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Résumé

Des les premiéres expériences de transgenesersipeptve d'utiliser la glande mammaire
comme bio-réacteur pour la production de protédiesérét pharmaceutique mais aussi pour
modifier la composition du lait a des fins nutnitiielles et/ou technologiques, a été
envisagée. Elle s’appuie sur l'utilisation des sfoes promotrices des génes spécifiant les
protéines majeures du lait. Malgré de nombreusedeét la mise au point d’'un vecteur
efficient pour l'expression ciblée, sans « effet pesition », de genes dans la glande
mammaire n’a toujours pas abouti. Plusieurs prooretdu gene ded-lactalbumine, un des
genes spécifiant les protéines majeures du lailisag en transgénese ont conduit a des
expressions dépendantes du site d'intégration.ilisation récente de grands fragments
d’ADN (BACs et YACs) a permis de s’affranchir de eeeffet de position ». Cela a été le cas
pour le vecteur développé au laboratoire, qui spwad a l'insert d’'un BAC caprin de 160 kb
contenant le gene deaFlactalbumine (BAC 41), suggérant la présence diéldts cis-

régulateurs dominants. Mon sujet de these visaitadyser plus finement cet insert.

Des expériences de transgénese utilisant un BAuaci dérivé (BAC 6) nous ont permis
d’effectuer une primo-localisation de ces élémamtsamont de ce BAC. Dans cette région
deux loci ont été identifiés: celui de la cycline Tl et BQ436. La caractérisation
fonctionnelle de ces ded&ci nous a permis de montrer que ces genes sont actggin du
BAC 41 et disposent d'un mode d’expression de typejuiste. De fagon inattendue,
I'utilisation du promoteur de la cycline T1 en tsgénese a conduit a une expression certes
ubiquiste mais abondante dans la lignée germinale.rhe géne FLJ20436 présente quant a
lui un épissage complexe, conservé au cours delligon. Ces études nous ont amenés a
suspecter la présence de deux domaines chromatirpatatifs séparant ces genes a
expression ubiquiste de celui defactalbumine. L'analyse structurale de ées a permis

de dresser une carte précise du BAC 41 et de détinme région frontiere séparant les deux
domaines chromatiniens putatifs. Une recherche @n sein d’élémentgis-régulateurs
dominants a été initiée. L’identification et 'asgtion de tels éléments au promoteur du gene
de l'a-lactalbumine devraient contribuer a la mise ampde vecteurs d’expression efficients

pour la transgénese mammaire.



Summary

Since the beginning of transgenesis, the use ahdmamary gland as a bio-reactor to produce
pharmaceutical proteins or to modify the technalabiand/or nutritional properties of the
milk was suggested. It was based on the use ofhther milk protein genes regulatory
sequences. Despite numerous studies, the credtiarvector for an efficient and specific
expression of genes in the mammary gland withouositpn effect” has not been achieved.
Several promoters afi-lactalbumin gene, a major milk protein-encodingh@ehave been
used but resulted in integration site dependantessions. The recent use of large genomic
fragment (BACs or YACSs) has allowed to avoid thisition effect”. This has been observed
with a vector that was developed in our laboratbat consists of a 160 kb goat BAC insert
(BAC 41) encompassing theelactalbumin gene, suggesting the occurrence ofimmmcis-

regulatory elements. The aim of this thesis wdsittiher analyse this insert.

Transgenic experiments using a derived shorter BAGO kb allowed us to localise these
regulatory elements in a 5’ distal region of tindactalbuminlocus In this region two loci
were identified: the cyclin T1 and FLJ20436. Cheedsation of these genes revealed that
they were functional within the BAC 41 and ubiquisty expressed. Surprisingly, the use of
the cyclin T1 promoter in transgenics resultednruliiquitous expression unexpectedly high
only in male germ cells. FLJ20436 pre-mRNA has gy\@mplex splicing pattern that is
conserved during evolution. These observationsuedo suspect the occurrence of two
chromatin domains separating these ubiquitouslyressged genes from theelactalbumin
one. Structural analysis of these genes has alldwelgfine a precise restriction map of the
BAC 41 and to precise the location of the potertiadder region within the two chromatin
domains. Search forcisregulatory elements within this region was ingt There
identification and association with the-lactalbumin promoter should contribute to the

creation of efficient mammary specific expressiectors.
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Organisation des génomes eucaryotes

L’analyse de la structure et de la régulation diaseg présents dans les génomes eucaryotes a
permis de montrer que les éléments régulateursvariant lors de la transcription n’étaient
pas localisés seulement dans les régions proximatesadrant ou dans les unités de
transcription des genes (pour revue Levine anchTR&03). Ledoci s’étendent souvent sur
des distances de plusieurs dizaines de kb au ssijudls de nombreuses séquences distales

jouent un réle non négligeable dans la régulatefiekpression des genes.

|. Organisation générale des genes

Dans cette these, nous considererons un gene eteapgmme défini par sa région transcrite
et son promoteur minimal auxquels vont s’assoasr régions régulatrices proximales et

distales.

La région transcrite correspond a l'unité de trapson du gene, c’est-a-dire a la structure
comprenant un ou plusieurs exons séparés par demsn caractéristiques des génes
eucaryotes. Les exons comprennent le cadre dadeainsi que les séquences 5’ et 3' non
traduites Fig. 1.1).

Géne

A

Isolateur/MAR > Isolateur/MAR

Unité de
’ 1.1.1.1.1 transcription ’

Qmphflcm‘eu@rs \\“ \// / Amplificateurs

distaux  proximaux distaux

Fig. 1.1 : Description schématique d’'un géne

Cette structure « multi-exonique » est a l'origide mécanismes de régulation complexe

propres aux organismes supérieurs, qui permetiguastir d'un méme gene, la traduction de
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plusieurs protéines grace a des phénoménes d'gpisaliernatif (Graveley, 2001).Cet
épissage permet une combinatoire des exons dansprapertion encore inconnue. Ce
mécanisme en association avec l'augmentation deotaplexité des régions régulatrices
pourrait expliquer la faible difféerence qui exigrtre le nombre de génes présents chez le
nématodeCaenorhabditis eleganda moucheDrosophila melanogasteou ’'Homo sapiens
(Graveley, 2001).

La région régulatrice proximale correspond au <«cpromoteur » ou vient se fixer la
machinerie responsable de la transcription dessgdhs’agit de la région directement en
amont de l'unité de transcription (-150 a —200 pb) renferme les quelques séquences

régulatrices nécessaires au recrutement de '’ARMwpErase Fig. 1.1).

La région régulatrice distale englobe un ensembdémbents pouvant agir ecis sur de

grandes distances. Ces séquences sont reconnueslepaiprotéines régulatrices qui
interagissent entre-elles et avec le «core pramote Il s’'agit aussi de séquences
d’attachement a la matrice nucléaire (MARs : MatAttachment Regions) permettant de

délimiter différentes régions chromosomiquies(1.1).

II. Notion de domaines chromatiniens

Les dernieres études indiquent que le génome humeiferme plus de 30000 génes
spécifiant des protéines, répartis de maniere womolgéne le long des chromosomes (Lander
et al, 2001). Comme indiqué ci-dessus, certaines régigsatrices distales peuvent agir en
cis sur de longues distances, pouvant dans certasndégmsser les centaines de kb. Ces deux
observations posent de nombreuses questions :

Comment des genes localisés les uns a c6té dess quduvaient-ils garder des profils
d’expressions spécifiques ?

Pourquoi les éléments régulateurs de promoteuts fiinteragissaient-ils pas avec des
promoteurs situés a proximité ?

Comment des genes localisés proches de régionsivemqtelle de la chromatine

condensée) continuaient-ils a pouvoir s’exprimer ?

Des éléments de réponse ont été apportés avecemsepes descriptions de I'organisation
des génomes. Les génomes eucaryotes sont orgamsggmaines chromatiniens pouvant

contenir aussi bien des genes individuels que lssecs de génes (Reitman and Felsenfeld,
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1990 ; Kellum and Schedl, 1991). Ces domaines iommeels garantissent un profil

d’expression indépendant que ce soit au cours dal@gpement embryonnaire ou dans des

cellules différenciées et ce quelque soit le dedgécompaction des chromosomes. Pour

diriger la régulation de I'expression des difféeeegénes présents au sein de ces domaines, il

existe trois niveaux de controle :

* la présence ou non dans la cellule de facteurgahesdription venant se fixer sur des
séquences d’ADN spécifiques (régions régulatrigsglés) pour moduler 'activation ou

la répression de la transcription de ces génes

e le complexe multi-protéique impligué dans le reemént de la machinerie ARN
polymérase requise pour la reconnaissance du «promoteur » et l'initiation de la

transcription

* les protéines capables de modifier et de remodelechromatine pour assister le

déplacement du complexe transcriptionnel le longAi@N (Levine and Tjian, 2003).

Il a été observé que des séquences régulatriceamees par des effecteurs tels que des
activateurs capables, une fois fixés sur ’ADN stiemuler des génes cibles eis sur de trés
longues distances (plusieurs Mb), ne peuvent agirsyr des promoteurs appartenant a leur
propre domaine sans interférer avec les unitégatesdription des domaines chromatiniens
voisins. De méme, il a pu étre démontré que latiddlée régions distales au niveau des
frontieres de ces domaines pouvaient conduire amiadification de la structure
chromatinienne et du profil d’expression des gépessents sur les domaines adjacents,
impliquant la perte de séguences importantes pexpriession indépendante des génes. Un
tel systéme suppose I'établissement de frontieragalles d’empécher physiquement
l'interaction entre les activateurs et les promrgede domaines chromatiniens adjacents
(pour revue Westt al, 2002 ; Kuhn and Geyer, 2003).

lll. Description des isolateurs

1. Propriétés associées aux isolateurs

L’existence de séquences d’ADN spécifiques pousadsocier a des complexes protéiques
et qui pourraient jouer le rble de barrieres eogre différents domaines a été révelée au début
des années 90 (Kellum and Schedl|, 1991 ; Cletngl, 1993). Ces séquences, hommées

isolateurs, ont la propriété d’'une part d’empédtamtivation d’'un promoteur si elles sont



placées entre ce dernier et un activateur, le geai® ainsi de signaux d’activation non
spécifiqgues et d’autre part, d’'empécher la propagade la chromatine condensée et donc
eviter I'extinction des génes a proximité. Ces dpwpriétés semblent indépendantes I'une
de I'autre comme cela a pu étre montré pour I'tenia5’ HS4 (DNAse | Hypersensible Site
4), frontiere dulocus de la -globine chez le poulet (Recillas-Targa al, 2002). Ces
séquences ont pu étre identifiées dans de nomisresgmces eucaryotes, de la levure a
I’'hnomme en passant par la drosophile, suggérantcgaeéléments ont conserveé leur réle au

cours de I'évolution.

2. Hypothéses des mécanismes d’action des isolateurs

Il semblerait que ces séquences soient capablescdgter différents complexes protéiques
notamment :
 des enzymes qui vont cibler le remodelage de lanchtine telles que des HATs

(Histones Acetylase Transferase)

» des protéines de type « anti-enhancer » telle gyedtéine a douze doigts de zinc CTCF
(CCCTC-binding Factor) chez les vertébrés ou lagme Su(Hw) (Suppressor of Hairy-
wing) chezD. melanogastefpour revue Westt al, 2002 ; Kuhn and Geyer, 2003).

Les protéines HATs permettent I'acétylation desdigslysines des histones H3 et H4 ce qui
a pour effet de diminuer la charge positive glolmide nucléosomes, et donc leur affinité pour
'’ADN. La conséquence d'un tel remodelage de laoptatine est la décondensation de
I’ADN au niveau des sites de fixation des HATs,mpettant un acces plus facile des facteurs
de transcription sur les séquences régulatricedigoges dans I'expression des genes.
L’acétylation des histones va ainsi interrompreptapagation de la chromatine condensée
responsable de I'extinction des genes.

En ce qui concerne les protéines de type « ant®rdr » des travaux effectués chez la
drosophile montrent que la formation d’'un compl@xetéique est nécessaire pour pouvoir
bloquer l'activation d’'un promoteur par un activatenon spécifiqgue (Cuvieet al, 1998 ;
Gerasimova and Corces, 1998). Les « anti-enhamcensse fixant sur ’ADN au niveau des
isolateurs permettraient la protection des genesea d’'un domaine chromatinien, de I'effet
des séquences régulatrices des domaines fonctionoéins. Ainsi, pour caractériser de
telles séquences, des expériences ont été menée® cimelanogasteravec comme géne



rapporteur le « white mini gene », responsable @tigpde la pigmentation des yeux chez
cette espéce. Lors de son utilisation en transgénlesa subir les effets de la chromatine
environnante avec pour consequences une colordéisryeux des drosophiles transgéniques
allant du jaune pale au rouge. En encadrant ce ggam®rteur de séquences potentiellement
isolatrices, il a été possible de suivre le pouwsrprotection de ces séguences contre les
éléments chromatiniens voisins du site d’'intégratie la construction comprenant le « white
mini gene ». Si les séquences utilisées sont ddatesirs alors la coloration des yeux de
I'ensemble des lignées de drosophiles obtenuegaana pale, synonyme d’un faible niveau
d’expression de ce « white mini gene » et surtduhel régulation indépendante du site
d’intégration de la construction (Kellum and Schdd@91 ; Chungt al, 1993). Ce systéme a
permis de caractériser plusieurs isolateurs auesidhezD. melanogastegue chez d’autres
especes (Kellum and Schedl, 1991 ; Cheingl, 1993 ; Gdulat al, 1996).

Une derniére hypothése contribuant a expliqueptepriétés des isolateurs serait la capacité
de ces séquences a former des boucles topolodmuesnnelles. Cette organisation spatiale
permettrait ou pas l'acces aux sites potentieldixdgion de facteurs de transcription avec
I'activation ou la protection des genes se sitwaspectivement sur une méme boucle ou sur

des boucles voisine§i@. I.2 etl.3).

B

Fig. 1.2 : lllustrations des propriétés d’un isolateur (Kudnd Geyer, 2003).



A : blocage par lisolateur de la stimulation du proteor jaune par l'activateur vert
et réciproquement du promoteur vert par I'activat@une.

B : l'isolateur peut empécher la propagation de la aimatine condensée et ainsi
éviter I'extinction des genes voisins.
Les losanges rouges représentent les isolatewspvigles de verts et jaunes notés E les

activateurs de genes, les croix rouges I'absenaetidation et la chromatine condensée est

illustrée par la présence de nucléosomes.

Pore nucléaire Cytoplasme

) Noyau

Fig. 1.3 : Mécanismes potentiels d’action des isolatearvivo (Kuhn and Geyer,
2003)

Différentes boucles topologiques peuvent étre ne@egdace afin de permettre une régulation
indépendante de I'environnement chromatinien awegérésents sur ces boucles.

Les losanges rouges représentent les isolateusspvales verts notés E les activateurs de
genes, les croix rouges l'absence d’'activationaethromatine condensée est illustrée par la
présence de nucléosomes.

Au final, ces séquences isolatrices revétent ufle teportance, tant au niveau de la
compréhension fondamentale du mécanisme qu’'a adsi applications potentielles en
transgénese, que de nombreuses équipes s'intérgsdeur caractérisation et ce dans de
nombreuses espéces eucaryotes. Cependant, malgpért constant d’'informations sur leurs

caractéristiques, aucune structure commune ou Bégu®nsensusn’a pu étre mise en
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évidence. Seules les propriétés bien spécifiquaedeséquences permettent de les identifier

avec certitude.

V. Présentation de quelques isolateurs caractérises

1. Séquences scs et scs’ (specialized chromatindsteicheD. melanogaster

Ces séquences sont situées de part et d’autreustegéaeshsp70impliqgués dans la réponse
aux chocs thermiques, délimitant ainsilteus 87A7 (Udvardyet al, 1985). Ces deux
séquences de 1,7 kb correspondent a des siteseddgysibilité a la DNAse | entourant une
région résistante aux nucléases dont le profihexdifié lors de l'induction des geneésp70
par choc thermique. Ces deux éléments combinésnontré qu’ils pouvaient conférer une
protection a un transgéne contre 'effet de pasi@b interférer entre un activateur et son
promoteur (Kellum and Schedl, 1991 et 1992).

2. Rétrotransposon gypsy chBz melanogaster

Cet élément régulateur est composé d’'une succepkisrou moins dégénérée de 12 sites de
fixation pour une protéine en doigts de zinc, lat@ne Su(Hw) (Spanat al, 1988),
s’étendant sur a peine 340 pb. Parmi ces sitesxdioh, 9 sur 12 sont nécessaires au bon
fonctionnement de lisolateur. De plus, ce systénet en évidence la nécessité de la mise en
place d’'un complexe protéique spécifique pour actles propriétés isolatrices de I'élément
gypsy. En effet, au moins 4 protéines Su(Hw) s@uessaires, de méme que plusieurs co-
facteurs spécifiques, dont mod(mdg4) qui vont veeirfixer sur Su(Hw), pour former une
structure indispensable pour la propriété de bleasss activateurs-ig. 1.4) (Gerasimovaet

al., 1995).
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Fig. 1.4 : Représentation schématique du complexe isolgiygsy (Weskt al, 2002).

Les ovales bleus et verts représentent les pratésngHw) et mod(mdg4) respectivement. Ces
protéines localisées sur plusieurs domaines chromgeis vont venir former le complexe
isolateur gypsy a l'aide d’autres protéines capabiie fixer TADN (ovales gris). L'activateur
E1 ne pourra stimuler que les genes de son donw@mane P1 mais sera inefficace sur les
autres génes tels que P2 en raison de la présamcemplexe isolateur gypsy.

3. Caractéristiques communes aux isolateurs Ehemelanogaster

Les éléments scs et gypsy possedent les deux @epriondamentales d’'un isolateur que
sont le blocage de la fonction d’'un activateur wairpromoteur et I'élimination de I'effet de
position pour aboutir & une expression indépendduntesite d’intégration du transgéne et
proportionnelle au nombre de copies. Par ailleces, éléments ont quelques caractéristiques
communes. Ce sont des régions riches en adéendsiret thymidine (T) sur lesquelles peut
se lier préférentiellement la topoisomérase Il gpirrait jouer un réle dans la modification
locale de la chromatine. De plus, ces séquencassimt la mise en place de complexes
protéiques faisant intervenir certaines protéines spécifiques comme BEAF-32A qui se
fixent sur de nombreuses séquences au sein du géderta drosophile et notamment aux
frontieres de domaines chromatiniens. Plusieurspéquont tenté d’utiliser ces séquences
pour isoler des transgenes chez les vertébréslesaigsultats sont peu convaincants (Modin
et al, 2000). Une des explications serait I'absence tdezertébrés des protéines nécessaires
a la mise en place des complexes capables d'ikdegénes chel. melanogasteou une
modification des séquences cibles. Pourtant, ild@inprobable que de tels systemes aient

leurs équivalents chez les vertébrés.
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4. Séquence 5’ HS4 docusde la-globine de poulet

L’isolateur 5° HS4 dulocus de la-globine de poulet est un des mieux caractérisé&stC
dans le cadre de I'étude de certaines forme-thalassémie humaine que l'identification de
cette région a pu étre réalisée (pour revue Grdsué€l99). Malgré une structure normale du
promoteur proximal dlocus des globines, aucune expression du gene n'étittde chez
les patients. La région en amont du cluster prégaime délétion, provoquant I'extinction des
génes et une modification importante de la strectde la chromatine. Cette région
chromosomique détectée a été tres étudiée dansykigspeces pour essayer de comprendre
les mécanismes impliqués dans ce phénotype. Piasdas hypersensibles a la DNAse | ont
pu étre mis en évidence, cing chez I'hnomme et laispquatre chez le poulet, le tout étendu
sur environ un vingtaine de kb de région chromosgomifig. 1.5). Cette séquence distale
s’est avérée indispensable pour obtenir une expre$srte et spécifique des genes présents
dans le cluster des globiniesvivo et a été appelée LCRdcusControl Region) (Grosveldt

al., 1987). La caractérisation de cette région a néompue sur I'ensemble des sites
hypersensibles, le site le plus en amont (5 HS&zdithomme et la souris, 5" HS4 chez le

poulet) est constitutivement présent tandis quealéses ne le sont que dans les cellules

erythroides (cellules ou s’expriment spécifiqueniesigénes des globines).

Souris 5 HS gy Bhi Bmai Bmin 3'HS
@ e\e ‘e' ‘@; g o ———) ) )
LR
Poulet 5HS p BB ¢ 3'HS
LCR —
B/e
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Fig. 1.5: Schéma diocusdesp-globines chez 'lhomme, la souris et le poulet (&lar
et al, 2002).

Les ovales rouges et oranges représentent les Isjj@sr sensibles a la DNAse |, les ovales
rouges symbolisent les frontiéres du domaine chtimmea desf-globines. Les fleches vertes
représentent les génes des globines. L’ovale meprésente I'activateur des deux gépfs

et & globines du poulet.

Ce site présent en permanence constitue la frengatre deux domaines chromatiniens
différents avec immédiatement en amont une régibgtérochromatine (trés dense) et la
présence d’'un autre géne (récepteur au folate)idéca 16 kb du site 5’ HS4 tandis qu'il est
bordé en aval par une région d’euchromatine diteexia (Prioleatet al, 1999 ; Saitofet al,
2000). Le gene du récepteur au folate présenterégelation spatio-temporelle de son
expression trés différente de celle des génesldbmgs, induisant la nécessité d’'un élément
isolateur entre ces deugci (Fig. 1.6). L'étude de ce site hypersensible 5" HS4 a mis en
évidence une séquence de 1,2 kb détenant toutggdpaétés définissant un isolateur : la
capacité a interrompre la stimulation d’'un activateur un promoteur et la protection d’'un
gene de l'effet de position (Chuegal, 1997).

locus des env 10 kh
. —
globines
HSA 5Hs p B"B* & 3HSPBL P2
gene du Enh genes des
récepteur p/e récepteurs
au folate lactic

Fig. 1.6 : Schéma de la région chromosomiquelatus de lap-globine du poulet
(Farrellet al, 2002).

Les ovales rouges et oranges représentent les lgjjgsr sensibles a la DNAse |, les ovales
rouges symbolisent les frontieres des domainesntéitioiens. Les fleches vertes, jaune et
violettes représentent les génes. L'ovale mauveésepte I'activateur des deux géngset

" globines du poulet.
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V. Autres éléments régulateurs ayant des propriééiices

Un certain nombre d’éléments déja connus se soétéavavoir également une activité
isolatrice comme certaines MARs (Forresétral, 1999 ; Porteret al, 1999), I'élément
répété de type Alu (Willoughbgt al, 2000) ou I'exemple de la structure en triple ¢gli
(Pallaet al, 1997 ; Melfiet al, 2000).

1. Les caractéristiques des séquences MARs

Les MARs permettent la liaison de 'ADN a la magriaucléaire, ce qui a pour effet de
favoriser le rapprochement des facteurs protéigumegliqués dans la régulation de
I'expression des genes. Elles furent les premiegesdidates pour la caractérisation des
régions isolatrices chez les vertébrés car ellesgoent des propriétés communes avec les
éléments scs et gypsy. En effet, ces régions sdrds en A et en T sans pour autant disposer
des séquences consensus. Elles possedent de nrmsiie=supotentiels de fixation pour la
topoisomérase Il. Elles correspondent souvent asites hypersensibles a la DNAse |
localisés en bordure de domaines chromatinienstté&du la classe des MARs et celle des
isolateurs sont deux classes différentes mémertiimes MARs présentent des propriétés
similaires aux éléments isolateurs (Forregteal, 1999 ; Porteret al, 1999). Les MARs
peuvent étre étroitement associées a des régidnsteces, ce qui aura pour effet de
favoriser fortement l'action de ces derniéres. [@He$ séguences peuvent protéger un
transgéne mais seulement dans des cas tres parscgpécifiques de l'activateur et du tissu
(Forresteret al, 1999 ; Porteet al, 1999).

2. MAR dulocusdu lysozyme de poulet

La MAR la mieux caractérisée a I'heure actuelle edte présente a I'extrémité 5’ du
domaine duocusdu lysozyme du poulet (Loc and Stratlid§88 ; Stiefet al, 1989). Cette
MAR a la capacité de pouvoir protéger un transginéeffet de position aussi bien vitro

en culture cellulaire gin vivodans des souris transgéniques (Borefeal, 1990 ; Phi-Varet

al., 1990 ; McKnightet al, 1992 et 1996, Zahn-Zabadt al, 2001). Cependant, la
caractérisation fine de cette séquence a permastater que les régions impliqguées dans
I'activité d’attachement a la matrice et d’isolerhétaient des régions différentes, suggérant

des fonctions dissociées (Phi-Van and Stratlin§6).9
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3. MAR dulocusde I'apolipoprotéine B humaine

Un autre exemple, décrit recemment, montre uneceggm similaire de propriétés entre la
MAR de l'extrémité 5 du domaine diocus de I'Apolipoprotéine B100 humaine et un
isolateur. C’est un site chromatinien hypersensible DNAse | dans les cellules intestinales.
Cette région protege les transgenes contre I'eédgposition chez la drosophile (Antesal,
2001). Une sous région de cette MAR possede unétaate blocage d’activateur polaire
avec un site de fixation pour la protéine CTCF @&t al, 2001). Ces exemples montrent
que différents éléments interviennent dans la reis@lace des complexes capables d’isoler

efficacement les domaines chromatiniens, chacuntayarfle spécifique.

4. Séquence répétée de type Alulocusde la kératine 18 humaine (K18)

D’autres séguences peuvent présenter, au moingellganent, des caractéristiques
d’isolateur. C’est le cas de la séquence répétagpdeAlu localisée en amont docusK18
(Willoughby et al, 2000). La plupart de ces séquences possedentramofeur ARN
polymérase Ill fonctionnein vitro mais réprimén vivo. L'activité transcriptionnelle de la
séquence Alu dlocusK18, par sa capacité a inhiber les interférencgentielles des unités

de transcription voisines, protegerait de I'effetmbsition (Willoughbyet al, 2000).

L’ensemble de ces exemples montre que les élénmptstants pour la régulation d’'un gene
ne se limitent pas a son promoteur et a sa régiaxirpal. Au contraire il est de plus en plus
clair que des régions parfois tres éloignées datéude transcription jouent un réle essentiel
sur la régulation de I'expression des différentaegeet sur leur indépendance les uns par
rapport aux autres. L'incorporation de tels élémmafdns des transgenes, et notamment de
séquences isolatrices, serait importante afin diupéer leur expression et d’éviter I'influence
éventuelle des activateurs et/ou inhibiteurs Igéalia proximité de leur site d’insertion.
Quelques expériences utilisant des fragments d& teslativement réduite (seulement
quelques kb) ont permis en transgénése une exmmessiépendante de I'environnement
chromatinien. On citera les exemples d’expériemmesransgénese chez la souris utilisant le
gene de Ig-lactoglobuline du mouton (Whitelaet al, 1992) ou celui de la WAP (Whey
Acid Protein) de rat (Krnacilet al, 1995). Il semble cependant que ces constructions
disposaient en fait d’'une configuration optimale Igout de séquences adjacentes, méme de
seulement 1 kb, conduit a une dérégulation de fesgion de ces transgénes, traduisant

I'absence de séquencas-régulatrices dominantes (Shatial, 1992 ; Krnaciket al, 1995).
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L’expression de transgénes de petite taille présgas souvent des problémes de spécificité
tissulaire et de corrélation aux nombres de copiaduisant I'influence du site d’'intégration
et par la-méme a nouveau l'absence de séquamessgulatrices dominantes. Ces résultats
ne sont pas surprenants si on se réfere a I'exedyiecus de lap-globine du poulet, dans
lequel la séquence LCR est étalée sur prés de 25 ¢dre la régulation de I'expression d’un
cluster lui-méme s’étendant sur plus de 50 kb. Sees séquencesis-régulatrices
dominantes, I'expression d’'un transgéne peut éffeenceée par plusieurs parametres. Avant
de mieux étayer ce point, nous reviendrons d’alboievement d’une part sur les méthodes

d’obtention de tels animaux et d’autres part saraggplications.
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Introduction a la transgénese

|. Historique et définitions

Au début des années 80, une révolution a éclaté Bamilieu de la recherche biologique
avec I'émergence des techniques de transgéenesdqietral, 1980). En 1982, I'utilisation
d’'un géne hybride de rat codant pour une hormonerdssance a permis I'obtention de
souris transgéniques « géantes » (Palneitexl, 1982). Pour la premiére fois en biologie, la
preuve fut apportée qu’il était possible de s’aftiair de la barriere d’especes et d’obtenir des
phénotypes remarquables. Pourtant, ces expériartesoulevé de nombreuses questions
dans I'opinion publique. La croissance inhabituelés souris était-elle due a I'expression du
géne de l'hormone de croissance de rat ou s'agissdiun phénomeéene résultant de
I'utilisation d’ADN provenant d’'un organisme tel gde rat ? L'analyse de I'expression du
transgene dans les différents tissus de ces stransgéniques démontrait que la forte
croissance de ces animaux découlait de la sur-ssipredu géne de I’hormone de croissance
de rat dans leur foie. A la suite de ces premiésmultats, les approches potentielles sont
devenues nombreuses telles que des modéles d’épmiesles effets des hormones de
croissance ou le gigantisme, la possibilité d’a&@lla croissance des animaux, des solutions
pour corriger les maladies génétiques, leur utibsacomme bio-réacteurs... Jamais une
technique n'avait été aussi prometteuse au niveaced applications potentielles, méme si
pour certaines elle suscitait et suscite toujoues draintes et des questions éthiques
(Whitelaw and Bruce, 2002).

Un animal transgénique peut étre défini comme umanayant intégré au sein de son
génome un fragment d’ADN étranger a la suite dhamgfert de géne. L'intérét de créer de
tels animaux est de pouvoir :

» passer outre la barriere d’especes et ainsi étlidigaression de genes hétérologues dans

des animaux modeles tels que la souris,

» intervenir sur la régulation d’'un gene d’intérét lensur ou sous-exprimant, voire en
l'invalidant, pour essayer d’'y associer un phénetgp apporter ainsi des renseignements

sur sa fonction,
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« franchir la barriere tissulaire et analyser le pitgpe créé par I'expression d’'un géne

donné hors de son contexte physiologique.

De plus, lors d’une intégration dans la lignée geate, le transgéne pourra étre transmis aux
générations suivantes pour aboutir a la créatiohgd€es qui permettront de conserver ces

animaux d'intérét.

ll. Les principales techniques utilisées en transgénese

Dans cette présentation, nous traiterons le casrdsmiferes, sachant que certaines des
techniques de transgénése ne sont pas applicalilastees espéeces et/ou que leur utilisation
nécessite parfois une adaptation en fonction degdbysiologie de la reproduction (cas des

poissons et des oiseaux par exemple).

1. La micro-injection

Les techniques utilisées de nos jours pour l'oldentde tels animaux n'ont que peu évolué
depuis I'époque des premieres souris transgéniqguasplus utilisée d’entre elles, en
transgénése additive chez les mammiféeres, resticla-injection. Cette technique consiste a
injecter dans des embryons au stade pronucleigsta& cellule) plusieurs centaines de
copies du fragment d’ADN qui doivent étre intégréesms le génome cible. Cette injection
s’effectue directement dans I'un des pro-noyauxi{eat dans le pro-noyau male qui est plus
gros, plus périphérique et donc plus accessibl&ide d’une micro-pipette. Cette technique,
invasive et agressive pour les embryons, abouit @ort de beaucoup d’entre eux. Seuls
25% des embryons réimplantés dans les meres pestelasmneront naissance a des petits et
seulement 15 a 25% de ces animaux seront transggniGes chiffres moyens obtenus chez
la souris sont encore plus faibles dans d’autrpgaes, notamment le porc, le lapin ou les
ruminants (Pinkert and Murray, 1999).

Cette technique ne permet pas de maitriser ledsitgegration ou le nombre de copies du
transgene intégrées. La « non-maitrise » du sitéédjration associée a la possible apparition
de remaniements de I'ADN de I'h6te lors de lint#ipn peut conduire a linactivation
fortuite de genes endogenes. Ce dernier phénonfiageamoins de 5% des lignées obtenues
mais peut avoir des conséquences sur la viabititBineérét des animaux. D’autre part,

'expression du transgene peut étre affectée par esvironnement chromatinien. Ce
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mécanisme appelé « effet de position » sera dépélatiérieurement. De méme, le nombre
de copies du transgene intégrées peut influer auregpression. A nouveau ce mécanisme

sera décrit dans la troisieme section de cettednottion.

Bien que linjection d’ADN soit effectuée a un stadrés précoce du développement
embryonnaire, pres de 30% des fondateurs obtemisnsasaiques (Whitelawt al, 1993 ;
Wall, 2001). Ce mosaicisme, caractérisé par unenalesdu transgéne dans certaines lignées
cellulaires, résulterait de son intégration apras pkemiere division cellulaire. Si ce
phénomene affecte la lignée germinale, il en réawtttaux de transmission du transgéne a la
génération suivante inférieur a 50%. Si ce problemg étre considéré comme négligeable si
on s’intéresse a un modeéle animal comme la sopesité taille avec une reproduction
importante et rapide), il faut en tenir compte guan décide d’utiliser des petits ou des gros
ruminants car la multiplication nécessaire desdama partir du fondateur peut alors poser
probléeme.

2. L’infection rétro-virale

Une seconde technique moins utilisée pour le tesinsfe gene est I'infection rétro-virale.
Cette méthode présente 'avantage de pouvoir se dai stade une cellule jusqu’a la moitié
du développement embryonnaire et ceci sans aucd@hétiash ou réarrangement des
chromosomes endogenes (Cledral, 2001). Par rapport a la micro-injection, cethtéque
permet une intégration plus efficace du transgemes de génome cible en raison du fort taux
infectieux associé aux préparations virales. Cepetndes vecteurs rétro-viraux ne peuvent
incorporer que des inserts de relativement petitie {en moyenne quelques kb) ce qui limite
leur utilisation pour I'expression de transgenémféction rétro-virale est par contre un outil
de choix pour I'étude du devenir de lignées celtatalors du développement ou l'effet de
mutagénese aléatoire sur la régulation de I'expest/ou la fonction de génes. Si l'infection
rétro-virale est réalisée au stade huit cellulasgp@mple, chaque cellule recevra un profil
d’intégration spécifique qui pourra étre suivi pantle développement embryonnaire et la
vie adulte de l'animal (pour revue Meisler, 199Rjjkers et al, 1994). Elle reste
potentiellement une des méthodes les plus adapiées la mise en place de thérapies
géniques (Kordoweet al, 2000) notamment grace a son intégration effickres le génome
d’'un grand nombre de lignées cellulaires et pouéte utilisée pour I'obtention de primates

modeles de maladies humaines (Céaaal, 2001).
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3. Utilisation des cellules souches embryonnaires

Au début des années 80, deux équipes ont puldiddiinent et la culture pendant plusieurs
passages de cellules souches embryonnaires des sdesi cellules ES (Embryonic Stem
cells) (Evans and Kaufman, 1981 ; Martin 1981). €altules, isolées a partir d'un embryon
au stade blastocyste, sont cultivées sur une counheiciére de fibroblastes primaires, afin
de les maintenir indifférenciées. Aprés injecti@anags cellules dans un blastocyste receveur,
la naissance de souris chimériques (c’est-a-dimtec@nt une association de cellules
provenant d’animaux différents) a pu étre obseri@ecaractére totipotent de ces cellules
s’est traduit par la colonisation de I'ensemble tissus de la souris chimére, y compris la
lignée germinale (Gosslat al, 1986). Ainsi la transmission du patrimoine gémégi de la
cellule ES a la génération suivante peut étre algten

Certains travaux obtenus a partir d’autres typdhilages indiquaient que si la grande
majorité des phénoménes d’intégration faisait agpeles mécanismes de recombinaison
illégitime, il était possible d’observer dans certaclones une intégration par recombinaison
homologue (Smithiest al, 1985). Ce phénoméne restant tres rare, seutarafbrmation
d’'un grand nombre de cellules permet de I'obserdasi, il N’y a pas d’exemple dans la
littérature, a notre connaissance, de recombindigonologue obtenue par micro-injection
dans des ceufs. Tres vite, l'utilisation des cefll#&S comme outil pour manipuler le génome
de la souris par recombinaison homologue a été amisesuvre. Des vecteurs spécialement
concus a cet effet, permettant de sélectionnercédkiles transformées tout en contre-
sélectionnant les intégrations issues de reconsgmnaillégitime ont été mis au point,
notamment par I'équipe du Dr Capecchi (Thomas aayge€chi, 1987 ; Capecchi, 1989) et les
premieres souris obtenues a partir de cellules reSsformées ont rapidement vu le jour
(Robertsoret al, 1986 ; et pour revue Miiller, 1999).

Les possibilités offertes par cette technique sauitiples avec des modifications du génome
pouvant aller de l'inactivation d’'un gene donnéaasimple mutation ponctuelle, avec la
possibilité de suivre la régulation de I'expressiion gene en substituant a son unité de
transcription celle d’'un gene rapporteur. Cependaatype de manipulation reste trés lourd
et délicat. L'étape de culture et de sélection deses doit éviter la différenciation des

cellules. L'état chimérique de I'animal rend langsenission du patrimoine génétique des

cellules ES parfois difficile & obtenir. L'utilisah d’embryons receveurs tétraploides ou de
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co-culture d’embryons au stade 8 cellules (Watgal, 1997 ; Woodet al, 1993) ou
I'utilisation des techniques de clonage (voir cgslBus) pour éviter cette derniére étape
semblent encore peu efficaces. Enfin, de véritatddisles ES n’ont été identifiées que chez
la souris. Chez d’autres mammiferes tels le ratapen, le porc ou les bovins, seules des
cellules pluripotentes ont été isolées (Bual, 1995 ; Wheeler, 1994 ; Notarianef al,
1997 ; Firstet al, 1994 ; Cibelliet al, 1998), il en est de méme chez 'homme (Thometon
al., 1998).

4. Le clonage

Développée en parallele depuis de nombreuses afpaasrevue Gurdon and Byrne, 2003),
la technique de clonage est définie comme le tezindti noyau d’une cellule dans un ovocyte
énucléé ou comme la fusion de ces deux cellulesld®6, la premiere fusion utilisant des
cellules embryonnaires fcetales de brebis a étésééahvec succes (Campbetlal, 1996).
Cette technique a été appliquée depuis a de nosdmaspeces aussi bien chez les animaux
d’élevage, domestiques (Bagugtial, 1999 ; Polejaevat al, 2000 ; Betthausest al, 2000 ;
Onishiet al, 2000 ; Chesnét al, 2002) ou plus proches de 'Homme comme les pamat
(Chanet al, 2000). D’autres types cellulaires ont pu égaldnammner naissance a des
animaux viables, notamment des cellules prélevées th glande mammaire adulte avec la
naissance trés médiatisée de la brebis Dolly (Wikbal, 1997). Pendant la phase de culture
des cellules embryonnaires feetales, il s’est apéssible de modifier leur génome, soit par
recombinaison illégitime comme dans le cas de &bibrPolly (Schnieket al, 1997), soit
méme par recombinaison homologue (McCreathl, 2000 ; Keefeet al, 2001 ; Denningt

al., 2001 ; Kuroiweet al, 2002). Le clonage s’avére donc une alternatissipte a 'emploi
des cellules ES pour de nombreuses espéces de rigaesnil n'en demeure par moins que
cette technique reste peu efficace (quelgues %usesns réalisées permettent d’obtenir des
animaux clonés) et donne malheureusement souvésganae a des animaux porteurs de
pathologies parfois l|étales. Ces derniéres s’eMphitf notamment par une mauvaise
régulation épigénétique du génome des animaux €lgpéur exemples : Rideowet al.,
2001 ; Dearet al, 2001 ; Humpheryst al, 2001 ; Jeaniscét al, 2002 ; Inouest al, 2002)

5. Les autres techniques utilisées

D’autres techniques peuvent étre utilisées pouercde@s animaux transgeniques telles que
I'utilisation du sperme comme vecteur pour transpoet faire pénétrer le transgéne dans

I'ovocyte receveur. Quelques résultats encourageanttété obtenus (Lavitramb al, 1989 ;
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Maioneet al, 1998 ; Pernet al, 1999) mais la répétitivité de ce type de manifpurta reste a
étre validée (Brinstest al, 1989).

On citera également l'utilisation potentielle deespatogonies génetiquement modifiées, qui
aprés maturation pour former des spermatozoidesiesercapables d’apporter le géne
d’intérét dans I'ovocyte receveur (Shinohataal, 2000 ; Naganet al, 2002 et pour revue
Brinster, 2002).

Finalement, méme si les différentes techniqueséés ont peu évolué depuis les années 80,
une meilleure compréhension des mécanismes intenvéors de l'intégration du transgéne
(Bishop and Smith, 1989 ; Hamadaal, 1993) comme la longueur des séquences d’ADN
isogénique nécessaire a la recombinaison homologua cassure des brins d’ADN au site
d’intégration du transgéne conduit & I'amélioratiprogressive de leurs rendements. De
méme, l'accroissement de nos connaissances sigldation de I'expression des genes a
permis de développer des vecteurs de plus en flusioes et spécifiques. Ces vecteurs
permettent une expression des transgenes cibtameblée tant au niveau spatiale a I'échelle
tissulaire, voire cellulaire gu’au niveau tempagell n’en demeure pas moins que malgré ces
améliorations, les techniques de transgénése tasifteuses, ce qui limite encore dans les

faits son utilisation malgré les possibilités gleadffre.

lll. Les applications potentielles de la transgénése

Pour illustrer les propos précédents voici uneeliston exhaustives des applications

potentielles ou déja mises en pratique utilisattdasgénese.

1. Modéles d’étudén vivodes fonctions physiologiques

La création de modeles d’étude des fonctions plogiques est nécessaire pour espérer
pouvoir appréhender la complexité des interactamikules/cellules ou cellules/matrice extra
cellulaire présenteis vivo. L'utilisation de cultures cellulaires, aussi biprimaires que des
lignées immortalisées, permet de répondre a urainertombre de questions mais les
conditions physiologiques ne sont que partiellermeptoduites. Ces cellules en culture bien
qu'issues d’'un organe ou d’'un tissu donné ne pduveproduire que partiellement les
conditionsin vivo en raison de I'absence des interactions entrdifé&sents tissus que I'on
retrouve dans tout organisme complexe. Ces cultekslaires ne constituent donc que des

modeles imparfaits, souvent réducteurs. La traresgéren permettant d’étudier I'action d’'un
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géne dans toute la complexité d’'un organisme entmmstitue une approche irremplagable
pour mettre en évidence les rbles qu’exercent Eseg dans la régulation des grandes

fonctions physiologiques (pour revue Hanson, 2003).

Prenons comme exemple I'organe complexe que repeida glande mammaire, dont la
fonction est la synthése et la production du lairé&onse a des conditions physiologiques
particulieres. Les cellules épithéliales sécrésrickes protéines spécifiques du lait sont
organisées en structure en trois dimensions appaté@ formant une lumiére dans laquelle
sera sécrétée le laiFig. 1.7). Cesacini sont regroupés autour de canaux plus larges et de
citernes ou sera stocké avant l'utilisation pandirrisson, le lait produit par les cellules
épithéliales. La sécrétion lactée est facilitée |gamprésence de cellules myoépithéliales

entourant chaquacinusayant pour role une action contractile pour a&éwacuer le lait.

Réseaux sanguin /0
i Cellules
Epithélium myoépthéliales
monhocouche
Canal Canal
alvéolaire intralobulaire

Fig. 1.7 : Schéma de l'organisation d’'une alvéole acinus de glande mammaire

(Biology of the mammary glanchitp://mammary.nih.goy/

En plus d'une organisation complexe, la glande mammemest soumis a des cycles
hormonaux spécifiques intervenant lors des troendes phases que sont la gestation, la

lactation et I'involution Fig. 1.8).

24



-Prolactine Y -Prolactine

-Oestrogenes V' -Oestrogenes \(
-Hormone de croissance / -Hormone de croissance
-Hormones thyroidiennes #  -Hormones thyroidiennes ™\

|

-Progestérone
-Hormone placentaire
lactogéne

-Prolactine

Puberté Gestation Lactation Involution
PARTURITION SEVRAGE

Fig. 1.8 : Facteurs impliqués dans le développement eiffé@enciation de la glande

mammaire (Biology of the mammary glanittp://mammary.nih.goy/

Cette régulation multi-hormonale complexe, qui fatervenir des hormones peptidiques et
stéroidiennes (pour revues Denamur, 1971 ; TopmeFeeeman, 1980) est indispensable a la

prolifération et a la différenciation des cellutesla glande mammair€ig. 1.9).
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Vierge Gestation

Fig. 1.9 : « Whole mount » de glande mammaire & difféerentdestale développement
(Biology of the mammary glandhttp://mammary.nih.goy/

Les interactions mises en ceuvre lors de lactatielille-cellule mais aussi cellule-matrice
extra-cellulaire, ne sont pas ou peu reproduites des modélem vitro a notre disposition
tels que les cellules épithéliales COMMA-1D (Dasdgl et al, 1984), HC11 (Ballet al,
1988), MCF-7 (Vickerset al, 1988), BME-UV1 (Zavizioret al, 1995), NISH (llanet al,
1998).

2. Modéles de maladies

La mise au point de modéles animaux d’étude dedieddhumaines est devenue un outil de
choix en recherche médicale. L’addition, I'inactiea et le remplacement de genes offrent la
perspective de modéles adaptés pour valider leplidgation et étudier leur réle dans une
maladie donnée mais aussi pour tester |'efficaditdraitements potentiels et pour déterminer
leurs cibles cellulaires. L'utilisation de souriéngtiquement modifiées pour éliminer certains
types cellulaires comme les lymphocytes B et T mnped’analyser le réle de ces cellules
dans le transport de I'agent infectieux prion ldesla neuro-invasion (Kleiet al, 1997 et
1998 ; Collinge and Hawke, 1998). Si le développenue modeéles souris reste important
(maladies cardio-vasculaires, athérosclérose, ®HESIDA, maladies a prions...(pour revue
Petters and Sommer, 2000)),ces modeles ne sontopgmirs aussi pertinents que I'on
voudrait car ils ne reflétent parfois que partielént les symptdémes de la maladie en raison
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des différences physiologiques entre especes. lisation d'especes plus proches de
'homme reste souvent limitée par des difficultésttimodologiques, voire éthiques.
Néanmoins, la demande de modéles animaux autresagseuris se fait de plus en plus

pressante. Le rat, le lapin et le porc sont desaspsouvent citées (Bosaeal, 2003).

3. Sources de matériel biologique

Les animaux transgéniques peuvent étre utilisésresource de matériel biologique avec la
production de cellules immortalisées, de protéire®mbinantes d’intérét pharmaceutique

ainsi que de cellules et d’organes pour la xénespkantation humaine.

Des animaux transgéniques exprimant des oncoggmasrialisants, tel que I'antigéne T du
virus SV40, peuvent étre la source de lignées leglis immortalisées d’origine variée
(Pincon-Raymonet al, 1991).

Il existe plusieurs systémes capables de proddsepdotéines recombinantes, les bactéries,
les levures et les cellules d’'insectes. Seulemestsystémes ne peuvent produire certaines
protéines a structure complexe devant subir desfivatibns post-traductionnelles telles que
des glycosylations ramifiées, des ponts di-sulfulles repliements particuliers et des clivages
spécifiqgues des eucaryotes supérieurs. La culterkgdées cellulaires animales a donc été
entreprise pour répondre aux besoins en protépmasfigjues mais ces cultures sont fragiles,
colteuses et de faible rendement. Une alternasvé'dilisation d’animaux transgéniques
dans lesquels différentes protéines recombinanteéspo étre exprimées dans différents
fluides physiologiques (sang, salive, urine ; Mashket al, 1990 ; Kerret al, 1998 ; Ryocet

al., 2001 ; Golovaret al, 2001) ou le blanc d’ceuf (Harvey al, 2002). La glande mammaire
s’est réevélee étre le meilleur bio-réacteur aves deantités importantes de protéines
sécrétées dans le laitdble I.1 et 1.2, pour revue Rudolph, 1999), relativement faciles a
collecter et a purifier en comparaison des auti@sédacteurs (pour revues Houdebine, 2000 ;
Larrick and Thomas, 2001). Plusieurs sociétés pheentiques ont développé de tels
modeles animaux et certaines protéines ainsi pregludevraient prochainement étre
commercialisées. Au total, plusieurs dizaines vaites centaines de protéines, dont
notamment des anticorps monoclonaux (pour revuedelmne, 2002), devraient étre
produites, ainsi méme si l'investissement initigcessaire a de telles manipulations reste

lourd.
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Lapin Porc Mouton Chévre Vache
Temps de gestation (mois) : 1 4 5 5 9
Maturité sexuelle (mois) : 5 6 8 8 15
Temps entre transgénese et premiéere lactation

Fondateur femelle
Lactation induite chez les femelles

fondatrices prépubéres : 9 9 16
Lactation naturelle chez les femelles
Fondatrices : 7 16 18 18 33
Fondateur méle
Lactation induite chez les filles prépubéres : 22 22 45
Lactation naturelle chez les filles : 15 28 31 31 57
Nombre de descendants par portée : 8 10 la2 la2 1
Production laitiere annuelle par animal (Litre) : 4a5 300 500 800 8000
Quantité de protéine recombinante par femelle
par an (kg)" : 0,02 15 2,5 4 40

Table 1.1: Caractéristiques des especes d'élevage utiliséesme bio-réacteur
(Rudolph, 1999).

! ces valeurs sont estimées pour un niveau d’exmessdyen des protéines de 5 g/litre de
lait et pour un taux de récupération de 60%.

Besoin estimé

Protéine TelEr e Espéce Taille du troupeau *
Sérum albumine humaine 100000 vache 5400
[1-antitrypsine humaine 5000 mouton 4300
Anticorps monoclonaux 100 chevre 58
Anti-thrombine Il humaine 75 chevre 43
Facteur IX humaine 2 porc 4

Table 1.2 : Exemples d’estimation des besoins en protéineg fthérapie humaine
(Rudolph, 1999).

! : la taille du troupeau tient compte du niveau d’egmion moyen des protéines (5 g/litre de
lait), du taux de récupération de ces protéinesp0de I'efficacité de purification de la
protéine recombinante, du volume total de lait @fpdurcentage d’animaux du troupeau qui
ne sont pas en lactation & un moment donné (30%).

A I'heure actuelle, l'allogreffe (greffe entre deindividus de la méme espece) est le seul
moyen de pouvoir remplacer un organe malade paorgane sain. La demande toujours
croissante des besoins et la pénurie d’organesamtiuit les biologistes a chercher d’autres
solutions parmi lesquelles la xénogreffe (grefféereemleux individus d’espéeces différentes).
Ces organes lorsqu’ils sont greffés chez une agp&ce sont soumis a un phénomeéne de
rejet létal principalement en raison de leur vemgsdtion. Les anticorps naturels de I'hote

vont reconnaitre les antigénes des cellules duogefet par I'activation du complément,
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conduire a la destruction des cellules endothédlialesi qu’'a des thromboses locales intenses.
Des porcs transgéniques, issus de la techniquawtsfert de gene par le sperme, exprimant le
gene DAF (Decay Activator Factor) humain, perméttBabtenir des organes plus résistants
contre I'action du complément humain responsablepld@nomene de rejet lors des xéno-
transplantations (Lavitranet al, 2002). D’autres expériences ont permis de crésrpibrcs
transgéniques ayant a la surface de leurs cellldssantigenes mieux tolérés, notamment
I'antigéne humain Gall-3Gap1-4Glc-NAcR. Les deux méthodes utilisées consiséenta
sur-expression d’enzymes impliguées dans les phénesn de glycosylation: I8-D-
mannosidef3-1,4-N-acetylglucosaminyltransferase 11l (Miyagawea al, 2001) et laa-1,3-
Galactosyltransferase (Phelps al, 2003). L’ensemble de ces résultats obtenus clksz d
porcs transgéniques entretient I'espoir de poupodchainement se servir de ces animaux

comme donneurs d’organes pour ’lhomme.

4. L’amélioration des productions animales

L’amélioration des productions animales a toujdait I'objet d’une recherche intensive en
biologie et notamment en ce qui concerne la remtimhy les caracteres d'intérét
agronomique, la nutrition et la lutte contre la au. L'amélioration du rendement des
cheptels s’appuie sur les conditions d’élevage, dpports nutritionnels et la qualité
intrinséque des animaux par la sélection génétigirapact potentiel de cette recherche est
limité par la variabilité génétique naturelle dedividus. La transgénése pourrait permettre

d’élargir cette variabilité, ouvrant ainsi de nollee possibilités pour la sélection.

L’amélioration des cartes du génome des especésvdie permet de se rapprocher de plus
en plus de QTL (Quantitative Traltoci) ou de genes a effet majeurs agissant sur des
caractéres d’intérét agronomique. L’avenement doieggénétique et de la transgénese
permettra de tester les génes candidats ainsiifi@dsntAinsi méme si plusieurs exemples
démontrent l'identification de tels génes sansefaippel a la transgénése comme pour les
génes RN : Rendement Napole (Milah al, 2000), Booroola (Mulsanét al, 2001) et
DGATL : acylCoA:diacylglycerol acyltransferase Ilrigartet al, 2002 ; Winteret al, 2002),
d’autres se sont appuyeés sur (cas du géne de latdiyee : Grobeet al, 1997) ou ont utilisé
des modéles transgéniques (cas du QTL de susdiéptibi’asthme : Symulat al, 1999 et

du géne OCTN2 : organic cation/carnitine transpq#au et al, 2000)).
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D’autres possibilités pourraient étre la lutte cerés maladies a I'aide de génes de résistance,
'augmentation du bien-étre animal ou la diminutchnpouvoir polluant de ces animaux. On
citera pour exemple I'obtention de porcs transgéesqqui expriment une phytase dans leur
salive capable de diminuer le taux de phosphore ams excréments (Golovahal, 2001).

De méme la synthése de lysostaphine dans la glaademaire confere une résistance contre
les infections staphylococcales responsables dasmitas comme cela a été démontré sur un

modele souris (Keret al, 2001).

Une autre possibilité serait la modification dectamposition du lait dans le but de produire
des alicaments (produit biologique modifié pour raggter ses qualités pour la santé du
consommateur) tels que du lait appauvri en lact@sere du lait qui est un facteur
d’intolérance chez plus de 75% de la populationltadmondiale) par la synthése d’'une
lactase dans le lait (Jost al, 1999) ou du lait enrichi en fer en sur-exprimiantactoferrine

ou le lysozyme humains pour augmenter la résistant@elle des nouveaux-nés aux agents
infectieux (Platenburgt al, 1994 ; Mageet al, 1994 ; Van Berkeét al, 2002). La volonté
de produire du lait toujours plus proche du laimiain pour alimenter les nourrissons a
conduit a I'étude de linfluence de la taille descefles sur les propriétés du lait. Les
conclusions montrent que des micelles de petitbestacomme dans le lait humain, ont une
plus grande digestibilité et stabilité thermiqueuPreproduire cette structure micellaire dans
le lait des ruminants, le taux relatif de casépeet Kk a été modifié par transgénese,
« humanisant » ainsi le lait de consommation cder@Brophyet al, 2003 ; Karatzas, 2003).
D’autres expériences montrent qu’il est possiblacquérir une immunité passive contre
certains agents pathogenes par la consommaticatdmhtenant des anticorps monoclonaux
spécifiqgues (Castillat al, 1998 ; Soleaet al, 1998 ; Kolbet al, 2001 ; Stowerst al, 2002).
Pour des raisons eéconomiques, éthiques et bicagasit ces expériences bien
gu’encourageantes ne semblent pas encore a condulee production de produits de

consommation courante.
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Parametres influencant le niveau d’expression

d’'un transgene

Un des problemes souvent rencontré en transgérdgiva et inhérent aux techniques
utilisées, principalement la micro-injection, est difficulté de prévoir et de contréler

I'expression des transgenes. L'origine de ce problgeut étre multiple :

l. Variabilité des niveaux d’expression intra lignées

Il existe une variabilité des niveaux d’expresseun sein d'une méme lignée de souris
transgéniques. Ce phénomene, appelé variégatisnjteéd’'un mosaicisme cellulaire de
I'expression du transgéne. En effet, on a pu olesarivez certains animaux une extinction du
transgéne dans certaines cellules d’'un tissu do@ieéie extinction est dépendante du site
d’insertion d’un transgene dépourvu de séqueniegegulatrices dominantes et fait appel a
des régulations épigénétiques pouvant agir a plitkide ce site d’'intégration. Ainsi, pour un
méme transgene, seule une ou quelques lignéegdragaes seront sujette a la variégation. Il
en résulte des niveaux d’expression variable an deine méme lignée (Whitelaet al,
1993 ; Robertsost al, 1995 ; Dobieet al, 1996). La régulation de cette variabilité du awe
d’expression des transgénes est dépendante deute da fond génétique utilisé. Ainsi, pour
une lignée donnée, lintrogression du transgénedsuix fonds génétiques différents peut

conduire a une variation des profils d’expression.

Il. Variabilité des niveaux d’expression inter lignéekeffet de
position

Le probléme majeur lié aux expériences de transgengste sans aucun doute « l'effet de
position » qui est directement lié au site d’intdgm du transgéne dans le génome cible. Il a
en effet été demontré au début des années 90e quefll d’expression aberrant, observé lors
d’expériences en transgénése utilisant le gene NNldjor Urinary Protein) chez la souris
(Al Shawiet al, 1990), n’était pas di a un réarrangement lol§rdégration du transgéne en
multi-copies mais bien a un effet de position déjaer du site d’intégration. Pour vérifier

cette hypothese, une banque d’ADN génomique aégiliésée a partir de la lignée de souris
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transgénique présentant un profil d’expressioniqtyg afin d’isoler le transgene présent au
sein du génome. La ré-injection de ce fragment dNAdiIntérét dans des embryons au stade
pronucléi a permis I'obtention de souris avec uofiptranscriptionnel normal, soulignant
l'influence des éléments régulateurs voisins de sitintégration du transgéene dans les
premiéres souris transgéniques et I'absence deniemant du transgéne (Al Shaei al,
1990). Par la suite d’autres expériences ont éfisées pour confirmer l'influence des
éléments régulateurs présents au niveau du siteadtion d’'un transgene. Une analyse des
séquences chromosomiques flanquantes d'un transmgard@ un bon niveau d’expression
dans des souris transgéniques a permis de monigef’@gsociation de ces séquences au
méme transgene augmentait fortement le niveau tBssn de ce géne rapporteur dans de
nouvelles souris transgéniques. Cette étude a aumsiré une spécificité de ces séquences

vis-a-vis du transgéne utilisé (Cranstiral, 2001).

Cet effet de position va se traduire de plusieusniares avec la plupart du temps une
perturbation de la régulation de I'expression dunegé@’intérét. Ces perturbations vont
engendrer divers phénomenes tels que des profiiprEssion atypiques, des sur-expressions

ou simplement une extinction de I'expression dodgene.

1. Interprétation de la variation des profils d’exmien

by

L'intégration d’'un transgene dépourvu de séqueriseltrices a proximité de séquences
régulatrices telles que des activateurs va voir pmfil d’expression influencé par ces
dernieres. Cela peut se traduire par I'expresseéonedgéne dans des tissus ou il ne s’exprime
pas de fagcon naturelle et/ou par 'augmentatiorsate activité promotrice conduisant a des

niveaux d’expression anormalement élevés.

2. Mécanismes d’extinction des genes : cas de la nadibry

En ce qui concerne le phénomene d’extinction depfession de genes, plusieurs facteurs
peuvent intervenir. Le site d’intégration est erecame fois déterminant puisque une
intégration dans ou a proximité d’hétérochromaticbromatine inactive) va entrainer

I'extinction du transgéne. Cette inactivation s@mpagne souvent d’'une méthylation des
régions promotrices. Il s’agit de I'addition d’umogpement méthyle sur une C (Cytosine)
dans des régions riches en ilots CpG (Cytosineuanidine). Cette méthylation n’intervient

pas seulement lors d’'une intégration a proximitécdeomatine condensée, c’est aussi une

fonction biologique naturelle qui régule l'activi® génes endogenes et agit dans le cadre de
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fonctions épigénétiques telle 'empreinte parentsiénactivant un des alléles dans I'embryon
(maternel ou paternel) au niveau de certdats (pour revue Newell-Priceet al, 2000).
L’exemple le mieux caractérisé pour illustrer ceépbméne est la régulation docus
H19/Igf2 chez la souris. En effet, les régions em@at de ces deux genes vont subir une
méthylation spécifique qui va aboutir & l'inactieat du géne H19 paternel et du gene Igf2
maternel. Cette modification est sous le contrélene région ICR (Imprinting Control
Region) ayant la capacité de bloquer I'activatian @ks promoteurs par les activateurs
environnants. Un site de fixation pour la protéGIECF a pu étre mis en évidence au niveau

de cet élément régulatedrig. 1.10, pour revue Arney, 2003).

Allele <= 2
maternel
Gene Iqf2 Région -+ e H19
ene 1Lg ICR ene
Alléle &

/N

Fig. 1.10: Schéma de la régulation épigénétiquelattus Igf2/H19 chez la souris
(Arney, 2003).

Les ovales rouges représentent les activateursodus| la région ICR est méthylée sur
l'alléle paternel et déméthylée sur l'allele matefrpermettant la fixation de la protéine
CTCF en jaune.

Alléle maternel: Les activateurs stimulent I'expression du geri® Handis que la
présence de la protéine CTCF sur la région ICR eshpéa stimulation du géne Igf2 en
amont.

Alléle paternel: L'absence de la protéine CTCF permet la stimalatdu gene Igf2
par les activateurs, tandis que la région ICR miéawa éteindre le gene H109.
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Ce mécanisme d’inactivation est parfois dépendanadtructure du transgene sachant qu’un
transgéne sans intron est plus sujet a ce phénons@neomposition en nucléotides joue
également un réle car un transgéne ayant un paagei/C élevé, se rapprochant de celui
d’'un procaryote, serait plus facilement inactiviés’agirait alors en fait de la mise en place
d’'un phénoméne de protection cellulaire naturelsgumet en place lors de la réplication du

matériel génétique de la cellule.

De méme, il a pu étre observé qu’un trop grand mendle copies intégrées (au dela d'une
centaine) au méme endroit peut aboutir & une wean du transgene (Flavell, 1994 ;
Garricket al, 1998). A nouveau cela refléterait la mise en@lkde mécanismes de défense de
la cellule agissant contre les phénoménes de waiigm et de duplication. Cette inactivation

s’'accompagne souvent de la méthylation de I’ADN.

3. Utilisation de grands fragments

L’addition a un transgene de séquences isolat@cegpuis longtemps été envisagée pour
répondre a I'effet de position. Malheureusemenitjlisation des isolateurs existants hors de
leur contexte a donné souvent des résultats déteiarvivo (Modin et al, 2000). Une

approche alternative est apparue avec le dévelogmtathe nouveaux vecteurs de clonage.

La mise au point des chromosomes artificiels a pelensous clonage de ’ADN génomique
de nombreuses espéces en fragments plus ou maimdgsguiont la taille peut aller de quelques
dizaines de kb (PAC : Phage Artificiel Chromosomag)usieurs centaines de kb voire un Mb
(BAC : Bacterial Artificial Chromosome et YAC : Ys@Atrtificial Chromosome). D’autres
chromosomes artificiels ont ensuite été dévelomdés de pouvoir contenir des fragments
d’ADN génomique pouvant atteindre quelques Mb tpe MAC (Mammalian Atrtificial
Chromosome). Ces chromosomes artificiels ont ét aui point dans plusieurs espéces de
mammiféres dont le porc et 'homme et ont été aaautilisés en transgénese (Tomizuta
al., 2000 ; Kuroiweet al, 2000 ; Poggialet al, 2002 ; Robkt al, 2003).

Ces fragments d’ADN génomique offrent la possiilitappréhender I'environnement des
génes au sens large et non plus seulement au rdvearomoteur proximal. lls permettent de
pouvoir envisager la présence de I'ensemble desefitscis-régulateurs d’un géne donné

dans le fragment d’ADN injecté et ainsi de consereecadre endogene nécessaire a la
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régulation duocus (pour revue Giraldo and Montoliu, 2001). L'importande ces vecteurs
s'est imposée dées que les premieres expériencaniae-injection pro-nucléaire de ces
d’autre part a conduire a I'expression parfaitenrégulée des transgénes, permettant méme
de corriger des phénotypes résultant de I'invalidatle genes endogénes (Bretal, 1996).
Des techniques se sont ensuite développées aumuced grands fragments d’ADN
génomique afin de pouvoir les modifier par recoralion homologue chezscherichia coli

ou Saccharomyces cerevisigéang et al, 1997 ; Narayanaet al, 1999 ; Muyrerset al,
1999 ; Leeet al, 2001 ; Valenzuelat al, 2003). Toutefois, malgré les nombreux avantages
qgue procurent l'utilisation de ces grands fragmatisDN génomique en transgénese, |l
existe quelques inconvénients. L'utilisation de tehgments pose le probleme de la possible
co-intégration d’autres geénes présents a proxindite gene d’intérét. Le produit de
I'expression de ces génes pourrait interférer damalyse du phénotype résultant. De plus,
les techniques de recombinaison homologue sontdésuen pratique et le pourcentage de
réussite reste encore tres faible méme si on pspérer une forte augmentation de leur
efficacité dans les années a venir, les technigweduant rapidement au cours de ces
derniéres années avec la mise au point de moyerecdmbinaison et de sélection toujours

plus performants (Testt al, 2003 ; Valenzuelat al, 2003).

l1l. Conclusions

Malgré ces inconvénients, la transgénése est tikstée de nos jours pour étudier toutes
sortes de genes intervenant a différents niveawx piguler des fonctions biologiques trop
complexes pour étre appréhender avec des systetusslimités comme les cultures
cellulaires. Le développement récent des techniquésur de la transgénese laisse espérer
beaucoup plus de facilité dans les années a verge@ui concerne l'efficacité de la micro-
injection avec notamment l'utilisation d’enzymesambinase pour augmenter la fréquence
de et/ou cibler l'intégration du transgéne dansgémome, la manipulation des grands
fragments d’ADN génomique ou encore la compréhendes mécanismes impliqués dans la
régulation des différents genles uns par rapport aux autres (Magal, 2003 ; Testat al,
2003 ; Valenzuelaet al, 2003 ; Epinatet al, 2003 ; Porteus and Baltimore, 2003). Ces
améliorations laissent présager I'émergence deiptest applications aussi bien médicales
gu’agronomiques dont notamment |'utilisation dgllande mammaire comme bio-réacteur ou

la production de laits « a la carte » pour réporddes besoins nutritionnels particuliers.
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Démarche scientifigue du laboratoire

|. La glande mammaire comme bio-réacteur

Dés les premieres expériences de transgénés@ndegimammaire a été désignée comme un
organe cible potentiel pour la production de prasihétérologues dans le lait (Palmger
al., 1982). L'importante activité sécrétoire de cajaore, sa specificité par rapport au reste de
I'organisme, sa capacité a effectuer des modificatico- et post-traductionnelles complexes
et la facilité de collecte du lait ouvrait en effatperspective d'utiliser la glande mammaire
comme bio-réacteur pour la production de protéid@sterét pharmaceutique (Rudolph,
1999), mais aussi pour modifier la composition @it la des fins nutritionnelles ou
technologiques (Mercier and Vilotte, 1997, Jeisal, 1999). La transgénése pouvait de plus
s’appuyer sur l'utilisation des séquences promesrides genes spécifiant les principales
protéines du lait qui présentent une expressiae &trlimitée aux seules cellules épithéliales
mammaires en cours de lactation (pour revue Ruddi989). En effet, chez les ruminants,
plus de 90% des protéines du lait résultent detession, spécifique a ce tissu, de seulement
six génes (pour revue Mercier and Vilotte, 1993)aliMureusement, I'ensemble des
promoteurs de ces genes, utilisé a ce jour engémase, souffre de « I'effet de position »
(Table I.3).
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Protéine

Gene/

Quantité de

111,111 Aut

Promoteur recombinante ADNc B ptote,ln,e eur
sécrétée &
B-lactoglobuline L Géne Souris 7 mg/ml Archibald AL et al., 1990
ovine humaine
B-lactoglobuline L Geéne Mouton 35 mg/ml Wright G et al., 1991
ovine humaine
B—Iact(())\%lr:)ebullne Fibrinogene Geéne Souris 2 mg/mi Prunkard D et al., 1996
B-Iactg\%lr(]):ulme Fibrinogéne Geéne Mouton 0,5-5 mg/ml Foster D et al., 1997
B-lactoglobuline  Sérum albumine \pye gy 2.5 mg/ml Shani M et al., 1992
ovine humaine
B—Iact(())\%lr?ebuhne Interféron y humain ADNCc Souris 20 ng/ml Dobrovolsky et al., 1993
B-lactoglobuline 3 Simons JP et al., 1988 ;
ovine Facteur IX humain ADNc Mouton 25 ng/ml Clark AJ et al.. 1989
B-Iactoglobuline al-antitrypsine ADNC Souris/ 18 mg/m| McClenagham et al., 1991
ovine humaine mouton
WAP murine PS2 humain Géne Souris 1,5 pg/mi Tomasetto C et al., 1989
WAP murine GH humaine Geéne Souris 500 pg/ml Reddy et al., 1991
. . . Gordon K et al., 1987 ;
WAP murine TPA humaine ADNCc Souris 460 ng/ml Pittius CW et al., 1988
WAP murine TPA humaine ADNc Chévre 3 pg/mi Ebert KM et al., 1991
WAP murine CD4 humain ADNCc Souris 200 ng/mi Yu S et al., 1989
WAP murine AITIBES ADNCc Souris 5-6 mg/ml Castilla J et al., 1998
anti-coronavirus
WAP murine Protéine C humaine ~ ADNc Porc 1 mg/ml Velander WH et al., 1992
. . R . Devinoy E et al., 1994 ;
WAP de lapin GH humaine Géne Souris 22 mg/ml Stinnakre et al., 1991
WAP de lapin GH bovine Géne Souris 6 mg/mi Thepot D et al., 1995
WAP de lapin K-caséine Geéne Souris 2,5 mg/ml Hiripi L et al., 2000
WAP de lapin HIP/HAP humaine Geéne Souris 11,2 mg/ml Christa et al., 2000
WAP de lapin GH bovine ADNCc Souris 280 pg/ml Petitclerc et al., 1993
[B-caséine de rat FSH humaine ADNCc Souris 5 pg/ml Greenberg NM et al., 1991
[B-caséine caprine TPA humaine ADNc Chévre 1-3 mg/ml Ebert KM et al., 1994
B-caséine de lapin Interleukine 2 ADNc Lapin 430 ng/ml Buhler TA et al., 1990
a-caséine bovine TPA humaine ADNc  Souris/lapin 50 pg/ml Riego E et al., 1993
a-caséine bovine  Urokinase humaine ~ ADNc Souris 2 mg/ml Meade H et al., 1990
MMTV asl-caséine bovine ~ ADNc Souris 0,3 mg/ml Yom HC et al., 1993

Table 1.3 : Exemples de protéines recombinantes produites @aglande mammaire

par des animaux transgéniques.

La mise au point de vecteurs efficaces pour I'esgion ciblée de genes dans la glande

mammaire est donc un objectif scientifique présgnta intérét académique mais aussi des

applications importantes tant sur un plan indulstjue zootechnique.
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Il. Le géne de ti-lactalbumine

C’est dans ce cadre que le laboratoire s’est issérelepuis 1984 a un géne spécifiant une
protéine majeure du lait: le géne da-lactaloumine. Ce choix réside d’'une part dans la
fonction biologique de cette protéine qui est impée dans la synthése du lactose dans la
glande mammaire (Ebner and Brodbeck, 1968), ettrqnart du fait de son expression forte,
limitée aux seules cellules épithéliales mammagresin de gestation et pendant la lactation.
Son promoteur est donc un bon candidat pour clldgpression de protéines hétérologues
dans le lait. La-lactalbumine est une métalloprotéine calcique qadifie la spécificité de
substrat de I$3-1-4 UDP galactosyl-transférase (Takase and ELi#84). Cette enzyme,
localisée dans la membrane de I'appareil de Géigt,un résidu galactose sur les résidus N-
acétylglucosamine des protéines. En présencea-lactalbumine, I'association
stcechiométrique de ces deux protéines forme le lex@pbinaire lactose synthétase (EC
2.4.1.22). Cette dimérisation crée virtuellementgite spécifique de fixation du glucose,
conduisant a la synthése du lactose (glucose + gddztose = UTP + lactose). Ce sucre,
prépondérant dans le lait, est un des principagulaéeurs osmotiques de la sécrétion lactée
(Stinnakreet al, 1994). Lo-lactalbumine dériverait de la duplication d'un géancestral du
lysozyme (Qasba and Safaya, 1984 ; Hayssen andéltilat, 1985). La spécialisation de cette
protéine serait a 'origine de la lactation. Cheg tuminants, I'existence de pseudogémes
lactalbumine a été mise en évidence (Sowieaal, 1989 ; Vilotteet al, 1991 ; Vilotteet al,
1993). Ces pseudogenes seraient localisés en al@usdu gene (Stinnakret al, 1999). II

est a noter que chez les Ruminants, et a nouvedtagement a ce qui est observé chez les
autres especes, le lysozyme apparait sous fornme damille multigénique (Dobsoet al.,
1984 ; Jolleset al, 1984 ; Irwin and Wilson, 1989 et 1990). Bien diensemble de ces
séquences soient localisées a proximité les unesualees dans le génome, des expériences
d’électrophoréese en champ pulsé ont démontré guévenements a l'origine de I'apparition
de ces deux familles étaient indépendants (Galtaghed, 1993).

Plusieurs promoteurs courts du géne dddictalbumine, issus de différentes espéces, ént ét
utilisés en transgénése (Viloted al, 1989 ; Stinnakrest al, 1991 ; Maschicet al, 1991 ;
Soulieret al, 1992 ; Hochket al, 1992 ; Ninomiyeet al, 1994 ; Soulieet al, 1999 ; Joset

al., 1999). Il s’est avéré que, comme cela a été vésmrec d’'autres promoteurs de méme
taille de génes des protéines du lait, tous étairfitencés par leur environnement

chromatinien avec des niveaux d’expressions vasapbuvant aller jusqu’a I'extinction du
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transgeéne. Si la spécificité tissulaire s’est awédaspectée dans la plupart des lignées, avec
une forte expression du gene dans le seul tisthédiple de la glande mammaire, il a pu
parfois étre observé de faibles expressions dansgrds tissus tels que les glandes salivaires.
Le niveau d’expression des transgénes basés supmeoteur du gene deoflactalbumine
n'était pas corrélé au nombre de copies intégréésnsemble de ces points sont

caractéristiques de transgéenes subissant I'effpbdition.

lll. Orientation vers l'utilisation d’'un BAC caprin

L’émergence récente des grands fragments d’ADN méne (BAC ou YAC) en
transgénése a ouvert de nouvelles perspectives lfmaploi de ces promoteurs. Ainsi,
I'utilisation d’'un YAC humain de 210 kb renfermalet gene de ti-lactalbumine a permis
I'expression indépendante du site d’intégrationcdedernier dans des rats transgéniques
(Fujiward ® Pet al, 1999). Un BAC caprin de 160 kb (BAC 41), contenégalement le géne
de l'a-lactalbumine qui s’étend sur environ 2 kb, a é#é au laboratoire et utilisé pour la
création de souris transgéniques. Ce BAC dispos&deéb de région 5’ flanquant du gene et
10 kb seulement de région 3’ flanquant ce qui perdee s’affranchir de I'ensemble des

pseudogénes présents plus en dvig. (.11).

10 kb
 p—

Géne
a-lactalbumine

————— . _———

Fig. 1.11: Schéma du BAC 41.

L’absence de ces pseudogénes ne peut que fatihiterprétation des résultats qui suivront
ces expériences, en évitant toute interférence desctranscrits potentiellement mutés ou
aberrants. L'utilisation de ce BAC 41 en transgénes permis d'obtenir des souris
transgéniques dans lesquelles la régulation deréssion du gene deaFlactalbumine caprin
s’est avérée indépendante du site d’intégratiotépendante du nombre de copies intégrées
(Stinnakreet al, 1999). Ces résultats mettent ainsi en évidenpedsence de séquenaes

régulatrices dominantes au sein de ce fragment WABnomique.
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Objectifs de la these

L’ensemble des expériences menées au cours deaval tde these a eu pour but de
caractériser finement le BAC caprin contenant leegée lu-lactaloumine (BAC 41), pour

essayer par la suite d’identifier les régions ragides impliguées dans I'expression
indépendante du site d’intégration de ce géne epqgrtionnelle au nombre de copies
intégrées. Le clonage de telles séquences, peamdirmise au point de vecteurs pour la

transgénése mammaire qui s’affranchiraient dedtefe position.

|. Utilisation d’'un BAC réduit en transgénese

Pour réduire la région de recherche de ces élémégtdateurs, d’'autres expériences de
transgénése chez la souris ont été menées emnitilia BAC réduit (BAC 6) par rapport au
BAC initial (BAC 41) (Fig. 1.12).

10 kb
\
Gene
Sal T Sal T _ .
%&Me

BAC 6

VW

Fig. 1.12: Schéma du BAC 41 et du BAC 6.

Ce BAC 6 est issu de la digestion enzymatique feadbnucléase de restrictidsal I, il

contient 50 kb de région 5 flanquant et les 10dérégion 3’ flanquant ce qui permet
d’envisager une premiére analyse voire méme unalisation grossiere des séquences
importantes pour la régulation du gene aeléictalbumine. J'ai participé a I'étude des souris

transgéniques, obtenues a partir du BAC 6, quit aléddutée lors de mon arrivée.
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ll. Mise en évidence des différedei présents au sein du BAC 41

Nous avons ensuite effectué une recherche au seBA€ 41 d’'autres genes et approfondi
'analyse de leur expression, en s’appuyant notamirsar des éléments de cartographie
comparée a la suite du séquencage des génomesodarie puis de la souris. En effet, la
présence de genes a expression tres différentelidede la-lactalbumine au sein du BAC
pouvait, selon certains modéles avancés a l'épodumleau et al, 1999), suggérer

I'existence de séquences isolatrices entre eux.

lll. Analyse plus fine d’une région du BAC 41

Suite a ces expériences, une région d’environ 1fekfermant potentiellement un isolateur a
pu étre identifiée et je me suis attaché a sa warsation en fin de these. Différentes
approches ont été utilisées telles qu’'une analysgarative de la séquence avec les bases de
données existantes, un sous clonage de cette rpgiondes expériences de transfections en
culture cellulaire et la mise au point de constand pour analyse par transgénese chez la

souris.

La description des travaux réalisés au cours de tetse se fera sous forme d’articles pour
les parties d&tilisation d’'un BAC réduit en transgénése» et «Mise en évidence des
différents loci présents au sein du BAC 4%, tandis que la derniere partidralyse plus
fine d’'une région du BAC 41» correspondra a des données encore préliminairesn

publiées.
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CHAPITRE I : Primo-localisation de regions
regulatrices par analyse de I'expression en

transgénese d’'un BAC raccourci.
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Une approche classique pour rechercher des rémgafesrmant des séquenagsrégulatrices
agissant sur un gene consiste a étudier I'expmssioit en culture cellulaire, soit en
transgénése, de constructions présentant desoadlgiPierreet al, 1992 ; Soulieret al,
1992 ; Fujiwar8 et al, 1999). Ces constructions sont souvent obtenuesédtablissement
d'une carte de restriction de la zone concernés pan utilisation pour lisolement des
fragments d'intérét. Une telle stratégie est haiément facile a mettre en ceuvre pour
I'étude de genes de relativement petite taille nieaucoup plus difficile pour de grands
fragments d’ADN de part la complexité souvent ob8erde telles cartes. Dans le cas de
longues régions d’ADN, une approche alternativesigia a introduire spécifiguement, par
recombinaison homologue, des sites de restrici@ta a notamment été utilisé dans I'étude
de YACs, les techniques de recombinaison étantdigsloppées chez la levure (pour revue
Copelanckt al, 2001). Ainsi, I'équipe du Prof. Ueda a pu délenites régions renfermant des
séquencegis-régulatrices auocus du génea-lactalbumine humain (Fujiwatd' ° et al,
1999), résultats que nous discuterons a la fin eehapitre. Bien que des méthodes de
recombinaison homologue aient été développées Ehexli afin de modifier des BACs
(Yang et al, 1997 ; Narayanart al, 1999 ; Muyrerset al, 1999 ; Leeet al, 2001 ;
Valenzuelaet al, 2003 etcf. Introduction, Utilisation de grands fragments), leur mise en

pratique reste plus délicate comme nous I'évoqusepan la suite.

Le BAC 41 présentait la particularité de ne possépe peu de siteSall. Une premiére
analyse avait laissé supposer qu’il n’en posségidiin localisé au centre de l'insert. Son
étude plus détaillée a réveélé en fait la présercdedix sites, libérant trois fragments de méme
taille (environ 60 kb). Malheureusement, l'iderd#tion de ce second sital | ne s’est
produite qu'aprés la parution de l'article ci-dassoll convient donc dans cet article de
modifier la longueur de la région 5’ flanquant dAa®6 qui n’est que de 50 kb. De méme, la

figure 4 devrait étre comme suitFig. 1.1)
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Fig. 1.1: Schéma du BAC 41 et du BAC 6.

La carte de restriction du BAC 41 nous offrait ddlepportunité d’étudier la régulation de
I'expression du géne deaFlactalbumine lors de l'utilisation d’'un BAC racaau en
transgénése, sans avoir recourt a la recombin&isorlogue. Notre but étant de mettre en
évidence des séquences de type isolateur et temtadur un organe, la glande mammaire,
pour lequel les modeéles cellulaires restent peubmeax (COMMA-1D : Danielsoret al,
1984, HC11 : Ballt al, 1988, MCF-7 : Vickerst al, 1988, BME-UV1 : Zavizioret al,
1995, NISH : llanet al, 1998) et souvent difficiles & utiliser comme tedtures d’explants,
nous nous sommes tournés vers une analyse enéreasey Cette approche, bien que lourde
et colteuse, demeure la seule véritablement a nBapporter une réponse quant a la

présence ou non d’'un isolateur au sein d’'une coctsbn.

Le premier article présenté au cours de cette th&stal(s) element(s) is(are) required for
position-independent expression of the geddctalbumin gene in transgenic mice. Potential
relationship with the cyclin T1 locus rapporte les résultats de I'analyse de I'exgoesdu
gene de k-lactalbumine dans des souris transgéniques pdBiA(@ 6 et la mise en évidence
de la présence d’'un second gene au sein du BACeddi,de la cycline T1cf. fichier pdf ci-

joint, Article 1).
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DISCUSSION DU CHAPITRE |

Les résultats de ces expériences de transgéneseapprennent que les 50 kb de séquences
caprine en amont du géene de-lactalboumine ne sont pas suffisants pour obtenie u
expression indépendante du site d’intégration epgmtionnelle au nombre de copies
intégrées. En 1999, Fujiwarat al. avait montré, par l'utilisation de YACs de tailles
différentes contenant le géne humain del#ictalbumine, que 50 kb de séquences en amont
et en aval étaient suffisants pour éliminer I'effetposition en transgénese. Nos résultats chez
la chévre semblent donc différents de ceux de ifdu Dr Fujiwara puisque nos séquences
régulatrices, si elles existent, seraient locatiséa-dela de la région humaine mise en
évidence. Alternativement, on ne peut exclure koiprésence dans le génome humain de
séquencegis-régulatrices dominantes situées a plus de 10 klavath du gene de d-
lactalbumine, soit qu’'au cours de I'évolution ddgpomeénes de délétions/insertions aient
rapproché ces séquences de I'extrémité 5’ du gemaim.

Dans un article recemment publié (Fujiwataal, 2003), cette méme équipe a approfondi
'analyse de cette région pour localiser précisénmea séquences empéchant l'effet de
position en transgénese. Les résultats de cettéysanabasée sur la comparaison de
I'expression dans des rats de YACs humains plusi@ns grands, montrent qu’une région 5’
de 2,5 kb (-3.5 kb a -0.8 kb), située en amonté&hedghumain de di-lactalbumine, entre deux
sites hypersensibles a la DNAse |, agirait comme UGR. Les séquences potentiellement
régulatrices chez la chévre ne peuvent étre la@sdisaussi prés en amont car le BAC
raccourci, disposant de 50 kb de séquences 5’ dkamg subit I'effet de position en
transgénése. Il semblerait donc que la localisateméléments régulateurs chez ’lhomme soit
différente de chez la chevre. D’apres le mémelartim second géne a été identifié quelques
kb en aval du gene dentlactalbumine, en orientation inverse, gene simal@ un géene de
récepteur olfactif (Olfactive Receptor MOR122-1puRant lors de vérifications récentes des
bases de données concernant les génes mis encyikems cette région, il apparait que si ces
deux genes sont bien orientés en sens inverse, dieliécepteur olfactif se situe a 2 kb en

amont de celui de di-lactalbumine Fig. 1.2. Les remaniements multiples observés au sein
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des YACs utilisés par I'équipe japonaise remett@aisemblablement en doute la validité de

leurs résultats.

10 kb
—
Géne
A a-lactalbumine
Geéne du
récepteur olfactif
Geéne du
B récepteur olfactif
Géne

a-lactalbumine

Fig. 1.2: Schéma de la région chromosomique du loaulactalbumine chez

'’homme.

A : région chromosomique telle qu’elle est décriteslEnbase de donnée GenBank.
B : région chromosomique telle qu’elle est décrite paguipe japonaise du Dr.
Fujiwara (Fujiwara et al., 2003).

Au final, ces expériences en transgénese chezuassaitilisant le BAC 6 caprin (BAC
raccourci par rapport au BAC 41), nous ont permeésfectuer une primo-localisation des
séquencesis-régulatrices dominantes présentes au sein du BA@a4 I'invalidation d’'une
région de 50 kb en amont dcus de I'a-lactalbumine. De plus, la mise en évidence d’un
second geéne, celui de la cycline T1 localisé enrdrde cette région invalidée par les résultats
en transgénése, nous incitait a caractériser plament les différents éléments présents dans
ce grand fragment d’ADN, pour essayer d’organisee wue d’ensemble de la région

chromosomique.
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CHAPITRE Il : Caractérisation du gene de la
cycline T1 présent au sein du BAC 41.
Hypothese de I'existence de deux domaines

chromatiniens.

47



A la suite de ces expériences de transgénése ahsautis utilisant le BAC 6, nous nous
sommes attachés a vérifier si les séquences appaserau géene de la cycline T1
nouvellement identifié au sein du BAC corresponaiaeu gene fonctionnel et si oui, quel
était son mode d’expression. Des travaux récerggesant une organisation du génome en
domaines regroupant des génes présentant des dliegpeession comparables et séparés les
uns des autres par des frontiéres physiques, neaférnotamment des séquences isolatrices
(pour revue Westt al, 2002 ; Kuhn and Geyer, 2003). En s’appuyant sunodele, devenu
peut étre un peu simpliste a la vue de donnéesites;al nous a semblé important d’étudier
le mode d’expression et la localisation des gemésemts sur le BAC 41. Dans la région ou
Nnous supposions se trouver les séquences isokaltic€HAPITRE | : primo-localisation de
régions reégulatrices par analyse de I'expressiotrarsgéenese d’'un BAC raccourci), le but
était de définir de possibles domaines chromatmienainsi de délimiter plus finement les

zones a étudier.

Le géne de la cycline T1 est un gene recemmeneéemévidence chez ’lhomme et la souris de
part la fonction de la protéine qu'’il code. Le puddde ce gene est impliqué dans la mise en
place d’'un complexe protéique, comprenant P-TEFbsi{Re Transcription Elongation
Factor b) et CDK9 (Cyclin-Dependent Kinase 9), s8a@ge au fonctionnement de la
machinerie ARN polymérase Il. La protéine cycline & une forte affinité pour la protéine
Tat et la boucle de transactivation de la transomp(TAR) du VIH (Virus Immunodéficient
Humain) (Weiet al, 1998 ; Bieniaszt al, 1998 ; Garbeet al, 1998 ; Pengt al, 1998 et
pour revue De Lucat al, 2003). La compréhension de la régulation maisiaiesla fonction
du gene de la cycline T1 est donc tres importaote pmpécher cette interaction puis cette
activation de la transcription virale. Ce gene @ lécalisé a proximité diocus de l'a-
lactalbumine chez ’lhomme (chromosome 12g13.11 NCBLocusLink

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/LocRpt.cqiB4934 et la souris (chromosome 15F1

NCBI LocusLink http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/LocRpt.cqi®9619 et présente

dans ces deux espéces une expression ubiquistamiies, lorsque nous avons entrepris

cette étude :

* la structure du géne n’était que partiellement cenn

» rien n’indiquait que le gene caprin, présent am ski BAC 41, était fonctionnel et que

son mode d’expression était identique a ses horaekfgumain et souris.
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Les deux articles présentés ci-aprasbiquitous expression of goat cyclin T1 in transgen
mice» et «Sequence of goat cyclin T1 cDNA, gene organisaimh expression analysis
rapportent la caractérisation fonctionnelle etctrtale du gene caprin de la cycline Ti. (

fichiers pdf ci-joint,Article 2 et 3).
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DISCUSSION DU CHAPITRE I

Dans l'article «Ubiquitous expression of goat cyclin T1 in trandggenice» nous avons pu,
en nous appuyant sur les souris transgéniguesusededu BAC 41, montré que le géne
caprin de la cycline T1 présent au sein de ce Bfdil éonctionnel et disposait d’'un mode
d’expression ubiquiste, donc trés différent dedgutation de I'expression du géne de-I’
lactalbumine. Sa localisation précise, son origmagt sa structure compléte rapportée dans
I'article « Sequence of goat cyclin T1 cDNA, gene organisadioth expression analysis
nous ont permis de dresser une carte fine de pEjien chromosomique. La comparaison
avec les régions homologues humaine et murine mamte conservation de l'ordre et de

I'orientation de ces géneal cours de I'évolution.

Chez la chevre, I'étude de I'expression de ce geoetre qu’il est faiblement exprimé dans
'ensemble des tissus analysés confirmant nos wais@ns en transgénese. Ces premiers
résultats nous ont permis de définir différentegarés dans le BAC 41 avec une trentaine de
kb de séquences regulatrices disponibles en amotdcds de la cycline T1, dont le gene
s’étend lui-méme sur plus de 40 Kbid. 2.1). lls nous ont également conduit a suspecter

I'existence de deux domaines chromatiniens digiaatsein du BAC 41.

10 kb
p—
- 501 I
Gene Gene
cycline T1 a-lactalbumine

Fig. 2.1: Schéma du BAC 41.

Avant cette caractérisation, une construction gauransgénése murine a été réalisée pour
vérifier si le BAC 41 pouvait conférer une expressindépendante du site d’intégration a un
géne hétérologue, substitué a l'unité de transonplu géne de di-lactalbumine. Le géne

rapporteur choisi pour ce travail a été 'ADNc deng CAT. Les résultats montrent une
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extinction de I'expression du gene rapporteur desisouris transgéniques obtenues malgré la
présence d'éléments régulateurs mis en évidencégeénment au sein de ce BAC (Soudier
al., 2003). Plusieurs exemples dans la littératuré éteit d’une extinction du gene CAT lors
de son utilisation en transgénese comme gene rappdClarket al, 1997). Le phénoméne
aurait méme la capacité de se propager le longA@NI pour éteindre les génes voisins. Pour
vérifier cette hypothése, le niveau d’expressiongdne de la cycline T1, toujours présent
dans ce BAC modifié, a été étudié. Les résultadsgirent que I'extinction du géne CAT
n'affecte pas celle du gene de la cycline T1. Celiservation renforce I'hypothese de la
présence d’éléments permettant des régulationsdchigtionnelles indépendantes des géenes

situés dans les deux putatifs domaines chromasnien
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CHAPITRE Ill : Caractérisation de la region

promotrice du gene de la cycline T1 caprine.
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La caractérisation du géne de la cycline T1 capainssi bien fonctionnelle que structurale
nous a permis de suspecter la présence de plusiennaines chromatiniens au sein du BAC
41, notamment en raison d’'une régulation de I'esgion trés différente entre ce gene et celui
de l'a-lactalbumine. Pour éviter aux éléments régulatelgrsleux domaines chromatiniens
voisins d’interagir les uns sur les autres, I'extiste d’une barriere physique est nécessaire.
Pour remplir ce rble de protection, les séquenselatrices doivent étre localisées entre les

régions promotrices des génes concerhigs 8.1).

Fig. 3.1: lllustrations des propriétés d'un isolateur (Kuind Geyer, 2003).

A : : blocage par l'isolateur de la stimulation du proteor jaune par I'activateur vert
et inversement du promoteur vert par I'activat@une.

B : l'isolateur peut empécher la propagation de la amatine condensée et ainsi
eviter I'extinction des genes.
Les losanges rouges représentent les isolateussplales de verts et jaunes notés E les
activateurs de génes, les croix rouges l'absenegtiVation et la chromatine condensée est
illustrée par la présence de nucléosomes.

Cependant, afin d’éliminer définitivement une régsupplémentaire susceptible de contenir
des séquences potentiellement isolatricesisdominantes, nous avons décidé de tester en
transgénese l'activité transcriptionnelle de laioggpromotrice du gene de la cycline T1
disponible au sein du BAC 41. A notre connaissaatgune analysen vivo n‘avait été
entreprise pour caractériser le promoteur de ce geartant tres étudié chez ’'homme dans le

cadre de son implication au niveau de l'activatd® la transcription du VIH (Weet al,
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1998 ; Bieniaszt al, 1998 ; Garbeet al, 1998 ; Pengt al, 1998 et pour revue De Lued
al., 2003). Seules des analy$ewitro par transfection de lignées cellulaires ont éadisées.
Elles suggereraient qu’'un promoteur court (moind &) est capable de diriger I'expression
du gene de la cycline T1, aussi bien chez I'homoe chez la souris (Liu and Rice, 2000 ;
Martin-Serranoet al, 2002). En transgénese, l'utilisation de promateubiquistes forts
dirigeant I'expression du transgéne dans la pluded types cellulaires, si ce n’est tous,
permettrait d’apporter quelques réponses a dedgmals biologiques comme par exemple, le
gain de fonction, la thérapie génique ou le lignegitulaire dans des animaux chimériques.
Plusieurs promoteurs ubiquistes ont déja été ésili&issebertlet al, 1999 ; Taboit-Dameron
et al, 1999 ; Zharet al, 2000) mais le probleme majeur reste I'effet dsimn que subissent
ces promoteurs qui rend les expériences diffi@kesurtout beaucoup moins intéressantes du

point de vue des applications potentielles.

Une des thématiques du laboratoire est I'étudeEegphalopathies Spongiformes Subaigus
Transmissibles (ESST), maladies neurodégénératatakes chez I’'homme et les animaux
caractérisées par une longue phase d’incubatiomm@synatique (plusieurs années) suivie
d’'une phase clinique subaigus. Les ESST humairedsaent la maladie de Creutzfledt-Jacob
(pour revue Knight, 2001), I'insomnie familiale d, le Kuru et le syndrome Gerstmann-
Straussler-Scheinker (pour revue Collgtsal, 2001). Chez les animaux, les ESST sont la
scrapie chez le mouton et la chévre, I'encéphatmpaspongiformes bovine (ESB),
I'encéphalopathie spongiformes féline et I'encéppathie transmissible du vison (pour revue
Dormont, 1999). Ces maladies sont causées paremt agectieux non conventionnel appelé
prion, semble-t-il dépourvu d’acide nucléique (poewvue Prusiner, 1998). Il s’agirait d’'une
forme anormale (PrPsc) d’'une protéine cellulaird’loi@e (PrPc). La PrPc est une protéine
membranaire présente chez tous les mammiférese quatéle gene Prnp, gene a expression
ubiquiste qui est fortement transcrit au niveawsygstéme nerveux central. La fonction de la
protéine PrPc reste largement inconnue. Les deatéipes PrPc et PrPsc ont une séquence en
acide aminés identique et seule leur structure rers tdimensions differe avec une
prépondérance d’hélicespour la forme cellulaire (PrPc), contrairemenaddrme anormale
(PrPsc) dont la structure prédite semble principal® composée de feuillgdgFig. 3.2. La
conversion de la PrPc en PrPsc nécessite la pesges deux types de protéines et
vraissemblablement l'intervention de protéines enapnes (pour revue Prusiner, 1998 ;
Wadsworthet al, 1999 ; Weissmann, 1999).
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Hélice a

Feuillet B

PrPres

Fig. 3.2: Représentation schématique des structures 3praésines PrPc et PrPres
(Prusiner, 1998).

La présence de PrPc est indispensable a la propaght la maladie car des souris dont le
gene Prnp a été inactivé sont non susceptiblessbne fraction des protéines PrPsc (appelée
PrPres) est partiellement résistante aux protéadagsant une accumulation dans le systeme
nerveux central. Cette accumulation de PrPres aegimpagne pas d’'une augmentation du
niveau d’expression du gene Prnp, traduisant unamgme post-traductionnel (pour revue
Prusiner, 1998). Pour étudier la propagation dmaddadie, des modeles animaux comme la
souris ont été utilisés. Seulement lors de l'ingatintracérébrale de PrPres ovine, de hamster
ou bovine a des souris conventionnelles, le dépphrition des symptémes est tres longs
(de l'ordre de 800 jours), voire dépasse la dueteie de I'animal. Ce temps d’incubation est
largement réduit lors de passages secondaires.h€esoméne, appelé barriere d’espéce,
traduit I'adaptation de I'agent infectieux a sonumel hote et ses difficultés sans doute a
interagir avec les protéines endogenes avant deopose dupliquer. Parmi ces protéines, la
PrPc joue un réle essentiel. Ainsi, la synthesenel’protéine PrPc issue de la méme espéce
gue la source de prions dans des souris transggnmu géne Prnp endogéne invalidé s’est
souvent traduit par I'obtention d’animaux présentane plus forte sensibilité a I'agent

infectieux que des souris conventionnelles. On miesealors un temps d’incubation
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relativement court dés la primo-inoculation, satamation lors des passages successifs (pour
revue Vilotte and Laude, 2002).

Pour essayer de mettre au point un modele animalgansible a I'agent infectieux de la BSE
gue ceux déja présents au laboratoire, le géneorayp choisi en association avec le
promoteur du géne de la cycline T1 a été le génp Bovin. Nous espérions obtenir ainsi une
expression de la protéine PrP bovine dans I'ensends tissus des souris transgéniques a des

niveaux plus ou moins importants.

Afin de tester différentes hypotheéses deux constms ont été réalisées :

» une construction disposant d’'un promoteur courtd, T@nviron 1 kb) pour vérifier les
résultats disponibles chez I'homme qui suspectaie densemble des séquences
régulatrices régissant l'activité de ce géne savieat a moins de 1 kb du site d'initiation
de la transcription (Liu and Rice, 2000 ; MartinH@eoet al, 2002),

* une seconde construction, obtenue par recombinaismologue cheE. coli, utilisant les
30 kb de régions régulatrices située dans la partéu BAC 41, TgB. Cette seconde
construction visait a rechercher I'effet protectaéwentuel de séquences distales sur

I'activité promotrice du gene de la cycline THd. 3.3.

0.5 kb
1

ToA e e e
Exons5a7+15kb
Région ORF Prp de région 3' flanquant
promotrice bovin de la B-Lactoglobuline

TgB

Fig. 3.3: Schéma des constructions TgA et TgB.

Les objectifs de ce travail étaient de fait muégl
» tester la présence ou I'absence de séquencegisegaians cette région promotrice de 30
kb en analysant l'effet de I'environnement chromospe sur la régulation de

I'expression du gene PrP bovimvivo
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» vérifier si un promoteur court du gene de la cyelifl caprine était capable de diriger
I'expression d’'un gene rapporteum vivo comme cela a été suspecte vitro chez

I’'homme, validant I'utilisation potentielle de cetséquence en thérapie génique.

* mettre au point un modele animal plus sensibleradkadie de la « vache folle » que ceux
déja présents au laboratoire.

L’article présenté ci-aprés Wnexpected high testis-specific transcriptionalitt of the
cyclin T1 promoter in transgenic mieeillustre les résultats que nous avons obtenuoars
de ce travaildf. fichier pdf ci-joint,Article 4).
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DISCUSSION DU CHAPITRE Il

La caractérisation de la région promotrice du géméa cycline T1 caprine apporte plusieurs
réponses aux questions posées au début de cd.tidaanlyse du profil d’expression du
géene Prnp bovin, le géne rapporteur, montre ureitéctranscriptionnelle identique quelque
soit la longueur du promoteur utilisée. La seuléédence concerne le niveau d’expression
qui est plus faible dans les souris transgéniqugd Tpromoteur court). Ces résultats
confirment partiellement les hypothéses émisessuiite des expérienc@s vitro concernant
'analyse de I'expression d’'un promoteur court hiimadu géne de la cycline T1, a savoir
gu’'un tel promoteur est suffisant pour diriger pegssion de ce gene. Toutefois, une sur-
expression testiculaire inattendue, car non obseavéc le gene natif au sein du BAC 41, a
pu étre mise en évidence dans I'ensemble des bgie&esouris transgéniques analysées, aussi
bien les TgA que les TgB. Ces résultats suggéranpdrte d’élémentgis-régulateurs
importants pour la régulation transcriptionnellegdune de la cycline T1 caprine. D’aprés les
constructions utilisées, ces éléments pourraigstlétalisés soit au niveau des régions non
traduites (5’ et 3' UTR) souvent impliquées au aiwede la régulation de I'expression des
genes (pour revue Kuersten and Goodwin, 2003)aoihiveau des séquences introniques
et/ou 3’ flanquantes du géne de la cycline T1. hture des éléments éliminés ne peut étre
que supposeée. Il pourrait s’agir de séquences itnbds agissant sur des activateurs
impliqués dans l'initiation de la transcription aiveau des cellules germinales, ou bien de
séquences activatrices permettant de recruteratdsufs de transcription nécessaires a un
bon niveau d’expression dans I'ensemble des tis3usiqu’il en soit, méme si un promoteur
cycline T1 court est suffisant pour diriger I'expseon d’'un gene rapporteun Vivo,
I'ensemble des séquences associées a une régutatigariptionnelle normale de ce géene ne
sont pas toutes présentes dans la région promotrice

L’ensemble des lignées de souris transgéniquesahglB/sées présente une sur-expression du
transgéne plus ou moins importante dans les csellgigminales, cependant la régulation
transcriptionnelle de ce géne est sous la dépeaddmason site d’intégration car il n’existe
pas de proportionnalité entre le niveau d’exprassiole nombre de copies intégrées. Aucune
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séquence capable de protéger le gene rapportesemigle donc étre présente au sein des 30

kb de région promotrice. Cette observation a dewmséquences :

» elle renforce I'nypothése de la présence de demxaiftes chromatiniens distincts au sein
du BAC.

» elle suggere que des séquencisgégulatrices dominantes sont localisées en avadh de

région promotrice du géne de la cycline T1.

Une caractérisation plus fine de la régulation’depkession du gene Prnp sous dépendance
du promoteur cycline T1 nous a permis de montrer lg@s transcrits n’étaient pas exprimés
dans tous les types cellulaires du testicule maigesent dans la lignée germinale, des
spermatogonies aux spermatozoides. La mise au pbim modéle souris hautement
sensibles aux agents de la maladie de la « vadleesfoeposait sur la présence de la protéine
prion bovine dans de nombreux tissus des sounisdémniques a des niveaux relativement
élevés et notamment au niveau du systeme nerveurateA ce titre, les résultats obtenus
n‘ont pas répondu a notre attente. Ces souris égseptent sans doute pas une sensibilité
accrue a l'agent infectieux bovin en comparaison autres modeles déja présents au
laboratoire. Apres concertation avec I'équipe duDtaude (VIM, INRA), il a d’ailleurs été

décidé de ne pas analyser leur susceptibilité.

L’analyse de la protéine PrP produite dans lesctdss des souris transgéniques montrent la
présence d’'une protéine partiellement tronquéegggort a la protéine dite normale trouvée
dans le cerveau de vache ou de souris transgénsguexprimant le gene Prnp bovin. Afin
de vérifier si cette différence de taille n’étadtspdue a une glycosylation différentielle, une N-
déglycosylation des protéines totales a été réalsa la nuit selon les prescriptions du
fournisseur (PNGase F, Biolabs) suivi d’'un Wesidilisant I'anticorps 18 (gentiment fourni
par Dr Hawke S., Imperial college, London, UK). Getticorps est dirigé contre la région
centrale de la protéine PrP bovine/ovikeg( 3.4 et 3.5.
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N-alycosylation
1 24 b4 103 192 208 GPI 264

Peptide « Octarepeat »

signal A A A A cC——C
" | Anticorps | | 192 225
. 4F2 18 === Pont di-sulfure

Fig. 3.4: Schéma de la protéine prion bovine et locatisaties anticorps utilisés.
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Fig. 3.5: Analyse de la synthese de protéine PrP par webtet .

Plusieurs lignées de souris transgéniques ont &iéaes pour cette analyse : 1-souris FVBN
PrP0/0 dont le gene Prnp a été inactive, 2-souy8.88, qui sur-exprime la protéine PrP
ovine, 3-souris Tg5.40 qui sur-exprime la protéP® bovine, 4-souris TgB.75, 5-souris
TgA.12, * indique que les échantillons ont ététémia la PNGase F pour déglycosyler les
protéines, cinquante g de protéines totales antiéposées dans chaque puits.
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Pour caractériser plus finement cette troncatidanticorps 4F2 gentiment fourni par
DrGroschup, Institute for Novel and Emerging Infecs Diseases, Federal Research Centre
for Virus Diseases, Insel Riems, Germany) dontittgie est localisé dans la portion N-
terminale de la protéine, région 79-92 aa de laepre bovine Fig. 3.4, a été utiliséKig.

3.6).

x x
_ 1 _‘2.,7 3. 3 = 4 5 — 47.7 kDa
| E ' - ol — 34.6 kDa
Anticorps .“ P | ' I - - : ‘_ 28.3 kDa
4F2

q ' ~—19.2 kDa

“ > “

Testicules Cerveau Testicules

< >

Fig. 3.6: Analyse de la synthése de protéine PrP par weslet, (cf. Iégende Fig.
3.5).

La présence d’'un signal en western blot sembleyirati que la région N-terminale n’est pas
tronquée, suggérant donc une troncation C-termindhe protéine tronquée en C-terminal
(délétion de 70 a 100 aa) a été décrite dans lengpmature et le liquide séminal du mouton
(Gatti et al, 2002). Chez 'hnomme la situation est plus comglpuisque plusieurs isoformes
ont pu étre mises en évidence dans le liquide sdreinau niveau du sperme mature avec
deux isoformes tronquées en N-terminal : C1 (ad 12 et C2 (environ aa 1 a 90) (Peoeth
al., 2002) et une isoforme tronquée C-terminal (détetd’'une centaine d’aa) (Shaketal,
1999). Par contre, les analyses effectuées chesouas ne permettent pas de mettre en
évidence de forme tronquée de la protéine au nideautesticules (Foret al, 2002). Méme

si I'utilisation d’autres anticorps serait nécessaour caractériser les différentes formes de
PrPc présentes dans les cellules germinales des 3gA et TgB et les testicules des souris
Tg5.40 et Tg3.38Kig. 3.5, nos résultats suggerent que I'absence de peot&iR tronquée

dans le testicule de souris conventionnelles tidud a la nature de la PrP qu’a I'absence de
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certaines protéases dans le tractus génital makedanimal. Il est a noter qu'une forme
tronquée de la PrPc est présente chez la souris @asperme mature mais pas dans

I'épididyme.

La protéine prion bovine synthétisée dans les sdwinsgéniques TgA et TgB est localisée
dans toute la lignée germinale, des spermatogamiespermatozoides, mais pas dans les
cellules de soutien telles que les cellules de igewd Sertoli. Chez 'lhomme, la protéine
prion est présente dans les spermatocytes et speesiat absente des spermatogonies et des
Sertoli (Shakecet al, 1999). Chez la souris, elle est abondante dansdbules de Sertoli
(Ford et al, 2002) et les spermatozoides suivant un gradeverse dans les cellules
germinales de celui des ARNm qui sont présents temspermatocytes, les spermatides et
les cellules de Sertoli. Bien que nous n’ayons aaalonnée sur les taux relatifs des transcrits
TgA et TgB dans les spermatogonies par rapportsp@xmatocytes et aux spermatozoides,
nos observations suggereraient que le contrél@dtexhnel des transcrits Prnp observés chez
la souris impliquerait des séquences localisées t&s réegions 5’ et 3’ non traduites de
'ARNmM Prnp, régions absentes dans les construstidgitisées pour créer les souris TgA et
TgB. Toutefois, des expériences complémentaireaiesdr nécessaires pour étayer cette
hypothése.

L’analyse de l'influence de la sur-expression deiatéine prion dans les testicules sur la
fertilité a été entreprise en raison du phénotypseové chez les souris dont le gene Dpl
(Downstream Prion protein-Like ou Prnd) a été iveéctCes souris, dont le développement
est normal, présentent une stérilité des males @luene déficience au niveau de la
spermatogénése (Behreasal, 2002). Le géne Dpl est un géne paralogue au Beng,
localisé a 16 kb en aval de celui-ci chez la soures protéine Dpl est une protéine N-
glycosylée et attachée a la membrane cellulaireuparancre GPI (Glycosyl Phosphatidyl
Inositol) selon un schéma identique a celui dertagine PrP. Par sa séquence et surtout sa
structure, la protéine Dpl ressemble a une protBifetronquée en N-terminal (Silvermein

al., 2000).

Les profils d’expression de ces deux génes soférdifts puisque le gene Dpl est fortement
exprimé dans les testicules et le caeur et faiblemgrimé dans le cerveau tandis que le gene
Prnp est fortement exprimé dans le cerveau etfpibfement dans le coeur et les testicules.

L’expression ectopique du géne Dpl dans le cendmawsouris, dont le gene Prnp a été
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inactivé, conduit a des phénotypes séveres dontatage et perte des cellules de Purkinje.
Toutefois, ces phénotypes disparaissent lors @dblissement du profil d’expression normal
du gene Prnp, suggérant une certaine compétititne @es deux protéines (Mooet al,
1999 ; Rosset al, 2001). Aucune incidence sur la fertilité n’a greémis en évidence dans
les lignées TgB sur-exprimant le plus le transgad&uant que de hauts niveaux de protéine
PrP dans les spermatozoides et au cours de la apgdnése n’interféerent pas avec la
reproduction de ces souris. Pourtant, il seraiempiéllement intéressant de tester cette sur-
expression du gene Prnp bovin testiculaire dansaol@ss dont le gene Dpl a été inactivé pour
savoir s'il provoque alors une potentielle integfgce avec la spermatogénese. Des contacts
ont été pris avec des équipes travaillant sur feed2pl pour discuter de l'intérét d’'une telle

approche.
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CHAPITRE IV : Caractérisation du gene
caprin FLJ20436, troisieme gene présent au
sein du BAC 41. Assignation de ce locus a un

des deux domaines chromatiniens putatifs.

64



En parallele a la caractérisation du géne de ldneyd@1 caprine et de son promoteur en
transgéneése, une analyse de la séquence humadoaitis dans les bases de données nous a
permis de localiser un gene putatif & peine 10 kbaeal du géene de la cycline T1
(chromosome 12g13.11 NCBI LocusLink
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/LocRpt.cqiB4939. Aprées une analyse

comparative avec les banques d’EST, ce géene pEtaif0436 semblait disposer de plusieurs
transcrits €f. Article 5) révélant que ce gene pouvait étre fonctionnek diemme. Une
recherche d’homologie au sein de cette région swehome de la souris nous a permis de
confirmer la présence de ce geéne putatif dans mEnsme (chromosome 15F1 NCBI
LocusLink http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/LocRpt.cqi®861), de méme que

I'existence de plusieurs transcrits murins displendans la banque d’ESTf(Article 5). Les
différents transcrits ainsi mis en évidence pronen de différents tissus suggérant la
présence d’'un gene dont le mode d’expression dshfellement ubiquiste. L'ensemble de
ces éléments conduirait a I'existence d’'un genetfonnel appartenant au méme domaine
chromatinien que celui du gene de la cycline Tlsque ces genes semblent disposer du

méme type de régulation transcriptionnel.

Une analyse plus fine de cette région a été elgeephez la chévre afin de savoir si :
* le géne putatif FLJ20436 est présent au sein du BA€ou du BAC 41

» dans la mesure ou ce gene est présent, dans quekmgéenomique il se présente par
rapport & ce qui est connu chez 'homme et la sdiatientation des genes les uns par

rapport aux autres et localisation précise)

» ce gene est fonctionnel dans cet organisme et iaudes souris transgéniques pour le
BAC 41

» son mode d’expression correspond bien aux hypah@&séses a la suite de la recherche
des ESTs, c’est-a-dire un mode d’expression uldiguismme c’est le cas pour le géne de

la cycline T1.

L’article présenté ci-apres Rutative FLJ20436 gene characterisation in goat.s@wed
ubiquitous expression in goat and transgenic millewaed to restrict the location of an
hypothesised insulator elementrapporte la caractérisation fonctionnelle eticttrirelle du
géne caprin FLJ20436f( fichier pdf ci-joint,Article 5).
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DISCUSSION DU CHAPITRE IV

La caractérisation de ce troisien@cus nous a permis de localiser précisément le gene
FLJ20436 en aval du géne de la cycline T1 et emacho BAC 6 et de I'orienter par rapport

aux autres géenesig. 4.1.

10 kb
: ' Géne
5"/! 1 FLT20436 5‘1/ 4
Géne o Géne
cycline T1 Région a-lactalbumine
de 10 kb

Fig. 4.1: Schéma du BAC 41.

Une carte plus fine de la région a ainsi pu étessie et la comparaison avec les régions
homologues humaine et murine présente toujourse catnservation de l'ordre et de
I'orientation entre ces différents géeras cours de I'évolution. Nous avons pu montrer lgue
gene FLJ20436 est fonctionnel et de type ubiquisez la chévre et en nous appuyant sur les
souris transgéniques porteuses du BAC 41, noussgorconfirmer qu’il s’agissait bien du

géne présent au sein du BAC 41 qui était fonctibnne

Ces expériences nous ont permis d’assigner le dan¥®0436 au méme domaine
chromatinien que celui du géne de la cycline Tlfmonément aux hypothéses émises
précédemment et ainsi nous avons pu affiner ldigateon de la région potentielle contenant

les élémentsis-régulateurs dominant§ig. 4.1).
L’analyse approfondie de la régulation de I'expm@ssdu géne FLJ20436 montre un gene

ubiquiste tout comme le géne de la cycline T1 aleeaombreux transcrits issus de différents

épissages alternatifs dont certaines formes saarerinconnue chez ’'homme ou la souris.
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CHAPITRE V: Caracterisation de la région de
10 kb, frontiere putative entre deux domaines

chromatiniens.
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Expériences meneées pour caractériser la région
frontiere de 10 kb

|. Récapitulatif des travaux qui ont permis la loatlisn de la région
frontiere

Les travaux réalisés sur le BAC 41 ont permis uaectérisation de différents éléments
présents au sein de ce grand fragment d’ADN. Lggmances de transgénese utilisant le
BAC 41 puis le BAC 6 ont permis de mettre en évidela présence de séquences
régulatrices dominantes nécessaires a la régulad®nl’expression du gene dea¥

lactalbumine, indépendamment du site d’intégration.

La mise en évidence de la présence de deux awtnes @u sein du BAC 41, la cycline T1 et
FLJ20436, nous a conduit a vérifier si ces genegerdt fonctionnels et de quel mode
d’expression ils disposaient. La caractérisatiamctfionnelle de ces deux genes, présents en
amont dulocus de l'a-lactaloumine et du BAC 6, a permis de montrer Iguétaient
fonctionnels et exprimés de fagon ubiquiste, doés tifféremment de celui du géne de-I’
lactalbumine spécifique du tissu épithéliale mamenan lactation. D’apres nos hypotheses,
des genes ayant le méme mode d’expression devigientocalisés sur le méme domaine

chromatinien afin de permettre une régulation ietélante par rapport aux genes voisins.

Nos observations suggéraient la présence de denaides chromatiniens au sein du BAC 41
et I'existence d’'une frontiere capable de sépafferagement les genes de la cycline T1 et

FLJ20436 d’'un coté et deatlactalbumine de I'autreHg. 5.7).
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10 kb
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Géne
g/ FLT20436 Sai‘r
Géne - Géne
cycline T1 Region a-lactalbumine
de 10 kb

Fig. 5.1: Schéma du BAC 41.

La caractérisation structurale de ces deux genigglistes nous a permis d’établir une carte
précise du BAC 41 avec la localisation exacte d#érdnts genes, leur orientation et leur
position les uns par rapport aux autres et de d@élirane région qui pourrait potentiellement
jouer le réle de frontiere. Ainsi une séquence @eli, située entre I'extrémité 3’ du gene
FLJ20436 et I'extrémité 5’ du BAC 6, a été suspedég. 5.1).

Il. Caractérisation de la région frontiére

Afin de vérifier si cette région avait un role foimonel de frontiere entre domaines
chromatiniens, différentes approches complémestairg été mises en ceuvre pour essayer

d’évaluer ses caractéristiques.

Le clonage et le séquencage de I'ensemble derégfiten de 10 kb ont été réalisés. Malgré la
divergence de séquence entre les différents isotatdéja caractérisés dans la littérature, on
pouvait supposer qu’'un méme isolateur, de partré@nfonctionnel important, présente un
certain nombre de motifs conservés au cours delliéen. Les séquences obtenues chez la
chévre pouvaient étre comparées aux bases de doexi§eantes pour mettre en évidence des
zones de forte homologie entre les différents gé&sodisponibles, principalement ’lhomme et
la souris. Une recherche de sites potentiels datidim pour des protéines de type « anti-
enhancer » telle que CTCF, a aussi été réalisée Hespoir de trouver des éléments
caractéristiques de certaines séquewtesigulatrices du méme type. De méme, un logiciel
dédié a l'identification de sites pouvant étre ag® a des MARs, souvent présentes au
niveau des frontieres chromatiniennes, a été @tipsur déterminer si cette région en

contenait.
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Dans la littérature, les exemples d'isolateurs kianactérisés ne sont pas nombrecix (
Introduction, Présentation de quelques isolatearacatérisés et Autres éléments régulateurs
ayant des propriétés isolatrices). Le travail a@ffécsur lelocus des globines du poulet a
permis de mettre en évidence la frontiére entrex deumaines chromatiniens avec d’'un cote
le locusdes globines et de l'autre le géne du réceptetinlate. Cette frontiere est constituée
de plusieurs élémentsf( Introduction, Séquence 5 HS4 thcusde la3-globine de poulet)
qui conferent une régulation indépendante de l'esgibpn des genes présents sur ces
domaines chromatiniens voisins. Cette régulatialependante se caractérise par des profils
spécifiqgues de méthylation de la région « frontiesiivant que I'un ou l'autri@cusest actif.
Dans notre contexte chromatinien, I'analyse duipdef méthylation de cette région de 10 kb
pouvait permettre de mettre en évidence une spiéifen fonction du tissu dans lequel est
effectuée l'analyse. En effet, le gene de-lactalboumine étant un gene spécifiquement
exprimé dans le tissu épithéliale mammaire en tiactason profil de méthylation devrait étre
différent suivant le tissu analysé, démeéthylé denglande mammaire en lactation mais
méthylé dans tous les autres tissus de méme pmhabt que dans la glande mammaire a
d’autres stades physiologiques. A l'inverse, leaegede la cycline T1 et FLJ20436 étant
exprimés de maniere ubiquiste, la méthylation de DN devrait étre identique dans tous

les tissus analysés. Une telle étude a été initiée.

Une approche plus fonctionnelle a également étéemtige avec une étude vitro du
potentiel de la frontiere putative. Des analysesxpfession en culture cellulaire, qui vont
permettre de tester la propriété de blocage déidiaales activateurs sur un promoteur, ont
éte réalisés pour essayer de mettre en évidenceodes isolatrices au sein de cette région de
10 kb. L'approche choisie utilise un vecteur gracejuel le niveau d’expression du géne
rapporteur, le géne de la luciférase, est mesugbleansfection transitoire. Il a été montré,
notamment par I'équipe du Dr Felsenfeld (Recillasgket al, 1999) et plus recemment par
une équipe japonaise (Ogatdh al, 2003), que des expériences vitro de transfection
transitoire sont suffisantes pour un premier cgbldors de la recherche de séquences
potentiellement isolatrices. Une approche par fesmion stable, beaucoup plus lourde, n’est
habituellement envisagée que dans la mesure oqupsetégions de petites tailles ont montré
des résultats encourageants a la suite des trénsfedransitoires. Le gene luciférase sous
dépendance d’'un promoteur minimal ubiquiste esefoent stimulé par un activateur viral
placé en 5’ ¢f. CHAPITRE V, Description du vecteur de base Enhuldl L'intégration
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d’un isolateur bien caractérisé, tel que la segeeidHS4 de Ig3-globine de poulet, entre
I'activateur viral et le promoteur montre une chdig¢ niveau d’expression du gene de la
luciférase. L'acces a la séquence de la régiortitnana permis son sous-clonage précis dans
le vecteur d’expression afin de tester si des fexgsissus de cette zone étaient capables

d’influencer le niveau d’expression du gene rapgaort

En parallele a ces expériences, une étude de lanréy été entreprisén vivo. Deux
constructions pour la transgénese chez la soutigténenvisagees pour tester les propriétés
de ces 10 kb :

* son association au BAC 6 afin de vérifier si laulégon de I'expression du gene da-I’

lactalbumine devenait alors équivalente a cellemint avec le BAC 41

e son association a un gendactalbumine ne disposant que d’'un promoteur cafint de
vérifier si cette séquence est capable d'agir seulesi elle nécessite l'intervention

d’éléments distaux présents sur le BAG-&(5.2.

10 kb
—
BAC 6
Tg1so W + ]
. Gene
Région de 10 kb a-lactalbumine
Tg1s0-¢ [l + )

Fig. 5.2: Schéma des constructions Tg ISO et Tg ISO-C.
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Matériels et méthodes

L’ensemble des protocoles de base utilisés au dmice travail de thése est issu d’'un manuel
dédié a la biologie moléculaire (Sambrook and Rug891). Dans cette section, seuls les

protocoles ne se rapportant pas a ce manuel sswantréférencés.

|. Obtention et analyse de la séquence de la régioiére

1. Sous-clonage de la région

La région frontiere a été amplifiée par PCR engatiit le kit « Expand long template PCR
system » (Roche molecular biochemicals) qui cohtisnmélange de Taq polymérases tres
fideles pour éviter toute erreur au niveau de tueace. Une digestion partielle de la région
de 10 kb a été réalisée a l'aide de I'endonucléaseestriction Sau3A. Aprés migration sur
gel d'agarose 1%, les fragments de tailles comprisetre 0,7 et 1 kb ont été isolés en
utilisant le kit « Wizard SV gel and PCR clean-yptem » (Promega). La réaction de ligature
a ete effectuée dans un volume final de 20 ul pgrdanuit a 16°C. Lors de la préparation de
la solution, un exces d’insert (1 a 5 fois en mtdqupar rapport au vecteur (pUC 19 linéarisé
par I'endonucléase de restriction BamH |, soit 50 dont les extrémités sont compatibles
avec Sau3A), a été ajouté au mélange pour unaogagitimale. 1 unité de ADN ligase T4
(Promega) a été utilisée dans ce volume réactiotaetransformation des plasmides a été
effectuée par électroporation dans des bactérieSoDIRour I'étalement des bactéries sur
boites de Pétri aprés transformation, de I'’Agardlpa été ajouté au milieu LB (10 g/l bacto
tryptone, 5 g/l d’extrait de levure, 10 g/l de Na&upplémenté en antibiotique (100 pg/mi
d’ampicilline) ainsi qu'avec de I'IPTG et de I'X-G&LO pug/ml) pour la sélection blanc/bleu
des clones résultants.

L’ensemble des cultures bactériennes a été réatisailieu LB supplémenté en antibiotique
Les ADN plasmidiques ont été extraits par la méghadel lyse alcaline pour les petits volumes
(moins de 3ml de culture) et par l'utilisation dit k Nucleobond AX » (Macherey-Nagel)

pour des extractions de plus de 50 ml de cultuctcbanne.
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2. Séquencage et contigage de la région

A la suite du sous-clonage de cette région, urddiee de clones, contenant des fragments
de taille attendue (entre 0,7 et 1kb), ont été sh@our étre séquenceés dans les deux sens.
Les réactions de séquencage ont été effectuédsssptasmides purifiés en utilisant le kit

« Big Dye terminator » (Applied system) selon leht@ique de Sanget al. (1987). L'analyse

de la séquence a été réalisée par électrophoréese sséquenceur automatique ABI Prism
377 (Applied system).

La recherche de séquences chevauchantes entréffeeends fragments a été réalisée in
silico. Un premier alignement a été exécuté a dalds logiciels PHRED/PHRAP (Ewing and
Green, 1998 ; Ewingt al, 1998). Les lacunes entre les contigs ainsi miéuitence ont été
comblées par I'amplification de ces régions par PG#& réactions de séquencage ont alors
éte réalisées directement sur ces fragments aéwlifie programme CONSED a été utilisé

pour éditer le résultat de 'assemblage (Gorelpal, 1998).

3. Analyse de la séquence

Des recherches d’homologie ont été effectuéesidel’de programmes spécialisés tels que

BLAST du National Center for Biology Informatioht{p://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST)/

D'autres sites ont été utilisés tels que le centte ressources d’Infobiogen
(http://www.infobiogen.fr) pour des analyses telles que la réalisation desde restriction,

la conversion de séquences, les alignements logiagbobaux entre deux séquences d’acides

nucléiques.

Une recherche plus spécifique de prédiction de MAaBtntiellement présentes au sein de
cette région frontiere a été obtenue a laide dwgmmme MAR-Wiz 1.5
(http://www.futuresoft.org/MAR-Wi2).

Il. Analyse de la région frontiére par transfectiomsraire

1. Description du vecteur de base Enh-TKluc

Le vecteur d’expression utilisé pour les transtewitransitoires de culture cellulaire est basée
sur le vecteur pGL3-basic (pGL3 luciferase repostectors, Promega) auquel plusieurs

éléments ont été rajoutés par I'équipe du Dr LHdudebine (BDR, INRA) :
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1) Le gene rapporteur

Déja présent au sein du vecteur pGL3-basic, le gaaorteur est le gene de la luciférase de
luciole, dont I'expression est facilement mesurallle gene est connu pour étre peu sensible
aux effets d’extinction chez les mammiféres malgné origine phylogénétique éloignée. Sa
région codante a été optimisée afin de facilitandllyse de I'activité transcriptionnelle dans

les cellules eucaryotes transfectées.

2) Un promoteur ubiquiste

Le promoteur du virus simien SV40 présent danstdaur pGL3-basic a été remplacé par le
promoteur minimal du gene de la Thymidine Kinas&)(Tu virus de I'Herpés simplex
humain (position —109 a +55). Ce promoteur TK ngitesune forte stimulation par un

activateur pour obtenir de bons niveaux d’expresdio gene rapporteur.

3) Un activateur fort

L’amplificateur choisi pour étre introduit dans wecteur pGL3-basic modifié a été celui du
virus des polyomes (EnhPy) qui a fait ses preusesde travaux antérieurs. Cet activateur a

éte placé en amont du promoteur TK pour une stitimunl@fficace de la transcription.

4) Un terminateur de la transcription

Le terminateur déja présent au sein du vecteur paalsi est le terminateur des géenes tardifs
du virus simien SV40. De nombreux travaux ont puntrey son efficacité en transfection de

culture cellulaire.
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5) Schéma global

Activateur EnhPy ~—

(n.'. 48-112 et 130_194) Sites mulfiples de clonage

Spe I:nt 226
Kpn I : nt 236

Promoteur TK

(nt 259-435) «— Geéne luciférase
n -

(nt 436-2126)

Fig. 5.3: Schéma du vecteur de base Enh Tkluc (5211 bp).

Vecteur mis au point par I'équipe du Dr. L.-M. Helthe (BDR-INRA).

2. Constructions de vecteurs d’expression et sousageule la région frontiere

Plusieurs couples d’oligonucléotides ont été ckdesiong de cette séquence de 10 kb afin de
générer par PCR des fragments chevauchants de I8 kb {Table 5.1). Pour obtenir un
clonage orienté de ces fragments dans le vecteexpssion modifié, un site de
reconnaissance par une endonucléase de restrect&g incorporé au sein de la séquence
oligonucléotidique Table 5.1). Les fragments obtenus apres amplification paR RGt été
préalablement clonés dans le plasmide pGEM-T Basynfega) selon le protocole décrit plus
haut €¢f. CHAPITRE V, Obtention et analyse de la séquenda dégion frontiere).

Les digestions enzymatiques d’ADN ont été réaliséewant la méthode classique en
respectant les prescriptions du fournisseur (Prapegvec un exces de 2 a 3 unités
d’enzymes par pg d’ADN pour des coupures optimdles. digestions ont été testées par
électrophorese d’'un échantillon sur gel d’agard¥eeh présence de bromure d’éthidium et
d’'un marqueur de taille. La purification des fragnsed’ ADN digérés a été réalisée apres
migration sur gel d’agarose 1% en utilisant lekiizard SV gel and PCR clean-up system »
(Promega). Les fragments ainsi obtenus ont été&sldans le vecteur d’expression EnhTKluc
préalablement linéarisé avec deux endonucléaseseftant d'orienter les fragments de la

région frontiere Fig. 5.3et Table 5.1).
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el e Taille du

I'oligonucléotide Séquence Position 1, OSTIETE fragment (nt)
ou de la sonde n
ctglF_Spe | 5-CGAGTGTACTAGT CAGAGGTTGG-3' nt 1-23 sens 1365
ctglR_Kpn | 5'-GGATACAGGTACCATGGCTTC-3' nt 1345-1365  antisens
ctg2F_Spe | 5-TAAAACCTACTAGT CTAGTTATA-3' nt 615-637 sens 1625
ctg2R_Kpn | 5'-GGATCTTTGGTACCCAGAAATC-3' nt 2119-2140  antisens
ctg3F_Spe | 5-GCTGGCAAACTAGTAGCATCC-3' nt 1252-1272 sens 1554
ctg3R_Kpn 5'-CAGCTGATGGTACCTATCCTTC-3' nt 2785-2806  antisens
ctg4F_Spe 5-GATTTCTTAACTAGT GCATGTTG-3' nt 2033-2055 sens 1485
ctg4R_Kpn 5-TCTACTGAGGTACCTTATCCAT-3' nt 3497-3518  antisens
ctg5F_Spe 5-GTATCTGTACTAGT TCTAGGG-3' nt 2757-2777 sens 1620
ctgbR_Kpn 5-CATGTGCTGGTACCTCCTTAG-3' nt 4357-4377  antisens
ctg6F_Kpn 5-ATGGATAAGGTACCTCAGTAGAC-3' nt 3497-3519 sens =
Ctg6R_Sac 5-TTAAGGGTGAGCTCTGCTATTC-3' nt 4998-5019  antisens
ctg7F_Kpn 5-CTAAGGAGGTACCAGCACATG-3' nt 4357-4377 sens 1509
ctg7R_Sac 5-TGATGTTGAGCTCCTTTTCATG-3' nt 5845-5866  antisens
ctg8F_Spe 5-GGACCCATACTAGT CCCACCG-3' nt 4968-4988 sens 177
ctg8R_Kpn 5-ATTTCTCCTGGTACCCTTGAG-3' nt 6722-6742  antisens
ctg9F _Spe 5'-CACAGAGGAACTAGTATAGACG-3' nt 5787-5807 sens =
ctg9R_Kpn 5-GCCCTTGAGGTACCTCTATG-3' nt 7308-7327  antisens
ctgl0F_Spe 5-TTACAAACTAGT CTCAAGATTGC-3' nt 6712-6732 sens 1757
ctgl0R_Kpn 5-ATTAAGGTACCCATTTACAATCC-3' nt 8447-8469  antisens
ctgl1lF_Spe 5-ATTCGCAACTAGT TAGATGGAC-3' nt 7297-7318 sens 1558
ctgllR_Kpn 5-GGGCAGAGGGTACCCAATCTACC-3' nt 8833-8855 antisens
ctgl2F Kpn 5'-AAGGTACCTTGACTACTGGATTG-3' nt 8430-8452 sens =0
ctgl2R_Sac 5'-GAATATCTGAGCTCCGACAGCC-3' nt 9910-9931  antisens
ctgl3F_Kpn 5-GGTAGATTGGGTACCCTCTGCCC-3' nt 8833-8855 sens e
ctgl3R_Sac 5'-CTCAGGAGCTCATAGTGTGTG-3' nt 104425-10445 antisens
Sonde ISO 1 nt 1-331 331
Sonde ISO 2 nt 2405-2806 402
Sonde ISO 3 nt 10032-10445 414

Table 5.1: Caractéristiques des oligonucléotides et dedesontilisés.

Position et orientation des oligonucléotides, lasafion des sondes et taille des fragments

chevauchants obtenus par PCR.
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1. Cultures cellulaires et la transfection

1) Milieux et Conditions de culture

Les milieux de culture, les réactifs, les antilgjaBs et le transfectant ont été obtenus auprés
de Life technology et de Sigma. Les cellules oétaéitivées en incubateur a 37°C, humidifié
pour prévenir I'évaporation du milieu et a presstomstante en CO2 (5%) pour maintenir le
pH entre 7,0 et 7,2 en présence de bicarbonatetAeate utilisation, le sérum de veau fcetal
SVF (Bio West) a été prealablement décomplémentéradement thermique (30 minutes a
56°C).

Les cellules utilisées pour les transfections eé@tdes cellules ovariennes de hamster chinois
(CHO). Elles ont été maintenues dans un milieu DMEMN (50V/50V) additionné de 10%
de SVF décomplémenté, de L-glutamine 2 mM, de jléne& et de streptomycine a 100
ug/ml. Les cellules mises en culture ont été teaité la trypsine tous les 2 a 3 jours afin de

leur permettre une croissance et une multiplicadiptmmales.

2) Transfection

Les cellules CHO entre 50 et 60% de confluenceb@ies de 6 cm de diametre, ont été
transfectées avec 5 pg du plasmide d'intérét esepce de la Lipofectamiff® comme
transfectant dans de I'OptiMEM (Life technology)aeles prescriptions du fournisseur. Un
rapport ADN/LipofectaminB” de ¥4 a été retenu pour réaliser 'ensemble déraesfections.
Quatre heures aprés le début de la transfectiomdilnge ADN/Lipofectamid& dans
'OptiIMEM a été remplacé par le milieu de cultur@bituel, DMEM/F12 (50V/50V)
additionné de 10% SVF décomplémenté, de L-glutaninenM, de pénicilline et de
streptomycine a 100 pg/ml. Lors de chaque transfegplusieurs plasmides dits de référence
ont été également utilisés afin d’évaluer I'effit@ale I'expérience. Chaque résultat présenté
est la moyenne de 3 transfections indépendantes ohi@me plasmide dans les mémes
conditions. Les cellules ont été récupérées 48dseapres la transfection afin de procéder a la

mesure de I'expression du géne rapporteur.
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2. Analyse du niveau d’expression du gene rapporteur

1) Prélévement des cellules transfectées

Les cellules ont été rincées en Phosphate BuffineSaPBS (Life technology) puis grattées
dans 1,5 ml de PBS. Elles ont été ensuite culogpp@esentrifugation pendant 5 minutes a
5000 g (centrifugeuse Sigma 2MK). Le culot a ég&lpar 3 a 4 chocs thermiques successifs,
congélation dans I'azote liquide puis décongélatapide a 37°C, en présence de 300 pl de
tampon de lyse (Glycylglycérine 25 mM, EDTA 1 mMgBO4 8 mM, Triton 1%, Glycérol
15%, et DTT 1 mM ajouté extemporanément).

2) Dosage de la luciférase par bioluminescence

Ce dosage a été préalablement décrit par I'équeperdDe Wet (De Weet al, 1987). Apres
avoir lysé les cellules, I'activité luciférase @ @nmédiatement mesurée en présence d’'une
solution contenant ¥ de luciférine 1 mM et % degamB (Glycylglycérine 25 mM, MgSO4
15 mM, Adénosine triphosphate 5 mM). Les mesures éé@ effectuées a l'aide d’'un
luminometre (Berthold Lumat LB9501). Cinq pl d’'udiution au 1/10 du lysat cellulaire ont
été suffisants pour obtenir une valeur incluse darnsartie linéaire de la courbe de I'activité
de la luciférase en fonction de la concentratioengyme. L’activité a alors été mesurée en
unité arbitraire (RLU). Cette activité a été ragpera la quantité de protéine totale dosée

selon la technique de Bradford.

V. Les souris transgéniques

1. Préparation des constructions pour la micro-inpecti

Les constructions de petites tailles (1 a 15 kk)é&ié préparées par digestion enzymatique
(gene de k-lactalbumine avec promoteur court) ou par PCRidgrede 10 kbxf. Annexe 1

Les fragments obtenus ont été séparés sur gelrdsmd % et la bande correspondante a la
construction d’intérét a été isolée et purifice witisant le kit « Wizard SV gel and PCR
clean-up system » (Promega). Les transgénes onepitis dans une solution Tris-HCI 10

mM, EDTA 0,1 mM pH 7,4, qui a été utilisée commeap@on pour la micro-injection.

La construction de grande taille (50 a 60 kb), ésde la digestion enzymatique du BAC 6 par
I'endonucléase de restrictidfot I, a été séparée de son vecteur sur gel d’agafbsextraite

par électro-élution puis purifiée sur colonne DEBEphacel (DiEthylAminoEthyl) anion
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exchanger (Sigma). La solution d’ADN a alors é@ydiée sur membrane (Millipore type VS
0,0025 um) contre une solution protégeant les grémadyments des cassures et utilisée pour
la micro-injection (Tris-HCI 10 mM pH 7,4, EDTA 0/dM, NaCl 100 mM, spermine 30 uM
et spermidine 70 uM).

La région de 10 kb n’ayant pu étre clonée ou askmmdu gene ded-lactalbumine avec
promoteur court d’une part et au BAC 6 par recoraision homologue chez. coli d’autre
part, les différents fragments ont été co-injectéss des embryons de souris FVB/N. Les
solutions d’ADN ainsi préparées ont été micro-itges a des concentrations comprises entre
1 et 5 ng/ul, suivant la technique classique déd#ns I'ouvrage de Hoga al en 1986 par

le personnel de I'atelier transgénese présentiaudsenotre unité. Lors de la préparation des
solutions pour la micro-injection, un rapport dpdur 4 en molarité a été utilisé entre le géne
de l'a-lactalbumine avec promoteur court et la régionl@ekb, et un rapport de 1 pour 3

entre cette méme région et le BAC 6.

Différents protocoles ont été utilisés pour temteréaliser la recombinaison homologue chez
E. coli nécessaire a la grande construction initialemenisagée (Yanget al, 1997 ;
Narayanaret al, 1999 ; Muyrerset al, 1999 ; Leeet al, 2001). Les expériences n’ayant pas

abouti, aucun détail sur ces techniques ne separpici.

2. ldentification et caractérisation des souris traémsgues

Le criblage de I'ensemble des animaux a été régmé PCR en utilisant un couple
d’oligonucléotides spécifiques du gene aelBctalbumine caprin et 3 autres spécifiques de la
région de 10 kbTable 5.1). L’extraction des ADNs génomiques a été effect@épartir de
I'extrémité des queues de souris prélevée 10 ®@G japres la naissance des animaux, selon
la technique classique de digestion a la protéikase d’extraction phénol/chloroforme. Les
culots d’ADN génomique ont été repris et conseass une solution de Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 7,8. Le méme protocole a été utilméir I'extraction d’ADN génomique a

partir de tissus de chevre.

Pour évaluer le nombre de copies intégrées audgsitignées mises en évidence par PCR, la
technique (dite de Southern blot) de transfertraembrane d’ADN génomique coupé par
digestion enzymatique a l'aide de I'endonucléaseedtrictionPst |, a été réalisée. Aprés

migration sur gel d’agarose 1 %, les fragments dNA@ht été dépurinés par immersion du gel
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dans une solution de HCI 0,15 M, 2 fois 15 mingi®@ss agitation puis dénaturés dans un bain
de soude 0,5 M, NaCl 1,5 M dans les mémes conditiba gel a finalement été placé 30
minutes sous agitation dans une solution neutraks@ris-HCI 0,5 M pH 7,4, NaCl 3 M). Le
transfert de 'ADN sur membrane de nylon HybondA¥hersham biosciences) a été effectué
a l'aide d’'un pont salin selon le protocole oridinke Southern durant la nuifiy. 5.4).

L’ADN a ensuite été fixé sur la membrane par exjimsiaux UV pendant quelques minutes.

Support Poids
Papiers / Papier whatman
absorbant; 3SMM
Membrane : - Gel
\ — / Subport
Papier _ Tampon de
whatman 3MM transfert

Fig. 5.4: Schéma du montage pour le transfert d’acideseiqets par capillarite.

Les membranes ont ensuite été hybridées avec urte spécifique selon le protocole de
Church et Gilbert (Church and Gilbert, 1984). Unkigon de tampon phosphate sodique 500
mM pH 7,2/SDS 7%, & raison de 500 plfcde membrane, a été chauffée & 65°C pour
préhybrider les membranes en sac scellé au baie @&5°C sous agitation lente pendant au
moins 1 heure. La sonde (50 ng) a été préparéeamildde avec le kit « rediprim® II
random prime labelling system » (Amersham bios@shclL utilisation de ce kit permet
d’obtenir des activités spécifiques des sondes’atdré de 18 dpm/ug. La sonde a été
dénaturée par addition de NaOH (0.4 N finale) pah@aminutes a température ambiante
puis ajoutée a une solution de tampon phosphatgwsod00 mM pH 7,2/SDS 7% (500
ul/cn? de membrane) chauffée & 65°C en remplacementsi#ution de pré-hybridation. La
membrane a ensuite été incubée pendant 16 heurssgitation lente a 65°C. Trois lavages
successifs ont été réalisés en tampon phosphatpsotd mM pH 7,2/SDS 0,1% chauffée a
65°C pour éliminer les interactions non spécifiqaesla sonde avec I'ADN fixé sur la

membrane. Un film autoradiographique (Kodak X) entact avec cette membrane a permis,
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aprés incubation a —80°C en présence d’écrans firafdurs, de mettre en évidence les
fragments d’ADN marqués spécifiguement par la saad@active.

3. Analyse du niveau d’expression du gene deldictaloumine dans les souris

transgéniques et du taux de traduction

L’analyse des transcrits du géne de-lactalbumine dans les souris transgéniques a été
effectuée a partir ’ARN totaux extraits de plusgearganes (cerveau, rate, rein, foie, cceur et
glande mammaire en lactation). Aprés broyage dssugi en présence de RNAnow
(Biogentex, inc), une extraction phénol/chloroforrae été réalisée conformément aux
prescriptions du fournisseur. Les ARNs totaux obseont été quantifiés par absorbance a
260 nm et fractionnés sur gel d’agarose dénatdr&so en tampon MOPS 1X (Sigma). Les
échantillons ont été déposés sur gel a l'aide deda de charge dénaturant (formamide,
formaldéhyde, MOPS et bleu de bromophénol) aprésér @té incubés a 65°C pendant 10
minutes. Aprés électrophorese en condition dénatieyrde transfert des ARNs a été réalisé a
I'aide d’un pont salin, comme décrit ci-dessus peuransfert de 'ADN ¢f. CHAPITRE V,
Identification et caractérisation des souris traémsgues), sur membrane de nylon Hybond N
(Amersham biosciences). Les ARNs ont ensuite étésfipar exposition aux UV pendant
quelques minutes. L’hybridation de ces membrangg &ffectuée dans les mémes conditions
que celles décrites ci-dessud. (CHAPITRE V, Identification et caractérisation desuris

transgéniques).

Afin d’analyser la protéinax-lactaloumine caprine recombinante produite danfaitede
souris transgéniques, 50 a 100 pl de lait ont ééeyés au quatrieme jour de lactation.
Quatre volumes d’H20 milliQ ont été ajoutés pouuel les protéines puis la solution a été
centrifugée pendant 10 minutes a 3500 g (centnifsgeSigma 2MK) et seule la phase
agueuse sous la couche de matiére grasse a éé&méepour étre analysée. Les protéines ont
ensuite été séparées en fonction de leurs poidécmlaires sur gel SDS/PAGE 12,5%
(Sodium Dodecyl Sulfate/PolyAcrylamde Gel Electropgsis) en tampon Tris-HCI 250 mM
pH 8,8, SDS 0,07%, persulfate d’ammonium 0,05% €&EMED (TétraMéthyl
EthyleneDiamine) 0,033%, le gel de concentratitngsau dessus du gel de résolution, étant
un gel d'acrylamide a 3,75% en tampon Tris-HCI 1881 pH 6,8, SDS 0,1%, persulfate
d’ammonium 0,075% et TEMED (TétraMéthyl Ethyleneliae) 0,075%. La migration a été

effectuée en cuve « mini protean Il » (Biorad) e&spnce de tampon de migration Tris-HCI
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25 mM pH 7,4, glycine 192 mM et SDS 0,1% pendaihteBres a 100 V. Le transfert des
protéines a été réalisé sur membrane de nitroosuHybond-C (Amersham biosciences) en
présence de tampon de transfert Tris-HCI 10 mM pH glycine 96 mM, SDS 0,005% et
méthanol 20% dans un appareil « MilliBlot-Graphiikectroblotter » (Millipore) pendant 1
heure 30 minutes sous une tension de 0,8 mA/tm membrane a été saturée en présence
d’albumine de sérum bovin (5%) dans du tampon PBS © (H2PO4Na 10 mM, NaCl 150
mM et Tween 20 0,1%) sur la nuit a 4°C, puis eli&@incubée en présence d’'un anticorps
anti-o-lactalbumine caprine puis d’'un anticorps secomdainti-lgG de lapin couplé a la

LTM

peroxydase. La révélation a été effectuée a I'diddit « ECL™ western blotting detection

reagents » (Amersham biosciences).
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Résultats et discussion

|. Analyse comparative de la séquence de la régioniémre de 10 kb

1. Obtention de la séquence

La caractérisation du BAC 41 nous a permis de @éfin

» l'existence d’élémentsis-régulateurs dominants en amont du BAC 6

» la présence de deux domaines chromatiniens putatifienant les génes de la cycline T1
et FLJ20436 d’'une part et celui defactalbumine d’autre part et d’'une région frorgier

permettant une régulation indépendante de ces desai

Afin de déterminer si cette région frontiere dispo&léments capables de protéger les genes
des activateurs et inhibiteurs voisins présentsean du génome, son analyse été entreprise.
Son séquencage a été réalisé a partir d'une digestirtielleSau3Aet d’un sous-clonage des
fragments dont la taille était comprise entre @, 4kb. Le séquencage dans les deux sens
d’'une trentaine de clones a permis d’établir unmpee contigage a l'aide des logiciels
Phred/Phrap (Ewing and Green, 1998 ; Ewenal, 1998) et Consed (Gordaat al, 1998)
disponibles au laboratoire. Afin de combler lesféldntes régions manquantes, des
amplifications par PCR ont été effectuées et lagrfrents ainsi obtenus séquencés. Le résultat
est une séquence de 10 kb comprise entre I'ex@&éBhitlu gene FLJ20436 et I'extrémité 5’
du BAC 6 Fig. 5.1etcf. Annexe ).

2. Comparaison avec les régions homologues humame e

Avec l'avancement du séquencage des génomes, nauss gpu comparer les régions
homologues chez I'homme (chromosome 12g13.11 NCBI ocukLink
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/LocRpt.cqi@49349 et chez la souris (chromosome
15F1 NCBI LocusLinkhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/LocRpt.cqi®9619. Cette

analyse a permis de montrer que le génome capgepte une organisation similaire, avec la
présence des mémes genes, dans la méme oriengigles les distances entre ces génes et
la taille des introns présentent des variations guauvent s’expliquer par des

insertions/délétions d’éléments répétés dans cewszasemble-t-il non-codantes. Une
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recherche d’homologie entre les séquences humamegine et caprine a été réalisée
(http://www.infobiogen.fr/ : ALIGNn et LFASTAN) en espérant que si des séguences

fonctionnelles existent entre les deux domainesomhtiniens putatifs, elles soient
caractérisées par une certaine conservation eggrespeces. Aucune homologie significative
n'a pu étre mise en évidence entre les séquengemeat humaine d'un c6té et caprine et
murine de l'autre. Lors de la comparaison entresgguences humaine et murine, seules les

zones contenant des éléments répétés ont pu eflées.

Ces résultats n'apportent pas d’information suppléaire permettant de cibler plus
précisément la recherche des éléments régulatbuesiste une divergence au cours de
I’évolution qui ne permet pas de repérer facilemdas régions homologues ayant des
fonctions similaires d’'une espéce a une autre paple alignement de séquences. Prenons
I'exemple de l'isolateur 5’ HS4 du poulet (Chuegal, 1993), une recherche d’homologie a
partir de sa séquence ne permet pas de retrowsveédgiences homologues humaine ou souris
au niveau de leur®ci respectifs. Il a méme réecemment été montré lors @aractérisation

du locus des globines chez 'homme, que le site hyperskngila DNAse 5 HS5, a priori
équivalent par sa position de lisolateur 5° HS4 ploulet, ne possédait pas les mémes
propriétés ne jouant plus que le réle de frontsgrécifique lors la différenciation des cellules
erythroides (Waet al, 2003). Cette divergence des éléments impliqués tiarégulation et

la protection de I'expression des genes pourraffiraua expliguer que la recherche
d’homologie entre les séquences d’'especes difiéseddns des zones non-codantes ne donne
aucun résultat concluant, méme en analysant 'AD&spkces phylogénétiguement plus

proches.

Il. Recherche de zones potentiellement impliquées dmnggion

frontiere

1. Sites potentiels de fixation de la protéine CTCF

La protéine CTCF a pu étre associée a plusieulstéaos précédemment caractérisés comme
la séquence 5 HS4 du poulet ou encore au niveala dégion de contréle de I'empreinte
parental dulocus Igf2/H19 murin (Bellet al, 1999 ; Arney, 2003). Cette protéine est
impliquée dans la fonction de blocage de la stitiariad’'un promoteur par un activateur. Une
séquence consensus a été établie : 5-CCGCNNGGN@&sEAFarrellet al, 2002). Cette
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séquence a été recherchée au sein de cette régid® ¢&b mais aussi dans les régions
homologues de 'homme et de la soung://www.infobiogen.frf LFASTAN).

L’analyse des séquences disponibles n’'a pas pedmisrouver de sites susceptibles de
correspondre aux sites de fixation pour la protdd¥eCF dans aucune des trois espéces
étudiées. A nouveau, cette observation n'impligas gue ces régions ne renferment pas de
zones isolatrices, puisque comme nous l'avons td&grcours de I'introduction, il existe dans

la littérature plusieurs exemples de tels éléemémtstionnels qui n’interagissent pas avec

cette protéine.

2. Sites potentiels de MAR

Au niveau de certaines régions frontiéres, deses@émps capables de lier ’ADN a la matrice
nucléaire pour former des boucles topologiques pat étre mises en évidencef. (
Introduction, 1.5. Autres éléments régulateurs agas propriétés isolatrices). Ces séquences
présentent certaines propriétés structurales corasndatectables avec des logiciels adaptés
de type MAR-Wiz fhttp://www.futuresoft.org/MAR-Wi2). L'utilisation d’un tel logiciel de
prédiction de MARs nous a permis de mettre en édaleux sites potentieldsig. 5.5 et

Table 5.2.

MAR potential

] ] i ] } e |

1050 2100 3150 4200 5250 6300 7350 8400 9450 10445
bp

Fig. 5.5: Courbe de prédiction de MARs sur la région dekiiCette courbe a été
obtenue a partir du logiciel MAR-Wj{http://www.futuresoft.org/MAR-Wi2.
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Région Force intégrée Force moyenne

nt 500-1000 0.834809 418.239

nt 5500-5800 0.671441 202.104

Table 5.2: Parametres corrélés a la courbe de prédictioiAlRs (MAR-Wiz).

La prédiction de ces deux MARs renforce I'hypothéldene région frontiére entre deux
domaines chromatiniens putatifs. Cependant, sedies expériences complémentaires
d'immuno-précipitation de la chromatine par exemplermettraient de confirmer ou
d’infirmer les prédictions émises par ce logic@lautre part la simple présence de séquences
MAR n’'implique pas que cette région chromosomiquesjun réle d’isolateur.

lll. Analyse du profil de méthylation

L’obtention de la séquence de la région de 10 kirsr@ permis de dresser une carte de
restriction précise de cette zone concernant notmhnues sites reconnus par des
endonucléases sensibles au niveau de méthylatidiAD®& (Hpa Il et Msp I). Ces deux
enzymes ont la particularité de couper 'ADN au meésite (C/CGG) mais settpa Il est
sensible a la méthylation de 'ADN génomique desmmifeéres, c’est-a-dire qu'il ne peut
cliver au niveau de ce site si les doublets CpQG sutthylés. A 'aide de deux sondes, une
premiere en 5’ et une seconde centrdlab{e 5.1, nous avons initié 'analyse du degré de
méthylation de cette zone dans différents tissesixissus de chévre ont été utilisés pour ces
expériences dont un a deux stades physiologiqigseatits :

* lecceur
* la glande mammaire a 110 jours de gestation

* la glande mammaire en lactation

Le degré de méthylation de I'ADN est corrélé a tidte transcriptionnelle des génes
(Newell-Priceet al, 2000). Lorsque I'’ADN est méthylé, les génes pnésdans la région sont
éteints. Les régions actives du génome sont aeiser déméthylées. Ces profils de
méthylation peuvent étre spécifiques d’'un tissurevde certaines cellules, en accord avec
I'activation ou non duocusétudié. Les régions frontieres entre domainesrshtimiens vont
permettre de stopper I'action des méthylases efitdiéla propagation de la méthylation de

I’ADN aux loci avoisinants.
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Dans notre cas patrticulier, nous recherchions Eeran évidence de deux profils spécifiques
de méthylation en fonction du tissu analysé puidguEne de t-lactalbumine n’est exprimé

gue dans la glande mammaire en lactation tandidegugenes de la cycline T1 et FLJ20436
sont actifs dans tous les tissus. Les résultathglasdations ont montré que les régions 5’ et
centrale de cette zone restaient méthylées quedqitele tissu ou le stade physiologique
analysé. Cette étude devrait étre complétée d'ame gar I'emploi d’'une sonde couvrant

'extrémité 3’ de la zone étudiée mais ausdosa-lactalbumine. Ces deux analyses n’ont

malheureusement pas pu étre réalisées au cousttddt@se.

Ces résultats préliminaires, s’ils étaient corré@sopar une démeéthylation de '’ADN dans la
glande mammaire en fin de gestation et lactatioa tte I'utilisation des deux sondes sus-
mentionnées serait un argument fort pour I'existeniun isolateur. Ces analyses font
indéniablement parties des priorités dans la pdaersie I'étude de clmcus

IV. Analyse de la region de 10 kb par transfectionudiiie cellulaire

L’analyse d’'une région d’intérét pour la recheraliéléments régulateurs de type isolateur
peut étre réalisée par transfection transitoirealelles (Recillas-Targat al, 1999 ; Ogat&t

al., 2003). Notre région d’intérét a été sous-clonéasdun vecteur approprié a ce type
d’analyse ¢f. CHAPITRE V, Description du vecteur de base EnHuElKen fragments de 1,3

a 1,8 kb se chevauchant les uns les autres afooulgir 'ensemble des 10 ki gble 5.1).

Le choix de la taille des fragments insérés tieamhgte de la taille moyenne des isolateurs
décrits (Spanat al, 1988 ; Kellum and Schedl, 1992 ; Chugtgal, 1997) et de l'inhibition
artificielle que pourrait générer des inserts tgopnds. Tous les fragments ont été orientés de
maniéere identique. Plusieurs plasmides témoing@ntitilisés a chaque transfection :

* un vecteur pour tester le niveau basal d’expresdiorgene rapporteur luciférase, en

absence d’activateur (TKluc)

e un vecteur contenant un activateur pour avoir weau d’expression de référence en

absence de séquences isolatrices (Enh TKluc)

* un vecteur contenant I'activateur mais aussi utaisar précédemment caractérisé tel que
la séquence 5’ HS4 du poulet, pour avoir un niveauéférence lorsqu’une telle région
est présente entre I'activateur et son promoté&ii. TKluc).
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Le niveau d’expression du géne rapporteur est tnsamalysé pour I'ensemble des
constructions disponibles et une comparaison desank obtenus est effectuée par rapport

aux différents niveaux des vecteurs de référeGeaphiques 5.1, 5.2t5.3).

Premiére série de transfection

500000

400000 -
= 300000 -
-
& 200000 -

1 [

0 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
TKluc Enh TKluc EIlTKluc ctg 2 ctg 8 ctg 12
Vecteurs

Graphigue 5.1: Résultats de la premiéere série de transfectransitoires.

Deuxieme série de transfection

500000

400000 -
> 300000 H
—
& 200000 -

== n [l

0 - ‘ ‘
TKluc  Enh TKluc EITKluc ctg 2 ctg 8 ctg 12
Vecteurs

Graphique 5.2: Résultats de la deuxiéme série de transfectransitoires.
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Troisieme série de transfection

600000
500000 H
400000 -
300000 H
200000 +
100000 -

TKluc  Enh TKluc EITKluc ctg 2 ctg 8 ctg 12 ctg 12

new

RLU

Vecteurs

Graphique 5.3: Résultats de la troisiéme série de transfecti@msitoires.

Certaines difficultés sont apparues au cours dexpériences. Malgré I'emploi de plusieurs
préparations plasmidiques différentes, un niveaxmtession basal relativement haut pour le
vecteur TKluc, une faible stimulation par I'actigat dans le vecteur Enh TKluc et de fait une
inhibition du niveau de I'expression seulement dfacteur 2 pour le dernier vecteur témoin
E-l TKluc ont été observés lors des trois sériedraesfections réaliséeS aphiques 5.1,
5.2et5.3. Ces résultats tres moyens ont rendus I'analgseette étude plus difficile.

Apres avoir testé I'ensemble des 13 vecteurs regmnts dont les inserts couvrent
'ensemble de notre région dintérét et leurs témpiseuls 2 fragments semblent
potentiellement intéressants : ctg 2 (nt 615-2B40Annexe J et ctg 12 (nt 8430-993Lf.
Annexe J). Les autres vecteurs permettent un niveau d'espe du gene rapporteur qui
n'est pas significativement différent de celui ohteavec le vecteur Enh TKluc. A l'inverse,
le vecteur contenant le fragment ctg 2 permet urau d’expression comparable au vecteur
témoin E-I TK luc. Des analyses de variance qunpeat en compte les résultats obtenus au
cours d'une méme seérie de transfections et le®rdifites entre séries démontrent que
I'expression du vecteur renfermant ctg 2 est sigatifvement inférieur a Enh TKluc et au
vecteur ctg 8 mais identique a TK luc et E-I TK(aloe D., SGQA-INRA et Le Guillou S.,
Génétique des Poissons-INRA, communication pers@née vecteur ctg 12 quant a lui
inhibe completement I'expression du gene rapport@ette derniére inhibition semblait
étonnante car elle conduit a un niveau d’expreshkien inférieur a celui observé avec le
vecteur E-1 TKluc, suggérant soit la présence diumbiteur puissant, soit un défaut dans le
vecteur utilisé. Afin de tester ces hypothéses, se@mnde construction avec le fragment ctg

12 a été réalisée. Les résultats montrent un igsaiphent du niveau d’expression de l'ordre
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de ceux obtenus avec les autres vecteurs d’exprnesgiggérant une action neutre de l'insert

ctg 12 sur I'expression du géne rapporteur et galichotre seconde hypotheése.

Le seul fragment potentiellement intéressant escdig 2 qui est localisé en 5’ de notre
région frontiere (nt 615-2140). Dans cette zon&@eve une des deux prédictions de MARs
(Fig. 5.9 renfor¢ant I'hypothése d’une région pouvant jolgerble d’isolateur. La prédiction
localise la MAR a cheval sur les fragments ctgt11€d365) et ctg 2 en position nt 500-1000
(cf. Annexe ] avec une localisation relative au nt 800 en 5frdigment ctg 2. Il est donc
possible que seule une fraction de la séquence B#ARprésente dans notre insert ctg 2. Le
vecteur recombinant renfermant le fragment ctgul ,dgvrait également contenir une partie
de la MAR, ne montre aucune inhibition significativil faut toutefois rappeler que les
fonctions d’isolateur et dattachement a la majrie®uvent associées physiquement,
correspondent & des séquences différentes. Sittkd eas ici, notre région isolatrice putative
serait donc située en 3’ de la MAR, d'aprés l'otiion des différentkci. Cette localisation
en 3’ est intéressante si on se référe au profindthylation. Si une transition existe, elle se
situera aussi en 3’ de la MAR, mais a une distamcpeu plus grande que la zone isolatrice.
Une telle situation ne semble pas illogique. Laosde MAR prédite, située en position 5500-
5800 sur les fragments ctg 7 (nt 4357-5866) eBdigt 4968-6742)df. Annexe 1), ne semble
pas associée a une zone isolatrice. Cependantodgséments d’analyse sont a envisager
avec notamment :
* [|'amélioration des niveaux des vecteurs témoinsrpobtenir des résultats plus
significatifs,
* la linéarisation des vecteurs avant de les tratefgour tenter d’améliorer la répétitivité

et 'amplitude des résultats

« un changement d'orientation du fragment ctg 2 alm vérifier si son potentiel
d’inhibition disparait comme c’est souvent le camupdes isolateurs dont l'effet est

directionnel (Chung et al., 1993 ; Gerasimova 1895 ; Dunaway et al., 1997).

V. Analyse de la région de 10 kb par transgéneselalsxuris

Les transfections de culture cellulaire ont dononpe de suspecter une zone d’avoir une
activité capable de diminuer le niveau d’expressitum géne rapporteur lorsqu’elle est
placée entre un activateur et un promoteur. Poyrtas résultats sont insuffisants pour

conclure aux propriétés potentielles de cette regiontierein vivo, seul test réellement
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discriminatif. Afin de vérifier le caractére iscdar de notre séquence de 10 kb, deux

constructions destinées a la transgénése chenilia st été envisagées :

e Tg ISO: association de la région de 10 kb au BAG#é&lisable par recombinaison
homologue chez E. coli,

 Tg ISO-C : association de cette méme région a cuslale lb-lactalbumine ne disposant

que d’un promoteur court.

Rapidement, nous nous avons été confrontés a dereases difficultés techniques. Apres
avoir amplifié cette région de 10 kb par PCR, nawsns été dans I'incapacité de cloner cette
séquence dans un quelconque vecteur, aussi bismidigue que BAC. Ces problemes ont
empiré ensuite avec l'impossibilité de réaliser ocmsnstructions par recombinaison
homologue et ce malgré les différentes techniqtibsaes (Yanget al, 1997 ; Narayanaet

al., 1999 ; Muyrerst al, 1999 ; Leect al, 2001). N'arrivant pas a obtenir ces constructions
sous la forme souhaitée dans des délais raisormaideis avons décidé de co-injecter un
mélange des deux fragments nécessatbsCHAPITRE V, Préparation des constructions
pour la micro-injection) et ensuite de cribler EEmaux pour ne garder que ceux disposant
des deux fragments au méme site d'intégration. Li&roainjection des ces deux

« constructions » n'a généré que tres peu de fendaflg ISO et aucun Tg ISO-C. De plus,
la majorité des souris transgéniques Tg ISO neeptag qu’un seul des deux fragments ou,
de facon plus surprenante, les deux mais intégssasites différents rendant ces animaux
inexploitables. En approfondissant I'analyse degrisotransgéniques pour s’assurer de la
présence des deux fragments (région de 10 kb + BAGIes remaniement de la région
frontiére ont pu étre observés avec des délétiors dont il faudrait affiner la localisation.
Au final, seules trois lignées ont pu étre obtenubs ISO 41, 51 et 112, la lignée Tg ISO 51

présentant une délétion au niveau de son extré&nité&u moins 0,5 kbTable 5.3.

Constructions Tg ISO Tg ISO-C
nombre de souriceaux analysés 113 35
nombre de souris transgéniques 11 0
Souris Tg avec le BAC 6 seulement 6 0

Souris Tg avec le BAC 6 et la région de 10 kb
mais sites intégration différents

Souris Tg avec le BAC 6 et la région de 10 kb 3 0
Table 5.3: Récapitulatif des résultats relatifs a la miangection et aux souris

2 0

transgéniques.
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L’analyse de ces trois lignées par Northern blol€ un niveau d’expression élevé du
transgéne dans la glande mammaire lactante podiglees Tg ISO 41 et 51 et bien plus
faible pour la lignées Tg ISO 112. Cette analysasna permis de veérifier la spécificité
tissulaire d’expression des transgenieig.(5.6. Une faible expression du gene caprin était
observable dans le coeur de la souris de la ligrggdSD 51 analysée. Cependant une
hybridation de ces mémes ARNSs a l'aide d’'une sdiwdaséine murine, obtenue auprés du
Dr. J.M. Rosen (Baylor College, USA), nous a perdasconclure que ce signal résultait plus
probablement d’une contamination de I'échantillom@oment du prélevemerfi¢. 5.7). Ces
résultats bien qu’encourageant ne présuppose maprderiétés de cette région de 10 kb
puisque des observations identiques avaient étételedors de l'utilisation du BAC 6 en
transgénése, excepté pour la lignée 27 qui présamta légere expression ectopique au
niveau du cerveau (Souliet al, 2000).

Fig. 5.6: Analyse de I'expression du geadactalbumine capribes ARNSs totaux ont

TqISO 41 ~TqISO51 ~ TqISO 112
RaReF CoGM _ C Re F CoGM _ C RaRe F CoGM

'ﬁ A

<285
<185

. <—a-lactalbumine
caprine

été extraits a partir de différents organes de ®iig 1ISO 41, 51 et 11Z : cerveau,Ra:
rate, Re: rein, F : foie, Co: cceur,GM : glande mammaire lactante. Vingt pg d’ARNS totaux
ont été déposés pour chaque échantillon.
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Ta ISO 41 Ta ISO 51 Ta ISO 112
CRaReF CoGM  C Re F CoGM _ C RaRe F CoGM _

«—28S

«~—185

“—B-caséine
miurine.

&

‘' ¢

Fig. 5.7: Analyse de I'expression du géeieaseéine murin, (cf. Iégende Fig. 5.6).

Une estimation relative du nombre de copies inEgpdur chaque lignées a été effectuée par
analyse de Southern et a Jlaide du logiciel Scioimading Software

(http://www.scioncorp.con)/ ainsi qu’une estimation de la quantité de praen-

lactalbumine caprine secrétée dans le lait de cedgsspar analyse de Westerffig. 5.8 et
Table 5.9.

Tq ISO
112 ) I Ibumi
105 kb a- af:Ta umine
murine
- — 5 kb a—lac'falbumine
caprine

Fig. 5.8: Analyse par Southern blot des lignées Tg ISCb4let 112.

Cette analyse a été réalisée sur des ADN génomigxésits a partir d'un morceau de la

queue de ces souris transgéniques. Apres digegtintiendonucléase de restriction Pst | et
transfert sur membrane des ADNSs, I'hybridation & éffectuée a I'aide d’'un mélange de
sondes a-lactalbumine caprine et murine.
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Lignées  TgISO 41 Tg SO 51 Tg 1SO 112

Estimation relative du nombre de copies 6 5 4
Estimation _de la quantité de protéine [l-lactalbumine 1,67 1 0,025
(mg/ml/copie)

Table 5.4: Récapitulatif des données obtenues sur lesligniées transgéniques

Il a été précédemment montre, lors des expériahedsmnsgéenese utilisant le BAC 41, que la
guantité moyenne de protéine recombinante proghaitecopie intégrée du BAC 41 était de
'ordre de 0,7 a 0,8 mg/miF{g. 5.9 (Stinnakreet al, 1999). Cet ordre de grandeur était
cohérent avec une expression indépendante du 'gitggdation du transgéne puisque la
quantité physiologique de protéirelactalboumine produite dans le lait est denviro2 1
mg/ml chez la chévre (Mahé MF., LGBC-INRA, Commution personnelle). Notre analyse
des lignées Tg ISO 41, 51 et 112, en ce qui corcermuantité de protéirse-lactalbumine
caprine produite dans le lait, montre comme posarseuris transgéniques pour le BAC 6
(Soulieret al, 2000), un manque de proportionnalité entre lebrende copies intégrées et la
quantité de protéine synthétisée, ainsi qu’unevid&tiranscriptionnelle par copie intégrée
inférieure a ce qui était observé pour le BAC4lrpaulignée I1ISO 112Table 5.4. Les
résultats obtenus pour les lignées Tg ISO 41 etSIY 51 rappellent ceux obtenus avec la
construction BAC 41.

—28.3 kDa

—19.2 kDa

a-lactalbumine
2 4 001 002 001002 800 400 200 100

>

112 51 41 Gamme a-lactalbumine
Tg ISO bovine en ng

Fig. 5.9: Analyse de la synthése de protéaactalbumine dans les lignées Tg ISO
41, 51 et 112 par Western blot.

Afin de rester dans la gamme de concentration, \ddemes spécifiques de lait ont été
déposés : Tg ISO 41 et 51, 0,01 et 0,02 pl ; TgISED) 2 et 4 pl.
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Ces résultats suggérent I'absence d’élémerdségulateurs dominants dans cette région
pourtant un certains nombre de remarques sontamren compte :
» trop peu de lignées de souris transgéniques eaplei ont pu étre obtenus a partir de la

micro-injection pour pouvoir construire une analgserecte de I'ensemble des résultats,

» il existe une lignée de souris transgénique polBAE 41 (la lignée 17, Stinnakre et al.,
1999) qui n'exprimait pas de niveau détectabla-ldctalbumine sans présenter de

réarrangement évident,

* la co-injection de nos deux fragments (région d&ldG BAC 6) ne permet de contréler
ni leur orientation ni leur localisation relativAinsi, une disposition différente de ces
fragments par rapport au contexte chromosomiquegaree pourrait interférer avec leur

complémentarité.

En raison de ces résultats qui restent préliminatalifficiles a interpréter, cette région de 10
kb ne peut pas étre exclue en tant que région peflercontenant les élémentis-régulateurs
dominants présents au sein du BAC 41. Des analgsagplémentaires devraient étres
réalisées, dont certaines que nous souhaiterioggeser dans la derniére section de cette
these.
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Conclusions de ce travail de these

|. Choix et utilisation du BAC 41 en transgénése

L'utilisation de promoteurs courts en transgénéssoavent présenté des résultats non
reproductibles et conduit a l'utilisation de grarfdsgments tels que les BAC ou les YAC.
Ces vecteurs englobent fréequemment I'ensemble tweétscisrégulateurs d’'un gene

donné et permettent ainsi une régulation similairgéene endogéne.

L'utilisation d’'un BAC caprin contenant le géne dex-lactalbumine (BAC 41) en
transgénese a permis de s'affranchir de I'effet pdsition et d’obtenir une expression
indépendante du site d’intégration et proportiolnedu nombre de copies intégrées
(Stinnakreet al, 1999). Ces expériences ont permis de mettre @tergse la présence
d’élémentscis-réegulateurs dominants capables de protéger le denku-lactalbumine de
I'effet des activateurs et/ou inhibiteurs présemisvoisinage du site d’insertion du BAC 41.
Ces éléments présentant un fort potentiel pouriée mu point de vecteurs efficients pour la
transgénése spéecifique de la glande mammaire, agonde série d’expériences utilisant un
BAC réduit (BAC 6) a été effectuée. Les résultatsitrent une dérégulation de I'expression
du gene de @i-lactalboumine avec une dépendance du site d'intiégrat une perte de la
proportionnalité de I'expression vis-a-vis du nomlde copies intégrées, caracteéristique de la
manifestation de I'effet de position. Ces expéresnnous ont permis de réaliser une primo-

localisation de séquences régulatrices en amoBAdLI6.

Lors de cette these, je me suis attaché a carsatdées éléments présents au sein du BAC 41,
en amont du BAC 6, le but ultime étant d’'identifsérpossible les séquencgs-régulatrices
dominantes agissant sur le promoteur du gene akadtalbumine afin de construire de
meilleurs vecteurs pour la transgénese mammaireeeles m’ont conduit a I'identification,
'analyse structurale et fonctionnelle de ddagi a expression ubiquiste. A partir de cette
observation et des travaux pionniers de I'équipePdaf. Felsenfeld (Prioleaet al, 1999),

I'hnypothése de I'existence de deux domaines chrimieats au sein du BAC 41 a été émise, ce
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qui nous a conduit a analyser plus finement laorédfiontiére entre I'extrémité 3’ de ckxi
et la région 5’ du BAC 6.

Il. Caractérisation du BAC 41

Les deux géenes mis en évidence sont des genegnfabt exprimés qui possedent des
promoteurs typiques de génes a expression ubiguaist-a-dire relativement riches en flots
CpG et dépourvus de TATA box. Le géne de la cyclidea été relativement étudié chez
'homme et la souris du fait de l'implication de paotéine pour laquelle il code dans la
réplication du VIH. Comme nous l'avons cité, carts études ont porté sur I'analyse de son
promoteur. Nos travaux suggérent que la régulatierce géene est plus complexe que ne
semblaient indiquer les études réalisées en cuttellalaire. Sa région promotrice, certes
caprine, présente une activité transcriptionnelkgvo inattendue :
» elle semble fortement active dans la seule lignéenmpale male, ce qui d'ailleurs a
suscité l'intérét de certaines équipes qui nous smilicitées pour l'utilisation de ce

promoteur

» son analyse suggere la présence d’élénmstegulateurs en 3’ qui restent a identifier

Le géne FLJ20436 demeure une énigme quant a stoiontt présente une régulation tres
complexe qui fait appel a des épissages multigiesble-t-il conservés entre espéeces. Cette
conservation suggere que chaque type de transiridoir une fonction spécifique. De fait,

I'analyse du rdle des diverses protéines codéesggéne serait extrémement intéressante.

Ces différentes études, comme nous l'avons déjguaddevraient sans doute faire I'objet de
projets spécifiqgues mais n’entrent pas dans leectif§ actuels du laboratoire, ni du

département de Génétique Animal.
Dans cette derniére partie, nous nous efforcerons @lutét de décrire ce qui pourrait étre

envisagé pour poursuivre la recherche des élénasi®gulateurs distaux agissants sur

I'expression du gene deaFlactalbumine.
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Perspectives

|. Fin de l'analyse de la région de 10 kb

L’ensemble de ces résultats n'étant que prélimesairdifférentes expériences seront
nécessaires pour s’assurer que cette région db &Orikient ou ne contient pas d’élémeist

régulateur dominants tel qu’un isolateur.

1. Analyse par transfection de culture cellulaire

Bien que les analyses par transfection transitdagent pas été tres significatives, différentes
améliorations pourraient étre apportées afin dibtdes résultats plus satisfaisants pour
analyser cette région. Le vecteur d’expressionauipoint pour ce travail demande quelques
modifications afin d’acquérir une stimulation plasnséquente du gene rapporteur et de
pourvoir observer des résultats plus tranchés dierd’utilisation des autres vecteurs. En
parallele a ces transfections transitoires, dessteations stables devraient étre envisagées.
Pour des questions de délai, ce type d’expérien@epas pu étre mis en place au cours de
cette these. Ces expériences devront étre réalméean type cellulaire spécifique de la
glande mammaire, comme les cellules HC11 déjaséél au laboratoire, au sein duquel
pourra étre reproduit différentes stimulations pespa cet organe. On ne peut en effet exclure
que les phénomenes mis en place, au sein d’'unenrdgintiere active dans la glande
mammaire a certains stades physiologiques, poutragcessiter la présence d’'un complexe
protéigue dont certains constituants seraient gées de I'épithélium mammaire, comme
cela a été observé lors de la caractérisation dédaence 5 HS5 humaine (Waial, 2003).
L’emploi d’autres types cellulaires, telles leslalels CHO utilisées lors de cette these,
pourrait empécher des interactions nécessairesaddion des isolateurs et nous induire en

erreur lors de l'interprétation des résultats.

2. Analyse par transgénése chez la souris

Les problemes rencontrés lors de la réalisationcdastructions pour la micro-injection, les
remaniements observes dans les rares lignées elstareunous ont pas permis d’'analyser les
résultats de ces expériences dans des conditidmsadgs. Afin de pallier a ce probleme, la

mise au point de constructions respectant le ctmtexromosomique, c’est-a-dire aussi bien
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les distances relatives que l'orientation de la(lesgion(s) frontiere(s) suspectée(s) par
rapport au BAC 6, semble indispensable. Malgrélifisultés rencontrées pour le clonage de
la région de 10 kb, 'amélioration permanente dEhiiques de recombinaison homologue
(Yang et al, 1997 ; Narayanapt al, 1999 ; Muyrerset al, 1999 ; Leeet al, 2001) et les

contacts établis avec les équipes spécialisées aademaine devraient nous permettre de
réaliser des constructions qui pourront apporgs knseignement vis-a-vis des éléments

régulateurs présents dans cette région.

3. Analyse de sensibilité a la DNAse

En parallele a ces tests, la recherche de sitesrégpsibles a la DNAse | devrait étre initiée
car la présence de tels sites est souvent casditjaa de I'existence de régions impliquées
dans régulation de I'expression des genes. Urnedakilyse permettrait de mieux délimiter les
régions d’intérét et de conforter ou a l'inversanfifmer les résultats obtenus silico ou en

culture cellulaire.

4. Test de la fonctionnalité des MAR prédites

A la suite de la prédiction de la présence de AR au sein de cette région, différentes
expériences devraient étre effectuées afin dei®ési ces prédictions se révélent réelles. Une
MAR étant une zone d’attachement ou la matriceéaia peut se fixer sur 'ADN, des tests
d’'immuno-précipitation de la chromatine devraieotis permettre de montrer si des protéines

sont liées au niveau de ces séquences.

La présence d’une MAR fonctionnelle au niveau ditece2gion potentiellement frontiere
nous placerait dans un contexte comparable a deldomaine chromatinien contenant un
autre gene majeur des protéines du lait, le génka d8AP de lapin. En effet, une région
d’attachement, trés conservée chez la souris, @neuprédite a 8 kb en amont de ce géene
(Millot et al, 2003). Méme si aucune propriété relative auxaigoirs n'a été associée a cette
MAR, il semblerait qu’il existe un premier nivealvoryanisation de la chromatine qui
n'interférerait pas avec une régulation par demétés localisés encore plus en amont (Rival-
Gervief ®Pet al, 2003).
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Il. Remise en cause de cette région de 10 kb

1. Cas duocusdu lysozyme du poulet

Les hypotheses de départ s’appuyaient sur la nmisévielence de domaines chromatiniens
regroupant un ensemble de genes dont la régulaidmscriptionnelle est effectuée de la
méme fagcon (Prioleaet al, 1999). Les genes caractérisés au sein du BACyédmt ales
modes d’expression différents de celui du géne 'delactalbumine, I'hypothese de
I'existence de deux domaines putatifs avec uneréfjontiére les séparant et permettant une
régulation indépendante des différents geae&té émise et plusieurs expériences ont été
réalisées pour localiser et caractériser cettmné@iependant, il existe des exemples dans la
littérature de domaines chromatiniens contenant giewes avec des modes d’expression
difféerents comme c’est le cas pour le domaine cdeghi lysozyme du poulet (Choegal,
2002) Fig. C&P.1). Le gene du lysozyme est spécifigue de l'oviduetedes cellules
myeéloides chez le poulet avec un niveau d’exprassioconstante augmentation pendant la
phase de différenciation des macrophages (Boetfaf, 1994). Son domaine chromatinien a
été un des plus anciens caractérisé et est refaiviecourt (21,5 kb), délimité par deux
séquences MARS (Loc and Stratlid@88 ; Stiefet al, 1989). Ce gene possede un mode de
régulation tres spécifique nécessitant un contdénscriptionnel important. Pourtant,
seulement 200 pb en aval de ce géne a été identifisecond gene disposant d’'un mode

d’expression de type ubiquiste : le gene Gas41l.

2 kb
—
Géne du
5 MAR lysozyme 3' MAR
Géne
Gas41

Fig. C&P.1 : Schéma dibcusdu géne du lysozyme du poulet (Chatgl, 2002).
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Ce géne fait donc parti du méme domaine chromatietece cas ne semble pas isolé. En
effet, I'étude en transgénese ldeus WAP de porc, un géne spécifiquement exprimeé dans |
glande mammaire, suggere que des genes, égalensxpréssion ubiquiste, sont présents
dans le méme domaine chromatinien (Rival-GeWiéet al, 2003).

5 kb
—

Géne Géne
RAMP3 CRP2

Gene WAP

Fig. C&P.2: Schéma duocus du géne WAP de porc (Rival-Geniiet ° et al,
2003).1l est a noter que dans ces deux cas, lessgébiquistes présentent un promoteur
dépourvu de TATA box. En comparant ces exemplessitliation présente au sein du BAC
41 et en reprenant des hypotheses récemment ésuisés possible absence de compétition
pour des activateurs entre des promoteurs avear®iTSATA box (Levin and Tjian, 2003), il
faudrait peut-étre redéfinir les limites du domagineomatinien du gene denfFlactalbumine

pour y inclure un des deux voir les deux genesuisigs en aval du BAC 6.

2. Approches différentes pour la transgénése cheaiiass

Si la région de 10 kb n’est pas suffisante pourtemn les élémentis-régulateurs
dominants, différentes nouvelles constructions aiewit étre envisagées. Les génes ubiquistes
en aval du BAC 6 étant potentiellement sur le mé&meaine chromatinien que le géne de
I' a-lactalbumine, les constructions a réaliser devemsiocier au BAC 6 des régions en aval
de plus en plus grandes. La région de 10 kb caremt a I'extrémité 3’ ddocus
FLJ20436, une deuxiéme construction devrait contemsemble de céocus ainsi que la
région de 5 kb entre ldsci de la cycline T1 et FLJ 20436, c’est-a-dire BA@ Ggion de 30

kb en aval. Enfin une troisieme construction patuéte envisagée, BAC 6 + région de 60 a
70 kb en aval afin d’inclure I'unité de transcrgotidu gene de la cycline T1 sachant que sa
région promotrice a déja été testée en transgé&agserésultat concluant vis-a-vis de la mise

en évidence des élémewtis-régulateurs (schéma constructions potentielles).

Une alternative a la réalisation de ces constrostiaqqui demanderaient I'utilisation des

techniques de recombinaison homologue dbegoli dont nous avons expérimenté au cours
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de cette thése la facilité de mise en ceuvre...,tderariblage de banques de BAC d’especes
phylogénétiquement proches de la chévre telleslgsiebovins ou les ovins. Ce criblage
pourrait permettre de trouver des BAC dont lesrisseorrespondraient aux spécifications des
différentes constructions envisagées. Une tellecahe a recemment permis I'analyse fine du
locusGdf6 (Mortlocket al, 2003).
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51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651

CGAGIGITCT

AGTCAGAGGT

TGGEEEECAGG

TGITGGATGIC
CAGAGCTGCT
GITTTTGTAA
TTGGTTATCT
TCCTTGGEGTA
TTTGAGAAAA
TTCTAACCTG
AAAAATTATT
TAAAACAAGG
CTATATGITG
GAAGACAGAT
AAGGEECTCCC
CCCCCAAATG
CATTTTTTTC
GGAGTGEGTG
ATCTCACCGT
AAAACTGGAA
GITTATTTCC
AATCCTGAGA
TTCCCACTGC
TTATGCAGAT

TTCCCACTCC
GGGATGGAGA
TGCTGITTCC
CTGICTAGCA
CTCTGAAGCT
TAGCCCACAG
TGTAACTTTC
GTACATAGIT
AGITGAATGC
GIGEEEGI GG
ATCACTTAAA
TTATTAAAAC

GACCAATAGT

GICTACAAGC

ATGCAAGGEG GAGAGGTAGG TGATTCCCAT

GICCTGGAGA

CTGIGCCTAA

GGGAAGAGAG

CAAGICTTGG GATGITGAGG GACCCAGTIGG

GCCTGTATTT
CCTCTCCTCA
AACTGGECCT
TGTAGTGECT
TCTATTAAAT
ATGITTTGIT
GI TGGGAGCT
AGATTTAAAA
CTACTTGICT

TAGCCTTTCC
ATGAACTCTG
TCCTAAACCA
ATCTTATGTA
GITAAAGTGT
TGIGITTGAG
GICTGATGGG
ACCTGTAATA
AGITATATTT

GGAGGAATTT
TCACAATTAA
TAEEEEEGETG
AATGTAATAT
TGGAGAAAAG
TGGGAATGGT
TCACCTTGAA
TTTCTTGICT
TGAAAAACTT

TTCATCCTCT
TGECTGITGT
TGEGIGIGIG
GACAGGEGAGG
TTACATAGIT
CAGGAAGTGA
TAGGGECTTGC
AGTACTTTTT
CTGCAACAAG

CTTCCCATTT

TTAGITTCCC
TAACCACTAA
TGCTGGCAAA

ITTTTTTTTI
AACAAGACCC
ACTGCCAGEG
CTGCTAGCAT

ITTCTGCTCC
CCACTCTCCT
AAGTCCCGTIC
CCACGTCACT

TTAACAGGIT
ATGGAACCTG
AATGCAAGGT
CCAAGGITTT
GGCTGCATTT
AGGTTACCTG
GAGCTGIGGT
TTCAGCTGAT

CAGATACCTT
TATCCTAGAA
GAAGCGITTG
ATCCTCTGTA
ATAGCTCAGG
TCAGAAGACA
CTCAGCGTAG
CAGICAGITA

TGECAGEEEC
CCCAGAGATT
GAAAAGCCCA
ATTAAGATTT
AAATCCTGIT
TGECCTGCCT
ATCTACAGAT
TCCTGATACG

GIGCTCCCTC
CTCAAAATCC
TGTAAAGCTA
CCAAAAAGTT
ACATTATCAC
CTCAGAAGAC
TGTATACTCC
ATACTATTCA
ATTAGGGATT
ACCACACAGC
GCEGTGGTAG
TTTTTATTGT
CAGICCGGTG
CCGAGCEGT GG
CTGATGGECCA
CAAATAGCTA
GGTAGGAAGA
GCATGGTAGT
TTAGIGGCAG
AGAGCTGGAG
GAGCTCCTTA

TCACCTCTCA
ACCCATAGIC
TCCATCTTGC
AGATACGATA
TATGAAAATA
AGITGTGGTGT
AAAGGGAAAA
AGTAAATGCGA
CTGCATATTC
CTCCCACTCA
TCTAAGCCTA
GGAGIGIGIG
ACCCTTTGTA
CTTGCECTTTA
CTGICAGATG
AGITTATTTG
TGAACATCCC
AAAATATCTT
ATGTAAGATC
TGCACAGTCGC
TTTAAAAAAT
GITTTATAAA
AGTAGAAGCC
CTTGICTGCA
CTACTCTCCT
GACTTATTTG
CCCTAAGCAA
CATCCTGAGG
CCCTACTTTG
TCCTGCGACAG
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1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351

AGITTGAAGT
GATTGACTCA
ACAGGGAAGC
CGAATAGATC
TAATCTTGCA
GTAATAAGCA
TTAATTCCCA
TGTTGTGOGT
TGCAGGAGAC
GAAATGGCAA
GCCTGGT GGG
AGCGACTAAA
GAGAAGTATT
TGT TCCAGEG
TATGGI CAGT
ATGITGGAATT
GTGAACAGERA
GGATGTATCA
TACTACCAAG
GIGITGCCTC
GGTGATAACT
GITTATGTAT

TTCCTGGTGG TACTTCAGAG GAGGAGATGG

GIGAAGAGGA
CTAGCGI GGG
CTATCTTTCC
GAGCCTAAAG
GGGCTATTCT
GAGGAACATA
GCTGAAGAAG
CCGGGTTAGA
CCCACTCAAG
CTACAGIGCA
ATAATGAACA
TCCTCCATGC
CTGICTAAGG
TGATTCTCCG
TCATGCCTGC
AAGGCAAAAC
CTTGCTCTTG
AAGGTGGTGT
TGITGGTCGEC
AGGAGI CCAT
CTGICCTAGT

GITTGAGCCA
GICGCAGAGT
TGGCAAGAAT
TCAGGTGGAA
GCTTCTGICT
ACAGITTATA
AGGGECCTCCA
TTTCTGGEGIT
TAATCTTGCC
TGEGEGTCACA
ACTGIGICCT
TGGTGITTTT
CCAGCTGCTC
CTGIGCAGIG
AGTGCTGCCT
CTGTACCTGA
AAGGACTGAA
GGT TGAGEEG
TGGITAGACG
TTCAGTATAA
TCTAGGGTGA

CAGCTGATCA
TGGAGAATCGC
TGITTGATTC
TTGIGICTTC
CCTTGGITGC
TCCTTCCACA
CTGAGATGIT
GGTGTCCCTA
TGICCTTGAA
CCAATAAAAC
TTGTAGATCT
CTCAAAATTA

AGCCACTTTG
TTTCTGGTGG
ATATTCTCAT
TAGICCCTTT
TGCTTAAGAA
AAAAGTAGAT
TTTCTCTTTT
GGITATATGC
TCAACTCTTC
ATGGGGATAA
GACAGCAAAG
AAAATCTGIT

TCTACTTGGT
GIGITAACAA
GICTTGICAT
TCTTCCAATT
TCTGIGTATA
GGCCAAGTCGC
CACTGAAGEC
AAATACCATG
ACAGATACGA
ATCTTCATAA
CACAGGCAAT

ACTCCAGGAA
TGGACACACT
GCCTTAAGGA
ATACCCAGCA
CCTGGICCCA

TTGEEEGTGT
ATAGTGTAGG
GACTGAACAA
TCAGGACCTA
GGTCATGGIT
AGCCCATTTT

GAGATTTCTI

ATTTAGIGCA

CAGAAGCTCA
GCAAAGATCC
TGAAAAATCC
ATAAGAATGC
GAAGGATAGC
CAACTGTACC
CTGGATGGTG
GATTCCTTAG
GAAGTGCTGC
AATAGGGTAC
AGGGECCTGGT
TAGITGCATAA
TTTGCGAGGEEG
TCTCCATCTT
TGATGAAGGA
TTTCCAGTGC
GIGACAGAGA
GIATCTTTAC
TCCCGACCAG
TTCTCACCTC
ACTGCTCACG
TGGATTAAAG
CAGATTTTGG
AGGGATAACT
TTTTGGATTT
GAAAAAATAA

GCACCTGCAA
CCTGGAGATG
CATGGACAGA
GACACAACTT
ACCCATCCTT
TTCAGTAGEC
CAGIGIGTGA
GIGATAGGIC
CTGAAGCCCT
ATCCCTGTGA
ATATTCTGCT
CAGGGGECTCA
ACAGTAGCCA
TGICTGCTTC
TAGITAACAT
CATTTTTAAG
AACAGITTCA
CTCACCCTCT
TCAGCCAGAT
CAGCCATGIC
TCTTCATCTA
CATATAGGAA
TATGCCCAAG
GI TAAACGCT
AGCCACAGIT
ATTGGATTTC

TGCATCAAAA GATACAATTC AGAAAGTGAA
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3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051

AGTATAGCCC
ACGTTATCCA
ATAAATGACC

ATAATGAAAT
GAGTATGCCA
TCAGIAGACC

TGCAGAAAAA
AAAATCAATA
AAACTAAAAA
AAAAACTGGA
CAATTAGCAT
ACTGAAAACA
GCCCAGAGEC
CAAAATGCGAG
AAGACTCCAC
CGAAGATGCC
TAGATTCCAT
TGGTTCAGCC
ACAGAATTAA
TGAAAGCAAA
TTAATCATAA
GAATGCGCAA
TCAAAACTAA

AAGATGCCAA
TTCAACAACT
TAACAAATGT
AATGGGAAAA
GIGGTTCAAC
GCTGTACACA
AGAAACAGT G
CAGATCCAGA
ACTTCAGIGC
CCGIGCTGCA
ATACAGCATT
TCTGIGGAAA
TGTATGATCA
GACTAGAACA
GAGCAAACGG
ACTAAATGIG
GGAAATACCA

AAAATATTTG
ACATAGACAA
ATTCTTCACA
ATATCGITAG
CCACATATTC
TAGCAACAAT
GGCACAACCT
AACTCTGCTC
TGTATATTGA
CAGATGCCCA
GGTTAAGTGA
AGGGGTGCAG
CAGIGTGECC
ATTATCTGIC
ACAGTACGGT
ATTTCACATG
GATATGGGTA
TAGAAGCAAC
GCATATATAC
GCACATCCTG

GICATGATGA
CACATGTATG
TGGITGCCAG
CTAGTGAAAA
ACAATGTGAA
TTTGAATAGT
GATACATGIT
ATAAAGAGTA
ATTGTAAAAA
GGAGCAGITT
TCAGAGGCCA
TGAAGGAACA
TAGCAGITGCT
TTCAAAGATA

TGAGTGAAAT
TGGTATCCAG
GAGCTGAGGA
TTGAAAAGIT
TGTTGITAAT
AAATATCTAT
ACCACGTGGA
GCTTGATCAT
TGGGGTAAAG
TAGICTGGECC
CGGTAGATCC
GIGIGCAGGA

AACTCTCACA
AAAAGT CAAA
AAAGTAGAGC
CTGAACATGG
ACCATTGAAT
GITTAAGCAC
TGAACATCCC
ACTCATCTAG
TGTCTGTAAT
AACCAGCCCT
CCTCAATGGA
CCCATAGAAG

CCCATTAAAT
AACCCCCAGT
CAAGAGATAT
TCATGATGAA
CAAAATGGIT
GTAGAGAAAT
ATGTTTACAA
TCAGATACAT
TAGCACCACT
TCAGIGGGTA
ATCCTGATGG
GITTACTCCT
AAAAGATAAC
ATAGGAGGAA
AGGTCTTTAA
AGGATATATA
CAGICATATT
CCAAGTGTCC
AAAGTAATGT
CAATGTATAT
AAAAGACAAG
TTCAGAACAC
TTAATGCCTA
ATGGTGAGGA
TTAAAGCATA
AATGAAAAAA
AAGTGAAAGA
TGGACTTTAA
GGTTCCAGAA
GGTGACAAAG
AGAGTGAATA
TCCCACCGCA

GACCCTTAAA
CATCAGAGTA

TCTGGECCCCA
CTGGITGAAA

CTAAAATTCT
TAGTAGGAAA

ATATGATGAA
TTTAAAATGG
AAATGGTCAT
AGTGCAAATT
GTAATCGAGA
TGGAAACTTT
CATAAATGTA
ATCCCAAAGA
GTTCACAAGA
AACAGATCAG
TTCAGTGGTT
TGGTGGGGAG
AAAAAT GGGA
CAGAGTGAAA
AAACTTAAAC
CCAAAAAGAC
CATAGCAGCA
ACTGATGAAT
AGTTCAGTCT
GAGCCTTGGA
AATGTGATTT
AGAATGCTGT
CAGAGTTTCA
TATTTGTATA
GTTATAACGG
ATGAAGTACT
AGCCACACAG
ATCCATCAAG
AAAGAACACT
TGAAGAAGAC
GACACTCCTC
CATTTTTGAA
TGCTCAATTT
TTGGCAATGA
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5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001
6051
6101
6151
6201
6251
6301
6351
6401
6451
6501
6551
6601
6651
6701
6751

CACTTATGIT
GGATGGACAA
GACGACAAGG
GICTGCACCC
TAGATATGAA
CAGACCCTGA
ATGGGACTTA
ATGTGIGIGT
TGGCCCATTC
TGCTAATGCA
GATCCCCTGG
AACTCCACGG
AAGTCGCACA
AATGGCAAAA
ATAGACGITT
AAGATGCTCA
CGAGGTATTG
GAAAGTGITG
ATGCAAATTT
AATTAGAATG
AAGGAAGTGA
TCAATATGIC
AAGGTCAGIC
CAAACTATCA
AAAATCCTTT
TGTACAAACT
ACATCTGITG
CTTTATTGAC
GGAAAACTCT
AGAAATCTGT

CATGGAGATG
ATCCTGIGCA
AGACCTCAGG
AGGATCCTAT
TGAATCTGCT
GAGATATGCA

GGGATGGGAT
TCTAAGAAAG
GITCTCTITTG
CTATAAGACC
TGTGTGAGAG
CAAAAACAGT

CCAATCTCTT

AATATTTTAA
ATCACTCATC
GGAGATACTA
AGAAGGAAAT
AGGGAGGAGC
TGAAAGCATA
AAGAAAAAAA
TTTCCAAAGA
ACATCACTCA
CCTCACCCCT
GIGAGGATGT
GIGCAGTAGC
ACCATGIGAT
AATCACTATG
AGCAAATTTG
GICATTTCAA
TACAATTGCC
AAGGTAGGECT
GGATTTAGAA
GATCATAGGA
TACGCTAAAA
TACAGAGATG
ATGCAGGICA

CTCCTTTAGG
TAATTAAAAA
TATGGTGGCA
GAGACGCTGA
GGCAGCCCAC
CTGECAEEECT
GCAGCAGCAC
ATCTGITTCA
AAACATACAG
TCATCAAGGA
GICAGGATGA
GGGGAAAAGG
TGTGGAAAAT
CCAGCATTTC
TCAAAAGATG
GAAAATTCAG
TACCAAAGAA
CTCATTTCAC
TCAGCAGTAT
AAGGCAGAGG
AAAGCAAGEG
CCTTTGAGIG
GGAATACCAG
AGAAGCAACA

AACAGACTGG TTCCAAATTG GGAAAGGAGT

CACCTTGITI
CTAGATGAAT
CCTCAGATAT

ATTTAACTTA
TACAAACT GG

TATGCAAAGT
ACTCAAGATT

CCATCAGITT
TGGGTGTAGG
TGTATGTACA
ACCTTTATGT
AGAGAGAGAG
CATAGCGGTC

TAGICCACAT
GICTCTGICT
TGGACCAATT
GACATCAACA
AGGAGAGAAG
ACTTCTGEEG

TGAAATTTCA
ATAAAATCGT
CTAATGGTAA
TTCGATTCTT
TCCAGCATTC
GCAGICCATG
AGCATCAGGA
AAATTGCACA

TGITTCAATA
GIGITAAATG
AGAGTCTGCC
GIGIT TGEGEAG
TTGCCTGGAA
GGGTCGCAAA
ACTACAACTT
GAGGAACTGA

AGGGGCAACA
ACTGCAAATC
CTGICATCAA
GAAGCTCATT
AGTATGAAAC
CACTCCTGGEG
ATGCCGITAA
TAGIGGCCAC
AGATAATCCC
ATGCTAGCAA
ATGAACTGAG
AACAAGTGAT
GATCACAAAA
TGTGGATCAC
ACCACCTGAC
GITAGAACTG
ATGTCAAGEC
GCATCATATG
GCCAGGAGAA

GCAGATGATA

CCACTCTAAT

GGCAGAAAGT

GACACATGAA
CAAACCACAG
AAATACAAGA
GITGGTGEGA
TTCTTCAAAA
AATACATCCA
AGTGCTGCAC
AGGACTGGAA
AAAGATTGIT
GGTAATGCTC
AACTTTCAGA
CAAACTGCCG
CAAACTTCTG
TACAAACTGT
CTGCCTCCTG
GACATGGAAC
TGTATGITGT
AAATCCTGCEG
ATATCAACAA
GAAGAGGAAC
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6801
6851
6901
6951
7001
7051
7101
7151
7201
7251
7301
7351
7401
7451
7501
7551
7601
7651
7701
7751
7801
7851
7901
7951
8001
8051
8101
8151
8201
8251
8301
8351
8401
8451

TAAAGAGCCT
AAAACTCAGC
CGTGACAAAT
TTGGEGECTCCA
ATGCTTGCTA
TTGAAGTGAA
AAAAGTTGGA
CACCATATTC
CTAAGIGICC
ACAATGGAAT
GCAACAACAT

CTTGATGAGG GTGAAAGAGG AGAGCAAAAA

TTTCAAAAAA
AGAAGGGEGAA
AAATTACTGT
TTTGGAAGGA
GGACAGGGAA
CACAACTTAG
ACTGCAGCAT
ATCGACAGAT
CTCACTGAGT
AGATGGACCT

GAGAAAGACA
AACTGAATTC
TGTTGAGGTG
TCCAGCTATA
AGCTAACAAC
GGTCAGGAAG
TGOCTGGAGA
TTGGATATGA
AGGGGGCTTC
GGAGACCTAA
ACTTAGCACA
GAGAAAACAG
CTTTGAACCC
CCAGGCACTG
TGCTGGATTA
GOGGCTGCCC
AGGTGAATCA
CTCCTATCCT
GTTAATAAAG
TGAGGGGGAG
ACTTAATCTG
GCTGAGGCTG
TGTAAATGTG

AATATTTATG
ACAGAAACAA
AATGEGTGAC
TGATAAATCC
CCAGIGITGT
ATCCCCTGCEA
ATTCCATGGEA
CTGAGCGACT
CCAGGTGEGEG
GAGACGGTGC
CACACCCTGA
GCTCATTTTG
GIGITCTTAT
GAGACTATCC
ACCATTTAAT
TCCGGECTACT
TCACCATCCC
CATTATTCTA
CCCTGITCAC
TTTGEEGTAT
AAGCTAAAAC
AGGCCTACAA
TAATTTAATT

CTAAGATCAT
AAAGTGGAAA
GGACGGTGAC
CAGCATATTA
GCCTGGTATC
TGACAACAAA
TGITTATAAT
GAATGAAGAA
CATAAAGAAA
CAAGGGCATT
ATCTTAATTA
AGAACAAGTT
TCCCGTGAAG
TGEGECATGTA
GIGITTGAAA
GAAGGCGAATG
CAGAGGAGAT
TTCACTTTCA
CCAGCGGTAA
ATGEGEGTCTC
GAGGAGICTC
CTTTAAACAG
TCCAAAGCCC
CTCTTCCACA
CCACTTACTC
GCCTGACACT
CCTGCCCTCC
AATCTTTAGC
CGIGIGIGIG
GAAAGGGACA
CTAGGICTCA
GCTGCCTGAAA

GGCATCTGGT
CAGTGACAGA
TGCAGCCATG
AAAAGCAAAG
CTGCAGITCC
AACAATGICA
AACCAAGATA
AGAAAATCGCA
GAAAGCAAAT
ATGATAAATT
TGTGIGGAAT
GATGGITGIC
ATGGTCAAAA
ATGTACATCA
GI'TGCTGEEG
GCTACCCACT
TGECAGGTGA
ATTCTCTTCC
AGAACCCGCC
AGAGAGACAT
AGTGCTCCCG
CCGTCCAAGT
CGATTTCTAG
CTGATGGITT
TGCACCCCCT
TCAGCCGECT
CTGCCACGIG
TCACAAATCT
CAGCCTTTGA
GTATTTATGT
GAAGAAAAAA
AGGGEEECTTG

AACTGGCTTA
CCCATCACTT
TTTTGITTTC
AAATTAAAAG
ACTTCCCTTG
CAGGGTCGAA
AAGAAACCTG
TGTAAACAGC
GTATATAGAT
CTTGITATTC
AAATAAGTCA
CTACAAAGTA
AGAGGCAGGG
GGOGCAAACT
GGGTGACTGT
TTGATCCCTG
CCAGTATTCT
TTGCAAAGAG
CCACCCTCAG
CGCCAACGCA
GACTGAAGTG
TTTTACACAC
GGTGGAGCAG
ACGGTGGAGT
GCTCTAGGGC
CAGCCCTTTG
GAAGTTTTAC
GGGCAGGCCC
GCAGAACTGT
AAAGGGAATC
CCCTAATGGG
AAAAAAAAAA
ACTACTGGAT

TAAAAAATCA

ACACTTGGAT

GATAGCAGIT
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8501
8551
8601
8651
8701
8751
8801
8851
8901
8951
9001
9051
9101
9151
9201
9251
9301
9351
9401
9451
9501
9551
9601
9651
9701
9751
9801
9851
9901
9951
10001
10051
10101
10151

TGOCTTTTAA
TGGGATGTGA
CCTCTCAGTT
CCTACAGGGC
ATGGTATGTC
TGTGGAGCAG
GAGCTGCCCC
TGCOCTAGAC
TCCTCTGTAA
ATGTTTTGGG
ATGGAAGAGG
CTGGCCAAGC
CAAATCCATT
TGAACAGAAG
TGACTCTGCT
CATGTGCTGT
TTGCCTAGGG
CCCGCCTTCC
GCTGACTTAA
TGGTGGGAAT
TGAGGGGAGA
TCTTAATATT
TTAGGGCGTT
CTCACTGAAA
GGCAACCCAC
CTGGTGGGCT
GACTCAGCAG
GTTCCTTCAC
AGTCCTGATG
GGGCTTGCCA
CCTTGTTCAC
CCCAAGCACT
GCTTCTCCTC
TGTCATGTCC

GGCCAAATTG GCCACCTGAC ACTTGGGCAT
GCTTTGEEEG GCCTTGACTG GGGGTGCTTT

TTGICTCTCA
ATAGGCACAC
AGGGTGCTCC
TGCGCGGTTA
AAGCCTCCCC
GITCTGAAGT
TCACCAGCAA
AGIGGITGAC
CACCTTGEGT
AAAGATGAGG
ATGTGGATTT
AAGGCCATGT
CCTCTGGAGT
CGGECTCCTAG

CCACCCACAT
TCGIGCCTGG
CACGTATGIC
ATTCAGCAAG
CATAAACTGG
GCCCCTCACC
CACTGIGTAA
TGIGCAGTCC
GIGTAGCAGG
CAATATCCAG
TTGCTCTCTC
TTCTTAATGA
GCACTGGEEEC

GCACTCACTT
CCTGTGCTCGC
CCACCTGICGC
AGAACAGTICA
TTTTAGGECCT
AGCCAGATTA
AAAAGATCAT
TAATGGITTT
TTCATTTTGT
TCCAGIGITC
GCCGICTATG
CAGCAGCAGC
TTCTTGAGCG
GCTGTCGGAT
GCTCCCATTG
TGACATGGCA
CAGGT CAGGT
CCGCCCTCCT
CCTTTATAGC

TCTTGGITAG
TCCAGGCAGA
TGIGIGCCTG
CAACCTAAAA
TCAAGCCCGG
TATAGAAGIT
TGTTAATCAA
CTATGTATGG
ATGCATGICA
CTGICTGGAG
GGGTCGCACA
AGCAGCAGCT
CCCTTGEEEC
CACAGATATT
GAGGCCTGAA
GGAAGTGCTC
CCTTGCCTGC
GCTCCCTTCT
AAGACGGTGT

GIGGACCCAT
CCTCAGGTCA
CTCTGCAGGA
CAGCCTGECT
ATGGTAGATT

TCCTCAATTC

GACTGCAGIC
TAAGGAAGGA
ATGAGCATCA
GCGEGGTAGAG
GGGATCCCTC

CACATCCACC
ATTATAATAC
CACAGCCTGGG
CATGACAGCA
AAACAGGTAG
ATCAGITACA
CATTATTGIC
CTCCACACAC
TGCCTCTCAG
AACTGCCATA
CAGCAGIGAA
CCTGCGAGIT
GAGACAGCAT
TCATAACAAA
AGAAAACTAG
GAAGATAACA
GCTATCCTGG
AATCCCAGEG
GAGICGGACA
ATCCTGEECC
CCACCGTAGG
CTTCTTCCCG
ATTCCTAATG
CGITTCTCAC
GCCTCTGCAC
CTTTGAACCC
TGGCTGCTCA

TTCTGCTCTC
AAAGTACTGG
CAGAGGEGECAG
GAGCTAAGAA
TTGCCACAAG
ATCATCTGIT
CATCACAGAA
CACGATTCTC
TAGCTCCCTG
TGAGGTCCTG
TCAATCACCT
ATGCTTTAGT
CTCAAGGAGG
GGGCAAGTCA
TTATCCAAAG
ACAGTCTGEG
AGAAGGAAAT
ACGGCGGAGC
TGACTGAAGT
AGTATCCTCT
GAGIGGECTGC
AGIGCACTTA
ACTGTGACAT
GCCAGTGATC
CTTTTCGCGG
GCAGCTCCCT
CCTGGAAATC
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10201 TTTGCCCAAC CCATCCTGCC TTCTTCCTGT GGATTGGTCC AAGCCAGCCA
10251 TGACACCCAC TTCCCCCACT GATGATTGGT CAGGACAAGG ACTCATGATC
10301 CAGITCTGGEC AAATGAGATA TGAGAGGAAG TCTACAGEGG CTTCTGIGAG
10351 AGCTTTTCCT TCCTGAAAAG AAAGAGATGG GCAAGGAAGA AGGTGCCTCC
10401 TTGITTTTGG CTTGAGCACT CTGCCACACA CTATGIGGTC CTAGG

Annexe 1 : Séquence de la région de 10 kb.
Les oligonucléotides, dont la séquence et la positnt été reportées dansTiable 5.1, sont
représentés eitalique et soulignépour les oligonucléotides « sens » etgeas pour les

« antisens ». Les régions grisées représentesbiaies utilisées dans cette région.
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