui est situee du 
cot~ s• du site d'inscrtion. De la m~me maniere, la 
sequence flanquante du vecteur qui se trouve.en aval 
du gene etranger, est nor:ma l ement homologue a la 

sequence qenomique qui est situee au c6te 3 1 du site 

d'insertion. 
Il est possible d'introduire des sequences 

"interca 1 antes'' entre 1 1 une ou l 'autre des sequences 

flanquantes et le (Jene etranqer, par exemple des 
sequences perrnettant la selection des transformants, 
des marqueurs, des sequences pel:'lUettant le clona,qe du 
vecteur, etc .... 

La posltion de ces sequences intercalantes vis­
a-vis du gene_ etranger doit pourtant etre choisie 

. afin de ne pas: emp~cher l 'expression du.- _9ene. 

etranger, en particulier de la sequence d'ADN codante 
etrangere sous le controle du promoteur endogene ou, 
a l'inverse, la sequence codante d'ADN endogene sous 
le controle d' elements de regulation etrangers 

apportes par la sequence d'insertion. 
Malgre la presence des s~quences flanquantes, 

qui encourage une recombinaison homolo9ue, 11 est 
possible qu'un certain nombre d'integrations se fasse 
au hasard. Afin de verifier que !'insertion ciblee a 
bien eu li.eu dans le site ·cible et non pas dans un, 

autre endroit, -la technique · du "Polymerase Chain 
Reaction" (P.C.R.) (voir Ref. 10) est utilis6a pour 
amplifier la sequence d 'AON du locus ou l t inse't'tion 

se fait, ou aurait du se faire. De cette fa~on, seuls 
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les clones transrormes a la suite d'une recomblnaison 

homologue sont selectionnes. 
Les sequences f lanquantes du vecteur sont bi en 

eVidemment ChOisieS en fonction dU Site d I insertion 

desi~e pour. que ·_1a recombi na i~on homologue puis~e 
avoir lieu. Le cas 'cheant, les sequP-nces flanquantes 
peuvent comporter des sequences repligues du 
p:romoteur endogene et/ou des modifications aux 
sequencef> qui. precedent le codon d 1 initiation pour 

ameliorer le taux de traduction (sequences amont) et 
sequences repliques des sequences de te:rminaison 
notamment de~ sites de polyadenylation (sequences 

aval). 

Le gene d'insertion peut etre n•importe quel 
gene d 1 interet. On citera co;mme examples non­
limitatifs, le gene lacz {comme dans le modele decrit 
plus loin) , les genes codant pour l' interleukine ou 

1 1 interferon, les 9encs de recepteur, par exemple de 
l 1 acide retinoique OU bet~-3 

H. I. V., et · des genes coN1:. 

oertaines tnaladies, par exc::··; 

Les cellules eucaryot., ·:; 

adrenergique ou de 

comme etant lies A 

I.a myopath ie, et·c ••• 
transfo:rm.ecs par le 

procede de l 'invention sont:. ausRi enqlobees par la 

prescnte demande. 
Selon une variante prcrerce de l'invention, les 

cellules eucaryotes sont des cellules aouches 

embryonnaires (voir Ref. 14 et 15). 
En ~ffet, une cellule E.S. · :mutee peut l't-re 

injectee dans un ambryon precoce qui, apres 
reimplantation, pourra na1tra sous une forme chimere. 
si· la liqnee 9erminale est colonisee pa~ la cellule 
mutee, 1 1 animal chimera transmcttra la mutation. a sa 

descendance. Par la suite, on· pourra observer les 
ef fets de Cette mutation 1 a l t etat homo zygote Chez 
certains individus, sur leur developpement, leur 
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comportement, leur metabolisme, leur patholo9ie, 

etc .. 
La figure 1 montre le plasmide pGN, qui fait 

partie de l'invention. 
Les figures. :if a et b montrent les 

et pGMD respectivement construites 

plasmide pGN par rapport au q~ne HOXCa 

molecule~ pGMA 

a partir du 

(Hox-3.l). Ces 

plasmides sont des plasmides de mutaqen~se. Les deux 

parties de la phase codante du gene HOXC8 (Hox-3 .1) 

sont representees, sur le chromosome 15, avec la 

botte "homeo" en noir. Les sequences correspondantes 

de HOXCS (Hox-3.1) ont ete clonees dans le plasmide 

pGN. 
(A : signal de polyadenylation; Enh/Pro : enh·ancer­

promoteur) • 

07 et os f igurent les deux oliqonucleotides utilises 

dans la PCR. 

Les figures 3 a 6 montrent 

utilises dans la construction du pGN. 

La figure. 7· il lustre la 

les plasmides 

detf;':cti.on de 

recombinaison homologue avec la technique Reactioi-l.de 

Polymerase en Chalne (P.C.R.) sur des cellules E.S. 

transfectees. 

La figure 8 (a) et · (b) montre des analyses de 

Southern de clones individus positifs (L5 et F2) et 

cellules E.S. (C.C.E.). 

Le. procede de l'invention est d'application 

industrielle tres large et peut varier selon la 

nature du gene etranqer introduit, par exemple pour 

la production d'animaux transgeniqueR. 

La genet.ique d.es ma mm i. fer es va proqresser de 

maniere considerahle gr!ce _a iS: possibilite recente. 

de mutageniser specifiquement n' importe qu"el gene, 

permettant ainsi de mieux 

technologie qui fa it 

homologue et cellules 

definir son r61e. Par cette 

intervenir 

E.S. I des 

recomhinaison 

informations 

I 
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precieuses seront appo~tecs sur des oncogenes, des 

facteurs de croissance, des faoteurs de 

transcriptlon, etc .•• , genes qui concernent des 

sujets tres actuels de la recherche fondamentale ou 

la recherche appliqucfl. Un debouche important pour. la 

recherche medicale est la possibilite de reproduire 

une inaladie humaine dont la determination qenetique 

est connue (certaines maladies humaines a 
pathologie, telle la myopathie de ou~he~ne) c~oi afin 

de mieux en etucHer les mccanie:;mes et de rechercher 

une therapeutique. 

En appliquant le proccde de l'invention, un qene 

connu comme etant respon.sable d 1 une certaine ll'laladie 

est insere d•une maniera ciblee dans le genome d'une 

cellule E.S. L'anlmal transgenique qui est produit a 
la suite presente un modele utile de cette maladie. 

Si necessaire, et comma decrit plus haut, les 

foncttonnements gcnctiques normaux peuvent etre 

sensiblement maintenus, ma 1 qre l 1 insertion du gene 

etranger. 
une autre applicatic:;n· ; ~rocede de 1 1 invention 

consiste en le marquagc~ CJ<~t~·.: ... ique d 'animaux. Cette 

application consiste a inserer un gene d' insertion 

qui est facilemcnt decele e.g. le gene laoz et qui 

peut done jouer le role d'un marqueur cellulaire. De 

cette maniere, des etud~s de filiation e.q. chez des 

animaux de concours sont facilitees, et la race peut 

etre suivie. 

L'insertion du gene lacZ comme gene d'insertion 

rend aussi possible des etudeR de promoteur. Gr&ce a 
la possibili.te de deceler l'activite p-qalactosidase1 
l'activite et la specificite de differents promoteurs 

endogeneR peuvent etre etudiecs en ciblant differentS 

Sites dans le. memc type OU di"fferents types de 

cellules. Les mcl.'ne:l etudes pourront etre effectuecs 

sur un orqanisme entier, au cours du developpement ou 
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a l 'etat adulte, en utilisant les techniques 

d'animaux chimeres ou transgeniqUes. 

Les inventeurs ont constate d 'une maniere 

surprenante quc la frequence de recombinaison 

hom~loguc n'est· pas affectee par. !'insertion de 

fragments de ta} 1 le importante, par exemple le Lac z .• · 
cette ohservation a suqgere aux inventeurs que. la 

technique de recolnbinaiaon homologue serait bien 

adaptee a l'insertion d 1 autres genes heterologues qui 

sont de taille importante. 

L' invention vise egalement l 1application du 

precede de remplacement ·ou d'insertion specifique 

pour la therapie 9enique. 

Grace a la possibilite de modifier le qel'lome 

d'un animal, le procede de l'invention peut done 

e9alement etre utilise en tant que "therapie 

qenique11
• Les uti 1 lsations les plus evidentes 

consisteraient a inactiver les qenes de reoepteurs 

d'agents infectieux (virus ou baot~ries) ou toxiques, 

Si cette muta9ene1?e s•averait lethale, il faudrait 
. . 

retablir la fo.nction perdue sans r~tabl i.r la. 

sensibil ite aux agents nuif'ibles. Un g~ne modifie 

codant pour un tel recepteur pourrait etre 

reintroduit dans la cellule mutee, a nioins que la 

modification puissc .!tre provoquee par la 

recornbinaison homologue. Cette modification du 

patrimoine 9enetique confererait A l 'animal une 

immunite centre la maladie consideree. 

Ce protocole peut aussi intervenir dans le cadre 

d 'auto-gref!e.. Des cellules, malades ou sai.nes, 

prelevees sur un patient# pourraient ltre soignees et 
immunisees, puis reimplantees chez le meme individu. 

La technique de l •invention se prete aussi aux 

etudes d'activite de produits pharmflceutiques 

presumes avoir une activite a l 'egard des produits 

d 1 expression d'Un gene pathologique lie a une 
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maladie. Dans ce cas, le gene d'insertion est 
constitue par le g~ne pathologique ou un fraCJ1tlent de 
celui-ci et on administre a !'animal transgenique ·1e 
produit pharmaceutique a tester, en vue d'evaluer son 

activite sur la maladie. 

L' invention va etre illustree en faisant 
reference au plasmide pGN et son utilisation dans 

l' insertion ciblee d' un gene etranger ( lacz, codant 
pour l'enzyme p-glactosidase d'E.Coli) dans l~ qenome 
d'un.e aellule d'E.S. de souris. Le gene lacz a ~t~ 

chois) en raison du fait que son expres~ion peut etre 
facilement decelee et est simplement a titre 
illustratif .. 

La phase cod~nte de· l'enzyme p-qalaotosidase 
d'E.Coli (lacz; 1-3057), fusionnee avec une sequence 
qenomique (7292-3) du gene murin HOXCB {Hox.3-1) 
(Ref. l), dcbute par le codon d'initiation de ce 
qene. En effet, la sequence qui precede le codon 
d' initiation de HOXC8 (liox-3 .1) est identique a la 

sequence consensus obscrvan C':· :Z les vertebres (Ref .. 

2), permettant ainsi un mfl i .· ir · .taux de traduction 

de la p-galactosidasc dann ·1.::r: eel l ules de vertebres. 
Le gene lacZ est suivi d'un signal de polyadenylation 
par exemple du virus sv 40, 
qenes eucaryotes, afin de 

messagers. 

comme la plupa rt des 

stabiliser les ARN5 

L'activlte de la P-qalactosidase d 1E.Col i, qui 

est foncti.onnelle dans les cellules eucaryotes, peut 

etre decelee de di fferentes manieres. Des cellules 

exp~imant le gene lacz prennent une coloration bleue, 

apres fixation, en presence de X-Gal, qui . est un 

substrat de la p-galactosidase ·(Ref. 3) •· Un nouveau 

substrat, le FOG (flurorosceine di-p­
galactopyranoside), permet de· deceler et de doser 

l'activite ~-gal. tout en qardant les cellules 

vivantes (Ref. 4). Les cellules exprimant lacZ 
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accumulent un produit fluorescent et peuvent ~tre 

isolecs a l 1 aide d'un trieur de cellules OU FACS 
(fluorescence-activated cell sorter). 

L'Unite de transcription du qene de resistance a 
la neornycine prov1ent' en 9rande partie' _du plasmide 
pRSV neo (Ref. 5). Le LTR (long terminal repeat) du 
virus du sarcome de Rous procure des sequences 
activatrice et promotrice tres puissantes dans de 
nombreuses cellules eucaryotes (Ref. 6). Du 
transposon bacterien Tns, viennent un promoteur actif 
dans E. Coli et la phase oodante de l 'enzyme 

phosphotransferase (Ref. 7), qui est suivie du signal 
de polyadenylation du virus SV40. Le meme gene sous 
le double controle des promoteurs RSV et Tn5 ·peut 
conferer la resistance a la neomycine ou la 
kanamycine aux bacteries et la r'sistance au G418 aux 
cellules eucaryotes. 

Par l'effet d'une simple mutation ponctuelle, 
l'unite B des sequences activatrices (enhancer) de la 
souche PyEC F9. 1. du. virus du Polyome est devenue 
beaucoup · plus· - active dans diffttrents types . ~e 

cellules, et en particulier dans le~ cellules de 
carcinome embryonnaire (EC) (Ref. 8). Deux copies de 
cet enhancer Py F9.1 ont 'te inserees en tandem dans 
le plasmide pGN, en amont du LTR-RSV, et dans 
1 1 orientation 11promoteur tardif" de la region 
~egulatrice du Polyome. 

A fin d 1 ameliorer le taux de traduction de la 

phosphotransferase, la sequence precedent le codon 

d'initiation a ete modifiec ~ors d'une mutagenese par 
· oli9onucleotide •. Ainsi ·· la· sequence T T c G c A u G 

est devenue . G C A c c A U G, correspondant beaucoup 
mieux a la sequence consensus d'initiation de la 
traduction chez les vertebres (Ref. 2). 

Les ameliorations apportees a i•unite de 
transcription du gene de resistance a la neomycine 
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ont pu 6tre estim~es en transfectant des cellules 

souches embryonnaires (ES) de souris. A molarite 

•qale en plasmide, une construction avec les enhancer 

Py F9.1 _a produit 7, 5x plus de clones resistants au 

G418 que le pRSV neo _et 2 a 3X plus que le pMCl Neo 

decrit par capecchi et al (ref. 13). A nouveau, le· 

nombre de clones a ete augmente 60x, soit 450x par 

rapport au pRSV neo, en modifiant la sequence 

d'initiation de la traduction. La recombinaison 

homologue peut etre un evenement assez x-a'l"e, selon 

les conditions experimentales appliquees (p. ex 

1/1000 pour HPRT, ref. 13). Un vecteur presentant une 

efficacite de selection elevcc est done tres utile, 

d'autant plus que les conditions d'electro~oratlon 

donnent lieu principalement a l 1 integration d'une 

seule copie. 

Le plasmlde pGN contient, en outre, une oriqine 

de replication bacterienne de type colEt, pB~322, qui 

permet les clonages et les preparations dans E.coli. 

Enfin, un ·site de clor. :qe multiple (M.c.s.), 

~ynthetise in vit-ro, qui nn : :tient· .que-des sites de 

coupure uniques dans pGN, u. dote inscre en amont de 

lacz, afin de faciliter les utilisations de ce 

plasmide. 
Les sequences 11 flanquantes 11 plasmidiques qui 

provoquent la recombinaii:::on homologue sont ajoutecs 

aux extremites du plasmide pGN apres linearisation du 

plasmide en amont de lacz, par un site du MCS (voir 

fig. 2) • En l 'occurence, les sequences flanquantes · 

choisies sont homologues aux sequences chromosomiquAs 

· issues de HOX.CS (Hox-3 • 1) devant. u l ter ieurement 

·intervenir dans la recombinaison ·homologile •. 

La figure 2 situe la molecule construite a 
partir du plasmide pGN par rapport au gene HOXCS 

(Hox-3.1). Dans ce cas, une recombinaison entre les 

s~quences plasmidiques et chromosomales de HOXCS 
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(Ho~-3.l) resulterait en une insertion au debut de la 
phase codante de ce gene, done a son inactivatlon 

totale. 
Le plasmide pGN rasscmble plusieurs avantages 

pour cette lnethodolo9_ie, qui est applicable i 

n•importe quel qene. L'evenement de recombinaison 
homologue pouvant etre assez rare (de l 'ordre de 1 
pour 1000 integrations non-homologues), 11 est 

necessaire de pauvoir analyser un grand no.mbre de 
clone~ dont la resistance au G418 soit suffisament 

forte pour s•exprimcr dans n'importe quelle partie du 
genome. Les modifications apportees a l'unite de 
transcription de la phosphotransferase repondent 
parfaitement a cet=; problemes. La methode . de 
mutagene~e par recombinaison homologue equtvaut A 
inactiver un gene par une insertion ou une 
substitution, mais le plasmide pGN presente 
l 'avantage supplementa ire de pouvoir subst i tuer 
I 'expression de la p-qalactosidase a celle du gene 
mute. :£nfin, le Mes facilite les clonages de 

frq.gments qenomiq\ies. · : 
EXEMPLF.S : 

I - Construction du plasrnide pGN 

Les plasm!des intermediaires sont numerot~s 

selon leur etape. 
i· etape : 

!n.sertion·d•un site Xho I dans le site Bgl Id~ 
pRSV neo 

Insertion d •un linker Xho I dans le site Bgl I de 

pRSV neo, rempli par le fragment Klenow de l 'ADN 

polymerase d'E.Co1i.. 

·2· etap~: 

Insertion d'un site Cla I dans le site Nde r d~ 

plasmide P! 
Insertion d'un linker Cla I dans le site Nde. I de pl, 

rempli par la polymerase klenow. 
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3• etape : 
Insertion d'~nhanc~r Py F9.1 dans le site Cla I 

du plasmide p2 
Insertion d'enhancer Py F9.l PVU II•Pvu II isol~ par 
un site un.iquA, Ace I, dans le site ·c1a I de p2 .. 

·. . 

Selection d 1un clone contenant deux enhancers orient4 .. 
dans le sens 11promoteur tardif". 
4• etape : 

Deletion Sma I-Hpa I du plasmide p~ 
Les dame en~ymes, donnant des extremites "bouts­

franca", peuvent etre ligueR direotement. Cette 
deletion enl~ve 1 'intron de 1 1 antiqene t de SV 40, 

qui n'est pas tres utile, et diminue de maniere 
appreciable la taille de l'unite de transcription de 
la phosphotransferase. 

s· etape : 
Insertion d 1 un site Xho I dans l~ site Bam HI d~ 

pCH110 

Insertion d'un linker Xho I dans le site Bam HI du 
pla$mide pCH 110 (Pharw;ir~a), rempli par la 

polymlerase Klenow. 
6 6 etape : 

~sertio~ du 3' lncZ-polyA SV 40 d~ns 1~ 

plasmide p4_ 

La partie 3 1 qe la phase codante de la p­
galactosidase, sui~ie du signal de polyadenylation du 
virus sv 40 est isolec du plasmide p5 par les sites 
Xho I-Aat II et clonee dans le plasmide p4 par les 
me.mes sites. 
1· etape : 

Insertion du 5' lacZ dans le v~cteu.r KS~ 
La. partie 5' d.e· la phase · codante de. 

galactosldase est isolee du -plasmide pMC 
la p-

187 l 
(Pharmacia) par les sites Pst I-sac I et clonee dans 
le vecteur KS- (Stratagene) par les mames sites. 

s• etape 
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Fusion d'une s~enc~ _q~nomique HOXCS (Hox-3.1..l 
.!Y!_c le 5' lacz 
Une sequence qenomique du gene HOXCS (Hox-341), 
clonee dans le vecteur KS·, est purifiee par 
digestions . successi:ves par l' enzyme Sac I, puis par 

la nuclease Munq bean et enfin par l'eniyme Apa I. 
Cet insert est fusionne avec la partie 5 1 de la phase 
codante de la p-qa lactosidase par olonage dans le 
plasmide p7 diqer~ par Apa I-Cma I. La proteine ainsi 
fusionnee contient le codon d'initiation de la 
traduction du qene HOXC8 (Hox-3.1) · suivi de la phase 
codante de la p-qalactosidase (verifitie ensuite par 
sequenQaqe). 

Met Ser Ser 
CCAGC ATB AG<i rec 
GGTCG TAC TOG AGG 

4 Sacl 
CCAGC ATG AGC T 
GGTCG TAC 

I nucf6ase Mung bean 
CCAGC ATG 
GGTCG TAC • 

lie Pro Gly Asp · Pru 
ATT QCC G'QG GAT CCC 
TAA GGG CCC CTA GGG 

I Sma I 

GGG GAT Q·CC' 
CCC CTG GGG. 

Met Gly Asp Pro 

9'" etape : 

CCAGC ATG GGG GAT CCC 
GGTCG TAC CCQ' CTA GGG 

Insertion _!!e HOXCB . (!{ox-3 .1) -5 • lacZ_dans l~ 

plasmide p6 . 
La fusion HOXCB (Hox-3.1)-5' lacZ est iso~ee du 
pla~mide pa par leA si~es Apa I-Sao ~ et clonee dans 
le plasmide. p6 par les memes sites .. Ce clonage a pour 
ef f et de reconsti tu er la phase codante · de ia ~­

qa lactos idase dans sa totalite. · 
io· etap~ : 

Insertjon du gene Neo1 dans le--'!fil?teur KS+ 
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Le gene de resistance a la neomyoine (promoteur 
bacterien et phase oodante de la phosphotransferase) 
est isolee du pRSV neo par les sites Hind IlI-Eco RI 
et clonee dans le vecteur KS+ (Strataqene). 
11· etape : 

MutaqeneF;e: d,e la .sequence d' initiation dP- Neo! 

dans plO 

La sequence d'initiation de la traduation de la 

phnosphotransferase est modifieo pour 4tre ~dentique 
l la sequRnce consensus observee chez les verteb-res 

et per.mettre ainsi un taux superieu~ d'initiation de 
la traduction dona une resistance accrue au G418 pour 
les cellules de mammiferes. La ll\Odiftcation cr'e 
ega1ement un site Apa LI qui permet de controler 
l'efficacite de la mutag~nese. 

GTTTCGC6IG 

Un 

_Apa LI 
GTGCACC.6TG 

oliqonucl~otide 

. (CT'l'GTTCAATCATG~CGA'fCCTCA i · .comportant Urie region 
de misappariement avec la sequence du pRSV neo 
(soulignec) est synthetise (Gene AsseIDbler, 
Pharmacia) puis. phosphorylee par la polynucleotide 

kinase du bacteriophage T4 & Une 111atrice simple hrin 

du plasmidA plO est preparee gr4ce .l l 1o:tiqine fl du 

plasmidA KS+ et hybridee avec l 'oliqonucleotide de 
mutagenese. Le deuxieme brin est synthetise et repare. 
par la polymera~c Klenow et l 'AON liqase du 
bacteriophage T4. Apres transformation de bacterias, 
les clones . mutes sorit oribles .. l'aide de 

l 'oligonucleotide marque au 32P. La m-utagenese a ete . 
verifiee en dig~rant par Apa LI ainsi que par 
sequen9aqe. 
12· etape : 
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Remplacement de la sequence d'i~itiation dans l!, 

aJ:asmide p~ 
un f ra91t1ent contenant la sequence modif i~e 

d'initiation de la traduction du gene de resistance l 

la neomycine est .isolee du plas•ide pll par les 

enzymes Hind III-Eag r et clonee dans le plasmide p9 

par les memes sites. 
13. eta~ : 

Insertiop du site de clonage multiple .dans le 

2lasmide p1,! 
Deux oliqonual~otides compl~mentaires sont 

synthetises (Gene Assembler, Pharmacia) puis 

phosphoryles. Apres app;triement, le MCS ef;t clone 

dans les sites Apa I- Saa II du plasmidA pl2 9rice a 
ses.extremites cohesives 

Ima I Asp· 718 _ Xnm I , 
AMr Smar Kpnl Xbar _ Nsfl _ 1acn 
r CCCCGGGGGTACCTCTAGAATGCATTCCGC i 

S CCGGGOGGCCCCCATGGAGATCTTACGTAAGG ~ 

Le site de Clonaqe ·mult1ple a egalement ete v~rifie 
par sequenQage. 
II ~ddition des seauences ''flanquantes••. au~ 

extremites du plasmide P.GN linearise en amont d~ 

lacZ' par un site du M.c.s 
Les sequences flanquantes utilisees ont ete 

choisies en fonction du site d'insertion souhait4 

(par exemple, HOXC8 (Hox-3 .1), voir Fiq. 2 a et b 

pGMA et pGMD) • 

Dans la construction· du plasmide de mutagen~se 

pGND, deux .bras· d'ADN . homologue au locus HOXCB 

(Hox-j.l) ont ~te clones aux sites Apa I-Nsl I et Nsi 

I-Sac II du vecteur pGN. Le bras 5' commence au site 

sac II (CCGCGG)au nucleotide 219 de l'ADNc c21 de 

HOXC8 (Hox-3.1). Ce f~agment s'etend sur 6.8 kb ens• 
j usqu' au premier site BamHI. Le bras 3 ' commence au 
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site Apa l (GGGCCC) au nucleotide ass de l'ADNc 021. 

Ce fragment s•etend sur 1.5 kb en 3 1 jusqu•au premier 
site PstI. Un linker NsiI a ete insere dans le site 
Ba:mHI du fragment 5 1 et dans le site PstI du fragment 

3 ' • Les bras 5' et. 3 • ont ete clon~s dans le V'ecteur 
·PGN dans les sites Nsi I-Sac II et Apa I-Nsi I, 

respectivement. La sequence de l'ADNo de HOXC8 

(Hox-3.1) c21 est publiee (ref. 1). 
Le plasmide de autaqenese est linearise par 

diqeP-tion avec Nsi I avant electroporation de 

cellules E.s. ses extremites sont formees des deux 

bras qenomiques clones aux siteo Apa I-Nsi I et Nsi 

I-Sac II du vecteur pGN. 

Le plasmide pGMD ne pres'!lnte pas de s19na l de 

polyadenylation apres le gene de resistance ~ais, en 
revanche, presente une sequence riche 
responsable d'une degradation selective de 
inseree dans la s~quence de l'intron du 

(Hox-3.l) du plasmide. 

en AU 

mRNA, 
HOXCS 

Un autre plasmide de mutagenese, pGMA, presente 

la: metne structure que le pG~ mais contient les 

signaux de polyadenylation et ·de terniinaison de 
transcription du SV40 et ne presente pas la s~quenoe 
AU de degradation de mRNA en aval du qene Neo". ces 

modifications av.aient po-ur ·but de reduire le taux de 

transcrits de Neor dans des clones lssus 

d 1 inteqration au nasard. En revanche, des clones 
issus d' evenements de recombina is on homologue entre 
pGMO et un locus HOXCS (Hox-3.1) devrait avoir une 
croissance inalteree pendant la selection au G418, la 
sequence AT de degradation de 1\\RNA etant eliminee par 
le proced6 de recombinai~on mtlme, ou epissee avec 

l'intron HOXC8 (Hox.-3~1). 

Dans les etapes experimentaleR qui suivent, le 
protocole decrit par Thompson et al. 1989,. a ete 
suivi pour la production d'animaux chim~res. 
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III Transfection de cellules embi:yonnaires de 
sour is 

La methode decrite par Thompson et al. 1989, a 

ete utilis~e pour transfecter des cellules 
embryonnaires de souris, L1Utilisation de la 
technique de l 'electroporation assure 1 1 introduction 
d'une seule copie du gene etranqer (lacZ) par­
cellule. Apres transfection, plusieurs clones 
exprimant la p-galactosidase ont ete isoles. . 

LeR plasmides de •utaqenese pGMD et pGMA ant et~ 
linearises et introduits par 61ectroporation dans de~ 
cell ules E. s. a fin de f avoriser l' insertion d 'une 
copie sculement dans le qenome (ref. 11). 

Les transfections initiales 

pour comparer l•efficacite de 
(Hox-3 .1) des plasmides pGMA et 

I). 

ont ete eftectuees 
oiblaqe du HOXCS 

pGMD (voir tableau 

Recombinaison homologue dans le gene HOXCS 

(Hox-3 .1)_ 

~------------------~--~~------------------------------~ 
Exp. Plasmide N° de Nb de clones Nb de resul-

de muta- l 1 ensemble formant tats P.C.R. 
q4nese analys' !'ensemble positifs 

I pGMA 3 600 0(2) 

Il: pGMO !5 250 3{5) 

III pGMD 84 2-3 5(5) 

Tableau I 
La lignee cellulaire E.s. "C.c.E." (ref'. 16) a 

ete maintenue d •une mani~re continue- sur des couches 

nourricieres fibroblastiques (ref. 17). Pour les 
experiences I et II, 1.5 X 107 cellules E.S. dans 1.5 
ml HeBs ont ~te electropor4es {ref. 11) a 200 v, avec 
40 mg de plasmide linearis~, puis etalees sur quatre 
boites de cultures (diametre 100 mm). Pour 



GU T·M AN i~ -PL ASS E kfi U 1J FAX: 55-1-42660890 21.FEV.96 17:00 No.012 P.39 

27 

1 •experience III, le choc a ete effectue dans les 

memes conditions mais un quitrt des cellules ont ete 
etalecs sur quatre plaques a 24 puits. Le lendemain, 

250 µ9 mi-1 G418 ont ete ajoutes. Chaque transfection 
. . 

a donne lieu a environ 2400 clones avec pGMA et 

environ 1000 clones avec pGMD. 
Le nombr& moyen de clones de cellules E.S. 

resistantes au G418 dans chaque ensemble est indique 

dans le tableau I,. alnsi que le nomhre d'ensembles 

donnant un resultat positif avec la technique P.C.R. 

Un resultat positif si9nifle q'une bande de 1.6 Kb a 

pu etre observee sur un gel d'agarose colore de 

bronmre d 'ethidium (voir fig. 7). Le nombre 

d 1 ensembles donnant un signal positif apres une 

analyse de Southern du melange p.C.R. et hybridation 

d'une sonde specifique qui ne contenait pas les 

sequences des amorces est ind i que entre parentheses 

(fiq. 8). 
Detection de la rec.:o:'.lhi n<1 ison homologue avec la 

P.C.R. 
P.C.R. a ete effectuee s: · 

de 250 clones de la tr<1:··: 

ellules d '.un ensemble 
-.m II (voir voie D de 

la fi9. 7). Dans les aut.r1.?::: voies, quatre ensemble$ 

de la transfection III ont e.te analyse~ ensemble en 

melangeant environ 4 x 5000 cellules. Les amorces 07 

et os utilisees dans la P.C.R. entourent la sequence 

3'HOXCS (Hox-l.l) du plosmldc de mutagenese (fig. 2). 

Le fragment de 1.6 Kb rccouvrant cette sequence 31 ne 

peut &tre amplifie quo dans le. cas d'une 

recombinaison homologue. Les voies 2, 3 et D 

illustrent def> resultatspositifs. 

L' ADN de clones E. s. a ete prepare au .. moment de .. 
la replique sur filtre en ut~lisant la m6thode 
11boili.ng-proteinase K digestion boilingtt (ref. 18) .. 

40 cycles d'amplification (40 secondes ~ 94'C, 1 

minute a 60°C, 7 minutes a 72°C) ont ete effectues 
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dans un melange react ionnel de 100 µl, contenant ti7 

mM TriR-HCL (pH 8. 6) t 16. 7 mM (NH4)zS04, 6. 7 1t1M M9Cl2 1 

lO mM 2-mercaptoethanol, 0.01 % (p/v) qel.atine, 200 

µM dATP, dTTP et dCTP, 100 µM dGTP, 100 µM 7-deaf.a 

dGT / 600 ng de chaque amorce (07 s 

AACTTCCCTCTCTGCTATTC et OS : CAGCAGAAACATAC.AAGCTG) et 

JU polymerase Taq (Perkin Elmer Cetus), couvert de 

100 µl paraffin. La moitie du melanqe de reaction a 

et~ appl iquea sur un qel d t agarose O .. 7 % cqlore au 

bromure d'ethidium. Le marqUeur de taille est un 

digest Eco RI + Hind III d'ADN lambda. 

A~alyseR de southern_ 

Trois clones indepondants de cellules E.s. contenant 
le Hoxca (HoK-3.1) mute (identifie par P.C.R.) ont. 

ete isoles des ensembles positifs en utilisant des 

pipettes. Leur ADN a ete examine par· analyse de 

Southern apres digestion avec les enzymes de 

restriction indiqucs dans la figu~e 8, afin de 

confirmcr le ciblage specifique et de faire la 

distinction entre les loci recombines et sauvages. 

DeUX sondes differentes· ant ete utilisees dans 

l'analyse de l'extremite J' des loci HOXC8 (Hox-3.1) 

dans les clones mutes et dans les cellules E .. S. non­

mutees agissant corome temoin (fiq. 8 c). La premiere 
sonde "a'' eta it contenue dans les s~quences HOXCS 

(Hox-3.1) du plasmide de mut~genese et demontrait le 

nombre d • inte9rations de vecteur et leurs liaisons 

physiques. un des trois clones recombines contenait 

en outre une copie du plasmide inteqree au hasard 

(fig. 8 a, clone F2) • La deuxieme sondA "b" qu j 

. n' etait pas contenue dans le .vecteur . de mutagenese 

faisait la dlstinction. entre · les · alleles HOXCS 

(Hox-3.l) recombinccs et sauvaq~s (fiq. 8 b). Le 

locus recombine HOXCS (Hox-3.1) presentait, avec les 

deux sondcs, l'image dthybridation attendue a partir 

des cartes de re~triction du vecteur de mutaqenese et 
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du locus intact. En outre, !'existence de deux 

domaines de recombinaison dans le bras 3 1 du vecteur 
a ete confirmee par la presence ou l 'absence de la 

sequence AT Clans le locus HOXC8 (Hox-3 .1) recombine 
{par exemple fiq. a, clone LS). L'extremite 5 1 du 

·locus HOXC8 (Hox-3 .1) a egalement eta analysea pour 
1 r evenement de recombtna ison homologue. Des enzymes 
de restriction ne presentant pas de sites dans la 

sequence HOXC8 (Hox-3.1) 5' de 6.8 I<b du vecteur de 
mutaqenese ont ete utliscs dans la diqestion des AONs 
des clones recombines. ces ADNs ont ensuite ete 
soumis a une electrophoresc dans un champ pulse pour 
differencier les fragment:~ de poids moleculaire 

eleve. Une analyse do Souther~ de ce gel a eqalement 
indiqu~ les alleles recombinees correctement et les 

alleles HOXCS (Hox-3 .1) sauvages, en utilisant une 

sonde presentant une sequence en amont du plasmide de 

mutagenese. 
Les analyses de Southern ont dcmontre q•une 

allele du qene H<?XCS (Ho:·. - · :i ete recombinee comme 

· p:revu. La recornbinaison .: · 1e etait equivalente. A 

un double "crossing-ovc,:·' e les bras qenomique5 
du plasmidc de rnut..2·:innefle et les sequence~ 

chromosomales homologue~ (Fig. 2). 
Dans les clones recombinants, le g~ne lac z a 

ete place sou~ le controlc des sequences promotrice~ 
et requlatrices du HOXCS (Hox-3.1) en amont du codon 
AUG, mais les signaux 3' de maturation de mRNA 

provenaient du SV40. Dans ces clones recombines, 

! 'expression de lac z·· n'etait pas decelable par 
coloration avcc ,8-Gal, ce qui est 
1: 'absence· de transcription de Hoxca· 
des cellules E. s. deter.mj nee par 

coherent _avec 

(Ho>e-3.l) dans 
analyse de 

protection de RNase. L'activite de p-Gal pouvait 4tre 
induite dans certaines cellules apres 3 ou 4 jours de 

culture en presence de s.10·7M acide retinoique, 

I 
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conditions connues ca:mme induisant la transcription 
de Hoxca (Hox-3.1) (ref. 19). 

En utilisant le vecteur de mutaqen~se pGMA, qui 
prescnte une homologie totale de 8.:3 Kb ADN avec le 

locus HOXCS (Hox-3 .• 1) '· un fragment· de 120 pb a ete 
remplace par une insertion de 7.2 I<b. La frequence de 

ce remplacement cible (1/900) est comparable a celle 

obtenue recemment (l/1000) avec HPRT (ref. 13) ou 

avec En-2 (1/260) (ref. 20), le fra9lt\ent het~rologue 

insere etant cependant dans ces derniers cas d •une 

taille beaucoup moins importante (1.1 et 1.5 Kb 

respectivement). D'une maniere surprenante, il a ete 
constate qu'une frequence de recombinaison homologue 

tres elevce (l/40) a pu etre obtenue avec le vecteur 

pGMD. L'elimination des signaux :P de maturation de 

mRNA et l 1addition d~ la sequence de degradation de 
mRNA au gene de resistance ~ la neomycine a eu pour 
ef fet de reduire le nombre total de clones resistants 
au G41S par 2. 4 (tableau I) • Le rapport de ciblaqe 

specifique etait presque 10 fois plu~ elev~ (900/40). 

Le mcc().r:iisme de recombfna~son homologue meme a du 
etre affecte dans les experiences a.vea pGMD. Une 

explication possible de ces resul tat::; serai t qu •une 

sequence AT de 51 pb pourrait fournir, in vivq, une 
boucle ouverte dans le plasmide de muta9enese a cause 
de sa temperature de fusion plus basse~ Si les 
sequences HOXCB (Hox-3 .1) voisines du pGMD peuvent 

• 
etre influencces par cette ouverture, de chaque cot~ 
de la region ~T, elles pourraient reagir d'une 
manicre plus efficace, a l'etat simple-brin, avec le 

locus chromosomal HOXCS (Hox-3 .• 1) •. · Le modele de 

recombinai.son tnitotique Ch~z. la· levur~ SU99ere qu 1 il 
se:rait initie par ~n tel echanqe de brins, bien que 

le mecanisme de recombinaison homologue reste inconnu 

chez les eu~aryotes plus complexes. 
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La figure s montre les resultats de l'analyse de 
Southern effectuee sur des clones individus positifs 
(L5 et F2) et des cellules E.s. (C.C.E.). 

Les sondes utilisecs n'hybrident qu•avec des 
. sequences HOXCS (H.ox-3 .1) incluses dans le veoteur 

(a) ou exclues du vecteur· de m~tagenese (b). L' image 
d 1 hybridation du locua HOXC8 (Hox-3.1) recombin~· 

(triangles ouverts) sc distingue olairement du locus 
sauvage (triangles noirs). Les ~toiles indiquent les 
bandP.s d'hybridation d'une copie du plasmide qui 
s 'est integree au hasa rd. Le ma rqueur de tail le est 
un digest Eco RI + Hind IIt d'ADN lambda. 

La figure B(c) montre les cartes de restriction 

des alleles HOXCS (Hox-3.l) recoll\binees (rec.) et 

sauvages (wt). Les parties du vecteur de mutaqenese 
et du locus HOXCS (Hox-3.l) sont indiquees aveo les 

mimes symbol es que ceux ut 1.1 ises dans la figure 2. 

Dans ce cas, la sequence AT a ete integree par 
recombina ison homologue. L~ fleche verticale indique 

l r ext rero i te 3 ' d.u p) ;·1:.. de mutagenese. La 

·localisation· des sonde?· t '-'b" utilisecs dans 
!'analyse de Southern 1•• Jalement indiquee. Les 

abrevia.tions utili::;ces .J •. ins la figure 8 sont les 

suivantes : B, Barn HI ; D, Dra I, E, Eco RI 1 H, Hind 
. . 

III 1 s, Sal I ; X, Xho I. 
IV .. Produgtion d'embryons chime~es 

une :microinjection dans des blastocystes a ete 
effectuee avec 4cux clones E.S. recombinants 
contenant un allele HO~CS (Hox-3.1) intact et un 

allele recombine, · ce.s clonas ne contena lent aucune 
autre copie du plasmide de mutagenese. LAS kariotypes 
de .ces cellules etaient normaux •. 

.. 

Dix a quinze cellules. mutees ont ete 
microinjectees par blaRtocyste. Apres reimplantation 
dans des meres porteuscs, les embryons ont ete 
recueillis a 9.5, l0.5 et 12.5 jourR p.c. et analyses 
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pour expression de lac z. La grille de transcription 

de HOXC8 (Hox-3.1) ~ ces stadea avait ete detArIDinee 
au prealable par analyse d 'hybridation in situ (ref. 

1) • Les transcrits HOXCS (Hox-3 .1) sont detectables 
pour la .· premiere · fois ·au stade ·de qastrulation 

tardive et sont repartis dans tous les tissus de· la 
partie posterieure de l'animal. Plus tard, la 

repartition deviant progressivement limitee dans 

l 'es pace et specif ique au tissu. Au stade .de 12. 5 

jours p. c., la transcription est localisee dans la 

re9ion cervicale du tube neural, au niveau du coeur. 
Au cours de l 'embryogenese, la repartition de la 

transcription de HOXCS (Hox-3.l) s~bit done des 
modifications. Le stade 10.5 jours p.c. semble Gtre 

une periode de transition, la transcription ayant 

lieu a la fois dans les deux regions arrierea et dans 

le tube neural cervical. 
Dans de~ embryons Ohimeriques de 9.5 et 10.s 

jours p.a., la partle caudale au bourqeon posterieur 

presentait une activite . p-Gal intense, tandis que le 
marqueur. n'a ·. jamais ete ~etecte Clans la. reqion 
thoracique anterieure ou la tete (Fiq. 9a). Dans la 

region posterieure, des cellu1es color4es par le p­
Gal ont ate observees dans tous les tissut:; et de 

toutes les couches embryonnaires. Entre les deux 

hourgeons qui donncnt les membres, des cellules 
colorccs etaient reparties dans des zones 

restreintes, dans 1 1 ectodernte superficiel (Fiq. 9b), 

comma dans les regions arrieres (Fig. 9c) et, en 

forme de lignes etroites OU rayures, dans le tube 

meur.al (Fig. 91>). Ces rayures prescntetient une 

repartition irreguliere et .. asymetrique sur la paroi 

du tube neural. Ln. transcription de .HOXC8 (Hox-3.1) 

n•a pas ete detectee dans la couche mince de cellules 

vers la !ermeture du tube neural. Ces cellules n 'ont 

peut-etre pas resiste aux traitements. appliques lors 
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de l 'hybridation ii) situ. Il a ete observe que les 

cellules de l'ectoderme neural font partie, tres tot, 
de parties differentes du systeme nerveux et migrent 

dans une direction radiale, su:ivant des mouvements 

lateraux etroits (ref. 21). Ces resultats· sont done 

ooherents avec cette observation. 
L'expreasion de Lac z a done illustre· 

correctement la premiere partie de la transcription 

de l'homeosene aoxca (Hox-3.1), c•est-a-dire dans 

tous les tissus des r4gions caudales des embryons de 

9. 5 et 10. 5 jours p.c., et a fourni de nouvelles 

informations concernant le mode de transcription de 

HOXC8 (Hox-3.1). 
En revanche, l 'exprcssion de Lac z n•a pas eta 

observec clans les re<,Jions ce:rvicales du tube neural 
d'embryons chjmeres de 12.5 jours, ni dans la region 
anterieure d 1 embryons de l O. 5 j ours ; ceci n' etai t 

pas le resul tat attcndu a partir defl etudes 

d 'hybridation J.l'.l sitl.l. Ltl phase ulterieure de 

transcription de HOXCS (Hol}'- '. observee a partir du 

jour l;O. 5 dans les. zon ·· · > localisees .du tube 

neural n' eta it pas mj se •:-:: . . .ance par l' activit~ de 

p-Gal. Une explication possible pour ce resultat 

serait que, bien que l' expression de Lac Z soit sous 
le controle du promotl::\Ur HOXCS (Hox-3 .1) , les 

sequence~ 3' du Hoxca (Hox-3.1) sont absentes dans le 

9ena reporteur. Il est pos~ible que des sequences 3 1 

du codon d' initiation AUG du HOXCa (Hox-3 .1) aient 

une influence sur l'express:i.on tardive de HOXCS 

(Hox-3 .1) . dans le domaina anteri.eur. Un effet de 

"dosage de. gene'' p01.1rra it aussi expliquer ce 

resultat. L'autoactivation de.plusieurs·· homeogcnes 

chez or9sophila a ete demontree 9enetiquement ou 
suggeree par la formation de complexes entre l 1 ADN et 

les proteines des homeobox. 
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Si le cornposant tardif de la transcription de 
Hoxca (Hox-3.l) dans le tube neural est maintenu par 
un mecaniAme semblable, 1' inactivation d'un allele 

pourrait avoir un effet dominant dans les celules de 
~ •·ectoderme neural:. Puisqu•un allele sculement 

produirait la proteine HOXCS (Hox-3~1), le signal 
d 1activation serait dilue sur les deux promoteurs. La 

reduction d'autoinactivation dans les deux loci 
pourrait ainsi conduire a un arret total de 

!'initiation de transcription. Ceci pourrait 
expliquer pourquoi aucune expresslon de Lac z n•a ete 
detectee dans la re9ion cervicale du tube neural 

d'embryons de 10.5 et 12.5 jours. 

v ~saqe de la ~edification dans la lignee 
cellulaire germinale 
tr~nsqeniquef?_ 

• • production d'animaux 

Les effets en F1 et en F2 de la modification 

apportee par l'insertion oiblee ont ete observes 
apres reproduction des chimeres. Le passage de la 
modification dans la liqnee oellulaire qerm.inale a 

etti constatd. 

I 
'1 
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REVENDlCATIONS 

i. Animal transgenique ou chimerique comportant 
des cellules dont le genome comprend : 

- un ADN heterolo~ue, di t AnN d 1 insertion, et ~tant 
constftue par la totalite d'un gene ou par une partie­
d1un gene ; 
- . l 1ADN d I insertion etant positlonne dans le qenome 
par rapport a un gene endogene, di t gene receveur, 
comprenant un AON de complement, de fa9on a ce que 

1 1 ADN d 1 insertion ou l • ADN de complement est rendu 

fonctionnel, ou son fonctionnement · est rendu plus 

efficace grace a 1 1 association de l f AON d I insertion 

et l'ADN de complement. 
2. Animal selon la ~evendication 1, caracterise 

en ce que l'ADN d'in~ortion contient soit une 
sequence codante, dent l 'ex:pression a lieu sous le 

contr6le des sequences regulntrices du gene receveur, 
soit une sequence regulatricn pe~mettant l 1 expression 
d 'une sequence codante du ·]t:. · • ·"'cevour • 

. 3. Animal seion la ··::. · ation 2, .;:aracterise 
en ce que · l 'AON d 1 inf>C.'.:··. · 3st constitue d'une 
sequence codante autre qu~1 la sequence codante d • un 

gene codant pour un agent de selection. 
4. Animal selon la revendication 1, caracterise 

en ce que l'ADN d'insertion comprend la totalite d'un 
gene. 

5. Animal salon 1 1 une guelconque des 

revendicatlons precedentes caracterise en ce que le 

gene receveur est un gene qui normalement n•est pas 
· transcri t dans la eel 1 ule. 

6. Animal s(!lon l 'une · queloonque des 
revendications precieaentes caracterise en ce que le 
gene receveur est inactive suite a 1' insertion de 

l 'ADN d 1 insertion, l 'expression de 1 'ADN d 1 insertion 

se substituant a celle du qene receveur. 

l 
I 



~~:-:-:-:;-;-:-::-;-;:-~:;--;::;7'(;LL'.'.(;iir;------i:F~A~~::-;sj;-~1~4~2~6~6~0S89900----~~211J.FEV.96 17:uo No.UlL ~.~u 
GUlMliNN-PLASS!:..kHUD 

' . 

I lllllll llllll lllll lllll ll llll 
* C L M S * 

38 

7. Animal selon l 'une quelconque des 

revendications pr~cedentes caracterise en ce que 
l 'AON · d' insertion remplace une partie du gene 

receveur. 
8. Animal selon 1 'une quelconque des 

revcndtcations precedcntes caract,rise en ce que le_. 

qene receveur est, hormis la presence de l'ADN 
d•insertion, dans ~on environne~ent 9enetique 
naturel. 

9. Animal salon l'une quelconque des 

revcndications precedcntes caracterise en ce que le 

genome contient, adjacent a i •ADN d 1 insertion, une 

sequence dite "intercalante11 cornprenant par exemple 

une sequence codant pour un agent de selection avec 

un promoteur autorisant l 'expression de l 'aqent de 
selection, ou un marqueur. 

10. Animal trans9enique dans lequel unc seule 
copie d'un qcne qui est present dans le qenome A au 

moin::> det1x exo.mplaires, a ete inactive par 

liinsertion d'un gene qui est different du gene 
inactive, le 9cne d 'insertion .etant _insere dans .une 
position qui perm.ct l'expression de ce qene sous le 
controle des sequences regulatrices du qene endoqene 
inactive. 

11. Animal salon liune quelconque des 

revendications procedentes utilise pour Un marquage 
genetique. 

l:l.. Procede de criblage de produits 
pharmaceutiquos presumes avoir une activite a l'egard 
des produi ts d' expression d • un qene pathologique lie 
a une maladie, caracterise par l_ 1 admini_stration du 
produit a un animal . transgenique selon i •une 

quolconque · des revendications l. a 11, 1 1 AON 

d'insertion etant constitue par le gene patholoqique 
ou un fragmunt de celul-ci.. 
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13. Acide nucleique issu de la recombinaii::;on 
homologue entre un AON d'insertion et un gene 
receveur, ledit acide nucleique comprenant : 
- un ADN d 1 insertion, heterologue vis-a-vis du gene 
receveur, l 1ADN d' insertion etant constitue par la 
totalite.d'uri gene ou par une partie d'un 9ene ; 
- un qene receveur ; 
- 1 1 ADN d' insertion etant pos i tionn~ par rapport au 
qene receveur comprenant un ADN de oomplement de 
fa9on a ce que l'ADN d'insertion OU l'ADN de 
complement est rendu 
f onctionnemcnt est rendu 
l 1 association de 1 1 ADN 
complement. 

fonctionnel, 
plus efficace 

d' insertion et 

ou son 
qrace a. 

l'ADN de 

14. Cellule d'animal transgenique selon l'une 
quelconque des revcndications l a 10. 

15. Lignee cellulnira issue d'un animal 
trans9enique selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 10. 


