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Animaux modéles comprenant au moins une mutation ou un KI et un KO conditionnel

La présente invention concerne une combinaison de séquences d’ADN permettant de
développer des animaux modéles comprenant d’une part une modification de son génome afin
d’introduire soit un nouveau géne pour étre exprimé (KI ou Knock In) soit une mutation dans
un géne cible et d’autre part un KO (Knock Out), constitutif ou conditionnel, dans un géne
cible.

La combinaison de séquences ADN selon 1’invention permet de réaliser sur le méme
modéle animal plusieurs opérations nécessitant autrefois le développement et I’usage de
plusieurs modéles distincts. I1 permet par exemple, d’étudier avec le méme modéle le
phénotype obtenu par I’introduction d’une mutation dans la séquence du géne endogene ou de
disposer d’un modéle transgénique par exemple exprimant le géne humain en lieu et place du
géne endogene, puis aprés excision de 1’ensemble effectuer un KO dans le géne d’insertion,
permettant d’étudier le phénotype pour le modéle KO, ce KO pouvant étre tissu spécifique ou
ubiquitaire.

Différentes stratégies a base de recombinases et de vecteurs permettant d’insérer puis
de supprimer des éléments de génes dans les génomes de différents organismes sont décrits
dans 1’état de la technique, notamment dans EP 1462 525, US 2003/165497, US
2004/241851, WO 02/40685, WO 2004/056964, WO 2004/044151, WO 2005/007877, Kasin
& al (Nucleic Acid Research. 2004, vol 32, n° 7, pp E66.1-E66.8), Coumoul & al (Nucleic
Acid Research 2004, vol 32, n° 10, pp E85.1-E85.7), Conrad & al. (Biotechnologies, vol 34,
n° 6, juin 2003, 1136-1140), Kiihn & al. (Methods in Molecular Biology 2003, vol 209, 159-
185), Soukharev & al. (Nucleic Acid Research 1999, vol 27, n°® 18, ppE21.1-E21.8), McMinn
& al. (Mammalian Genome 2004, vol 15, n® 9, 677-685), Casanova & al (Genesis 2002, vol
32, n° 2, 15/8-160) et Ren & al (Genesis 2002, vol 32, n° 2, 105-108). Cependant, aucun de
ces documents ne vient apporter de solution au probléme technique associ¢ a la présente
invention, ni décrire la solution de la présente invention.

La combinaison de séquences d’ADN selon I’invention comprend une premi¢re
séquence (S1) et une deuxi¢me séquence (S2) destinées & étre insérés dans I’ADN génomique
d’une cellule eucaryote d’un organisme hoéte.

Par séquence d’ADN on entend selon 1’invention une molécule d’ADN constituée par

une séquence d’acides désoxyribonucléiques liés de maniére covalente.
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Pour la combinaison selon 1’invention, les premiére et deuxiéme séquences S1 et S2
sont supportées soit sur deux vecteurs, soit sur un méme vecteur, soit encore dans le génome
d’au moins une cellule eucaryote d’un organisme héte.

Par cellule eucaryote, on entend plus particuliérement selon I’invention toutes cellules
d’origine animale, préférentiellement a 1’exception de 1’homme, en particulier les cellules de
mammiferes, préférentiellement de mammiféres rongeurs, plus préférentiellement de rat ou de
souris.

De maniére préférentielle, la premiére et deuxiéme séquences sont intégrées dans
I’ADN génomique d’une cellule eucaryote au sein d’'un méme géne cible, la premicére
séquence S1 étant préférentiellement destinée & étre intégré en aval du promoteur du géne
cible.

De maniére préférentielle la deuxiéme séquence S2 est destinée a étre intégrée en aval
du site d’intégration de la premiére séquence S1 de préférence en aval d’exons important pour
la fonction ou la fonctionnalité du géne cible.

La premiére séquence S1 de la combinaison selon 1’invention comprend, dans le sens
5°-3, les éléments suivants :

- un premier site SR1 de reconnaissance d’une premiére recombinase R1, et

un acide nucléique hétérologue.
La deuxiéme séquence S2 de la combinaison selon I’invention comprend, dans le sens

5°-3, les éléments suivants :

- un premier site SR2 de reconnaissance d’une recombinase R2,

- une séquence d’acide nucléique d’un geéne codant pour un marqueur de sélection
fonctionnel dans la cellule eucaryote dans le génome de laquelle il sera intégré,

- un second site SR2 de reconnaissance de la recombinase R2, et

- le cas échéant, un second site SR1 de reconnaissance de la recombinase R1.

Selon un premier mode particulier de réalisation de 1’invention, 1’acide nucléique
hétérologue de la premiére séquence S1 est un acide nucléique codant pour un exon du géne
cible, comprenant au moins une mutation. La séquence S1 est avantageusement intégrée dans
le génome de la cellule cible de maniére que 1’exon muté de la séquence S1 vienne remplacer
I’exon non muté du géne cible.

Parmi les génes cibles, on peut citer les génes associés aux récepteurs nucléaires, aux

récepteurs membranaires, aux facteurs de transcription, etc.
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L’insertion de la combinaison de séquences dans le génome de 1’organisme héote peut
conduire, aprés excision, a une délétion affectant un ou plusieurs génes, par exemple lorsque
le locus d’insertion porte plusieurs génes ou parties de génes, ou encore lorsque 1’on laisse un
grand fragment d’ADN génomique entre les deux séquences S1 et S2 selon I’invention.

Selon un deuxi¢me mode particulier de réalisation de I’invention, 1’acide nucléique
hétérologue de la séquence S1 est un acide nucléique comprenant dans le sens 5°-3°, les
¢léments suivants :

- une séquence d’acide nucléique codant pour une séquence d’intérét, et
- un deuxiéme site SR1 de reconnaissance de la troisi¢me recombinase R1, le site SR1
localisé en 3’ de la séquence S2 n’est pas présent..

De maniére préférentielle, la séquence d’acide nucléique codant pour une séquence
d’intérét dans la séquence S1 comprend, liés de maniére fonctionnelle, des ¢léments
fonctionnels nécessaires a 1’arrét de la transcription et de maniére préférentielle des éléments
fonctionnels nécessaires a I’initiation de la transcription.

Parmi les ¢léments nécessaires a 1’initiation de la transcription, on peut citer ceux
décrits notamment dans Baker et al ((1972) J Mol Biol.; 69:89-102.) et dans Georgiev
GP.((1972) Curr Top Dev Biol. 7, 1-60).

Parmi les ¢léments nécessaires a I’arrét de la transcription, on peut citer ceux décrits
notamment dans Proudfoot et al (Cell. (1991) 64,:671-4) et dans Beaudoing et al. (Genome
Res. (2001) 11, 520-526).

La séquence d’intérét de la séquence S1 selon 1’invention est de préférence choisie
parmi les séquences suivantes :

- une séquence d’acide nucléique codant pour un polypeptide, en particulier une protéine
d’intérét, ou

- une séquence d’acide nucléique codant pour un RNA, en particulier un RNA antisens ou
un RNAi, miRNA, shRNA ou siRNA.

De maniére avantageuse, la séquence d’acide nucléique codant pour un polypeptide est
un ADNc, plus préférentiellement un ADNc codant pour un polypeptide d’origine humaine.
On citera notamment ceux décrits dans Li, et al. ((1997). J Cell Biol 139, 129-44), Schneider-
Maunoury et al. ((1993). Cell 75, 1199-214) et Tajbakhsh et al. ((1996) Nature 384, 266-70).

De maniére avantageuse, le RNA antisens ou interférent permet d’inhiber la traduction
d’ARNm cibles, préférentiellement choisis parmi les génes suivants : GPCR, récepteurs

nucléaires, récepteurs membranaires, cytokines, canaux ionique, etc.
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De maniére avantageuse, les sites de reconnaissance de recombinases SR1 et SR2 sont
choisis, indépendamment 1’un de 1’autre, parmi les sites Lox P, Lox P modifiés et FRT.

Les combinaisons préférées sont représentées sur le tableau ci-dessous.

SR1 SR2
Lox P Lox P modifié
FRT FRT
Lox P mute¢ FRT
FRT Lox P mute

En fonction des sites de reconnaissance choisis, les recombinases R1 ou R2 sont
choisies, indépendamment 1’une de 1’autre, parmi les recombinases suivantes : Cre ou FLP.

Les sites de reconnaissance Lox P, Lox P modifié, FRT et les recombinases Cre et
FLP correspondantes sont bien connus de I’homme du métier, notamment décrits dans Kilby,
et al. ((1993). Trends Genet 9, 413-21), Sauer, et Henderson ((1988). Proc Natl Acad Sci U S
A 85, 5166-70), Gu et al. ((1994). Science 265, 103-6), Cohen-Tannoudjiet Babinet ((1998).
Mol Hum Reprod 4, 929-38), Shibata, et al. ((1997). Science 278, 120-3), Schlake et Bode
((1994). Biochemistry 33, 12746-51).

La présente invention concerne également un procédé¢ de transformation de cellules
eucaryotes pour intégrer dans son génome la combinaison de vecteurs selon I’invention.

Les méthodes d’intégration de séquences dans le génome de cellules eucaryotes sont
bien connues de ’homme du métier, notamment décrites dans Smithies et al. ((1985). Nature
317,230-4) et Wong et al. ((1986). Somat Cell Mol Genet 12, 63-72).

De maniére préférentielle, les cellules sont des cellules animales transformées par les
méthodes telles que décrites dans Vasquez et al ((2001) PNAS 98, 8403-8410) et Yanez et al
((1999), somatic cell and molecular genetics 25, 27-31).

La présente invention concerne aussi les cellules eucaryotes dans le génome
desquelles est intégré la combinaison de vecteurs selon I’invention, plus préférentiellement les
cellules animales telles que définies précédemment, en particulier souris ou rat.

Ces cellules selon I’invention peuvent étre des cellules obtenues par intégration de la
combinaison de séquences par le procédé selon I’invention. Elles peuvent également
comprendre des cellules obtenues par prélévement sur des animaux obtenus a partir desdites

cellules obtenues par le procédé selon 1’invention.
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L’invention concerne également des embryons d’animaux obtenus a partir des cellules
selon I’invention, ainsi que les animaux obtenus & partir de ces embryons et la descendance
desdits animaux ayant conservé le vecteur selon 1’invention. Les animaux selon 1’invention
sont définis précédemment & 1’exception de ’homme, préférentiellement des mammiféres,
plus préférentiellement des mammiféres rongeurs, encore plus préférentiellement des rats ou
des souris.

Les animaux mode¢les ainsi obtenus peuvent étre employés de la maniére décrite ci-
dessous.

Les méthodes de préparation d’animaux modéles sont bien connues de ’homme du
métier, et notamment décrites pour le mouton (Wilmut et al. Nature 385, 810-813, 1997 ; WO
97 07669), 1a souris (Wakayama et al. Nature 394, 369-374, 1998 ; WO 99 37143), les bovins
(Wells et al. Biol. Reprod. 60, 996-1005, 1999), la chévre (Baguisi ef al. Nature Biotechnol.
17, 456-461, 1999 ; WO 00 25578), le porc (Polejaeva et al. Nature 407, 86-90, 2000), le
lapin (Chesne et al. Nature Biotechnol. 20, 366-369, 2002) et le rat (Zhou & al., Science, 25
septembre 2003 ; PCT/FR04/001275). Les méthodes de transfert nucléaire sont notamment
décrites par Campbell & al. (Nuclear transfer in practice, School of Biosciences, University
of Nottingham, Leicestershire, United Kingdom).

La premiere application concerne le développement d’un modéle porteur d’une
mutation dans un exon porteur d’'un domaine fonctionnel (S1). Ce mod¢le permet d’étudier le
phénotype créé par cette mutation.

Dans un second temps, il est possible de le comparer au phénotype obtenu par une
inactivation compléte de la fonction du géne (KO) en croisant cet animal avec un animal
exprimant une recombinase (Cre ou Flp selon les sites SR utilisés) de fagon ubiquitaire. Cette
comparaison de phénotype peut étre par la suite raffinée en inactivant le géne de fagon tissue
spécifique en utilisant des animaux exprimant la recombinase de fagon tissue spécifique ou en
délivrant la recombinase de facon ectopique (virus, ...).

La seconde application concerne le développement d’un mod¢le dans lequel a été
substitué le géne humain au géne de souris (S1). Ce modéle humanisé fournit un outil d’étude
in vivo de molécules et de drogues qui est plus relevant que 1’animal de départ. Plus 1’écart
entre la protéine Humaine et la protéine de souris est importante et plus ce modéle est
pertinent.

Dans un second temps, il est possible de disposer d’un modéle KO pour cette forme

humaine en croisant cet animal humanisé avec un animal exprimant une recombinase (Cre ou
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Flp suivant les sites SR utilisés) de fagon ubiquitaire. Ce nouveau modéle est particuliérement
adapté pour étudier la toxicité et les effets non spécifiques des molécules testées. Cette étude
peut étre par la suite raffinée en inactivant le géne de fagon tissue spécifique en utilisant des
animaux exprimant la recombinase de fagon tissue spécifique ou en délivrant la recombinase

de fagon ectopique (virus, ...).

Exemple 1 : Souris KO exempte d’expression du géne Prpf31

La stratégie employée permet de générer un modéle de souris KO exempt d’expression
du géne Prpf31 par la génération d’un modéle qui a a la fois un point de mutation Kin qui
mime la mutation A216P chez I’homme et une délétion conditionnelle du domaine NOP.

Ce modele sera obtenu en introduisant un point de mutation dans I’exon 7 en
introduisant deux sites LoxP aux deux extrémités de I’exon 7. La stratégie de développement
du modeéle est exposée sur la figure 2. Sur cette figure, les triangles rouges représentent les
sites LoxP, les doubles triangles jaunes représentent les sites FRT, la bofte pourpre représente
la cassette de résistance Neo, la boite orange représente la cassette de sélection négative DTA,
les boites noires représentent les exons et 1’astérisque au dessus de 1’exon 7 schématise la
mutation qui y est introduit.

L’injection des cellules cibles ES 2 dans les blastocystes va permettre de générer le
point de mutation Kin du modéle. L’accouplement de la lignée cellulaire Kin avec une souris
exprimant Cre de mani¢re tissus-spécifique va permettre la génération de souris modéles KO
du domaine NOP tissus spécifique.

La stratégie choisie comprend les étapes suivantes :

- Clonage et séquengage de la région ciblée du géne murin 129Sv Prpf31

- Construction d’un vecteur de ciblage permettant a la fois de générer un point de mutation
et un KO conditionnel du domaine NOP

- Electroporation du vecteur de ciblage dans les cellules ES et sélection des événements de
recombinaison homologue

- Excision in vitro via Flip de la cassette de sélection

- Injection des cellules ES dans les blastocystes

- Génération de souris chiméres et génotypage pour la caractérisation des mutants

hétérozygotes.

Exemple 2 : Souris KO exempte d’expression du géne C3Ra
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La stratégie employée permet de générer un modéle de souris KO exempt d’expression
du géne murin C3Ra par la génération d’'un modéle qui a a la fois un Kin de la forme
Humaine et une délétion conditionnelle du géne humain.

La stratégie de développement du moféle est exposée sur la figure 1. Sur cette figure,
les triangles bleus représentent les sites LoxP, les doubles triangles rouges représentent les
sites FRT, la boite blanche représente la cassette de résistance Neo.

L’action de la recombinase Flip permet d’obtenir un modéle humanisé propre.

L’action de la recombinase Cre tissue specifique ou ubiquitaire permet d’obtenir un

KO tissue spécifique ou ubiquitaire.
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REVENDICATIONS

1. Combinaison de séquences d’ADN comprenant une premiére séquence S1 et une

deuxiéme séquence S2 destinées a étre insérés dans un géne cible d’une cellule eucaryote,

caractérisée en ce que :

la premiére séquence S1 comprend, dans le sens 5°-3’, les éléments suivants :

- un premier site SR1 de reconnaissance d’une premiére recombinase R1, et

- un acide nucléique hétérologue,

et

la deuxiéme séquence S2 comprend, dans le sens 5°-3°, les éléments suivants :

- un premier site SR2 de reconnaissance d’une recombinase R2,

- une séquence d’acide nucléique d’un géne codant pour un marqueur de sélection
fonctionnel dans la cellule eucaryote dans le génome de laquelle il sera intégré

- un second site SR2 de reconnaissance de la recombinase R2, et

- le cas échéant, un second site SR1 de reconnaissance de la recombinase R1.

2. Combinaison selon la revendication 1, caractérisée en ce que I’acide nucléique
hétérologue de la séquence S1 est un acide nucléique codant pour un exon du géne cible,
comprenant au moins une mutation, destiné a étre dans le génome de la cellule cible de

maniére que I’exon muté de la séquence S1 vienne remplacer 1’exon non muté du géne cible.

3. Combinaison selon la revendication 1, caractérisée en ce que la séquence d’acide
nucléique dans la séquence S1 est une séquence d’acide nucléique comprenant, liés de
maniére fonctionnelle, des éléments fonctionnels nécessaires a ’initiation de la transcription

et/ou des ¢léments fonctionnels nécessaires a 1’arrét de la transcription.

4. Combinaison selon la revendication 3, caractérisée en ce que 1’acide nucléique

hétérologue de la séquence S1 comprend une séquence d’intérét choisie parmi les séquences

suivantes :

- une séquence d’acide nucléique codant pour un polypeptide, en particulier une protéine
d’intérét, ou

- une séquence d’acide nucléique codant pour un RNA, en particulier un RNA antisens ou
un RNAi, miRNA, shRNA ou siRNA.
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5. Combinaison selon la revendication 4, caractérisée en ce que la séquence d’acide
nucléique codant pour un polypeptide est un ADNCc, plus préférentiellement un ADNc codant

pour un polypeptide d’origine humaine.

6. Combinaison selon I’'une des revendications 1 & 5, caractérisée en ce que les sites de
reconnaissance de recombinases SR1 et SR2 sont choisis, indépendamment 1’un de 1’autre,

parmi les sites Lox P, Lox P modifiés et FRT.

7. Cellules eucaryotes dans le génome desquelles est intégré la combinaison de

séquences selon I’une des revendications 1 a 6.

8. Cellules selon la revendication 7, caractérisées en ce qu’elles sont choisies parmi les
cellules de mammiféres, & 1’exception de 1’homme, préférentiellement de mammiféres

rongeurs, de préférence rat ou souris.

9. Embryons d’animaux, a 1’exception de ’homme, obtenus a partir des cellules selon

I’une des revendications 7 ou 8.

10. Animaux obtenus & partir des embryons selon la revendication 9, comprenant des

cellules selon 1’une des revendications 7 ou 8, & I’exception de I’homme.



WO 2006/048465 PCT/EP2005/055826

1/1

LOCUS murin C5aR exon 3
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER
Région|
délétée
Allele C5aR ciblé LoxPERy SRy

A

WT locus

3

1 we. 1eri1s 14

o

Vecteur de ciiilage : mutation sur 'IZe"'fo(")"ii""?

-
I.

89 1011 12

Cellules ES ciblées — ;&enimaux transgéniques

b I i “—H—rl sEEEEn
456 7 89 1011 1213 14
-/ Action de la recombinase Flip

H—H—

e fR9 1011 1213 14
;"Action de la recombinase cre

Cellules ES knock-%c__xﬁt — Animaux transgéniques knock-out

--.....—l—l—l—§ I i I.I—“—I.-......

4 5 6 89 10111213 14
Creation d’un modeéle KO tissue spécifique du “Domaine NOP”.

Fig. 1



	Abstract
	Bibliographic
	Description
	Claims
	Drawings

