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ANIMAL TRANSGENIQUE OU CHIMERIQUE ET PROCEDE DE
CRIBLAGE DE PRODUITS PHARMACEUTIQUES

L'invention concerne un procédé de fempiacement'
spécifique d'une = copie d'un géne présent dans le
génome d'un organisme eucaryote receveur par
liintégration d'un géne différent du géne inactiveé.
De préférence, le géne receveur sera présent en au
moins 2 exemplaires dans la cellule héte transfectée,
Le géne receveur est défini comme étant le géne ou se

. fera l'insertion du géne différent. ,

Plus particuliéerement, lt'invention c¢oncerne 1la
production d'animaux transgéniques dans lesquels le
géne étranger a été introduit d'une maniére c¢iblée
pour permettre, & la fois, le maintien des fonctions
génétiques normales de l'animal et 1l'expression du
géne étranger sous le contrdle de promoteurs

endogénes. . : _ .
Par "géne diffévent un ‘nger® on-entend toute
séquence nucléotidigue cor: ~  dant & la totalité ou

& une partie d'un géne "ocounger ou différent” du
geéne récepteur telle qu'eclle ést trouvée normalement
dans le génome (ARN ou ADN), ou elle correspond
également & une séquence modifide artificiellement du
géne normal ou encore a un fragment ‘'de cette
séquence. _

L'invention concerne également le procédé de
production de ces animaux transgéniques.'

Dans la produgtiqnfd'animaug.transgéniques,'les
méthodes conventionnelles - utilisées pour
1'introduction de séquences d'ADN ‘hétérologues dans
la lignée cellulaire germinale, ne pexmettent pas de
contrbler le site de. l'intégration qu géne étranger
dans - le génome, ni le nombre de"copies ainst
introduit., L'intégration du géne étranger se fait au
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hasard et, en général, plusieurs copies du géne
s'intégrent en méme temps, parfois sous forme de
tandem téte & queue, le site de l'intégration et le

nombre de copies intégrées variant d'un  animal

t.ransgenlque ‘A 1'autre.

Il peut donc arriver que des génes cellulan.res

endogénes, situés au point d'insertion, soient ainsi
inactivés, sans que cela soit facilement décélable en
raison de nombreuses insertions au hasard. Si le
produit de ces génes est important pour Ile
développement de l'animal, celui-ci sera sérieusement
perturbé. D'ailleurs, l'insertion aléatoire du géne
étrangor peut se faire A& un site qui n'est pas
approprié pour l'expression du géne. De plus, le fait
qutil y ait variation du site et du nombre
d'insertions d'animal en animal rend lt'interpétation
des études d'expression extrémement difficile.

Un probléme majeur rencontré dans la production
d'animaux transgéniques, est  l1l'obtention de

l'expression du . dgéne "étranger. D'une maniére .
" ‘générale, deux types d'expérience ont été réalisés

chez les souris.

Les génes introduits dans la lignée germinale
sont @ :
- soit des génes "complets", comprenant des séquences
codantes flanquées de 1leurs propres ségquences
régulatrices;
- soit des génes composites, formés de la séquence
codante d'un géne fusionnée & la séquence promotrice
d'un autre géne, les deux fragments appartenant méme
parf01s a deux especes anlmales différentes., .

Oon a pu ainsi connrmer que .la spécificité de
l'expression des génes dans tel ou tel tissu est

déterminée par leur(s) séquence(s) régqulatrices.
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Le choix du promoteur approprié pour
ltexpression du géne étranger chez lfaninal
transgénique est donc d'une importance primordiale.

.D'autre part, la mnutagénése dirigée de génes
murins dans des - cellules souches embryonnaires a
récemment été réalisée en faisant appel A une
technique de “ciblage génétique" (gene targeting)
(Thomas et al., 1987; Thonpson et al., 1989).

Dans le premier cas, le géne murin HPRT a &té
muté par insertion et remplacement et, dans le
deuxiéme cas, un géne HPRT muté a &té corrigé.

{ ' Thomson et al. ont étendu leurs expériences jusqu'a
' 1'obtention de souris chiméres et ont constaté le
passage de la modification génétique dans la lignée

. cellulaire germinale.

Dans chacun des documents cités, le site précis
de 1l'intégration a été «ciblé par recombinaison
homologue entre, d'une part, des séquences exogénes

~ comportant la mutation ou correction incluses dans un

vedteur, sous le contrdle d!vr  romoteur exogéne, et,
dtautre part, leur homolos:-  .aomique. Ceci étant,
il faut remarquer dgue 1e:: .. .eurs antérieurs ont

réalisé leurs expériences sur un géne spécifique
(HPRT) dont l'activation par mutation s'accompagnait
d'un phénotype décelable. La mutation ciblée décrite
par Thomas et al., avait pour effet d'inactiver le
géne HPRT et, par conséquent, de faire disparaitre le
phénotype décelable normalement associé avec le HPRT.
Le géne de sélection Neo®, sous le contrdle d'un
promoteur TK, ©&tait donc incorporé dans 1'ADN
~d'insertion afin de permettre 'la sélection des
transformants. Il est & noter que les expériences
décrites dans 1l'art antérieur impligquaient une
sélection soit par le géne receveur (p. ex HPRT) soit
par le géne d'insertion (p. ex Néd‘). Le site de
l'insertion et/ou le type de géne inséré est donc
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limité A des génes conférant un caractére sélectable,
une sélection directe,
En outre, dans l1l'art antérieur, les séquences

exogénes sur le vecteur .servent donc a la  fois a
cibler le site d'intégration et a ‘introduire la

modification. Suite & la recombinaison homologue, le
géne modifié sC trouve  toujours dans son
environnement généticque normal.

Rappelons qu'un probléme qui se pose au cours de
la production dtanimaux transgéniques est le danger
d'inactiver un géne cellulaire endogéne qui se trouve
au point d'insertion du géne étranger.

Selon la fonction du produit du géne inactivé,
une telle inactivation peut conduire & des désordres
physiclogiques ou morphologiques importants chez
ltanimal transgénique, ou pourrait méme empécher sa
survie,

En revanche, l'inactivation d'un géne pourrait
étre considéré comme avantageux si le géne en

question codait -pour un récepteur de virus ou autre
- -agent infectieux. '

Les inventeurs ont étudié 1la possibilité
dréviter les inconvénients décrits plus haut, et
associés, dans certains cas, A& 1l'inactivation
possible d'un ou plusieurs génes cellulaires endégéne
de fonction importante au cours de la production
d'animaux transgénigues.

L'invention a pour objet un procédé de
remplacement ou d'insertion spécifique dtun géne,
notamment par c¢iblage d'un ADN, dit ADN d'insertien
constitué par 1la t.o_t_élii:é’ d'un  géne, ou par une
partie d'un 'gé.'x'ie,' s’uscéptible d'étre  rendu
fonctionnel, ou dont 1le fonctionnement peut &tre
rendu plus efficace, lofsqu',il est recombiné avec un
ADN de complément pour alors fournir un géhe

SAULL L AL,
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recombinant complet dans le génome d'une cellule
eucaryote, caractérisé en ce que

- le site d'insertion se trouve dans un géne choisi,
dit géne receveur, et contenant 1'ADN de complément,
et en ce que o | :

- 1'on transfecte des cellules eucaryotes avec un
vecteur contenant un insert comprenant lui-méme 1'ADN
d'insertion et deux séquences dites Yflanguantes" de

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

homologues & deux séquences génomiques qui jouxtent
le site d'insertion souhaité dans le géne receveur,

- 1'ADN d'insertion étant hétérologue vis-a-vis du
géne receveur, et _

- les séquences  flanguantes, étant choisies parmi
celles qui constituent le susdit ADN de complément et
qﬁi autorisent, par recombinaison homologue avec des
séquences correspondantes du géne Treceveur, la
reconstitution d'un géne recombinant complet dans le
génome de la cellule eucaryote.

. Selon le procédé de ° .nvention, ledit ADN
d'insertion peut contenir " ‘une ‘séquence codante
soit une séquence régulatriu:, e procédé .étant alors

caractérisé en ce que

-~ le. site d'insertion se trouve dans un géne choisi
dit géne receveur et en ce que '

- 1lton transfecte des cellules eucaryotes avec un
vecteur contenant un insérat comprenant lui-méme

- 1'ADN d'insertion et deux séquences dites

"flanguantes™ de part et dtautre de 1'ADN
d'insertion, respectlvenent homologueﬂ a deux

"sequences génomlqueb qui ]ouxtent le site. d'lnsertlon

souhaité dans le gene receveur,

- 1YADN a'insertion étant hetérologue vis-a-vis du
géhe receveur et, _

- les séquences flanquantes étant ch0151es afin de
permettre par recombinaison homologue selon le cas,

P.17



. GUTHANN-PLASSERAUD FAX: 33-1-42660890 21.FEV.96 17:00 No.0i2 P.18

6

soit l'expression de la séquence codante de 1'ADN
d'insertion entier sous le contrdle des séquences
régulatrices du géne receveur, soit 1ll'expression
d'une sequence codante du géne receveur sous le
_contrdle de . sééuences régulatrices de .I'ADN_
d'insertion. . -
Par exémple, 1'ADN d'insertion peut contenir une
séquence codante dépourvue d'élément de régulation,
notamment dfun promoteur qui lui est propre.
L'invention concerne aussi un procédé de
production dfanimaux transgéniques, caractérisé en ce
que des cellules E.S. sont transfectées dans 1les
conditions  sus-décrites et sélectionnées pour
l'événement de recombinaison homologue, a savoir
l'intégration correcte du géne étranger, les cellules
transfectées sont injectées dans des embryons & un
stade ou ils sont aptes & intégrer les cellules
transfectées (par exemple aun stade blastocyste),
ceux~ci sont ensuite réimplantés dans une mére
porteuse et les individus chiméres obtenus au terme
- de 1la gestation,’et chez lesquels est constatée 1la
colonisation par les cellules E.S. de la lignée
germinale, sont accouplés. Si les cellules E.S. ont
colonisé la lignée germinale de l'animal chimére, des
animaux transgéniques hétérogozytes pour le géne
remplace seront obtenus par accouplement (F1) dans la
descendance. |
Il est également possible d'insérer 1'ADN
d'insertion, porté par le vecteur de 1l'invention,
dans ltoeuf peu de temps aprés la fécondation'
(c'est-a-dire noins de 24 heures). De cette maniére,
‘1'insertion est effectuée pendant que 1'ceuf est &
1'état unicellulaire. |
L'invention concerne aussi un plasmide apte &
effectuer 1'insertion c¢iblée d'un géne recombinant
dit géne d'insertion dans le génome d'une cellule
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eucaryote, caractérisé en ce ¢u'il contient un
insérat comprenant lui-méme le géne d'insertion et
deux séquences dites "flanquantes" de part et d'autre
du géne dtinsertion, respectivement homologues aux
deux’ séquences'_géndmiquES qui Jouxtent 1le site
d'insertion souhaité dans le géne receveur, '

L'ADN d'inscrtion peut é&tre un géne, ou une
partie d'un géne, hétéroloque & l'espéce transfectée.

L'invention concerne également des animaux
transgéniques dans lesquels au Tmoins un géne
endogéne, qui de préférence est présent dans le
génome a au wmoins deux excmplaires, a été inactivé
par l'inserxrtion d'un géne qui est différent du géne
inactivé, le géne d'insertion étant inséré dans une
position qui permet l'expression de ce géne sous le
contrdle des séquences régulatrices du géne endogéne
inactiveé,

Le procédé de l'invention permet, donc, grice au
phénoméne de recombinaison homologue, d'insérer d'une
maniére ciblée des génes &t jers |, en particulier
des $équences - codantes i’ es du promoteur gui
leur est normalement as=ocis, dans le génome d@'un
organisme eucaryote & un site qui ~permet leur
expression sous le contrdle du promoteur endogéne du
géne oli se fait 1l'insertion, et par conséquence,
d'inactiver le géne endogéne ciblé.

Selon un mode de réalisation préféré de
lt'invention, le géne receveur ciblé est un géne qui
est présent dans le génome en au moins deux
exemplaires. L'utilisation de la technique

dtélectroporxation (Ref. 11) assure 1'introduction

d'une copie seulement du géne é&tranger. -

Selon cette variante de l'invéntion, 1'insertion
ciblée du géne d'intérét (c'est-a-dire le gene dit
d'insertion) a pour effet d'!'inactiver la seule copie
du géne cellulaire endogéne ou se fait l'insertion et

21.FEV.95 17:00 No.012 P.19
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laisse intacte et fonctionnelle la ou les autre(s)
cople(s) de ce géne.

De cette fagon, le fonctionnement génétique de
ltanimal transgénigque n'est pas ou peu perturbé par
‘1'introduction du géne étranger, méme si l'insertion
inactive une seule copie d'un géne essentiel receveur
pour le développement de 1ltanimal. Soit son
développement ne serait done pas affecté par
l'ingertion du géne étranger, soit les perturbations
mineures possibles dans le cas de l!'inactivation d'un
géne critique ne seraient probablement pas léthales
pour l'animal. Les effets de 1l'insertion du géne
étranger & ltétat homozygote pourraient étre de toute
nature et seraient observés en 2&me génératién (F2)
aprés croisements d'individus hétérozygotes (F1)
entre eux. ' .

8i, par contre, l'inactivation de toutes les
copies d'un géne est souhaitée, par exemple, dans le
cas ol le géne code pour un récepteur d'agent
infectieux, de.mu;tiple'copies du géne étranger_soht
introduites. Le contrdle de la quantité introduite -
peut é&tre assuré en faisant appel & des techniques
connues. _

L'insertion c¢iblée du géne étranger permet donc
son introduction dans un site oli son expression est
gsous le contrdle des séquences régulatrices du géne
endogéne ol se fait 1'insertion.

Le procédé de 1'invention permet ainsi d'insérer
le géne étranger derriére un promoteur endogéne qui a
les fonctions désirées (par exemple, sgpécificité
.d'expression dans_tei'ou_tel tissu), et cela, le cas
échéant, sans inactiver 1les autres copies du géne
receveur. '

Selon un mode de réalisation préférés, 1'ADN
d'insertion, ou le vecteur, contient des séquences
intercalées entre 1'ADN d'insertion et les séquences
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'flanquantes. Ces séquences peuvent contenir par
exemple une séquence codant pour un agent sélectif
permettant la sélection des transformants et
éventuellement un géne marqueur par exemple le LacZ.

Selon un mode de réalisation particuliérement
préféré de l'invention; 1'ADN d'insertion comporté
entre les séquences flanquantes, d'une part une
séquence d'ADN destinée a étre recombinée avec 1!'ADN
de complément dans le géne receveur pour fournir un
géne recombinant, et, d'autre part, une séquence
codant pour un agent sélectif permettant la sélection
des transformants et un promoteur autorisant
lt'expression de l'agent sélectif, le géne receveur et
le géne recombinant ~codant pour des produits
dtexpression ne conférant pas de phénotype
sélectionable. Selon cette variante, 1l'insérat du
plasmide de ltinvention comprend, entre les séquences
flanquantes, d'une part une sdéquence Q'ADN destinée a
étre recombinde avec 1'ADN de complément dans le géne

- .receveur, et, d'autre part, u* = séquence codant pour
un agent sélectif perm.i . la sélection des:
transformants et un promotiuir ..torisant l'expression

de l'agent sélectif, la sdéquence d'ADN destinéde a
&tre recombinée avec 1'ADN de complément étant autre
qu'un géne ¢odant pour un agent sélectif,

De cette maniére, la gélection des transformants
est entidrement indépendante de la nature du géne
receveur et du géne inséré, contrairement aux
procédés décrits jusqu'd ce jour dans lesquels le
géne inséré ou le géne receveur devait par nécessité

" coder pour un. prodult d'expreosion permettant la.

sélection des transformants. Le ‘systéme développé par
les inventeurs permet une flexibilité totale en ce
gui concerne la nature du géne receveur et du géne
inzéré ou dqu géhe formé par la recombinaison
homologue. Les inventeurs ont constaté d'une maniére
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surprenante que l'insertion de séquences de taille
importante (par exemple d'environ 7.5 kb) n'affecte
pas la fréquence de recombinaison homologue. |

L'effet que peut avoir 1l'insertion de 1la
séquence A'ADN selon " cet aspect de liinvent':'ibn

" inclut, selon le type de séquence insérée par exemple

le remplacement d'une séquence codante, le
remplacement d'une séquence régulatrice,
l1'inactivation ou 1la réactivation d'un géne par
mutation ou l'amélioration du taux dQlexpression d'un
géne. I1 est possible, selon 1l1'invention, de
remplacer une phasc codante ou une partie d'une phase
codante par une séquence hétérologue qui commence au
codon d'initiation du géne remplacé afin que
l'expression du géne inséré remplace entiérement
l'expression du géne remplacé. Ceci é&vite 1la
formation de protéines de fusion qui pourrait étre
indésirable chez un animal transgénique. |

Selon ce mode de réalisation de 1l'invention,
1'ADN d'insertion peut comporter entre les séquences
flanquantes - une séquence  codante  hétérologue
dépourvue de promoteur, la séquence codante 6&tant
autre qu'un géne codant pour un agent de sélection.
L'ADN d'insertion peut comporter en outre, en aval de
la séquence codante et tdujours entre les séquences
flanquantes, un géne codant pour un agent de
sélection, associé & un promoteur permettant son
expression dans la cellule cible. |

De cette maniére, - la séquence codante
hétérologue peut é&tre insérée derriére un promoteur
endogéne qui a les propriétés souhaitées, par exemple

 une certaine. 's'p_écifi_cité d'expression, ou grille de

transcription etc, 1la sélectabilité des cellules
transformndées étant entiérement indépendante de
l'expression de la séquence codante hétérologue, Ce
type de construction permet, par exemple, de
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sélectionner 1les transformants méme si le géne
remplacé par la séquence codante hétérologue n'est
pas normalement exprimé dans les cellules cibles.
Ceci est particuliérement . important dans .la
production . d'animaux transgéniques & partir de
cellule E.S. ("Embryonic Stem Cells") pulsqu'uné
proportion importante des génes reste inactive
jusqu'a un stade plus avancé &Qu développement de
l'animal. Le géne HOXC8 (également connu sous le nom
Hox-3.1) est un exemple de ce type de dgéne. D'autre
part, si la séquence codante code pour une protéine
! facilement décelable, par exemple, 1la pg-Gal, le
- développement de la grille de transcription du géne
endogéne remplacé peut étre suivi. Le vecteur pGN est
un exemple de ce type de construction.

Selon wun autre mode de réalisation de
l'invention, 1'ADN d'insertion peut comporter une
séquénce régulatrice étrangére. Le site d'insertion
et; par consédquence, les sdéaquences flanquantes sont

choisies en fonction du bur :siré, a savoir soit -
1'insertion de la séquence w: trice &trangére pour
donner un effet do "doun:.: promoteur® avec 1la
séquence régqulatrice endaogéne, ou soit le

remplacement d'un promoteur endogéne par le promoteur
étranger. La séquence codante qui se trouve sous le
contrdle de 1la séquence' régulatrice peut é&tre
endogéne. _

Une autre possibilité serait l'insertion c¢iblée
d'un ADN'étranger qﬁi comporte & la fois une séquence
régulatrice et une sdquence codante, Il est possible
que la séquencejfrégulatfiCe. soit ce11é  qui est
naturellement associée avec la séquencé codante,

le procédé de 1l'invention ‘met en oeuvre un
vecteur contenant deux séquences "flanquantes" de

-part et d'autre du ‘géne étranger. Ces séquences
flanquantes ont au moins 150 paires de bases et sont
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de préférence inférieures & la longueur du géne
receveur. Il est essentiel que ces deux séquences
flanguantes soient homologues aux deux séguences
génomiques qui jouxtent le site d'insertion souhaité.

 La séquence flanguante du vecteur qui se trouve en
amont du géne étranger & introdﬁire, est normalenment
homologue & la séquence génomique qui est située Gu
cdté 5' du site d'insertion. De la méme maniére, la
séquence flanquante du vecteur qui se trouve en aval
du g¢géne étranger, est normalement homologue a la
ségquence génomique qui est située aun cété 3' du site
dtinsertion.

Il est possible d'introduire des séguences
"intercalantes" entre l'une ou l'autre des séquences
flanquantes et le géne étranger, par exemple des
séquences permettant la sélection des transformants,
des marqueurs, des séquences permettant le clonage du
vecteur, etc,.. _

La position de ces séguences intercalantes vis-
a-vis du géne étranger doit pourtant étre choisie

‘afin de ne pas empé&cher l'expression  du  géne
étfanger, en particulier de la séquence'd'ADN codante
étrangére sous le contréle du promoteur endogéne ou,
a l'invérse, la séquence codante 4'ADN endogéne sous
le contréle d'éléments de régulation étrangers
apportés par la séquence d'insertion. '

Malgré la présence des séquences flanquantes,
qui encourage une recombinaison homologue, il est

 possible qu'un certain nombre d'intégrations se fasse
au hasard. Afin de vérifier que 1'insertion ciblée a
bien eu lieu dans le site ciblé et non pas dans un.
autre endroit, -la technique du "polymerase Chain
Reaction" (P.C.R,) (voir Ref. 10} est utilisée pour
amplifier la sédquence d'ADN du locus ol l'insertion
se fait, ou aurait dd se faire. De cette faqoh, seuls
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les clones transformés & la suite d'une recombinaison
homologue sont sélectionnés.

Les séquences flanquantes du vecteur sont bien
évidemment choisies en fonction du site d'insertion

désiré 'pour__qﬁe ‘la recombinaison homologue puisée
avoir lieu. Le cas échéant, les séguences flanquantes
peuvent comporter des séquences répligques du
promoteur endogéne et/ou des modifications aux
séquences qui précédent le codon d'initiation pour
améliorer le taux de traduction (séquences amont) et
séquences répligques des séquences de terminaison

{ notamment des gites de polyadénylation (sdquences
aval).

Le géne d'insertion peut é&tre n'importe quel
géne d'intérét. On citera comme exemples non-
limitatifs, le géne lacZ (comme dans le modéle décrit
plus loin), les génes codant pour l'interleukine ou
1tinterféron, leé génes de récepteur, par exemple de
ltacide reétinocigque ou beta-3 adrénergique ou de

H.I.V., et des génes conrn. - comme étant 1liés &
certaines maladies, par excr:  la myopathie, etc...
Ies cellules eucarvoi:.:: transformées par le

procédé de l'invention sont aussi englobées par la
préscnte demande.

Selon une variante préférée de l'invention, les
cellﬁles eucaryotes sont des cellules souches
embryonnaires (voir Ref. 14 et 15).
| En effet, une cellule E.S. mutée peut &tre
ihjectée dans un embryon précoce qui, aprés
réimplantation, pourra naitre sous une forme chimére.
S5i 1a lignée germinale est colonisée par la cellule
mutée, 1'animal chimére transmettra la mutation a sa
descendance. Par la suite, on pourra observer les
effets de cette nmutation, & l'état homozygote chez
certains individus, sur leur développenment, leur
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comportement, leur métabolisme, leur pathologie,
etc..

La figure 1 montre le plasmide pGN, qui fait
partie de 1'invention. _
'_ Les figures 2 a et b montrent les molécules pGMA
et PGMD respectivement construites a partir du
plasmide pGN par rapport au géne HOXC3 (Hox-3.1). Ces
plasmides sont des plasmides de mutagénése. Les deux
parties de la phase codante du géne HOXC8 (Hox=-3.1)
sont représentées, sur le chromosome 15, avec la
boite "homéo" en noir. Les séguences correspondantes
de HOXC8 (Hox-3.1) ont été clonées dans le plasmide

PGN.
(A : signal de polyadénylation; Enh/Pro : enhancer-
promoteur) .

07 et 08 figurent les deux oligonucléotides utilisés
dans la PCR. .

Les figures 3 & 6 montrent les plasmides
utilisés dans la construction du pGN.

La figure 7 illustre 1la détection de

. recombinaison homologue avec la technique Réaction de
Polymérase en Chaine (P.C.R.) sur des cellules E.S.
transfectdes,

ILa 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 procédé de 1l'invention est d'application
industrielle trés large et peut varier selon la
nature du géne étranger introduit, par exemple pour
la production d'animaux transgéniques.

La génétique des mammiféres va progresser de
maniére consxderahle grace a 1a possibilité récente’
de mutagéniser speclflquement n'importe quel géne,
permettant ainsi de mieux définir son réle. Par cette
technologie  qui fait  intervenir recombinaison
homoloque et cellules E.S., des. informations
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précieuses seront apportécs sur des oncogénés, des
facteurs de ¢roissance, des facteurs de
transcription, etc..., génes qui concernent des
sujets trés actuels de la recherche fondamentale ou
la recherche appliquée. Un débouché important pour la
recherche médicale est la possibilité de reproduire
une maladie humaine dont la détermination génétique
est connue (certaines wmaladies humaines &
pathologie, telle la myopathie de Duchesne) oceci afin
de mieux en étudier les mécanismes et de rechercher
une thérapeutique.

( En appliquant le'procédé de l'invention, un géne
connu comme é&tant responsable d'une certaine maladie
est inséré dtune maniére ciblée dans le génome d'une
cellule E.S. L'animal transgénique qui est produit &
la suite présente un modéle utile de cette maladie,

8i nécessaire, et comme décrit plus haut, les
fonctionnements génétiques normaux peuvent é&tre
sensiblement maintenus, malgré ltinsertion du géne

étranger. _
" Une autre application : ‘rocédé de 1l'invention
consiste en le marquage gét:.ique dfanimaux. Cette

application consiste & inserer un géne d'insertion
qui est facilement décélé e.g. le géne lacZ et qui
peut donc jouer le réle d'un marqueur cellulaire. De
cette maniére, des études de filiation e.g. chez des
“animaux de concours sont facilitées, et la race peut
étre suivie.

L'insertion du géne lacZ comme géne d'insertion
rend aussi possible des études de promoteur. Grice a
la possibilité de déceler l'activité f-galactosidase,.
1'activité et la spécificité de différents promoteurs
endogénes peuvent é&tre étudiées en ciblant différents
sites dans le méme type ou différents types de
cellules. Les mnénen études pourront étre effectuées
sur un organisme entier, au cours du développement ou
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4 1l'état adulte, en utilisant 1les techniques
d'animaux chiméres ou transgéniques.

Les inventeurs ont constaté d'une manidre
surprenante gue la fréquence de recombinaison
homologue n'est pas _a_ffectée par l'insertion de
fragments de tail le import'ante, par exémple le Lac 2+
cette observation a suggéré aux inventeurs que la
technique de recombinaison homologue serait bien
adaptée & 1'insertion dtautres génes hétérologues qui
sont de taille importante, '

Liinvention vise également l'application du
procédé de remplacement ou dfinsertion spécifique
pour la thérapie génique.

Griace a la possibilité de modifier le génome
d'un animal, le procédé de 1l'invention peut donc
également &tre utilisé en tant que “thérapie
génique®. Les utilisations les plus évidentes
consisteraient & inactiver les génes de récepteurs
d'agents infectieux (virus ou bactéries) ou toxiques,
S8i cette mutagénédse s'avérait léthale, il faudrait
rétablir 1la fonction perdue sans rétablir 1la
sensibilité aux agents nuisibles. Un g&ne modifié
codant pour un tel récepteur pourrait étre
réintroduit dans la cellule mutée, A& moins gque la
modification puissc étre provoguée par la
recombinaison homologue. Cette modlification du
patrimoine génétique conférerait & 1l'animal une
immunité contre 1la maladie considérée.

Ce protocole peut aussi intervenir dans le cadre
d'auto-greffe. Des cellules, malades ou saines,
prélevées sur un 'pati.ent_:',' pourraient étre soignées et
immunis'ées,' 'puis réimplantées chez le méme individu.

La technique de 1'invention se préte aussi aux
études d'activité de produits pharmaceutii;ues
présumés avoir une activité a 1l'égard des produits
d'expression d'un géne pathologique 1ié & wune



. GUTMANN-PLASSERAUD FAX: 33-1-42660830 21 .FEV.96 17:00 No.012 P.29

17

maladie. Dans ce cas, le géne d'insertion est
constitué par le géne patholegique ou un fragment de
celui-ci et on administre a l'animal transgénigque ‘le
produit pharmaceutique & tester, en vue d'évaluer son
activité sur ]_.a.'maladi_e.'." ' _

Liinvention va é&tre illustrée en faisant
référence au plasmide pGN et son utilisation dans
1t'insertion ciblée d'un géne étranger (lacz, codant
pour l'enzyme f-glactosidase d'E.Coli) dans le génome
dA'une cellule d'E.8. de souris. Le geéne lac? a &té
choisi en raison du fait que son expression peut étre

£ facilement décelée et est simplement & titre
' illustratif.

La phase codante de 1l'enzyme pB-galactosidase
d'E.Coli (lacz; 1-3057), fusionnde avec une séquence
génomique (7292-3) du géne murin HOXC8 (Hox.3-1)
(Ref. 1), débute par le codon dtinitiation de ce
géne. En effet, la Séquezxce qui précéde le codon
dtinitiation de HOXC8 (Hox-3.l1) est identique & 1a
séquence consensus observéan o :z les vertébrés (Ref.
2), permettant ainsi un mei.  1r taux de traduction
de la B-galactosidasc dans ias cellules de vertébrés,
Le géne lacZ est suivi d'un signal de polyadénylation
par exemple du virus SV 40, comme la plupart des
génes eucaryotes, afin de stabiliser 1les ARN;
nessagers.

L'activité de la pg-galactosidase d'E.Coli, qui
est fonctionnelle dans les cellules eucaryotes, peut'
étre décelée de différentes manidres. Des cellules
exprimant le géne lacZ prennent une coloration bleue,

k aprés fixation, en préscnce de X-Gal, qui -est un
. substrat de la ﬂ-gélactosidas’e (Ref. 3). ﬁh nouveau -
substrat, le  FDG (flurorosceine di-g-
galactopyranoside), permet de déceler et de doser
l'activité p-gal. tout en gardant les cellules
vivantes (Ref. 4). Les - cellules exprimant lacZ
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accumulent un produit fluorescent et peuvent é&tre
isolées A l'aide d'un trieur de c¢ellules ou FACS
(fluorescence~-activated cell sorter).

L'unité de transcription du géne de résistance &
la néomycine prov’i_en’ﬁ, en gfanc_‘le partie, du plasmide
pRSV neo (Ref. 5). Le LTR (long terminal repeat) du
virus du sarcome de Rous procure des séqguences
activatrice et promotrice trés puissantes dans de
nombreuses cellules eucaryctes (Ref. 6) . Du
transposon bactérien T™nS, viennent un promoteur actif
dans E.Coli et la phase c¢odante de 1l'enzyme
phosphotransférase (Ref. 7)), qui est suivie du signal
de polyadénylation du virus $V40. Le méme géne sous
le double contrdle des promoteurs RSV et Tn5 peut
conférer la résistance A& la néomycine ou la
kanamycine aux bactéries et la résistance au G418 aux
cellules eucaryotes.

Par l'effet d'une simple mutation ponctuelle,
l'unité B des sdquences activatrices (enhancer) de la
souche PyBEC F9.1 du virus du Polyome est devenue
beaucoup -piﬁs' "active dans différents types de
cellules, et en particulier dans les cellules de
carcinome embryonnaire (EC) (Ref. 8). Deux copies de
cet enhancer Py F9.1 ont été insérées en tandem dans
le plasmide pGN, en amont du LTR-RSV, et dans
l'orientation ‘"promoteur tardif" de la région
régulatrice du Polyome.

Afin d'améliorer le taux de traduction de la
phosphotransférase, la séquenée précédent le codon
d'initiation a été modifiée lors d'une mutagéndse par
‘oligonucleotide. Ainsi la séquence T T C 6 C A U G
est devenue G C.AC C A U G, 'correspondé'nt beaucoup
mieux A 1la séquence consensus d'initiation de 1la
traduction chez les vertébrés (Ref. 2). ' '

Les améliorations apportées & 1ltunité de
transeription du géne de résistance & la néonycine
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ont pu &tre estimées en transfectant des cellules
souches embryonnaires (ES) de souris. A molarité
égale en plasmide, une construction avec les enhancer
Py F9.1 a produit 7,5x plus de clones résistants au
G418 que le pPRSV neo et 2 a 3x plus que le pMCl Neo
décrit par Capecch1 et al (réf. 13). A nouveau, le
nombre de clones a été augmenté 60x, soit 450x par
rapport au PpRSV neo, en modifiant la séquence
d'initiation de 1la traduction. La recombinaison
homologue peut étre un événement assez r&ve, selon
les conditions expérimentales appliquées (p. ex
{ 1/1000 pour HPRT, réf, 13). Un vecteur présentant une
' afficacité de sélection élevée est donc trés utile,
dtautant plus que les conditions d'électroporation
donnent lieu principalement & 1'intégration d'une
seule copie.

Le plasmide pGN contient, en outre, une origine
de réplication bactérienne de type colEl, pBR322, qui
pérmet les clonages et les préparations dans E.Coli.

Enfin, un site de clor:ge multiple (M.C.S.},
synthétisé in vitro, qui ne : tient que.des sites de
coupure uniques dans pGN, a <té inséré en amont de
lacz, afin de faciliter 1les utilisations de ce
plasmide.

Les séquences "flanquantes" plasmidiques gqui
provoguent la recombinaison homologue sont ajoutées
aux extrémités du plasmide pGN aprés linéarisation du
plasmide en amont de lacZ, par un site du MCS (vqir
fig. 2). En l'occurence, les séquences flanquantes
choisies sont homologques aux séquences chromosomiques

--lssues de HOXC8 (Hox-3.1) devant. ulterleurement
'intervenlr dans la recombinaison homologue.'

La figure 2 situe la molécule construite &
partir du plasmide pGN par rapport au géne HOXCS
(Hox-3.1}. Dans ce cas, une racombinaison entre les
séquences plasmidiques et chromosomales de HOXCS8
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(Hox-3.1) resulterait en une insertion au début de la
phase codante de ce géne, don¢ & son inactivation
totale.

Le plasmide pGN rasscmble plusieurs avantages
“pour cette méthodologie, qui est applicable &
ntimporte quel lqér'xe. L'événement de recombinaison
homologue pouvant étre assez rare (de lfordre de 1
pour 1000 intégrations non-homologues), i1 est
nécessaire de pouvoir analyser un grand nombre de
clones dont la résistance au G418 seoit suffisament
forte pour s'exprimer dans n'importe quelle partie du
génome., Les modifications apportées & 1l'unité de
transcription de 1la phosphotransférése répondent
parfaitement &4 <ces problémes. La méthode - de
mutagénése par recombinaison homologue équivaut &
inactiver un géne par une insertion ou une
substitution, mais le plasmide peN présente
l'avantage supplémentaire de pouvelr substituer
l'expression de la p-galactosidase & celle du géne
muté., Enfin, le MCS facilite 1les clonages de
fragments génomiques. "
EXEMPLES :

I - Construction du plasmide pGN

‘Les plasmides intermédiaires sont numérotés
selon leur étape.
1 étape : |

Insertion - d'un site Xho I dans le site Bgl I de
pRSV neo
Insertion d'un linker Xho I dans le site Bgl I de
pRSV neo, rempli par le fragment Klenow de 1'ADN
polymérase A'E.Coli,. =~ -

- 2° étape : R | |

Insertion d'un site Cla I dans le site Nde I du
plasmide pl
Insertion d'un linker Cla I dans le site Nde I de p1,
rempli par la p‘blymérase Klenow.
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3° étape :
Insertion d'enhancer Py F9.1 dans le site Cla I
du plasmide p2
Insertion d'enhancer Py F9.1 Pvu II~Pva II isolé par
- un site unique, Ace I, dans le site cla I de p2.
Sélection d'un clone contenant deux enhancers orienté“

dans le sens "promoteur tardif".
4° étape :
, leétion Sma I-Hpa I du plasmide p3
les deux enzymes, donnant des extrémités vbouts-
francs™, peuvent &tre 1ligués directement. Cette
ddlétion enléve l'intron de ltantigéne t de SV 40,
qui nrest pas trés utile, et diminue de maniére
appréciable la taille de l'unité de transcription de
la phosphotransférase.
5° étape :
Insertion d'un site Xho I dans le site Bam HI de
pCH110 |
Insertion d'un linker Xho I dans le site Bam HI du
plasmide . pCH 120 (Pharmacia), vrempli par la
" polymlérase Klenow. o o :
§° etape :
Insertion du 3' lacZ-polyA SV 40 dans le
plasmide p4
La partie 3' de .la phase codante de la g-
galactosidase, suivie du signal de polyadénylation du
virus SV 40 est isolée du plasmide p5 par les sites
X¥ho I-Aat II et clonée dans le plasmide p4 par les
mémes sites. :
7° étape
Insertion du 6' lacZ dans le vecteur Ks-
'La“'partie 5 de la  phase 'codante_'de. la g-
galactosidase est isolée du -"plasmide pMC 1871
(Pharmacia) par les sites Pst I-Sac I et clonée dans
le vecteur KS- (Stratagene) par les mémes sites.

8* étape :
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Fusion d'une séquence génomique HOXC8 (Hox-3.1)
avec le_5' lac?
Une séguence génomique du géne HOXC8 (Hox-3.1),
clonée dans le vecteur KS-, east purifide par
digeStioné,sucdessives par l'enzyme Sac I, puils par
la nucléase Mung bean et enfin par i'enzyme Apa I.
Cet insert est fusionné avec la partie 5' de la phase
codante de la pg-galactosidase par c¢lonage dans Jle
plasmide p7 digéré par Apa I-Sma I. La protéine ainsi
fusionnée contient le c¢odon dtinitiation de 1la
traduction du géne HOXCS (Hox-a.l}'suiﬁi de la phase
codante de la f-galactosidase (vérifiée ensuite par
seéquengage) .

Mot Ser Sar fle Pro Gy Asp Pro
CCAGC ATQAGC TCC ATTCCC GGG GATCCC
GGTCG TACTCG AGG TAAGGG CCCCTAGGA
}Sac!
CCAGC ATGAGCT 8 Smal
GGTCG TAC '
| - § nuclbase Mung bean - _ |
CCAGC ATG B .' GGG GATCCC

GGTCG TAC - e: cCCCTaGaa
Met Gy Asp Pro :
CCAGC ATG GGQA GAT CCC
GGTCG TACCCGCTA GGG

9* étape :

Insertion _de HOXC8  (Hox-3.1)~5' lacZ dans le
plasmide pé
Ta fusion HOXCB8 (Mox-3.1)-5' lacZ est isolée du
plasmide p8 par les sites Apa I-Sac I et clonée dans
'le plasmide p6é par les mémes sites. cé clonage a pour
effet de reconstituer la phase codante de la g-
galactosidase dans sa totalite.
10° étape :

Insertion_du géne Neo! dans le vecteur KS+

21 .FEV.S6 17:00 Ng.0i2 P.34
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Le géne de résistance & la néomycine (promoteur
pactérien et phase codante de la phosphotransférase)
est isolée du pRSV neo par les sites Hind ITI-Eco RT
et clonée dans le vecteur KS+ (Stratagene).

* étape : _

Mutagénése: de la séquence d' mi.tiatmn de Neo® -
dans pld
La séquence d'initiatien de 1la traduction de 1la
phnosphotransférase est modifiée pour étre identique
4 la séquence consensus observée chez les Qertébrés
et permettre ainsi un taux supérieur d'initiation de
la traduction donc une résistance accrue au G418 pour
les cellules de mnammiféres. La modification crée
également un site Apa LI qu1 permet de controler
ltefficacité de la mutagénése.

<Apall
GTTTCGCAIG = GTGCACCAIG

_ Un - - | oligonucléotide
' (CTTGTTCAATCATGGTCCACGATCCTCA: comportant une région
de misappariement avec la séquence du pRSV neo
{soculignéce) est synthétisé (Gene Assembler,
Pharmacia) puis phosphorylée par la polynucléotide
kinase du bactériophage T4. Une matrice simple brin
du plasmide pl0 est préparée gréce & l'origine £1 du
plasmide KS+ et hybridée avec 1l'oligonucléotide de
nmutagénése. Le deuxiéme brin est synthétisé et réparé
par la polymérase Klenow et 1'ADN ligase du
bacterlophaqe T4. Aprés transformation de bactéries,
- les clones mutés soht criblés & 1l'aide de -
" l'oligonucléotide marqué au ®p. Ia mutagenése a été
vérifiée en digérant par Apa LI ainsi que par
séquengage.
12° étape :
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Remplacement de la séquence d'initiation dans le
plasmide p9
Un fragment contenant 1a séquence modifiée
dtinitiation de la traduction du géne de résistance &
la néomycine est isolée du plasmide pll par les
enzymes Hind III-Eag I et clonée dans le plasmide p9
par les mémes sites. -
13° étape :

Insertion du site de_clonage multiple .dans_le
plasmide p12
Deux oligonucléotides counplémentaires sont
synthétisés (Gene  Assembler, Pharmacia) puis
phosphorylés. Aprés appariement, le MC5 est cloné
dans les sites Apa I- Sac II du plasmida pl2 grice &
ses extrémités cohédsives '

Xmal Asp7i8 _Xmn!
~Acal _ Smal  Konl Xoal Nsit Sacll
-y GCcOGGGGGTAOOTOTAGAATGOATTGGGQ -
* 0GGGGGGGGOGGOATGGAGATGTTACGTAAGG 5

Le site de clonagé'multiple a également'été vérifié
par séquengage.

II - Addition des séquences "“flanquantes" aux
extrémités du plasmide pGN lindarisé en amont de
lacZ' par un site du M.C.S

Les séquences flanguantes utilisées ont été
choisies en fonction du site d'insertion souhaité
(par exemple, HOXCS (Hox-3.1), voir Fig. 2 a et b
DGMA et pGMD).

Dans la construction du plasmide de mutagénése
pGMD, deux bras deDN ,homolpgue- au locus HOX&E
(Hox~3.1) ont étéJQIOnés-aux sites Apa I-Nsi I et Nsi
I-Sac I1 du vecteur pGN. Le bras 5' commence au site
Sac II (CCGCGG)aun nucléotide 219 de 1'ADNc c21 de
HOXC8 (Hox-3.1). Ce fragment s'étend sur 6.8 Xb en S§!
jusqu'au premier site BamHI. Le bras 3' commence au
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site Apa 1 (GGGCCC) au nucléotide 885 de 1'ADNc @21.
Ce fragment s'étend sur 1.5 kb en 3' jusqu'au premier
site PstI. Un linker NsiI a été inzéré dans le site
BamBI du fragment 5' et dans le site PstI du fragment
3', Les bras 5' et 3' ont été clonés dans le vecteur
pGN dans les sites Nsi I-Sac II et Apa I-Nsi I,
respectivement. La séquence de 1'ADNc de HOXCS
(Hox-3.1) c21 est publide (réf. 1).

Le plasmide de mutagéndse est lindarisé par
digestion avec Nsi I avant électroporation de
cellules E.S., Ses extrémités sont formées des deux
bras génomiques clonéds aux sites Apa I~-Nsi I et Nsi
I-Sac IXI du vecteur pGN.

Le plasmide pGMD ne présente pas de signal de
polyadénylation aprés le géne de rdsistance mais, en
revanche, présente une séquence riche en AU
responsable d'une déqgradation sélective de mRNA,
insérée dans la séquence de 1l'intron du HOXCS
(Hox-3.1) du plasnmide.

Un autre plasnide de mutagéndése, pGMA, présente

‘la méme structure que le pGMD mais ocontient les

signaux de polyadénylation et de terminaison de
transcription du 8V40 et ne présente pas la séguence
AU de dégradation de mRNA en aval du géne Neo'. Ces
modifications avaient pour but de réduire le taux de
transcrits de Neo® dans des clones issus
d'intégration au hasard. En revanche, des clones
issus d'événements de recombinaison homologue entre
PGMD et un locus HOXC8 (Hox-3.1) devrait avoir une
croissance inaltérée pendant la sélection au G418, la

'_séquenga AT de dégradation de mRNA étant éliminée par

le procédé de recombinaison méme, ou epissée avec
1'intron HOXC8 (Hox~3.1). ‘ T

Dans les étapes expérimentales qui suivent, le
protocole décrit par Thompson et al. 1989, a été
suivi pour la production d‘animaux chimdres.

21.FEV.96 17:00 No.012 P.37



iSSERALD FRA: 335-1-42660850 21.FEV.%56 17:00 No.012 P.38

e

26

IIT - Transfection de cellules_ embryonnaires de
gouris

La méthode décrite par Thompson et al, 1989, a
été utilisée pour <transfecter des cellules
embryonnaires de souris. L'utilisation de 1la
technique de l'éledtroporation assure 1'introduction
dtune seule copie du géne étranger (lacz) par
cellule. Aprés  transfection, plusieurs clones
exprimant la f-galactosidase ont été isolés.

Les plasmides de mutagénése pGMD et pGMA ont été
linéarisés et introduits par électroporation dans des
cellules E.S. afin de favoriser l'insertion d'une
cople sculement dans le génome (réf. 11).

Les transfections initiales ont &té effectuées
pour comparer 1l'efficacité de c¢iblage du HOXCS
(Hox-3.1) des plasmides pGMA et pGMD (voir tableau
I).

Recombinaison homologue dans le géne HOXCS

(Hox—3.;)

Exp. Plasmide N* de  Nb de clones Nb de résul-
de muta- l'ensemble formant tats P.C.R.
génése analysé l'ensemble positifs

X pPGMA 3 600 0(2)

I1 pGMD .5 250 3(5)

IIX PGMD 84 | 2-3 5(5)

Tableau I

La lignée cellulaire E.S. "C.C.E." (réf., 16) a
été maintenue d'une manidre continue sur des couches
nourricisres fibroblaétiQues (féf.' 17), Pour les.
expériences I et II, 1.5 x 107 cellules E.S. dans 1.5
ml HeBS ont &té électropordes (réf. 11) a 200 V, avec
40 mg de plasmide linéarisé, puls étalées sur quatre
boites de cultures (diamétre 100 mm). Pour
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1'expérience IIXI, le choc a été effectué dans les
mémes conditions mais un quart des cellules ont été
étaldes sur cuatre plaques a 24 puits. Le lendemain,
250 ug ml' G418 ont été ajoutés. Chaque transfection
a donné - lieu a environ 2400 clones avec pGMA'-et :
environ 1000 clones avec PGMD.

L& nombre moyen de clones de cellules E.S.
résistantes au G418 dans chaque ensenmble est indiqué
dans le tableau I, ainsi que le nonbre d'ensembles
donnant un résultat positif avec la technique P.C.R.
Un résultat positif signifle ¢‘'une bande de 1.6 Kb a
pu étre observée sur un gel d'agarose coloré de
bromure d'ethidium (voir fig. 7). Le nombre
dfensembles donnant un signal positif aprés une
analyse de Southern du mélange P.C.R. et hybridation
d'une sonde spécifique qui ne contenait pas les
séquences des amorces est indiqué entre parenthéses

(fig. 8). . .
Détection de la reconmbinaison homologue avec la
~ P.C.R, | |
P.C.R. a été effectuée = - éllules d'un ensemble
de 250 c¢lones de la tra:r: - . an II (voir voie D de

la fig. 7). Dans les autrw:s voles, gquatre ensembhles
de la transfection III ont été analysés ensemble en
‘mélangeant environ 4 x 5000 cellules. Les amorces 07
et 08 utilisées dans la P.C.R. entourent la séquence
3'HOXCS (Hox-3.1) du plasmide de mutagénése (fig. 2).
Le fragment de 1.6 Kb recouvrant cette ségquence 3' ne
peut étre amplifié gue dans le cas d'une
recombinaison homologue. Les voies 2, 3 et D

'Lillustrent des résultats positifs, ,

| L'ADN de'clones E.S. a'été_préparé'au“momént de .
la 1réplique sur filtre en utilisant la méthode
"boiling-proteinase K digestion boiling® (xréf. 18).
40 cycles d'amplification (40 secondes & 94°'C, 1
minute a 60°C, 7 minutes & 72°C) ont été effectuds



GUTMANN-PLASSEKHUD FAX: 3$-1-42660890 21.FEV.96 17:00 No.0l2 P.40

28

dans un mélange rdactionnel de 100 pl, contenant 67
mM Tris-HCL (pH 8.6), 16.7 mM (NH,),80,, 6.7 mM MgCl,,
10 mM 2-mercaptoethanol, 0.01 % (p/v) gélatine, 200
M dATP, d4dTTP et A4CTP, 100 M d4GTP, 100 uM 7-deaza
46T, 600 ng de chagque amorce (07 i
AACTTCCCTCTCTGCTATTC et 08 : CAGCAGAAACATACAAGCTG) 'et‘_
30 polymérasc Taq (Perkin Elmer Cetus), couvert de
100 ul paraffin. La moitié du mélange de réaction a
été appliquée sur un gel dtagarose 0.7 % coloré au
bromura dfethidium. Le marqueur de taille est un
digest Eco RI + Hind III d4'ADN lanmbda.
Analyses de Southern
Trois cleones indépendants de cellules E.S. contenant
le HOXC8 (Hox-3.1) muté (identifié par P.C.R.) ont
été isolés des ensembles positifs en utilisant des
pipettes. Leur ADN a été examiné par analyse de
Southern aprés digestion avec 1les enzymes de
restriction indiquéa dans la figure 8, afin de
confirmer le c¢iblage spécifique et de faire 1la
distinction entre les loci recombinés et sauvages.
Deux sondes 'di'f'féreri'tes: ont été utilisées dans
'1'ana1yse'dé l'extrémité 3' des loci HOXC8 (Hox-3.1)
dans les clones mutés et dans les cellules E.S. non-
mutées agissant comme témoin (fig. 8 ¢). La premiére
sonde "a" eétait contenue dans les séquences HOXCS8
(Hox-3.1) du plasmide de mutagénése et démontrait 1le
nombre d'intégrations de vecteur et leurs liaisons
physiques. Un des trois clones recombinés contenait
en outre une cople du plasmide intégrée au hasard
(fig. . 8 a, clone F2). La deuxiéme sonde "bh" qui
~n'était pas contenue dans le vecteur de mutagénése
faisait la distinction entre - les ' alldles HOXCS
(Hox-3.1) recombinées et sauvages (fig. 8 | b). Le
locus recombiné HOXC8 (Hox~3.l1) présentait, avec les
deux sondes, lfimage dthybridation attendue a partir
des cartes de restriction du vecteur de mutagénise et
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du locus intact. En outre, l'existence de deux
domaines de recombinaison dans le bras 3! du vecteur
a &été confirmée par la présence ou l'absence de la
séquence AT dans le locus HOXC8 (Hox-3.1) recombiné
{par exemple fig. 8, clone L5). L'extrémité 5' du
"locus HOXC8 (Hox-3.1) a é&galement été analysée pour

ltévénement de recombinaison homologue. Des enzymes

de restriction ne présentant pas de sites d&ans la
séquence HOXC8 (Hox~3.1) 5' de 6.8 Xb du vecteur de
mutagénése ont été utlisés dans la digestion des ADNs
des clones recombinés, Cez ADNs ont ensuite é&té
soumis & une électrophorésc dans un champ pulsé pour
différencier les fragments de poids moléculaire
élevé, Une analyse de Southern de ce gel a également
indiqué les alléles recombindes correctement et les
alleles HOXC8 (Hox-3.1) sauvages, en utilisant une

sonde présentant une ségquence en amont du plasmide de

mutagénésa.

Ies analyses de Southern ont démontré g'une
allale Gu géne HOXCE (Hon-- 1 été recombinée comme
' prévu. La recombinaison . le était équivalente a
un double “crossing-ove.” - e les bras génomiques
du plasmide de mub.oenese et les  séquences

chromosomales homologues (Fig. 2).

Dans les clones recombinants, le géne lac Z a
été placé sous le controle des séquences promotrices
et régulatrices du HOXC8 (Hox-3.1) en amont du codon
AUG, mais les signaux 3' de maturation de mRNA
provenaient du S5V40. Dans ces clones recombinés,
l'expression de 1lac Z n'était pas décelable par
co]or__at_ion avec ,B—Gal, ce qui est cohéi:'ent_ _avec
1__'absénce- de transcription de HOXCS (Hox-3.1) dans

dés cellules E.S, déterminée. par analyse de

protection de RNase. L'activité de g-Gal pouvait &tre
induite dans certaines cellules aprés 3 ou 4 jours de
culture en présence de 5.10™ acide rétinoique,
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conditions connues comme induisant la transcription
de HOXCB (Hox-3.1l) (réf. 19).

En utilisant le vecteur de mutagénise pGMA, qui
préscnte une homologie totale de 8.3 Kb ADN avec le
locus HOXte (Hox-3.1), un fragment de 120 pb a été
remplacé par une insertion de 7.2 Kb. La fréquence de
ce remplacement ciblé (1/900) est comparable a celle
obtenue récemment (1/1000) avec HPRT (réf. 13) ou
avec En-2 (1/260) {(réf. 20), le fragment hétérologue
inséré étant cependant dans ces derniers cas d'une
taille beaucoup moins importante (1.1 et 1.5 Kb
respectivement). D'une maniére surprenante, il a été
constaté qu'une fréquence de recombinaison homoloque
trés élevée (1/40) a pu étre obtenue avec le vecteur
pGMD. L'élimination des signaux 3' de maturation de
MRNA et l1l'addition de la séquence de dégradation de
MRNA au géne de résistance & la néomycine a eu pour
effet de réduire le nombre total de clones résistants
au G418 par 2.4 (tableau I). Le rapport de ciblage
spécifique était presque 10 fois plu=s élevé (900/40).
‘Le mécanisme de recombinaison homologue méme a dd
&tre affecté dans les exﬁériehceé avec pGMD. Une
explication possible de ces résultats serait qutune
ségquence AT de 51 pb pourrait fournir, in vivo, une
boucle ouverte dans le plasmide de mutagénaése & cause
de sa température de fusion plus basse. Si les
séquences HOXC8 (Hox-3.1) voisines du peMD peuvent
étre influencées par ce{'.te ouverture, de chaque cdté
de la région AT, elles pourraient réagir dfune
maniére plus efficace, & 1l'état simple-brin, avec le
locus chromosomal HOXC8 (Hox-3.1). Le modéle de
recombinaison mitotique chez la.levure suggére qu'il
serait initié par un tel 'éc':hange de brins, bien Que
le mécanisme de recombinaison homologue reste inconnu
chez les eukaryotes plus complexes.
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La figure 8 montre les résultats de 1l'analyse de
Southern effectuée sur des clones individus positifs
{15 et F2) et des cellules E.S5. (C.C.E.).

Les sondes utilisées n'hybrident gqu'avec des
séquences HOXC8 (Hox-3.1) incluses dans le vecteur
 {a) ou exclues du vecteur de mutagénése (b). L'image

d'hybridation du locus HOXC8 (Hox-3.1) recombind
(triangles ouverts) se distingue c¢lairement du locus
sauvage (triangles noirs). Les étoiles indiquent les
bandes d'hybridation d'une copie du plasmide qui
s'est intéqrée au hasard. Le marqueur de taille est
un digest Eco RI + Hind IIT 4'ADN lambda.

La figure B(c) montre les cartes de restriction
des alléles BHOXC8 (Hox-3.1) recombinées (rec.) et
sauvages (wt). Les parties du vecteur de mutagénése
et du Jocus HOXC8 (Hox-~3.1) sont indiquées avec les
mémes symboles que ceux utilisés dans la fiqure 2.
Dangs ce cas, la séquence AT a été intégrée par
recombinaison homologuc, La fléche verticale indicque

l'extrémiteé | 3" du pimc de mutaqénése. La
~lbcaliSation; des sonder t "b" utilisées dans
l'analyse de Southern :-  ,alement indiquée. Ies

abréviations utilisdes dJduns la fiqure 8 sont les
suivantes : B, Bam HI ; D, Dra I, E, Eco RI ; H, Hind
III ; S, Sal I ; X, Xho I.
IV - Production d'embryons chiméres
Une microinjection dans des blastocystes a été
effectuéde avec deux clones E.S. recombinants
contenant un allele HOXC8 (Hox-3.1l) intact et un
alléle recombiné, ces clenes ne contenalent aucune
" autre copie du piasmide de mutagéndse, Les kariotypes
de .ces cellules_étaient'normaux.§ o |
Dix A& quinze cellules. mutées ont &té
‘microinjectées par blastocyste. Aprés réimplantation
dans des méres 'porteuses,' les embryons ont été
recueillis & 9.5, 10.5 et 12.5 jours p.c. et analysés
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pour expression de lac Z. La grille de transcription
de HOXC8 (Hox-~3.1) & ces stades avait été deéterminée
au préalable par analyse d'hybridation in situ (réf.
1). les transcrits HOXC8 (Hox-3.1) sont détectables
pour 1la fpremiére: fois au stade de gastrulation
tardive et sont répartis dans tous les tissus de la
partie ©postérieure de l'animal. Plus tard, 1la
répartition devient progressivement 1limitée dans
ltaspace et spécifigue au tissu. Au stade de 12,5
jours p.c., la transcription est localisée dans la
région cervicale du tube neurél, au niveau du coeur.
Au cours de l'embryogenése, la répartition de 1la
transcription de HOXC8 (Hox-3.l1l) subit donc des
modifications. Le stade 10.5 jours p.c. semble étre
une période de transition, 1la transcription ayant
lieu & la fois dans les deux régions arridres et dans
le tube neural cervical. _
Dans des embryons chimériques de 9.5 et 10.5
jours p.¢., la partie caudale au bourgeon postérieur
~ présentait une activité g-Gal intense, tandis que le
. marqueur n'a jamais -été. détecté'_dans ~la. région
thoracique antérieure ou la téte (Fiq. 9a). Dans la
région postérieure, des cellules colorées par le g~
Gal ont é&té observéss dans tous les tissus et de
toutes les couches embryonnaires. Entre 1les deux
bourgeons gqui donnent les membres, des c¢ellules
colorées étaient  réparties dans des zones
restreintes, dans l'ectoderme superficiel (Fig. 9b),
comme dans les régions arridres (Fig. 9c) et, en
forme de lignes étroites ou rayures, dans le tube
neural (Fig. 9b). Ces rayures préscntaient une
‘répartition irréduliére.et.asymétridue sur la parcL
du tube neural. la tranScriptioh'de HOXC8 (be-é.lf
n'a pas été détectée dans la couche mince de cellules
vers la fermeture du tube neural. Ces cellules n'ont
peut-8tre pas résisté aux traitements appliqués lors
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de lthybridation in situ. I1 a été observé dque les
cellules de l'ectoderme neural font partie, trés tét,
de parties différentes Qu systéme nerveux et migrent
dans une direction radiale, suivant des wmouvements
latéraux étroits (réf. 21). Ces résultats sont donc
cohérents avec cette observation.

L'expression de TLac % a donc illustré
correctement la premiare partie de la transcription
de 1l'homéogéne HOXC8 (Hox-3.1), c'est~a-dire dans
tous les tissus des régions caudales des embryons de
9.8 et 10.5 jours p.c., et a fourni de nouvelles
informations concernant le mode de transcription de
HOXCS (Hox-3.1).

En revanche, l'expression de Lac Z n'a pas été

T

observée dans les régions cervicales du tube neural
diembryons chiméres de 12.5 jours, ni dans la région
antérieure dAQ'embryons de 10.5 Jjours ; ceci n'‘était
pas le résultat attendu & partir des études

dthybridation in situ. La phase ultérieure de
transcription de HOXC8 (Hoy- . observée & partir du
jouf 10.5 dans les._zoﬁv- 5 localisées du tube
neural n'était pas mise = .. .ance éar llactivité de

f-Gal. Une explication possible pour ce résultat
serait que, bien gue l'exprecssion de lac Z soit sous
le contréla du promotenr HOXC8 (Hox-3.1), les
séquences 3' du HOXC8 (Hox-3.l1l) sont absentes dans le
géne reporteur. Il est possible que des séquences 3!
du codon dt'initiation AUG du HOXCS (Hox—-3.1) aient
une influence sur l'expression tardive de HOXCS
(Hox-3,1) - dans le domaine antérieur. Un effet de
Mdosage de géne" pourrait aussi expliquer ce
résultat. L'autoactiVation de'fplusieurs*”homéogénes |
chez g;gsophila' a été démontrée génétiqueméht ou
suggérée par la formation de complexes entre 1!'ADN et
les protéines des homeobox.
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8i le composant tardif de la transcription de
HOXCB (Hox—-3.l) dans le tube neural est maintenu par
un mécaniame semblable, 1l'inactivation d'un alléle
pourrait avoir un effet dominant dans les celules de
';L"'ectode'rme neural_%. - Puisqu'fun allale 'seuigment _
produirait la protéine HOXCS . (Hox-3.1), le signal -
dlactivation serait dilué sur les deux promoteurs. La
réduction d'autoinactivation dans les deux 1loci
pourrait ainsi conduire & un arrét total de
1tinitiation de  transcription. Ceci  pourrait
expliquer pourduoi aucune expression de Lac Z n'a été
deétectée dans la région cervicale du tube neural
d'embryons de 10.5 et 12.5 jours.
V =~ Passage de la modification dans 1la 1lignée
cellulaire germinale : production dfanimaux
transgéniques

Les effets en F; et en F, de la modification
apportée par 1llinsertion ciblée ont été observés
aprés reproduction des chiméres. Le passage de la
modification dans la lignée cellulaire germinale a
été constaté. ' - |
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REVENDLCATIONS

1. Animal transgénique ou chimérique comportant
des cellules dont le génome comprend :
- un ADN hétérologue, dit ADN d'insertion, et étant
constitué paf la totalité d'un géne ou par une partie.
d'un géne ;
- 1'ADN d'insertion é&tant positionné dans le génome
par rapport a4 un géne endogéne, dit géne receveur,
comprenant un ADN de complément, de fagon A ce que
1'ADN Q'insertion ou 1'ADN de complément est rendu
fonctionnel, ou son fonctionnement est rendu plus
efficace grdce a l'association de 1'ADN d'insexrtion
et 1'ADN de complément., .

2. Animal selon la revendication 1, caractérisé
en ce gque 1'ADN d'insortion contient soit une
séquence codante, dont 1l'expression a lieu sous le

-ny

contrdle des sdéquences régulatrices du géne receveur,
soit une séquence régulatrice permettant l'expression

d'une séguence codante du Ju. - -2ceveur, .
.3, Animal selon la =+ ation 2, caractérisé
en ce gue L1'ADN d'insc.t ist constitué d'une

séquence codante autre qua2 la séquence codante d'un
géne codant pour un agent de selection.

4. Animal selon la revendication 1, caractérisé
en ce que 1'ADN d'insertion comprend la totalité d'um
géne.

5. Animal selon 1tune quelconque des
revendications précédentes caractérisé en ce que le
géne receveur est un géne qui normalement n'est pas
“transcrit dans la i:._ellu_l-e. o '_

6. Animal  selon - l'une - quelconque  des .
revendications précédentes caractérisé en ce que le
géne receveur est inactivé suite & 1ltinsertion de
1'ADN dtinsertion, l'expression de 1'ADN d'insertion
se substituant a celle du géne receveur.
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7. Animal selon 1l'une quelconque des
revendications précédentes caractérisé en ce que
1'ADN d'insertien remplace une partie du géne
receveur. »

38

8. Animal  selon 1l'une quelcongue des
“revendications précédentes caractérisdé en ce gue le
géne receveur est, hormis 1la présence de 1'ADN
dtinsertion, dans son environnement génétique
naturel.

9, Aninal selon 1l'une quelconque des
revendications précédentes caractérisé en ce que le
génome contient, adjacent & 1'ADN dfinsertion, une
séquence dite "intercalante" comprenant par exemple
une séquence codant pour un agent de sélection avec
un promoteur autorisant l'expression de l'agent de
sélection, ou un marqueur.

10. Animal transgénique dans leguel unc seule
copie d'un géne qui est présent dans le génome a4 au
moins deux exomplaires, a été inactivé par
ltinsertion d'un géne qui est différent du géne
inactivé, le géne dfinéertion.étant inséré dans une
position gui permet 1‘'expression de ce géne sous le
contréle des séquences régulatrices du géne endogéne
inactive, _ :

11. Animal selon l'une guelcongque  des
revendications précédentes utilisé pour un marquage
génétique, o

12. Procédé de criblage de produits
pharmaceutigues présumés avoir une activité & l'égard
des produits d'expression d'un géne pathologique lié
4 une maladie, cafactérisé par l'administration du
produit & un animal . transgénique seloh, 1tune
quelconqde- des revendications 1 A 11, 1'ADN
d'insertion étant constitué par le géne pathologique
ou un fragment de celui—ci.' '




GUTMANN-PLASSERAUD FAX: 33-1-42660890 21.FEV.96 17:0C No.012 P.51

T

19

13. Acide nucléique issu de la recombinaison
homologue entre wun ADN d'insertion et un géne
receveur, ledit acide nucléique comprenant :

- un ADN d'insertion, hétérologue vis-i-vis @u géne
receveur, 1'ADN 4'insertion étant constitué par la
totalité d'un géneiou par une partie d'un géne ;

= un géne receveur

- 1'ADN d'insertion étant positionné par rapport au
géne receveur comprenant un ADN de oconplément de
fagon 4 ce gque 1'ADN d'insertion ou 1l'ADN de
complément est rendu fonctionnel, ou son
fonctionnement est rendu plus efficace gréce a
l'association de 1'ADN d’'insertion et 1'ADN de
complément,

P

14. Cellule d'animal transgénique selon 1l'une
quelconque des revendications 1 & 10.

15. Lignée cellulaire issue d'un animal
transgénique selon 1'une duelcongque des
revendications 1 a 10.



