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Elaboration d’un outil de modification génétique au locus Dct dans les cellules

souches embryonnaires de souris a I’aide de la méganucléase I-Scel

Résumé

De nombreux genes sont surexprimés au cours de la progression du mélanome malin
cutané. Pour mieux comprendre le role de ces genes, des études fonctionnelles sont
nécessaires. Mon projet visait a développer une nouvelle stratégie pour produire des souris
portant n’importe quel ADN d’intérét inséré a la place du premier exon du géne Dct. Dct code
la dopachrome tautomérase, une enzyme de la voie de biosyntheése de la mélanine, exprimée
de fagon spécifique dans les mélanocytes et leurs précurseurs. Notre stratégie visait a
augmenter la fréquence de recombinaison homologue au locus Dct dans des cellules souches
embryonnaires (ES) en induisant une cassure double-brin a ce locus grace aux propriétés
endonucléases de la méganucléase I-Scel de levure.

Nous avons créé une lignée de cellule ES qui portent un site unique de reconnaissance
de la méganucléase [-Scel inséré dans I’intron 1 du geéne Dct. Notre hypothése était que
I’induction d’une cassure double-brin au locus Dct serait recombinogene, et qu’en présence
d’une matrice de réparation, la fréquence des recombinaisons homologues a ce locus serait
augmentée de facon significative. Nous avons testé cette hypothése et intégré successivement
les genes rapporteurs Lagol et H,B-mCherry au locus Dct. Nos résultats indiquent que, de
facon surprenante, 1’induction d’une cassure double-brin ne favorise pas la recombinaison
homologue au locus Dct. Nous avons analysé I’expression des génes rapporteurs Lagol et

H>B-mCherry insérés au locus Dct dans des cellules en culture, I’embryon ou chez I’adulte.
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PREAMBULE

L’objectif de ma these était de développer un outil original d’ingénierie génétique qui
permette d'exprimer toute séquence d'intérét dans les mélanocytes et leurs précurseurs chez la
souris. Nous avons choisi comme cible le géne Dct et comme méthode d’intégration des
séquences d’intérét le knock in. L’avantage du knock in est que la séquence d’intérét est
exprimée en lieu et place du gene ciblé. Son inconvénient est que la fréquence de
recombinaison homologue qui conduit & une intégration de la séquence exogeéne au locus
ciblé est faible et qu’elle varie avec la cible. Nous avons donc choisi de tirer profit des
découvertes faites sur la méganucléase I-Scel. I-Scel induit une cassure double-brin a
I’endroit ou son site de reconnaissance est intégré et favorise un événement de recombinaison
homologue au lieu de coupure. Dans ce cadre, notre stratégie a consisté a (1) intégrer un site
I-Scel au locus Dct dans les cellules souches embryonnaires de souris, (2) tester I’hypothése
selon laquelle I’induction d’une cassure double-brin au locus Dct favorise la recombinaison
homologue a ce site, (3) étudier le profil d’expression d’un geéne rapporteur intégré au locus
Dct avec notre outil.

L’introduction bibliographique de ce manuscrit se divise en deux chapitres. Le premier
chapitre présente les nouveaux outils de transgénese que sont les méganucléases, dont I-Scel
fait partie, et les nucléases a doigts de zinc. Cette étude sera faite dans le cadre des cellules de
Mammiféres et I’accent sera mis sur le mécanisme de recombinaison homologue. Le
deuxiéme chapitre traite du lignage mélanocytaire et de 1’expression de Dct dans ce lignage.
Nous développerons spécialement utilisation du promoteur de ce géne en transgénese.

Les résultats obtenus au cours de ma thése sont présentés en deux chapitres. Chaque
chapitre est suivi d’une discussion qui replace notre travail dans le contexte bibliographique
présenté dans 1’introduction. Le premier chapitre expose ’outil d’ingénierie génétique que
nous avons développé. La stratégie que nous avons €laborée est ensuite discutée a la lumiere
de nos connaissances sur les méganucléases. Le deuxieme chapitre décrit le profil
d’expression des genes rapporteurs introduits au locus Dct, Lagol et H>B-mCherry. Ces
résultats sont ensuite discutés et comparés aux outils de transgénése existants qui utilisent le

promoteur du geéne Dct.
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre 1 : Méganucléases et nucléases a doigts de zinc, de
nouveaux outils de transgénése chez les Mammiferes

En trente ans, les techniques de manipulation du génome des Mammiféres se sont
considérablement améliorées. Les chercheurs ont affiné les outils génétiques et on est loin de
la simple injection d’un ADN nu qui a permis 1’obtention de la premicre souris transgénique.
L’utilisation des cellules souches embryonnaires, des méganucléases et des nucléases a doigt
de zinc permet aujourd’hui des constructions « a fagon ». Le mécanisme de modification
génétique qui fait I’objet de ce chapitre est la recombinaison homologue. Celle-ci permet de
modifier le génome avec une trés grande précision et d’intégrer dans le génome hote des
séquences de quelques nucléotides a plusieurs kilobases. Dans ce chapitre, nous passerons en
revue les différentes techniques de transgénése classique utilisées chez les Mammiferes. Nous
discuterons ensuite de la découverte de nouveaux outils utilisables en transgénése, les
méganucléases et les nucléases a doigts de zinc. Nous nous intéresserons aux mécanismes de
réparation dont disposent les cellules de mammiferes pour s’affranchir des effets déléteres des
cassures double-brin induites par ces nucléases. Enfin, nous présenterons quelques exemples
d’utilisation de méganucléases et de nucléases a doigts de zinc en transgénese chez les

Mammiferes.

1 Les techniques classiques de transgénése chez les

Mammiferes

1.1 Transgénése par micro-injection

La transgénese par micro-injection, aussi appelée transgénése par « addition » de géne,
consiste a injecter le géne cloné — appelé transgene — directement dans 'un des deux
pronucléi de I’ceuf tout juste fécondé. La premicre souris transgénique par micro-injection est

obtenue au tout début des années 1980. Les expérimentateurs ont introduit le géne codant la
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Figure 1 : Obtention de souris transgéniques
(Babinet, 2003)

La solution d’ADN est injectée (1) dans un pronucléus de I’ceuf tout juste fécondé, a 1’aide d’un
micromanipulateur qui commande deux micropipettes, I’une pour la micro-injection de 1’ceuf, 1’autre
pour son maintien (voir B). L’injection entraine le gonflement du noyau (voir B). Les ceufs injectés
sont ensuite réimplantés dans une mere porteuse (2, 3). Dans un petit nombre de cas, I’ADN injecté est
intégré dans le génome de I’hote et ceci avant la premiere division. Au fil des divisions, I’ADN
exogéne ou transgene est transmis aux cellules filles et une souris, dite transgénique, va naitre,
contenant le transgéne dans toutes ses cellules, y compris les cellules de la lignée germinale. Les
souris transgéniques sont repérées par la présence du transgéne dans leur ADN total (4). Le croisement
des souris transgéniques avec une souris non transgénique donne naissance a des individus F1 dont la
moiti¢ a hérité du transgene (5, 6). Le croisement des deux souris F1 produit des souris dont un quart
est homozygote pour le transgene (7). La lignée transgénique est ainsi créée.

Figure 2 : Micro-injection d’une solution d’ADN dans le pronoyau méle d’un ceuf fécondé de
souris.
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thymidine kinase du virus herpes simplex, sous le controle du promoteur du géne murin Mt/
(Metallothionein-I), dans le pronucléus d’un ceuf fécondé. Puis cet ceuf a été réimplanté dans
I’oviducte d’une femelle pseudo-gestante qui a donné naissance a des souris transgéniques.
Les expérimentateurs ont alors étudi¢ I’expression du transgene dans les cellules somatiques
des animaux transgéniques (Brinster, et al., 1981). Depuis, cette méthode est la plus
largement utilisée en transgénese chez les Mammifeéres. L’animal transgénique contient une a
plusieurs dizaines de copies du transgéne intégrées au hasard dans le génome. Ni le nombre
de copies du transgéne, ni le site d’insertion ne sont contr6lés. La transgénése par micro-
injection est couramment utilisée car le transgéne, s’il contient les séquences de régulation
appropriées, est généralement exprimé de mani¢re spécifique. Les Figure 1 et Figure 2
présente la méthode d’obtention de lignées de souris transgéniques par micro-injection dans
I’ceuf fécondé.

Avec I’avénement de la transgénése, le « ciblage » de I’expression d’un géne exogeéne
a été rendu possible. Cette technique permet de construire des transgénes qui contiennent les
séquences régulatrices d’un géne A et les séquences codantes d’un géne B. Les souris
transgéniques fabriquées avec un tel transgéne exprimeront en principe la protéine codée par
le géne B dans les tissus ou types cellulaires ou est normalement exprimé le géne A. Le geéne
B est alors un gene « rapporteur » de I’activité des séquences régulatrices du géne A. D’autres
applications possibles de la transgénese par micro-injection sont 1’é¢tude fonctionnelle ou
physiopathologique d’un gene et la production de protéines d’intérét biologique ou médical
(pour revue voir (Babinet, 2003)).

La limitation de cette approche est liée au mode d’obtention des souris transgéniques
qui fait que le transgene est intégré en une ou plusieurs copies au hasard dans le génome. Les
séquences voisines du site d’intégration peuvent interférer avec 1’expression du transgene ; ce
phénomene est appelé « effet de position ». Il se manifeste de deux fagons :

* le niveau d’expression d’un transgeéne varie d’une lignée transgénique a 1’autre, sans
que le nombre de copies du transgene en soit la cause ;
* le transgene peut étre exprimé de manicre ectopique.
Le risque d’observer un « effet de position » oblige I’expérimentateur a produire plusieurs
lignées indépendantes de souris transgéniques. L’étude de ’ensemble des lignées permet de
distinguer, selon les phénotypes observés, la part de I’expression qui reléve de la structure du
transgene per se de 1I’expression ectopique due aux effets de position. Il a été¢ découvert que

des séquences régulatrices essentielles a I’expression correcte d’un géne peuvent étre situées a
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Figure 3 : Photo de micro-injection de cellules ES dans la cavité d'un blastocyste de souris
Les cellules ES sont injectées dans la cavité d’un blastocyste & 1’aide d’un micromanipulateur qui
commande deux micropipettes, I'une pour la micro-injection des cellules ES, I’autre pour le maintien
du blastocyste.

Transfert d'ADN
(rétrovirus, transgeéne,
vecteur de ciblage, ...)

Sélection et isolement d'un clone
porteur de la modification
génétique désirée
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de la modification
génétique
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Figure 4 : Création de souris génétiquement modifiées via les cellules ES
(Babinet and Cohen-Tannoudji, 2000)
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plusieurs dizaines de kilobases de ses séquences codantes. Cependant, la taille d’un transgéne
a longtemps été limitée a 40-50 kb de séquences pour des raisons techniques. La mise au
point de chromosomes artificiels de levure (YAC pour Yeast Artificial Chromosome) et de
bactérie (BAC pour Bacterial Artificial Chromosome) a permis de fabriquer des transgénes
qui atteignent deux mégabases de longueur. A I’heure actuelle, la technique de micro-
injection est toujours limitée par I’absence de maitrise du niveau d’expression du transgeéne et

le risque des effets de position.

1.2 Transgénése par recombinaison homologue (RH) dans les cellules

souches embryonnaires (cellules ES)

En 1981, deux équipes, en particulier celle de Martin Evans — prix Nobel de médecine
en 2007 —, rapportent I’isolement de lignées de cellules a partir de la culture directe de
blastocystes de souris in vitro (Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981). Ces chercheurs ont
réussi a dériver des lignées de cellules appelées « cellules souches embryonnaires » ou
cellules ES (pour embryonic stem cells). Ces cellules ont la propriété de conserver leur
pluripotence au cours de leur croissance in vitro. En effet, une fois réintroduites par micro-
injection dans un blastocyste (Figure 3), elles sont capables de participer a la formation de
tous les tissus de ’embryon, y compris la lignée germinale. L’individu ainsi obtenu est une
chimere constituée d’un ensemble de cellules issu pour partie des cellules ES et pour partie
des cellules de I’embryon hote. Le croisement de cette chimére avec une souris de génotype
sauvage donnera naissance, avec une certaine proportion, a des individus dont le génome
provient pour moiti¢ des cellules ES. Cette proportion refléte le degré de colonisation de la
lignée germinale de la chimére par les descendants des cellules ES injectées. Il a ensuite été
démontré que les cellules ES peuvent étre modifiées in vitro, par exemple par 1’introduction
d’un transgeéne, et que des souris transgéniques correspondantes peuvent Etre obtenues
(Gossler, et al., 1986; Robertson, ef al., 1986) (Figure 4). 11 est aussi intéressant de noter que,
dans des conditions particuliéres de culture in vitro, les cellules ES sont capables de donner
naissance a différents types de cellules différenciées (neurones, cellules musculaires,

mélanocytes, etc.).
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1.2.1 Création de mutations nulles (souris knock-out)

Au milieu des années 1980, des études réalisées par les équipes de Mario Capecchi et
Oliver Smithies — tous deux prix Nobel de médecine en 2007 — ont démontré que les cellules
de Mammiferes sont capables d’effectuer une recombinaison entre une séquence d’ADN
exogene et la séquence homologue présente in situ dans les chromosomes (Smithies, ef al.,
1985; Wong and Capecchi, 1986). Cet événement reste relativement rare en comparaison de
I’intégration au hasard de ce méme ADN. A partir de ces premiers travaux, ils ont montré
qu’il était possible de cibler le géne Hprt (Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase)
des cellules ES, pour créer, ou au contraire pour corriger, des mutations nulles dans celui-ci
(Doetschman, et al., 1987; Thomas and Capecchi, 1987). La particularit¢ du géne Hprt est
que des mutations, aussi bien perte-de-fonction (LOF) que gain-de-fonction (GOF), peuvent
étre directement sélectionnées en culture cellulaire par 1’ajout de drogues dans le milieu. Avec
la mise au point un an plus tard de la stratégie de sélection « positive-négative », le groupe de
Mario Capecchi a démontré que n’importe quel géne de souris peut étre ciblé dans les cellules
ES (Mansour, et al., 1988). La publication des premiéres souris mutantes obtenues par
recombinaison homologue dans les cellules ES date de 1989 (Koller, et al., 1989; Thompson,
et al., 1989; Zijlstra, et al., 1989).

Pour générer une souris dite knock out (KO) pour un geéne, un transgene est construit
avec la séquence du geéne ciblé, accompagnée d’une cassette de sélection. Cette cassette de
sélection code pour un gene de résistance a un antibiotique. Elle est insérée a I’intérieur d’un
exon de manicre a empécher la formation d’un ARN messager fonctionnel, ce qui aboutit a la
création d’un allele nul. Ce transgene, alors appelé « vecteur de ciblage », est transfecté dans
les cellules ES. La culture des cellules ES en présence de I’antibiotique permet de
sélectionner des clones qui ont intégré le transgene. La proportion des clones qui ont intégré
le transgeéne par recombinaison avec les séquences homologues du géne endogéne — on parle
alors de « recombinaison homologue » (RH) — est variable d’un géne a 1’autre mais elle est
généralement faible (Figure SA). La méthode de sélection « positive-négative », développée
par 1’équipe de Capecchi, permet de faciliter 1’obtention des clones ayant effectivement subi
une recombinaison homologue, mais il est certain que la fréquence de RH n’est pas modifiée
par le processus de sélection. Aprés sélection des clones de cellules ES recombinants
homologues, les souris KO, porteuses de la mutation nulle, peuvent étre générées via
I’obtention de chimeres. L’analyse des phénotypes engendrés par ces mutations a élargi la

connaissance sur la fonction des génes concernés.
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1.2.2 Une variante du knock out, le knock in

Une variante du knock out consiste a introduire, au sein de la séquence d’un geéne
endogene ciblé, une séquence d’ADNc codant une protéine d’intérét. Aprés recombinaison
homologue, I’alléle modifi¢ exprime la protéine d’intérét en lieu et place de celle
normalement codée par le gene endogéne, car I’ADNCc est placé sous le contrdle du promoteur
et des séquences régulatrices de ce géne. Le knock in entraine généralement une invalidation
compléte du gene ciblé (Figure SB). L’utilisation d’un géne rapporteur, comme LacZ codant
la B-galactosidase, permet d’une part, de mimer 1’expression du geéne ciblé, ce qui facilite la
détermination de son profil d’expression, d’autre part de suivre le destin des cellules qui

expriment normalement le géne ciblé.

@ @ (ger porteur,
géne immortalisant
paralogue,

Cassette de sélection ADNc muté, ...
—& H—8— Vecteur de ciblage —_— ——
aTA aTn Cassette
ATG STOP de
N X D - ¢
—{—l—®—W ——  Altleendogéne (— —a —
ATG l STOP ATG l STOP
—& E—BW —  Alle modifie — (- ——a—.
ATG STOP ATG STOP STOP
Knock-out : invalidation du géne par insertion Knock-in : géne d'intérét synthétisé en lieu et
d'une cassette de sélection place du géne cible

Figure 5 : Principe général de la recombinaison homologue
(Babinet and Cohen-Tannoudji, 2000)

A- Knock out. Le vecteur de ciblage contient une cassette de sélection insérée dans un exon et
entourée de régions d’homologie avec le gene cible. La recombinaison s’effectue au niveau des
séquences homologues pour créer un alléle nul, ou I’invalidation du géne résulte de ’insertion de
la cassette de sélection.

B- Knock in. Dans cette variante, outre I’invalidation du geéne cible, un géne d’intérét est introduit
dans le locus. Aprés recombinaison homologue, ce géne d’intérét est placé sous le controle du
promoteur et des séquences régulatrices du géne cible et est donc synthétisé en lieu et place du
gene cible.

I1 est intéressant de noter que les utilisations d’une souris knock in sont assez proches
des utilisations d’une souris transgéniques par micro-injection. La technique du knock in est
généralement plus intéressante car le transgeéne est intégré en une seule copie et est controlé

par tous les éléments de régulation du gene ciblé. En outre, aucun effet de position n’est
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Figure 6 : Le systeme Cre/loxP
(Babinet and Cohen-Tannoudji, 2000)

Le site /loxP, symbolisé ici par un triangle, est une séquence de 34 pb composée de deux
séquences palindromiques de 13 pb, séparées par une séquence de 8 pb. La recombinase Cre
reconnait spécifiquement cette séquence, provoque la coupure de I’ADN (fleches rouges) et
induit la recombinaison de ’ADN de part et d’autre des deux sites loxP.

Dans un premier temps, le géne cible est modifié a I’aide d’un vecteur de ciblage comprenant une
mutation subtile et une cassette de sélection « floxée », c¢’est-a-dire entourée de deux sites loxP
dans la méme orientation.

Dans un deuxiéme temps, 1’expression transitoire de la recombinase Cre dans les cellules
recombinantes induit la délétion de la cassette de sélection. En dehors de la modification subtile
souhaitée, seul un site /oxP de 34 pb persiste dans 1’allele modifi¢ final. La position de ce site
loxP est choisie de maniére a ne pas interférer avec I’expression du geéne cible (en général dans un
intron).
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observé. Comme expliqué ci-dessus, il est nécessaire de générer plusieurs lignées
indépendantes de souris transgéniques par micro-injection pour étudier le phénotype dii au
site d’intégration de I’ADNc d’intérét. La technique du knock in permet de s’affranchir de ce
probléme. La difficult¢é majeure a résoudre tient alors au fait que la proportion des clones
ayant intégré le transgéne par RH est généralement trés faible — de I"ordre de 10” a 10 —
chez les cellules d’eucaryotes supérieurs. Cela les différencie des organismes plus simples

comme la levure, les trypanosomes ou les Leishmania.

1.2.3 Le systeme Cre/loxP

Les mutations nulles sont un instrument génétique puissant. Cependant, les maladies
génétiques humaines sont rarement engendrées par des mutations nulles. Par exemple, la
mucoviscidose est une maladie génétique humaine dont environ 70% des mutations
correspondent & la délétion d’un seul acide aminé (Kerem, et al, 1989). La création de
mutations ponctuelles (un seul acide nucléique muté) ou de courtes délétions permet d’étudier
des maladies génétiques ou de raffiner I’analyse de la fonction de protéines. Particuli¢rement
dans ces cas-l1a, il est nécessaire de se débarrasser de la cassette de sélection qui peut
interférer avec la régulation de 1’expression du gene ciblé ou de I’ADNc d’intérét (pour revue
voir (Fiering, et al., 1999)). La suppression de la cassette de sélection permet de créer une
mutation dite « propre », c’est-a-dire dépourvue de séquences étrangeres. Pour cela, le
systtme le plus utilis¢ est le systéme Cre/loxP. La protéine Cre est une recombinase,
identifiée chez le bactériophage P1. Elle agit lorsqu’elle reconnait, dans un segment d’ADN,
une séquence de 34 paires de bases (pb), appelée loxP (pour revue voir (Kilby, et al., 1993))
Lorsque deux sites /oxP sont orientés dans le méme sens, la Cre recombinase induit par
recombinaison intrachromosomique — dite « site-spécifique » — la délétion de la séquence
d’ADN située entre les deux sites (Figure 6). A 1’issue de la recombinaison site-spécifique,
I’allele muté porte un site JoxP a priori neutre.

Dans I’ensemble de ces techniques, la mutation est portée par toutes les cellules de la
souris. Cette caractéristique limite bon nombre d’études, en particulier, lorsqu’une mutation
dans un gene donné entraine une 1étalité. La fonction éventuelle de ce géne ne peut étre
analysée au-dela du moment ou intervient la létalité. L’utilisation du systéme Cre/loxP a
permis de s’affranchir de cette limitation et de mettre au point des stratégies qui déclenchent
la survenue conditionnelle d’une mutation chez I’animal en cours de développement, ou chez
I’adulte (Gu, et al., 1994). Le principe est de développer dans un premier temps des souris

porteuses d’un allele dans lequel deux sites loxP encadrent une partie essentielle du géne
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d’intérét sans pour autant perturber son fonctionnement. Ces souris sont ensuite croisées avec
une souris transgénique qui exprime la Cre dans un type cellulaire, grace a ’emploi de
séquences régulatrices appropriées. Chez les souris double-transgéniques issues de ce
croisement, la recombinase entraine 1’excision des séquences situées entre les sites /oxP et
donc induit une mutation LOF dans le type cellulaire ou elle s’exprime. Cette stratégie permet
de contourner le probléme de la Iétalité embryonnaire, mais aussi d’examiner les effets de
cette mutation dans n’importe quel tissu.

Au contrdle de la mutation dans 1’espace peut s’ajouter un raffinement supplémentaire
qui est le contrdle de la mutation dans le temps, par un « systéme inductible ». Dans ce cas, la
recombinase Cre est exprimée sous la forme d’une protéine de fusion avec le domaine de
fixation au ligand d’un récepteur aux stéroides ou LBD (pour ligand binding protein) (Feil, et
al., 1996; Kellendonk, et al., 1996). Par défaut, cette protéine de fusion ne présente pas
d’activité Cre. Cependant, en présence du ligand approprié, un changement de conformation
de la protéine s’opére, entrainant la restauration de 1’activité Cre. Cette technique requiert la
production de souris transgéniques qui portent deux alleles du géne d’intérét « floxés » et le
transgéne d’expression LBD/Cre sous la dépendance d’un promoteur spécifique d’un tissu
donné. L’induction de la mutation LOF dans ce tissu peut étre obtenue par 1’injection, au
moment voulu, du ligand approprié.

Ces différents niveaux de raffinement dans le contrdle des mutations sont trés précieux
pour ¢élargir le domaine des connaissances sur la fonction des geénes. Ces méthodes restent

néanmoins dépendantes de la fréquence du mécanisme de RH, variable pour chaque locus.

1.3 Comment augmenter I'efficacité de la RH ?

Comme remarqué précédemment, la principale limite du mécanisme de recombinaison
homologue (RH) dans les cellules ES est sa faible fréquence ; I’événement de RH a lieu dans
une cellule sur 10° & 10® environ. Le développement de systémes de sélection positive et
négative facilite I’obtention des clones recombinants homologues mais n’en modifie pas la
fréquence. La sélection des cellules recombinantes homologues reste longue, coliteuse et
traumatisante pour les cellules. De plus, cette méthode n’a pas pu étre étendue a I’ensemble
des types cellulaires chez les Mammiféres car la RH semble surtout efficace dans les cellules
ES. Pour augmenter la fréquence de RH, I’expérimentateur peut jouer sur trois facteurs : (1) le

vecteur de ciblage, (2) les activités de recombinaison de la cellule et (3) la cible génomique.
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Les recombinaisons extrachromosomiques ont été étudiées de facon intensive chez les
Mammiféres (pour revue voir (Bollag, ef al., 1989)). Les laboratoires travaillant sur ce sujet
ont découvert que :

* D’induction, dans un des plasmides transfectés, d’une cassure double brin (ou DSB,
pour double strand break) proche d’une séquence de RH augmente d’environ 10 fois
le taux de RH,

* Jlorsqu'un seul des deux plasmides subit une DSB, ce plasmide joue le rdle de
« receveur » de I’échange d’information non réciproque.

Suite a ces découvertes chez les Mammiféres, les chercheurs étudiant la RH entre une
molécule exogene et un locus endogene, ont utilisé des vecteurs de ciblage linéarisés. Pour
cela, ils induisaient une DSB dans le plasmide, a proximité des régions d’homologie (pour
revue voir (Bollag, et al., 1989)). Par ailleurs, la quantité de vecteur de ciblage introduit dans
les cellules n’a pas ou peu d’effet sur la fréquence de la RH. Il semble qu’une quantité
importante de vecteur de ciblage favorise méme d’avantage 1’intégration non-homologue
(Vasquez, et al., 2001). La taille et le degré d’homologie que le vecteur de ciblage partage
avec sa cible sont quant a eux des facteurs déterminants. Plus la taille de I’homologie est
grande, plus I’efficacit¢ de RH est importante (Deng and Capecchi, 1992). Au-dela d’une
certaine taille, ’expérimentateur sera limité par la difficulté de produire le vecteur de ciblage
dans une bactérie. Inversement, la fréquence des événements de recombinaison infidele
augmente lorsque I'un des deux bras d’homologie est d’une longueur inférieure a 1 kb
(Scheerer and Adair, 1994). Ceci est trés probablement li¢ a la dégradation qui se produit
naturellement aux extrémités du vecteur linéaire. Concernant le degré d’homologie,
I’existence de petites divergences entre les régions d’homologie du vecteur de ciblage et sa
cible contribue également a la faible fréquence des événements de RH (Deng and Capecchi,
1992). 11 est donc essentiel d’utiliser des séquences isogéniques, c’est-a-dire de la méme
lignée que les cellules a modifier. Accroitre la taille et le degré d’homologie ne suffit pourtant
pas a augmenter significativement la fréquence de RH.

La modulation des activités de recombinaison de la cellule est un autre moyen pour
augmenter la fréquence de la RH. Par exemple, il a été montré que la surexpression de
RADSI1 dans des cellules humaines, a deux loci différents, augmente la fréquence de la RH de
deux a trois fois (Yanez and Porter, 1999). Ce résultat suggere que la protéine RADS51 est
impliquée dans les mécanismes de RH et que son niveau d’expression est limitant. Je ne

développerai pas davantage ma revue sur ces travaux, car leur intérét pour augmenter la
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fréquence de RH est, a ce jour, limité. De plus, il a ét¢ montré que plusieurs lignées de
cellules cancéreuses sur-expriment la protéine RADS51 (Raderschall, et al., 2002). Ainsi, la
modification de D’expression du gene Rad5] pourrait entrainer, parallélement a une
amélioration de I’efficacité de ciblage du gene, la transformation des cellules manipulées
(Maacke, et al., 2000).

Le principal obstacle a une meilleure efficacit¢é de la RH est le fait qu’une cible
génomique intacte est peu réactive. Il a ét¢ démontré que des dommages réalisés sur le gene
cible entrainent une augmentation de la fréquence de recombinaison. Les premiéres
expériences dans ce domaine ont montré que l’introduction d’agents responsables de

dommages a I’ADN stimule la RH entre les chromatides sceurs (Latt, 1981).

Tout au long de cette premiére partie, nous avons vu que la recombinaison homologue
est le mécanisme privilégié pour obtenir différents types de mutations dans les cellules ES de
souris, de la mutation ponctuelle a I’introduction d’'un ADNc d’intérét. Cependant, la
fréquence faible de cet événement dans les cellules ES et son caractére pratiquement
inexistant dans les autres types cellulaires chez les Mammiféres limite son utilisation. Une
avancée majeure a été faite lorsque des études ont montré qu’une cassure double-brin (DSB)
unique au niveau du geéne cible augmente de facon trés importante la fréquence de
recombinaison a cet endroit précis. Ces études ont été inspirées par la découverte des

événements naturels de recombinaison initiés par des DSB chez la levure.

2 Les méganucléases (MN) induisent des cassures
double-brin (DSB) de ’'ADN

Les méganucléases (MN), aussi appelées endonucléases de homing (homing
endonucleases), sont des enzymes de restriction qui reconnaissent sur I’ADN un site de

clivage asymétrique et de grande taille et y induisent une cassure double-brin (DSB).
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2.1 Historique et nomenclature

La nomenclature utilisée pour les enzymes MN suit le principe suivant: leur nom
commence par un I (pour intron), suivi de I’abréviation de 1’espéce d’origine et d’un nombre
en chiffre romain qui indique ’ordre de découverte. Par exemple, I-Scel est la premicre
endonucléase intronique découverte chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Belfort and
Roberts, 1997).

Une catégorie de MN, les endonucléases introniques, participe au processus de transfert
d’intron, un phénoméne commun aux Eucaryotes inférieurs, les bactéries et les
bactériophages. Un intron dit intron mobile présent sur I’alléle d’un géne donné est copié puis
transféré sur I’autre alléle du méme gene dépourvu de cet intron. L’intron mobile des introns
de groupe I code une MN qui induit un DSB a son site d’insertion. Ainsi, les introns mobiles
favorisent leur propre propagation au sein d’une population cellulaire (Figure 7). Les introns
de groupe I sont localisés dans I’ADN des mitochondries de levures, d’algues, le noyau des

protistes et dans les bactériophages.

Intron-containing allele Intranless allele

i NS s .
% Endonuclease _Josa

/

=

Gene l
conversion {
with intron- !
containing |
allele

Figure 7 : Principe de propagation d'un intron mobile
(Jasin, 1996)

Une endonucléase spécifique d’un site est produite a partir de ’intron d’un alléle d’un geéne. Elle
reconnait et coupe une version du méme geéne sans intron, au niveau du site d’insertion de ’intron.
Cela déclenche le phénoméne de conversion génique avec 1’allele qui contient I’intron. Le site de
reconnaissance se situe aux extrémités des deux exons du gene ; il est non-palindromique et souvent
complexe. Ainsi, les endonucléases introniques ont beaucoup moins de sites de reconnaissance chez
les génomes complexes que n’en ont les enzymes de restriction des bactéries.
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Figure 8 : Comparaison du systéme I-Scel et du systéeme VDE

(Jasin, 1996)

L’expression des méganucléases introniques résulte de (a) 1’épissage de ’ARN (ex : I-Scel) ou (b)
I’épissage de la protéine a partir d’un polypeptide primaire (ex : VDE).
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La MN [-Scel est codée par un intron de groupe 1. I-Scel est probablement la MN la
mieux caractérisée (Colleaux, et al, 1986; Jacquier and Dujon, 1985; Monteilhet, et al.,
1990). Elle a ét¢ découverte dans les années 1970 en étudiant la recombinaison de ’ADN
mitochondrial chez les levures (Dujon, et al., 1976, Heyting, et al., 1979; Heyting and Menke,
1979). Au niveau moléculaire, les souches w" ont un intron dans le géne codant I’ARNTr 218,
tandis que dans les souches w’, le géne de ’ARNr 21S est dépourvu d’intron. Lorsque des
souches @' et w sont croisées, le phénoméne de propagation d’intron a lieu, avec une
efficacité tellement importante que la conversion du locus @ en locus " est égale & 95%.
L’intron présent dans les souches w' code la MN I-Scel. Celle-ci coupe I’alléle dépourvu
d’intron des souches w’, au niveau d’une séquence non-palindromique située a la jonction
entre les deux exons. Cette DSB tres spécifique permet d’initier le processus de transfert

d’intron.

2.2 Diversité, mécanisme d’action et spécificité des MN

Comme nous venons de le voir, I-Scel appartient a la famille des endonucléases
introniques. Il existe deux autres familles de MN. La deuxi¢éme correspond aux MN codées
par des genes indépendants ; ceux-ci possédent leur propre unité transcriptionnelle. Cette
famille contient deux endonucléases: HO et Endo.Scel, toutes deux issues de la levure
Saccharomyces cerevisiae. La troisieme famille est constituée des MN intercalaires ou
intéines (intein en anglais) qui dérivent de I’épissage d’un polypeptide primaire. Les
séquences codantes des MN intercalaires sont insérées dans les phases ouvertes de lecture de
genes de bactéries, d’Archaebactéries et de levures. La MN VDE (pour Vmal-derived
endonuclease) appartient a cette derniere famille. Le géne Vmal est transcrit en ARN
messager qui est traduit en un polypeptide primaire. Les domaines N-terminal et C-terminal
du polypeptide primaire sont épissés et soudés pour former une sous-unit¢ ATPasique (Kane,
et al., 1990). De cette fagon, un second polypeptide est libéré : la MN intercalaire VDE. Le
systeme I-Scel est mitochondrial et basé sur I’épissage d’'un ARN messager. Le systétme VDE
est nucléaire et basé sur 1’épissage d’un polypeptide primaire (Figure 8). La MN VDE clive
un allele Vmal qui ne contient pas la séquence intercalaire ; cela permet I’insertion de la

séquence codante de VDE au sein du gene Vmal.
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Les MN sont généralement de petite taille : I-Crel, la plus petite, est composée de 163
acides aminés (AA) et HO, la plus grande, comprend 586 AA. Les MN agissent sous la forme
de monomeres ou d’homodimeéres. Elles sont réparties en quatre familles caractérisées par la
présence d’un motif d’acides aminés : 1) LAGLIDADG - le groupe majoritaire —, 2) GIY-
YIG, 3) H-N-H, et 4) a boite His-Cys (Belfort and Roberts, 1997). La MN I[-Scel est une
protéine globulaire de 235 AA (Monteilhet, et al., 1990). Elle appartient a la famille
LAGLIDADG et est formée de deux exemplaires de ce motif d’acides aminés. I-Scel agit
sous forme de monomere. Elle clive son site de reconnaissance de facon asymétrique en
présence d’un cation divalent, Mg®" ou Mn”". A la suite de cette coupure, I-Scel libére une
extrémité 3’OH sortante de 4 nucléotides (nt) (Monteilhet, et al., 1990). I-Scel a une forte
affinit¢ pour la partie longue de son demi-site de reconnaissance (Figure 9) (Perrin, ef al.,

1993). Par conséquent, elle se sépare lentement de son substrat.

TAGGGATA AA G ANG GG T AYART
ATCCCATATTGTCCCATTA

!

TAGGGATARA CAGGGTAAT
ATCCC A G G G CI A T T

Figure 9 : Mécanisme de clivage par I-Scel
(Grabher, et al., 2004)

I-Scel agit sous forme d’un monomere ; cette méganucléase reconnait et coupe sa séquence de
reconnaissance de 18 pb de facon asymétrique. Elle a un faible taux de renouvellement du fait de sa
forte affinité pour la partie longue de son demi-site de reconnaissance.

La taille du site de reconnaissance des MN varie de 12 a 40 nt et leurs séquences ne
présentent aucune symétrie apparente (Belfort and Roberts, 1997). Certaines MN sont peu
spécifiques et donc capables de reconnaitre leur séquence de reconnaissance modifiée de

quelques nucléotides, comme Endo.Scel. D’autres sont décrites comme spécifiques, comme
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I-Scel. En outre, I-Scel reconnait une séquence de 18 pb. En supposant une nature aléatoire
des séquences nucléotidiques, ce site de reconnaissance est présent une fois toutes les 7 x 10'°
pb (1/4'®), ce qui correspond a 20 fois la taille du génome des Mammiféres (Jasin, 1996).
D’un point de vue structural, la spécificité de I-Scel pour son site de reconnaissance est due a
de nombreuses liaisons anhydrides phosphoriques directes, des contacts spécifiques entre

bases et des interactions entre la MN et son site via des molécules d’eau (Moure, ef al., 2003).

2.3 Premiers ciblages de génes dans les cellules de mammiféres favorisés
par |-Scel

Le terme de ciblage de gene désigne 1’événement d’intégration d’un ADN exogéne par
RH dans le génome de l'organisme hote. L’insertion de I’ADN exogeéne nécessite la

construction d’un vecteur de ciblage, ou vecteur de réparation.

La MN I-Scel a d’abord été utilisée chez la levure pour mieux comprendre les
mécanismes de réparation-recombinaison. Par la suite, des chercheurs ont voulu utiliser [-Scel
pour augmenter la fréquence de la RH chez les Mammiféres. Les premiéres expériences ont
été réalisées sur des cellules fibroblastiques murines. Rouet et collaborateurs ont publié¢ deux
articles sur ce sujet en 1994. Dans leur premiére étude, ils ont construit un vecteur
d’expression de la MN I[-Scel portant une séquence de localisation nucléaire (n/s), induit
I’expression d’I-Scel dans des cellules in vivo et observé ’effet des DSB induits sur du
matériel génétique extrachromosomique. Ils ont également testé 1’hypothese selon laquelle
une expression constitutive d’I-Scel avait un effet délétére sur les cellules murines (Rouet, et
al., 1994b). Ils ont conclu des résultats obtenus que 1’expression d’I-Scel induisait un DSB
dans les cellules in vivo et favorisait des recombinaisons homologues extrachromosomiques.
Leurs données montraient que 1’expression constitutive d’I-Scel n’était pas toxique pour des
cellules fibroblastiques murines. La forte spécificité d’I-Scel et 1’absence de son site de
reconnaissance dans le génome de la souris en étaient trés probablement les raisons.

Dans une seconde étude, grace au vecteur précédemment construit, 1’équipe de Maria
Jasin a cherché a induire des DSB directement dans le génome de la souris et a étudier les
phénomenes de réparation qui suivaient les cassures (Rouet, et al., 1994a). Pour cela, ils ont

introduit dans le génome de fibroblastes 3T3 un géne de résistance a la néomycine (néo)
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modifié. Ce géne de résistance portait un site I-Scel inséré dans sa phase de lecture, ce qui
rendait le géne néo non fonctionnel. Ils ont sélectionné un clone (S1E) caractéris¢ par
I’intégration a un site unique de deux copies du géne néo en position téte-queue. Ce clone
contenait donc deux sites [-Scel insérés dans son génome. Ils ont étudié les mécanismes de
réparation qui résultaient des DSB induits a ces deux sites, en présence ou non d’un vecteur
de réparation de la cassure. Environ 12% des cellules transfectées avec le vecteur
d’expression d’I-Scel portaient au moins une coupure sur I’un des deux sites et 70% d’entre
elles portaient des coupures aux deux sites. L’analyse des clones obtenus apres transfection a
démontré 1’existence de plusieurs mécanismes de réparation d’un DSB dans les cellules de
mammiferes. Le premier mécanisme décrit était une réparation par religation des extrémités,
aussi appelée NHEJ (non-homologous end joining). Les clones réparés par NHEJ étaient
caractérisés par la délétion de 1 a 22 nt et la religation des bouts francs ainsi générés. Le
deuxiéme mécanisme observé était une réparation du DSB grace a de trés courtes séquences
d’homologie intrachromosomique. Ce mécanisme ¢tait appelé SSA (pour Single-Strand
Annealing). Selon leur hypothese, cet événement était précédé d’une activité exonucléasique
qui démasquait les séquences homologues. Enfin, le dernier mécanisme mis en jeu était le
ciblage de géne par RH avec un vecteur de réparation, électroporé sous forme linéaire en
méme temps que le vecteur d’expression d’I-Scel. Le mod¢le de réparation d’un DSB par RH,
aussi appelé gap-repair, a été proposé par J. W. Szostak (Szostak, et al., 1983). En
conclusion, Rouet et collaborateurs ont démontré que I’induction d’un DSB stimulait le
ciblage de géne d’un facteur 100 dans leur systéme. En I’absence de DSB, le ciblage n’était

pas détectable.

Une étude sur la méme problématique a été publiée en 1994 par une autre équipe. Ce
groupe a cherché a déterminer quel mécanisme utilisait préférentiellement une cellule
mammifere lorsqu’elle était confrontée a un DSB. Les deux mécanismes qui ont été comparés
¢taient la réparation par RH avec une molécule exogeéne et le NHEJ (Lukacsovich, et al.,
1994). Pour cela, Lukacsovich et collaborateurs ont introduit, dans le génome de fibroblastes
murins Ltk ~ (déficients en thymidine kinase), le géne de la thymidine kinase (¢k) interrompu
par un site I-Scel inséré dans sa phase de lecture, ce qui rendait le transgéne non fonctionnel.
Ils ont sélectionné un clone portant une copie, intégrée de fagon stable, du transgéne tk non
fonctionnel. Ils ont ensuite introduit dans ces cellules la protéine I-Scel en présence ou non

d’un vecteur de réparation. Deux vecteurs de réparation différents ont été testés. Chacun
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d’eux possédait des régions d’homologie avec le géne tk, qui permettaient de restaurer la
fonctionnalit¢ du transgene par RH (Figure 10). Leurs résultats montraient que la MN
induisait effectivement un DSB au niveau de son site de reconnaissance. Contrairement aux
résultats obtenus par Rouet et collaborateurs, la réparation du DSB se faisait trés

majoritairement par NHEJ plut6t que par RH, méme en présence d’un vecteur de réparation.

pTK1-Sce
B8 {-Sce ! B8
© Y . H (©)
— -
pTARG
-]

(o] f Els B H C
— T .
. B ——

pAL2
L esss— —
B —_—

Figure 10 : Structure du transgéne #k non fonctionnel et des vecteurs de réparation
(Lukacsovich, et al., 1994)

La construction pTK1-Sce est représentée telle qu’intégrée dans le génome de cellules de fibroblastes
murins Ltk ". Les séquences génomiques flanquant le transgéne sont figurées par des lignes en vague.
Les vecteurs pTARG et pAL2 sont des vecteurs de réparation du transgene. Les séquences contenant
le géne tk sont représentées par des rectangles blancs et le géne Neo est illustré par un rectangle noir.
Le site de reconnaissance d’I-Scel est indiqué par la pointe d’une fléche dans le géne tk. Les génes tk
des vecteurs pTARG et pAL2 sont également non fonctionnels, mais permettent la réparation du géne
tk au niveau du site [-Scel. Dans le vecteur pTARG, une séquence de 104 pb du géne ¢k, représentée
par un segment haché, est inversée. Dans le vecteur pAL2, le geéne tk n’est pas entier. Les
constructions sont illustrées sous forme linéaire, avec le vecteur coupé au site unique Clal (indiqué par
un C).
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Figure 11 : Mécanisme de RH induite par I-Scel
(Choulika, et al., 1995)

Carte du rétrovirus tk-Phleo-lacZ (G-MtkPL) de 7,5 kb et du rétrovirus Phleo-lacZ (G-MPL) de 6
kb. Le rétrovirus G-MtkPL est constitué¢ d’un géne de fusion Phleo-lacZ qui permet la sélection
positive des cellules infectées dans un milieu avec phléomycine (représenté par un rectangle gris)
et un géne tk de sélection négative dans un milieu avec gancyclovir (représenté par une fléche
noire). Le rétrovirus G-MPL est constitué uniquement d’un géne de fusion Phleo-lacZ.

Carte des provirus G-MtkPL et G-MPL intégrés par infection virale. Les séquences I-Scel, Phleo-
lacZ et LTR sont en duplicata. Le vecteur viral est transcrit par un promoteur cellulaire P.

[-Scel crée deux DSB dans I’ADN hote, ce qui libére le segment central de la construction.

Ainsi les extrémités chromosomiques cassées sont disponibles pour s’apparier avec le plasmide
donneur pVRneo.
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E- Structure attendue du locus aprés RH.
D’apres une quatrieme étude, 1’induction d’un DSB par 1-Scel favorisait la réparation

par RH avec un vecteur de réparation sous forme circulaire (Choulika, ef al., 1995). Deux
provirus, qui contenaient chacun un LTR 5°, ont été introduit dans le génome de fibroblastes
3T3 et de cellules multipotentes de souris PCC7-S. Chaque LTR 5’ portait un site [-Scel. Les
cellules modifiées ont été électroporées avec un vecteur de réparation avec ou sans un
vecteurd’expression de la MN. Le vecteur de réparation était constitué de régions homologues
aux séquences qui entouraient la cassure et d’un géne de sélection a la néomycine dépourvu
de promoteur (Figure 11). Les résultats obtenus confirmaient que I-Scel induisait un DSB et
démontraient que le mode de réparation favorisé en présence du vecteur de ciblage était la
RH. Choulika et collaborateurs ont conclu que la fréquence de RH induite par [-Scel était au
moins 100 fois supérieure a celle d’une RH spontanée, dont le seuil n’avait pas été détecté.
Ces auteurs ont ¢galement démontré I’efficacité du systeme de réparation par RH a différents
locus et dans deux types cellulaires distincts : les fibroblastes murins 3T3 et les cellules

embryonnaires de carcinomes de souris PCC7-S, cellules souches multipotentes.

De ces premieres expériences, nous pouvons extraire plusieurs informations
importantes :
* [-Scel reconnait son site de coupure inséré dans le génome d’une cellule de souris et
elle y induit un DSB ;
* D’expression de la MN ne semble pas avoir d’effet 1étal sur les cellules somatiques ;
* Dinduction d’un DSB dans le génome d’une cellule de mammifére favorise la
réparation a ce point de cassure ;
* trois mécanismes de réparation sont observés apres induction d'un DSB: la
recombinaison homologue, le NHEJ et le SSA.
Soulignons que les premicres équipes travaillant sur le ciblage de geéne favorisé par un DSB
ont des résultats et des interprétations différentes quant au mécanisme majoritairement actif
dans les cellules fibroblastiques murines. Bien que les résultats de T. Lukacsovich démontrent
le contraire, on considére aujourd’hui qu’un DSB favorise principalement une réparation par
RH en présence d’un vecteur de réparation. Ces travaux ont amené de nombreuses équipes a

utiliser cette méthode pour favoriser le ciblage de géne dans les cellules de mammiferes.
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2.4 Conception de MN a facon

Pour favoriser le ciblage de geéne a un locus particulier du génome, il est nécessaire
d’insérer au préalable le site I-Scel a ce locus. Cette étape est limitante car I’expérimentateur
doit réaliser une RH par une technique conventionnelle. Comme nous 1’avons vu, la fréquence
de la RH est faible par la technique conventionnelle et elle dépend du locus ciblé. Des
laboratoires ont donc modifi¢ la structure de certaines MN, pour qu’elles reconnaissent des
séquences génomiques qui divergent du site de reconnaissance de la MN d’origine. Ces

nouvelles MN sont appelées « MN a fagon ».

L’enzyme I-Crel de Chlamydomonas reinhardtii est I’endonucléase la plus utilisée pour
développer des MN a facon. Il s’agit d’une enzyme intronique de groupe I, comme I-Scel.
Elle appartient aussi a la famille LAGLIDADG et est caractérisée par la présence de ce motif
en un seul exemplaire. Cette MN agit sous forme d’homodimeére. I-Crel reconnait une
séquence de 22 pb pseudo-palindromique. L’analyse de la structure de I’enzyme I-Crel liée a
sa cible a montré que 8 résidus de chaque monomere établissent des interactions directes avec
7 bases du site de reconnaissance (Jurica, et al., 1998). I-Crel a été choisie comme mode¢le en
raison de la stabilité de son activité dans des conditions variables de température et de la
bonne caractérisation de son interaction avec sa cible. I-Dmol est aussi une protéine de la
famille LAGLIDADG et est caractérisé¢ par la présence de ce motif en deux exemplaires,
comme [-Scel (Dalgaard, et al., 1993). Les premiéres MN chiméres ont été créées par fusion
de domaines de I-Crel et de I-Dmol. Ces MN chimeres sont fonctionnelles. Elles clivent la
séquence hybride avec une grande spécificité (Chevalier, et al., 2002; Epinat, et al., 2003).

Ces résultats ont ouvert la voie vers la production des MN a fagon.

Les MN a fagon sont développées pour reconnaitre des séquences cibles dans le génome
des mammiferes, dans le but de modifier des locus chromosomiques. L’entreprise Cellectis a
été pionnicre dans la production et I’étude des MN a facon. Dans une premiére étude, Arnould
et collaborateurs ont développé une approche semi-aléatoire qui permet de dériver des
centaines de nouvelles protéines a partir de I-Crel. Leur activité de coupure était ensuite
évaluée par un dosage a haut-débit sur le génome de cellules CHO (Chinese Hamster Ovary)
(Arnould, et al., 2006). La premiere MN a facon capable de cibler spécifiquement un geéne de

mammifére a été synthétisée pour cliver le gene XPC (Xeroderma Pigmentosum C) de
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I’Homme (Arnould, et al., 2007). Arnould et collaborateurs ont d’abord cherché des cibles
potentielles dans le géne XPC et choisi trois séquences qui différent totalement de la séquence
de coupure de I-Crel. IIs ont utilis¢ I’approche semi-aléatoire pour modifier de fagon localisée
la spécificité¢ de I-Crel, suivie d’une stratégie combinatoire pour assembler les différents
fragments mutés. Ainsi, ils ont créé des MN a facon qui ont une bonne spécificité pour leur

site de clivage prédit, sans génotoxicité apparente (Redondo, et al., 2008).

Toujours a partir de I-Crel, une MN a été développée selon la méme stratégie pour
cibler le géne RAGI de I’'Homme (Grizot, et al., 2009). Cette MN a fagon a permis de
favoriser une recombinaison par ciblage de geéne au locus RAGI, jusqu’a atteindre une
fréquence de recombinaison de 6% des cellules humaines transfectées. Les différentes
applications possibles de cette approche sont présentées dans une revue récente de Arnould et
collaborateurs (Arnould, et al., 2011). Tres récemment, 1’équipe de Ryo Takeuchi a cherché a
utiliser d’autres MN que I-Crel. Ils ont réalisé une analyse phylogénétique sur plus de 200
MN naturelles de la famille LAGLIDADG (Takeuchi, et al., 2011). Ils ont démontré que ses
membres possedent des séquences d’acides aminés trés proches et qu’ils ciblent une grande
diversité de séquences ADN. Ils considérent que la découverte de cette importante collection
de MN devrait faciliter la fabrication de MN a facon pour cibler de nombreux geénes. Pour
illustrer ’intérét de ces nouvelles MN, ils ont développé une MN a facon a partir de I’enzyme

[-Onul pour cibler le géne MAO-B humain.

Le développement de MN a facon a fait la preuve de son efficacité dans les études
présentées ci-dessus. Ces méthodes restent peu utilisées. Une raison est que les domaines
responsables de la reconnaissance de I’ADN et de la cassure double brin sont trés liés, ce qui
rend difficile la modification de 1’un sans affecter I’autre. Nous verrons que ce n’est pas le cas
des nucléases a doigts de zinc, qui comprennent deux domaines distincts responsables de la

reconnaissance de la séquence cible et de 1’activité endonucléase, respectivement.
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3 Les nucléases a doigts de zinc (ZFN), un outil créé pour
induire des DSB

3.1 Couplage de protéines a doigts de zinc a I'endonucléase Fokl

L’idée de créer des nucléases a doigt de zinc est issue des découvertes faites par
I’équipe de S. Chandrasegaran sur les domaines fonctionnels de I’endonucléase Fokl (Li, et
al., 1992). La protéine Fokl de Flavobacterium okeanokoites est une enzyme de restriction de
classe IIS. Contrairement aux autres enzymes de type Il dont le site de clivage est compris
dans le site de reconnaissance ou est adjacent a ce site, les enzymes de classe IIS coupent
I’ADN double-brin (db) a une certaine distance de leur site de reconnaissance. Li et
collaborateurs ont séparé et identifi¢, par digestion a la trypsine, les domaines de
reconnaissance et de clivage de I’endonucléase de restriction Fokl. Ils ont ainsi montré qu’en
présence d’un substrat ADN, Fokl comprend deux domaines de 41 kDa et 25 kDa qui
correspondent au domaine de liaison/reconnaissance de I’ADN et au domaine de clivage,
respectivement. Cette importante découverte documente une séparation physique entre les
activités de liaison et de clivage de cette enzyme.

L’intérét principal de cette observation réside dans le fait que le domaine de clivage de
Fokl n’a aucune spécificité de séquence apparente. L’équipe de S. Chandrasegaran a publié, a
la suite de ce travail, deux articles dans lesquels les auteurs décrivent la fabrication
d’endonucléases « artificielles ». Le principe était de substituer le domaine naturel de
reconnaissance de Fokl par des domaines de reconnaissance alternatifs (Kim and
Chandrasegaran, 1994; Kim, et al., 1996). Ils ont d’abord couplé le domaine de clivage de
Fokl a ’homéodomaine Ubx de la drosophile. Ils ont démontré que I’endonucléase chimere a
la méme préférence de liaison a ’ADN que la protéine Ubx et qu’elle coupe I’ADN db a une
distance fixe du site de liaison (Kim and Chandrasegaran, 1994). Ils ont ensuite rapporté la
synthése de deux endonucléases dites « hybrides ». Elles ont été ¢élaborées par liaison de
protéines a doigts de zinc (ZF pour zinc fingers) de type Cys;His; au domaine de clivage de
Fokl (Kim, et al., 1996). Cette derni¢re tentative était la plus prometteuse car elle marquait
I’avénement du développement des nucléases a doigts de zinc, ou ZFN (pour zinc finger

nucleases).
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3.2 Spécificité des protéines a doigts de zinc et mécanisme d’action des
ZFN

Le motif protéique ZF de type Cys,His, est constitué d’environ 30 acides aminés
organisés en une structure compacte Bfo qui est stabilisée par un ion zinc. L’atome de zinc est
coordonné par les cystéines des feuillets B et les histidines de I’hélice a, acides aminés qui
sont conservés chez les protéines ZF. Un motif ZF reconnait spécifiquement 3pb contigués
(Pavletich and Pabo, 1991). Les acides aminés en position —1, +3 et +6 de ’hélice o du motif
ZF interagissent avec un des brins de ’ADN (Figure 12). L’acide aminé en position +2 de
I’hélice a est important pour la spécificité de reconnaissance de I’ADN par le motif ZF, en

permettant une interaction avec le brin d’ADN complémentaire (Isalan, et al., 1998).

Figure 12 : Schéma d'un motif ZF
(Dion, et al., 2007)

Le motif est représenté avec les acides aminés jouant un role clé dans I’interaction avec le triplet de
nucléotides. Le résidu en position +6 dans I’hélice o du motif ZF interagit avec la base en 5’ du triplet
d’ADN reconnu, le résidu en +3 est en contact avec la base centrale du triplet et le résidu en position
-1 interagit avec la base en 3°.
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Figure 13 : Schéma d'une paire de ZFN liée a ' ADN
(Carroll, 2011)

Chaque protéine a doigts de zinc est représentée par un rectangle de couleur ; des petites lignes
verticales indiquent les liaisons majeures avec les bases de I’ADN. Les domaines de clivage de Fokl
sont représentés par de grands rectangles semi-transparents, avec des sites de clivage non-spécifique,
séparés par 4 pb et indiqués par des fleches verticales. La protéine F1 se trouve en N-terminal de
I’ensemble de la ZFN. La séquence de liaison (« linker ») entre les domaines de liaison et de clivage
de la protéine est indiquée. L espace entre les domaines de liaison de chacune des ZFN (« spacer »),
de 6 pb dans ce cas, est aussi indiqué.

Variant Fokl
Nuclease Combine zinc-finger modules
domain A
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Obligate |
heterodimer NN | ZFN-R
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Figure 14 : Schéma d'une paire de ZFN constituée de domaines de clivage Fokl modifiés
(Geurts and Moreno, 2010)

ZFN-R représente la ZFN de droite et ZFN-L, celle de gauche. Chaque ZFN peut étre constituée de 3
jusqu’a 6 protéines a doigts de zinc ou motifs, qui se lient a 9 jusqu’a 18 pb respectivement. Ici 4
motifs sont représentés. L’espace entre les domaines de liaison fait entre 5 et 7 pb. Des variantes du
domaine Fokl sont utilisées pour obliger la formation d’un hétérodimere.
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et le clivage. Un lot associé¢ a un domaine de clivage Fokl correspond a ce qu’on appelle une
nucléase a doigts de zinc (ZFN). Plusieurs études ont montré que la configuration optimale
nécessite de synthétiser une séquence de liaison (appelé « linker ») entre les deux domaines
de la protéine ZFN (de clivage et de liaison a ’ADN) et de laisser un espace de 5 a 7 pb
(appelé « spacer ») entre les sites de reconnaissance des deux lots de motifs ZF, qui sont dans
des orientations inversées (Figure 13). Le domaine de clivage Fokl ne fonctionne que sous
forme de dimere. La cassure ne peut donc pas se produire aux sites de liaison d’un seul des
deux lots de motifs ZF. Ainsi, ’ensemble de la protéine ZFN n’est assemblé qu’au niveau de
la séquence cible, si les motifs ZF sont suffisamment spécifiques. La nécessité de combiner
deux lots de liaison & I’ADN permet d’augmenter notablement la taille du site de
reconnaissance. Par exemple, deux lots de 3 motifs ZF permettent de cibler une séquence de
18 pb, ce qui est normalement suffisant pour reconnaitre une séquence unique dans le génome
des Mammiferes (pour revue voir (Carroll, 2011)). Chacun des motifs ne contribue pas de
fagon égale a l’affinité de la ZFN pour sa séquence. Les publications font état de ZFN
contenant jusqu’a 6 motifs dans chaque lot. Des équipes ont également créé des variants du
domaine de clivage Fokl pour obliger la formation d’un hétérodimere, cela dans le but
d’augmenter la spécificité du systeme ZFN (Figure 14) (Miller, et al., 2007; Szczepek, et al.,
2007).

3.3 Premiers ciblages de génes a 'aide de ZFN

Les capacités de clivage des premiéres ZFN ont été testées in vitro (Kim, et al., 1996).
Par la suite, une étude a été réalisée pour tester ’aptitude de I’enzyme Fokl (d’origine
procaryote) a agir in vivo sur une séquence d’ADN exogene, introduite dans la chromatine de
I’hote. Pour démontrer cela, une séquence cible exogene ainsi que la ZFN correspondante ont
¢té introduites dans un oocyte de xénope (Bibikova, ef al., 2001). IIs ont injecté la séquence
cible exogéne dans 1’oocyte et attendu 3 a 4 heures jusqu’a ce que celle-ci s’insére dans la
chromatine. Ils ont ensuite introduit la ZFN directement dans le noyau de 1’oocyte. Ils ont
observé que la coupure de I’ADN db avait bien lieu et que cela nécessitait la formation d’un
dimére du domaine de clivage de Fokl. Ils ont également démontré que 1’induction d’un DSB
favorise la recombinaison homologue.

La méme équipe a congu la premic¢re ZFN capable de cibler un géne endogene chez la

drosophile (Bibikova, ef al., 2002). Dans cette étude, ils ont développé une ZFN qui reconnait
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un site unique dans le géne yellow (y) de la drosophile. Apres expression de la ZFN dans la
larve, ils ont observé les mutations au locus y dans les cellules somatiques. Par séquencage de
I’ADN, ils ont montré que les modifications correspondaient a de courtes délétions ou
insertions au niveau de la séquence cible. Ce type de modification est typique d’un
mécanisme de réparation par NHEJ a la suite d’un DSB. Il restait a montrer qu’une ZFN est
capable de favoriser la RH lorsqu’elle induit un DSB a un locus endogéne de la drosophile.
L’année suivante, Bibikova et collaborateurs ont publié le premier ciblage de géne favorisé
par une ZFN en présence d’un vecteur de réparation (Bibikova, et al., 2003) Celui-ci
possédait des régions d’homologie au geéne interrompu par la cassure, ce qui favorisait la
réparation par RH.

Le premier ciblage de géne favorisé par une ZFN dans des cellules de mammiferes a été
réalisé par M.H. Porteus et collaborateurs dans des cellules somatiques humaines (Porteus and
Baltimore, 2003). Ces auteurs ont d’abord introduit le géne codant la GFP (Green Fluorescent
Protein) sous une forme non fonctionnelle dans le génome de cellules somatiques humaines
293. La séquence codante de la GFP était en effet interrompue, soit par un codon stop et un
site [-Scel, soit par un codon stop, un site [-Scel et une séquence de reconnaissance d’une
ZFN. Ils ont ensuite mesuré la fréquence de réparation par recombinaison homologue dans
différentes situations de DSB : co-transfection avec un vecteur d’expression d’I-Scel et un
vecteur de réparation ou co-transfection avec une ZFN et un vecteur de réparation. Ils ont
montré que dans des conditions optimales de ciblage de géne avec une ZFN, ils obtenaient la
méme efficacité de recombinaison homologue que lors d’un ciblage de géne favorisé par I-
Scel. Ce travail a ouvert la voie vers les vastes potentialités des ZFN pour manipuler le
génome des cellules somatiques de mammifere.

IL2Ry est le premier géne endogeéne humain ciblé grice a une ZFN (Urnov, et al.,
2005). F.D. Urnov et collaborateurs ont développé une ZFN ayant pour cible la mutation
SCID au locus IL2Ry sur le chromosome X. La fréquence de réparation par recombinaison
homologue était égale a environ 18% dans des lignées cellulaires établies ou dans des cultures
primaires. Cette étude illustre les possibilités offertes par les ZFN dans le domaine de la

thérapie génique.
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3.4 Méthodes de développement et de délivrance des ZFN

Les ZFN sont développées par Sangamo BioSciences. Le client leur fournit en premier
lieu la séquence du géne d’intérét. Sangamo BioSciences utilise des outils informatiques pour
caractériser des séquences exoniques cibles. L’idéal est d’identifier des séquences cibles dans
les premiers 2/3 de la séquence codante du geéne pour abolir son expression de fagon efficace.
Sangamo BioSciences utilise des banques de 2 motifs ZFs dont la séquence cible est bien
caractérisée. Les chercheurs de Sangamo BioSciences fabriquent alors jusqu’a 16 paires de
ZFN et effectuent des tests dans des systémes cellulaires homologues a celui ciblé par le
client (dans le cas du rat, ils transfectent les ZFN dans des cellules de rat). Une paire de ZFN
caractérisée et validée dans un systeme cellulaire est envoyée au client. Le cotlit pour le
laboratoire est de 25.000 $ (Geurts and Moreno, 2010).

Un laboratoire peut développer sa propre ZFN sans faire appel a Sangamo BioSciences.
Pour cela, des laboratoires académiques ont mis a disposition des chercheurs des ressources
informatiques qui répertorient les motifs ZF déja caractérisés. Pour élaborer une ZFN, une des
méthodes possibles est de traiter chaque motif ZF comme un module indépendant et de
combiner les différents motifs pour cibler une séquence. Méme si elle est rapide et accessible
a tous, cette méthode ne prend pas en compte les interactions possibles entre les motifs ZF
adjacents et I’effet du contexte chromatinien. Par ailleurs, les membres du « Zinc Finger
Consortium », un groupe de laboratoires académiques, ont créé¢ la méthode OPEN
(Oligomerized Pooled ENgineering), disponible aux laboratoires publiques, qui permet le
développement de ZFN personnalisées en combinant un systéme double-hybride en bactérie
et des tests en culture cellulaire (Maeder, et al., 2008). Cette méthode a permis d’augmenter le
nombre de ZFN actives, capables de cibler une grande diversité de séquences (Foley, ef al.,
2009).

Plusieurs méthodes ont été développées pour délivrer des ZFN. Dans les cellules en
culture, les expérimentateurs introduisent une séquence codant pour la ZFN, accompagnée
d’un promoteur spécifique du type cellulaire, soit par transfection d’ADN, soit par infection
par un virus recombinant. La méme méthode est utilisée pour introduire la séquence de
réparation quand il s’agit du ciblage d’un géne. En 2008, 1’équipe de D. Carroll a fait une
avancée considérable dans ce domaine. Beumer et collaborateurs ont en effet montré qu’une
injection, directement dans I’embryon de drosophile, de la ZFN sous la forme d’un ARN

messager, accompagnée de la séquence de réparation si besoin, permet une bonne efficacité
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de réparation homologue et non-homologue (Beumer, et al, 2008). L’injection directe
d’ARNm codant la ZFN s’est avérée un outil trés intéressant dans bien d’autres organismes.
Chez les Mammiferes, cette méthode a été testée dans ’embryon de rat (Geurts, et al., 2009;
Mashimo, et al., 2010) et de souris (Carbery, et al., 2010; Meyer, et al., 2010). L’ARNm de la
ZFN est injecté dans le pronucléus male de I’ceuf fécondé pour étre traduit dans le cytoplasme
en protéine ZFN. Celle-ci pénétre dans le noyau pour couper I’ADN db au niveau de sa cible.
Les premicres expériences ont montré que le ciblage a lieu au stade une cellule, ce qui aboutit
a une modification portée par toutes les cellules de I’organisme. Chez le rat et la souris, le
premier ciblage de geéne favorisé¢ par une ZFN, injectée directement dans 1’embryon sous
forme d’ARNm, a été réalisé¢ avec succes récemment (Cui, et al., 2011; Meyer, et al., 2010).

Les animaux adultes produits sont viables. Ils portent la mutation dans leur lignée germinale.

Les MN et ZFN sont les deux principaux outils qui ont été développés ces 15 dernieres
années pour induire des DSB dans les cellules de mammiféres. L’intérét de ces outils réside
dans la maitrise des réparations qui suivent le DSB. Nous allons maintenant étudier quels sont

les différents mécanismes de réparation possibles aprés un DSB chez les Mammiféres.

4 Réparation de DSB dans les cellules de mammiféres

4.1 Les différents mécanismes de réparation induits par un DSB

Suite a I’induction d’un DSB dans des cellules de mammiféres, les trois principales
voies de réparation possibles sont le NHEJ (non-homologous end joining), la recombinaison

homologue et le SSA (single-strand annealing).

4.1.1 La réparation par NHEJ (Non-Homologous End Joining)

Le mécanisme de NHEJ est fonctionnel pendant toutes les phases du cycle cellulaire.
Il est cependant prédominant pendant la phase G1 et en début de phase S. Il favorise la
religation des extrémités libres de ’ADN, créées par un DSB, et implique un traitement
minimal de la cassure. La premicre protéine a intervenir dans la voie du NHEJ est
I’hétérodimere Ku70/80 (Ku) qui se lie aux extrémités de I’ADN. La protéine Ku forme un
complexe avec I’ADN, Ku:ADN, probablement a chacune des extrémités coupées. Ce

complexe Ku:ADN peut étre considéré comme un nceud sur lequel différentes protéines du
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mécanisme de NHEJ s’accrochent pour favoriser la réparation du DSB. Les différentes
protéines recrutées par le complexe Ku:ADN, comme les nucléases, polymérases et ligases,

peuvent étre recrutées dans n’importe quel ordre (Figure 15) (pour revue voir (Lieber, 2010)).
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Figure 15 : Les principales étapes du mécanisme de NHEJ
(Lieber, 2010)

La fléche en forme d’éclair illustre un événement de DSB, comme des radiations ionisantes ou une
activité enzymatique. La liaison de la protéine Ku avec les extrémités du DSB favorise la fixation des
autres composants du NHEJ : nucléases, polymérases, ligases. La fixation de Ku a I’ADN entraine un
changement de conformation de la protéine, figuré par une transformation d’une forme sphérique a
une forme rectangulaire. La flexibilité du mécanisme de NHEJ est permise par une flexibilité dans
I’ordre de recrutement des composants enzymatiques et par I’indépendance de chaque extrémité.
Ainsi, le processus de NHEJ peut réparer diverses configurations de DSB et religuer les extrémités. Ce
processus passe par la formation de plusieurs types d’intermédiaires (au centre de la figure), qui
aboutissent a une diversité de séquences de réparation (en bas de la figure).
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Un DSB peut créer différentes structures au niveau des extrémités de I’ADN. Pour
cette raison, le NHEJ passe, si nécessaire, par des étapes intermédiaires, comme le clivage ou
I’¢longation de brin, qui précédent la religation des extrémités. Dans les cellules de
mammiferes, Ku interagit avec la sous-unité catalytique de la protéine kinase dépendante de
I’ADN (DNA-PKcs). La nucléase Artemis est recrutée au site de cassure via son interaction
avec la protéine DNA-PKc. L’ensemble forme un complexe Artemis/DNA-PKcs capable de
cliver une grande variété d’extrémités simple-brin endommagées. Ces clivages peuvent étre a
I’origine de bréches dans ’ADN, qu’il est alors nécessaire de compléter via des polymérases
impliquées dans la voie de réparation par NHEJ. La famille PolX comprend les polymérases u
et A qui interagissent avec le complexe Ku:ADN. Les extrémités coupées sont enfin
ressoudées grace au complexe DNA ligase [V/XRCC4. La protéine XRCC4 n’a pas d’activité
enzymatique connue. XRCC4 agit en tant que protéine de soutien, ce qui permet de favoriser
les interactions avec la protéine Ku et ’ADN, mais aussi de stabiliser et de stimuler I’activité
ligase de la protéine DNA ligase IV (ou Lig4) (pour revue voir (Kass and Jasin, 2010)). Les
différentes modifications de I’ADN au lieu de cassure, qui précedent la religation, donnent
lieu a des délétions ou a des insertions. Cette caractéristique du NHEJ le rend plus sujet aux
erreurs, comparé a la RH.

La voie de réparation par NHEJ telle qu’elle est décrite ci-dessus correspond au NHEJ
dit canonique. En I’absence des facteurs spécifiques du NHEJ canonique, il existe une voie
supplémentaire de réparation de type NHEJ, dite NHEJ alternatif (alt-NHEJ). Plusieurs
publications ont rapporté I’intervention de différents facteurs dans le mécanisme de alt-NHEJ,
comme les ligases Ligl et Lig3 (Simsek, et al, 2011), ou encore le complexe Mrell
(Dinkelmann, et al., 2009; Rass, et al., 2009; Xie, et al., 2009). 1l semble que le choix entre
les mécanismes NHEJ canonique et alternatif dépende de la proportion de micro-homologie

au niveau du site de cassure.

4.1.2 La réparation par recombinaison homologue

Le mécanisme de recombinaison homologue (RH) a spécifiquement lieu en fin de
phase S et pendant la phase G2 (Saleh-Gohari and Helleday, 2004). II utilise des séquences
homologues intactes comme modele de réparation, préférentiellement situées sur la
chromatide sceur, et est considéré comme étant plus précis que le NHEJ. Le processus de
réparation par RH est aussi appelé¢ mécanisme de conversion génique. L’information d’une

séquence homologue donneuse est copiée au niveau du site endommagg, celui-ci est donc le
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Figure 16 : Modéles de réparation par RH
(d’apres (Mimitou and Symington, 2009))

Les mécanismes de RH commencent par la digestion des brins cassé€s dans le sens 5°-3’ pour donner
des extrémités 3’ sortantes simple-brin. Celles-ci sont rapidement recouvertes avec la protéine RPA
(sphere bleue) qui est ensuite remplacée par RADS1 (sphére verte), pour former un filament de
nucléoprotéines. Ce filament initie I’invasion par I’ADN simple-brin 3’ sortant, de I’ADN double-brin
homologue et favorise son appariement avec le brin complémentaire pour former la D-loop.
L’extrémité 3’ du brin invasif est prolongée par synthese d’ADN grace au brin homologue. Dans le
modele du SDSA, le brin 3’ simple-brin prolongé se ré-apparie avec son complémentaire simple-brin,
pour permettre la finalisation de la réparation par synthese d’ADN. Dans le modele de DSBR,
I’extrémité 5° du brin cassé est capturée pour former une double jonction de Holliday. La résolution de
la double jonction (via GEN1) aboutit a la formation de produits de crossover ou non-crossover et la
dissolution de la double jonction (via BLM) crée un produit de non-crossover.
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bénéficiaire de 1’échange d’information génétique. Les deux principaux modeles de réparation
par recombinaison homologue sont : la voie classique du DSBR (pour double-strand break
repair), et la voie du SDSA (pour synthesis-dependant strand annealing) (pour revue voir
(Moynahan and Jasin, 2010)). Le mode¢le de réparation par DSBR est dérivé de celui proposé
par J.W. Szostak et collaborateurs en 1983, appelé mécanisme de gap-repair (Szostak, et al.,
1983).

Les mécanismes de DSBR et SDSA commencent tous les deux par la digestion des
extrémités de I’ADN au niveau du DSB par des exonucléases, qui créent des extrémités 3’
sortantes simple-brin. Il semble que la protéine BRCA1 soit impliquée dans la digestion des
extrémités de ’ADN (Chen, et al., 2008; Schlegel, et al., 2006; Stark, et al., 2004), mais son
role est encore mal connu. Les extrémités 3’ sortantes sont recouvertes par la protéine de
réplication A (RPA) qui est nécessaire au recrutement des protéines du checkpoint et de la
RH, comme RADS51 (pour revue voir (San Filippo, et al., 2008)). RADS51 est une ATPase
dépendante de I’ADN, homologue de la protéine bactérienne RecA. RADS1 forme des
filaments de nucléoprotéines avec I’ADN. Dans les cellules de mammiféres, la protéine
BRCA2 permet le recrutement de RADS51 au niveau d’un DSB (Yuan, et al., 1999). Les
cellules mutantes pour le gene BRCA2 sont déficientes pour la réparation par RH (Moynahan,
et al., 2001), ce qui démontre le caractére essentiel de cette protéine dans la RH. Une fois que
la protéine RADS]1 est recrutée au site de cassure, elle catalyse 1’invasion par I’ADN simple-
brin 3’ sortant de I’ADN double-brin homologue, pour former la boucle de déplacement ou
D-loop (displacement loop) (Figure 16).

La résolution de la D-loop peut se faire de différentes facons (pour revue voir (San
Filippo, et al., 2008)). Dans le cas du SDSA, ’extrémité 3’ est prolongée par une polymérase
grace au brin homologue, puis le brin nouvellement formé se dissocie de I’ADN homologue
pour se réapparier a ’extrémité 5° du brin cassé. Il ne se forme alors que des produits de type
non-crossover. Dans le cas du DSBR, les extrémités 3’ et 5° du brin cassé sont capturées pour
former des jonctions de Holliday. La résolution des doubles jonctions de Holliday peut
conduire & un produit de type crossover, ou a un produit de type non-crossover. Plusieurs
protéines sont potentiellement impliquées dans la résolution des jonctions de Holliday,
comme GENI1 (Ip, et al., 2008). L’autre événement possible est la dissolution des jonctions de
Holliday, grace a des protéines qui interrompent la D-loop, comme BLM (Singh, et al., 2008;
Wu and Hickson, 2003; Xu, et al, 2008) (Figure 16). Dans les cellules souches

embryonnaires de souris et dans les lymphoblastes humains, le produit de non-crossover est
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Figure 17 : Les différents mécanismes de réparation d'un DSB
(Moynahan and Jasin, 2010)

Dans les cellules de mammiféres, un DSB est efficacement réparée par le mécanisme de RH, NHEJ ou
SSA. Le mécanisme de SSA se met en place lorsque la digestion des brins coupés révele des
séquences répétées (représentées par des fleches). Ces séquences s’apparient pour aboutir & un produit,
contenant une seule copie de cette séquence et délété des séquences intermédiaires.
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prédominant par rapport au produit de crossover (Stark and Jasin, 2003). Il semble donc que
I’événement de crossing-over soit rare dans le cas d’'une RH mitotique, d’autant plus qu’il
peut étre responsable d’effets déléteres, dus a une perte d’hétérozygotie. Des protéines qui
interviennent dans la dissolution des jonctions de Holliday, comme BLM, suppriment les
crossover mitotiques. Cela permet de diminuer les risques d’instabilité génomique (Kass and
Jasin, 2010). Le crossover joue naturellement un rdle trés important dans la ségrégation des

chromosomes lors de la recombinaison méiotique (Cole, et al., 2010).

4.1.3 La réparation par SSA (single-strand annealing)

Cette voie de réparation est distincte de la RH. Elle ne se met en place qu’en présence
de séquences homologues de part et d’autre du DSB. Comme dans la RH, la réparation par
SSA commence par une digestion des extrémités de I’ADN au niveau du DSB, ce qui crée des
extrémités 3’ sortantes simple-brin. Les séquences simple-brin complémentaires s’apparient,
entrainant une perte des séquences qui se trouvaient entre les séquences répétées. Des
protéines, comme RADS52, ERCCI1 et Radl/Radl0 ont été identifiées dans les cellules de
mammiféres comme étant impliquées dans le mécanisme de SSA (Fishman-Lobell and Haber,
1992; Mortensen, et al., 1996; Stark, et al., 2004). Le mécanisme de SSA est plus mutagéne
que la RH car il favorise une perte d’information génétique (Kass and Jasin, 2010). Cette voie
de réparation est minoritaire quelle que soit la phase du cycle cellulaire au cours de laquelle le
DSB se produit. Bien qu’ils soient désignés par deux termes distincts, le SSA n’est pas un
mécanisme clairement différent du alt-NHEJ. Les deux processus nécessitent la présence de
micro-homologies au niveau du DSB.

La Figure 17 refléte les différentes voies qu’empruntent les systémes de réparation

d’une cellule mammifere a la suite d’une cassure double brin.

4.2 Une singularité des cellules souches embryonnaires (ES) : la

recombinaison homologue est le mécanisme de réparation majoritaire

La phase du cycle cellulaire pendant laquelle un DSB se produit est déterminante pour
la voie de réparation empruntée. La RH est restreinte aux phases S et G2 du cycle cellulaire
(Rothkamm, et al., 2003). Une des raisons pouvant expliquer ce phénomene est que la

chromatide sceur est présente pour servir de modele de réparation, alors que ce n’est pas le cas
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Figure 18 : Mesure de la fréquence de réparation par RH
(Pierce, et al., 1999)

Géne GFP modifié. Le géne modifi¢é code pour la protéine EGFP fusionnée a un signal de
localisation nucléaire (N) et & un domaine de doigt de zinc (Z). Ce géne est exprimé sous le
contrdle de ’activateur hCMV associé au promoteur de la $-actine de poulet (représenté par une
fleche). Le géne GFP est modifié en SceGFP de sorte qu’il contient le site de reconnaissance de
la méganucléase I-Scel et une séquence de terminaison de lecture (soulignée).

Plasmide DR-GFP. Une séquence iGFP est située en aval du gene SceGFP. iGFP contient une
séquence du gene GFP tronquée des parties 5 et 3°.

Produit de conversion génique. Un DSB au site I-Scel est réparé grace a la séquence iGFP située
sur la méme chromatide ou sur la chromatide sceur. Le produit de la réparation par RH est un
geéne GFP fonctionnel.

Produit de réparation par SSA. Le géne issu de cette réparation n’est pas fonctionnel.
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en phase G1. Le NHEJ, quant a lui, est efficace pendant toutes les phases du cycle cellulaire
mais il est prédominant pendant la phase G1 et au début de la phase S (Rothkamm, et al.,
2003). Une propriété inhérente aux cellules ES, qui les différencie des cellules somatiques, est
que la phase S représente 75% du cycle cellulaire, les phases G1 et G2 étant trés courtes
(Savatier, et al., 2002). Le temps passé en phase S devrait donc favoriser dans les cellules ES
le mécanisme de RH, plutot que le NHEJ. Nous avons vu précédemment que RADS51 joue un
role essentiel dans les mécanismes de RH. Les embryons déficients pour Rad5 ] meurent tres
précocement au stade blastocyste, lors de la formation de la masse cellulaire interne. Les
cellules ES qui sont dérivées a partir de la masse cellulaire interne ne peuvent étre obtenues
lorsque les deux alléles Rad51 sont nuls. Ces résultats suggérent que RADS1 joue un role clé
dans la prolifération des cellules de la masse cellulaire interne ou dans les mécanismes de
réparation des DSB générés par des processus endogenes (Lim and Hasty, 1996; Tsuzuki, et
al., 1996). Les protéines Ku70/80, DNA Ligase IV et XRCC4 interviennent, quant a elles,
dans les mécanismes de NHEJ. Les souris déficientes pour Ku70 et Ku80 sont viables. Les
embryons déficients pour DNA Ligase IV et Xrcc4 meurent a un stade plus tardif, autour de
E14,5 (Barnes, et al., 1998; Frank, et al., 2000; Gao, et al., 1998). Ces résultats montrent que
les protéines impliquées dans le NHEJ ne sont pas essentielles pour les cellules du stade
blastocyste et donc pour les cellules ES.

E.D. Tichy et collaborateurs ont montré que le mécanisme de RH prédomine sur le
NHEJ dans les cellules ES. En revanche le NHEJ est le mécanisme de réparation majoritaire
dans les cellules somatiques (Tichy, ef al., 2010). Ils ont observé que les protéines impliquées
dans le mécanisme de RH, comme RADS51, RADS52 ou RAD54, ont des niveaux d’expression
plus élevés dans les cellules ES que dans les MEFs (mouse embryonic fibroblasts). 1ls ont
utilisé un systéme d’expression de la GFP qui permet de mesurer la fréquence de réparation
par RH (Figure 18) (Pierce, et al., 1999). Ils ont ainsi montré que la fréquence de la RH dans
les cellules ES est quatre fois plus importante que dans les MEFs. Avec un systéme qui
permet de mesurer le taux de réparation par NHEJ, ils ont montré que le NHEJ est cinq fois
plus utilisé dans les MEFs que dans les cellules ES. Par ailleurs, la quantité de DNA ligase IV
est limitante dans le NHEJ (Lee, et al., 2000a; Riballo, et al., 2009; Wang, et al., 2007). Or,
ils ont observé que le niveau d’expression de la DNA ligase IV est plus faible dans les
cellules ES que dans les MEFs. Le faible niveau de réparation par NHEJ dans les cellules ES
pourrait s’expliquer ainsi (Tichy, et al, 2010). Enfin, ils ont induit la différenciation de

cellules ES et ont observé que le taux de réparation par RH diminuait pour atteindre le méme
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niveau que dans les MEFs, tandis que le taux de réparation par NHEJ augmentait

considérablement.

L’ensemble des données présentées jusqu’a présent indique que la technique de ciblage
de géne est favorisée par I’induction d’un DSB, via une MN ou une ZFN. De plus, les
différents types cellulaires des mammiféres n’utilisent pas les mémes mécanismes de
réparation des DSB. Dans la suite de ce chapitre, nous allons étudier quelques exemples de

ciblage de gene utilisant les propriétés des MN ou des ZFN.
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5 Utilisation de MN et de ZFN pour induire des

modifications génétiques chez les Mammiféeres

5.1 Utilisation de MN

5.1.1 Exemples de ciblages de gene dans les cellules ES murines

Les premiers ciblages de geénes, présentés dans ce chapitre, section 2.3, ont été réalisés
majoritairement dans des lignées de cellules différenciées, comme les fibroblastes 3T3. A la
suite de ces études, Maria Jasin et son équipe se sont intéressés a I’utilisation de I-Scel pour
favoriser la RH dans les cellules ES murines. IIs ont montré que 1’introduction d’un site [-Scel
suivi d’un DSB a ce site permettait d’augmenter d’au moins 50 fois le ciblage de géne (Smih,
et al., 1995). Pour cela, ils ont introduit, dans le génome de cellules ES, le géne de résistance
a la néomycine (néo) comprenant un site [-Scel interrompant sa phase ouverte de lecture. Ils
ont ensuite transfecté ces cellules avec un plasmide d’expression de la protéine I-Scel et un
fragment de séquence homologue qui permettait de réparer le geéne néo. Ils ont obtenu des
clones recombinants homologues uniquement lors d’une introduction simultanée des deux
plasmides. Ils ont ainsi montré que 1’induction d’un DSB via I-Scel stimule la réparation par
RH dans le génome de cellules ES de souris. Cependant, cette étude n’a pas permis de
montrer que [-Scel favorise 1’intégration au lieu de cassure d’un transgeéne ou d’une cassette
de sélection par RH.

Le premier ciblage de géne favorisé par I-Scel a un locus endogene dans les cellules
ES murines a été réalisé par M. Cohen-Tannoudji et collaborateurs (Cohen-Tannoudji, et al.,
1998). IlIs ont d’abord intégré le site I-Scel au locus Villin par un ciblage de géne
conventionnel : ils ont construit un vecteur de réparation constitué de cassettes de sélection
positive et négative, d’une cassette de résistance a 1’hygromycine incompléte, de longues
régions d’homologie (6,1 et 3,5 kb) et I’ont électroporé dans les cellules ES sous forme
linéaire. Une fois le clone portant le site I-Scel sélectionné, ils ont testé la technique de
ciblage de geéne favorisée par un DSB sur ce clone. Pour cela, ils ont coélectroporé un vecteur
d’expression de la MN I-Scel et un vecteur de réparation de la cassure. Le vecteur de
réparation, transfecté sous une forme circulaire, est constitué d’une séquence d’intérét, d’une
cassette incomplete de sélection a I’hygromycine et de courtes régions d’homologie au locus

Villin (2 kb et 0,8 kb, respectivement). Une RH entre le vecteur de réparation et le locus Villin
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Figure 19 : Ciblage de géne a un locus naturel favorisé par un DSB
(Cohen-Tannoudji, et al., 1998)

La premiére étape de cette stratégie consiste en 1’insertion du site de reconnaissance de I-Scel au locus
naturel ciblé par une méthode de RH conventionnelle. Dans la deuxiéme étape, 1’expérimentateur co-
transfecte un vecteur d’expression de la méganucléase I-Scel et un vecteur de réparation. L expression
de I-Scel induit un DSB dans le locus ciblé au niveau du site de reconnaissance. Le DSB est ensuite
réparée par RH avec le vecteur de réparation. Cette stratégie permet d’introduire dans le locus ciblé
n’importe quel géne d’intérét. La sélection des cellules ES recombinées par I’hygromycine est permise
par la restauration d’un géne Hygro" fonctionnel lors de la RH (hygro A-B-C).
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permet d’intégrer la séquence d’intérét et de compléter la cassette de résistance a
I’hygromycine, grace a laquelle les clones recombinants homologues sont sélectionnés. La
stratégie employée pour ce ciblage de geéne est illustrée sur la Figure 19. Pour tester
I’efficacité du ciblage de gene favorisé par un DSB, les expérimentateurs ont électroporé le
vecteur de réparation avec ou sans le vecteur d’expression d’I-Scel. Aucun clone Hygro® n’a
été obtenu en ’absence de MN. Une centaine de clones ont été obtenus lorsque I-Scel était
présente. Une dizaine de clones Hygro® ont été analysé. Ils étaient tous le produit d’une RH.
Ces résultats montrent qu’un DSB au locus Villin stimule le ciblage de géne d’un facteur 100 :
Iefficacité du ciblage par la méthode conventionnelle au locus Villin est de 5x10°°, tandis que
Iefficacité du ciblage en présence de I-Scel & ce méme locus est de 6x10°°.

En conclusion, I-Scel semble bien favoriser le ciblage de géne dans les cellules ES de
souris a un locus naturel. Pour cela, de courtes régions d’homologie sont suffisantes et le
vecteur de réparation peut étre transfecté sous forme circulaire. A la suite de ce travail,
d’autres expériences de réparation par RH favorisée par I-Scel ont été réalisées dans les
cellules ES, essentiellement par 1’équipe de M. Jasin. Cependant & ma connaissance, aucune
autre expérience de ciblage de géne permettant 1’intégration d’une séquence d’intérét a un
locus endogene n’a été publiée.

En 1998, G. Donoho et collaborateurs ont également publié un article sur ce sujet. Ils
se sont intéressés a 1’effet d’un DSB sur les mécanismes de réparation (Donoho, et al., 1998).
En particulier, ils se sont demandés si le mode d’introduction du vecteur de réparation - sous
forme linéaire ou sous forme circulaire - modifie la fréquence du ciblage de géne. Leurs
résultats indiquent que la linéarisation du vecteur de réparation n’est pas nécessaire dans le

cas d’un ciblage de gene favorisé par un DSB.

5.1.2 Exemples de ciblage de géne dans les cellules CHO

Les laboratoires Cellectis Bioresearch ont développé des systémes de ciblage de géne
dans les cellules CHO-K1 (Chinese hamster ovary-KI). Dans une premicre étude, ils ont
intégré de fagon aléatoire une construction comprenant le géne de résistance a la puromycine
(Puro™) précédé du promoteur, des exons 1 et 2 et du premier intron du géne EF/a humain
dans le génome des cellules CHO-K1. Le géne Puro® est inactivé par un site I-Scel inséré
dans son cadre de lecture (Cabaniols and Paques, 2008). Ils ont ensuite construit plusieurs

vecteurs de réparation et observé les fréquences de ciblage de géne obtenues avec chacun
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Figure 20 : Différentes stratégies de ciblages de géne favorisés par I-Scel
(Cabaniols and Paques, 2008)

Dans I’allele ciblé, le géne de la puromycine est interrompu par un site de clivage (CS pour cleavage

site) de la méganucléase 1-Scel. Les régions d’homologie sont représentées par des zones grisées semi-

transparentes. GOI (pour gene of interest) correspond au gene d’intérét, la B-galactosidase ou le géne

CD4 dans cette étude.

A- Elaboration d’un systeme de correction de geéne. Le vecteur de réparation contient 1,8 kb
d’homologie de séquence avec l’allele ciblé correspondant aux exons non-traduits E1 et E2,
I’intron 1 et un géne puromycine entier.

B- Elaboration d’un systéme d’insertion de geéne. Le vecteur de réparation contient un gene de
résistance a 1’hygromycine, dépourvu de promoteur, seul ou suivi d’une cassette d’expression
d’un géne d’intérét, ’ensemble étant encadré de séquences d’homologie de 1,1 et 2,3 kb.

C- Elaboration d’un systéme de remplacement de géne. Dans ce systéme, le vecteur de réparation est
trés similaire a celui utilisé¢ pour le systeme d’insertion de géne excepté pour: (1) la séquence
d’homologie 3’ commence aprés la séquence polyA du géne puromycine et (2) toutes les
séquences du geéne de résistance a la puromycine sont supprimées de la région d’homologie 5°.
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d’entre eux. Les différentes stratégies de ciblage sont illustrées dans la Figure 20. Dans un
premier cas (Figure 20A), les cellules ont été transfectées avec un vecteur de réparation qui
permet la correction du géne Puro®, car il contient une copie intacte du géne Puro® et 1,8 kb
d’homologie avec le locus ciblé. Des clones Puro® ont été obtenus avec une fréquence de
3x107. Ces clones sont considérés comme des recombinants homologues. Soulignons qu’il ne
peut pas étre exclu que ces clones soient le résultat d’'une NHEJ combinant une délétion du
site I-Scel et une religation des bouts francs, rétablissant la phase de lecture du géne Puro®.
Dans un deuxiéme cas (Figure 20B), les cellules ont été transfectées avec un vecteur qui
contient une cassette de résistance a 1’hygromycine (hygro®) seule ou avec une séquence
d’intérét. Deux séquences d’intérét de tailles différentes, les génes CD4 ou LacZ, ont été
testées. Le vecteur de réparation contenait deux régions d’homologies avec le locus cible
jouxtant le site de coupure, de 1,1 kb et 2,3 kb respectivement. Les fréquences de RH
mesurées étaient les suivantes: 3,9x107 lors d’une insertion d’un segment de 1,3 kb
comprenant la cassette ygro® seulement, 1,6x10 lors de I’insertion d’un segment de 4,4 kb
comprenant les génes hygro® + CD4, et 0,7x10™ lors de I’insertion d’un segment de 5,5 kb
comprenant les génes hygro® + LacZ. Dans un troisiéme cas (Figure 20C), les cellules ont été
transfectées avec un vecteur de réparation qui contient uniquement la cassette de sélection
hygro®. Dans ce dernier cas, les régions d’homologie de 1 kb et 2 kb étaient séparées de la
cassure par 132 pb et environ 2,3 kb, respectivement. La fréquence de RH observée était égale
a 1,4x10™. En conclusion, ces expériences montrent que le ciblage de géne est favorisé par I-
Scel dans les cellules CHO-K 1, méme lorsque les séquences a insérer sont de grande taille ou
que la recombinaison implique d’importantes délétions au locus ciblé. Néanmoins, la
fréquence de ciblage de geéne semble diminuer lorsque la taille de I’insertion augmente et

lorsque les séquences homologues sont distantes du DSB.

Dans une étude ultérieure 1’équipe de Cellectis bioresearch a construit une lignée
cellulaire CHO-K Isimilaire, portant le géne hygro® intégré de fagon aléatoire, sa phase de
lecture étant interrompue par le site de reconnaissance de la MN I-Crel (Cabaniols, et al.,
2010). Dans cette construction, le géne hygro® est placé en aval du promoteur et de 1 kb de
séquence du géne EFla humain (cf. ci-dessus); le géne hygro® est suivi d’un géne de
résistance a la néomycine dépourvu de promoteur. Cette stratégie vise a favoriser 1’intégration
de séquences d’intérét par RH grace a I’expression d’une MN dans une lignée modifiée a

facon. Elle a été désignée sous I’expression de « systéme cellulaire de positionnement dans le
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génome » ou ¢GPS (pour cellular genome positioning system). Le principe du cGPS est
illustré Figure 21. Il faut noter que la région d’homologie en 3’ est séparée du site de cassure
par environ 1,3 kb, ¢’est-a-dire la taille du géne hygro®. Quatre séquences d’intérét différentes
ont été intégrées en utilisant ce systéme. Les résultats montrent qu’un DSB favorise la RH.
Les auteurs de ces expériences ont conclu que ce systéme cGPS est plus rapide qu’une
méthode d’intégration aléatoire et qu’elle permet une expression stable des séquences

intégrées.

I-Crel
recognition site

Intron
pEF1a. (EF1a) | HygroR pA NeoR pA

cGPS CHO-K1
Cell Line locus

¢GPS CHO-K1
Repair Matrix

+ | -Crel expression

vector
GOI
cGPS CHO-K1/GOI
T I
Balll Probe A Probe B
Rsrll EcoRV Notl Rsrll

Figure 21 : Principe du ¢GPS
(Cabaniols, et al., 2010)

Le locus ciblé contient le site de reconnaissance de la méganucléase I-Crel inséré avec un geéne de
résistance a I’hygromycine dépourvu de promoteur. Le vecteur de réparation du systéme cGPS est
constitué de deux bras d’homologie au locus ciblé, d’une cassette de résistance a la puromycine, d’une
cassette d’expression d’un géne d’intérét et d’un geéne de résistance a la néomycine incomplet. Suite a
la création d’un DSB par I-Crel, il y a intégration au locus ciblé de la cassette d’expression du géne
d’intérét et reconstitution de deux génes de résistance fonctionnels (puromycine et néomycine), par un
mécanisme de RH.
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5.2 Utilisation de ZFN

A I’heure actuelle, il existe déja de nombreux exemples d’utilisation de ZFN pour

favoriser le ciblage de géne dans les cellules de mammiféres, mais aussi directement chez

I’animal. Le Tableau 1 représente un éventail de ciblages de geénes réalisés a 1’aide de ZFN

dans différents organismes. Je vais m’intéresser plus particulierement a deux études réalisées

sur des cellules de mammifeéres, ’une chez ’Homme et 1’autre chez la Souris.

Organism Latin name Method ™ TGR References
Animals
Fruit fly Drosophila Heat-shock induction i K Bibikova et al. (2002, 2003), Beumer et al. (2006)
melanogaster
Embryo injection + i+ Beumer et al. (2008)
Nematode C. elegans Gonad injection + Morton et al. (2006)
Silkworm Bombyx mori Embryo injection i Takasu et al. (2010)
Zebrafish Danio rerio Zygote injection + Meng et al. (2008), Doyon et al. (2008),
Foley et al. (2009)
Sea urchin Hemicentrotus Embryo injection + Ochiai et al. (2010)
pulcherrimus
Frog Xenopus tropicalis Embryo injection + Young et al. (2011)
Rat Rattus norvegicus Zygote injection i K Geurts et al. (2009), Mashimo et al. (2010)
Mouse Mus musculus Zygote injection + K Meyer et al. (2010), Carbery et al. (2010),
Cui et al (2011)
Plants
Cress A. thaliana Agrobacterium + Lloyd et al. (2005), Zhang et al. (2010),
Osakabe et al. (2010), De Pater et al. (2009)
Tobacco Nicotiana sp. Protoplasts + 4 Wright et al. (2005), Townsend et al. (2009)
Agrobacterium + K Cai et al. (2009)
Viral delivery + Marton et al. (2010)
Maize Zea mays Cell culture + + Shukla et al. (2009)
Petunia Petunia sp. Viral delivery + Marton et al. (2010)
Mammalian cells in culture
Human Homo sapiens DNA transformation + + Porteus and Baltimore (2003),
Urnov et al. (2005), Alwin et al. (2005),
Perez et al. (2008), Hockemeyer et al. (2009),
Kim et al. (2009), Zou et al. (2009),
Dekelver et al. (2010)
Viral delivery + + Lombardo et al. (2007)
Mouse M. musculus DNA transformation + 4 Goldberg et al. (2010), Connelly et al. (2010)
Hamster Cricetulus griseus DNA transformation + K Santiago et al. (2008), Liu et al. (2010),
Cost et al. (2010)
Pig Sus domestica DNA transformation 4 Watanabe et al. (2010)

Tableau 1 : Exemples de ciblages de géne réussis via I'induction d'un DSB par des ZFN

(d’apres (Carroll, 2011))

TM (pour targeted mutagenesis) correspond aux réparations par NHEJ. TGR (pour targeted gene
replacement) correspond aux ciblages de géne. La liste des références n’est pas exhaustive.
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Donor targeting vector OCT4-GFP1 Donor targeting vector OCT4-GFP2

o I

CAGACCTGGEACCCAGGAGAGGAGCAGGCAGGGTCAG
GTCTEAACCATAaATCCTCTCCTCATCCATCCCAGTCAA

ocT4  Sacl
locus: _1

1 3’ probe

Figure 22 : Ciblage du géne Oct4 a I'aide de ZFN
(Hockemeyer, ef al., 2009)

Les rectangles bleus correspondent aux exons du géne OCT4. Les fléches représentent les sites
génomiques ciblés par les ZFNs. Les vecteurs de réparation sont représentés sur le haut du schéma.
Pour chaque paire de ZFNs, un vecteur de réparation spécifique est construit, contenant
approximativement 700 pb de séquences homologues au gene OCT4. SA-eGFP (pour splice-acceptor-
eGFP) correspond a un site accepteur d’épissage lié a la protéine GFP. La séquence 2A est une
séquence de peptide qui s’auto-clive. Ces séquences sont introduites au locus OCT4 par RH favorisée
par une paire de ZFNs, entrainant I’expression de la protéine GFP et du géne de résistance a la
puromycine sous contrdle du promoteur du géene OCT4. La partie gauche du schéma représente une
paire de ZFNs spécifique a une séquence génomique figurée en jaune, ce qui entraine la dimérisation
de la nucléase Fokl.
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Dans une ¢tude publiée en 2009, D. Hockemeyer et collaborateurs ont réalisé des
ciblages de géne favorisés par I’induction de DSB a I’aide de ZFN sur trois genes différents
dans des cellules souches embryonnaires humaines (hESCs pour Auman embryonic stem cells)
et dans des cellules souches pluripotentes induites (hiPSCs pour induced pluripotent stem
cells). Les trois génes endogenes ciblés sont OCT4, AAVSI et PITX3 (Hockemeyer, et al.,
2009). OCT4, le marqueur de pluripotence, est exprimé dans les cellules hESCs. OCT4 a été
ciblé via trois paires de ZFN différentes. Les vecteurs de réparation contenaient, en plus de
régions d’homologie 5’ et 3’ courtes (moins de 1 kb pour chaque bras d’homologie), une
cassette de résistance a la puromycine et un geéne d’expression de I’eGFP, tous les deux
dépourvus de promoteur. Une fois la RH effectuée, ces génes se retrouvaient sous contrdle du
promoteur endogene OCT4 (Figure 22). L’efficacité du ciblage des trois paires de ZFN est
mesurée par le rapport du nombre de clones recombinants homologues (sans insertion
aléatoire supplémentaire) sur le nombre de clones prélevés. Les efficacités de ciblage étaient
supérieure a 94% avec la ZFN n°1, compris entre 36 et 53% avec la ZFN n°2, et tres faible
avec la ZFN n°3, avec laquelle il y a eu trés peu de clones résistants a la puromycine.
Remarquons que les ZFN n°1 et 3 ciblent des séquences proches 1I’'une de I’autre et favorisent
la réparation avec un méme vecteur de réparation. Pourtant leurs efficacités de ciblage
différent d’un facteur 2 a 3. AAVSI est le deuxiéme gene ciblé. 44VS1 est exprimé de facon
ubiquitaire. Pour le locus A4VSI, les expérimentateurs n’ont utilisé qu’une paire de ZFN,
mais plusieurs vecteurs de réparation. Pour tous les vecteurs de réparation, les régions
d’homologie 5’ et 3’ sont courtes (autour de 500 pb). Les différences entre les vecteurs ne
seront pas détaillées ici. Que ce soit dans les cellules hESCs ou iPS, les efficacités de ciblage
de cette ZFN associé¢ aux différents vecteurs de réparation sont comprises entre 33 et 61%.
PITX3 le troisiéme geéne ciblé n’est pas exprimé dans les cellules hESCs et hiPSCs. Dans ce
dernier cas, les auteurs ont utilisé une seule paire de ZFN et un seul vecteur de réparation.
L’efficacité de ciblage était égale a 11% pour les cellules hESCs et a 8% pour les cellules
hiPSCs. Les auteurs ont conclu que ces efficacités de ciblage, bien que plus faibles que pour
les deux autres locus, sont relativement élevées comparées a ce qui est obtenu par RH
conventionnelle a des locus non-exprimés dans les cellules hESCs. Il aurait été intéressant,
dans cet article, de présenter une RH conventionnelle au locus PITX3, pour que les efficacités
de ciblage soient directement comparables. En conclusion, le ciblage de géne favorisé par un
DSB via une ZFN est dans I’ensemble trés efficace et nécessite de courtes homologies de

séquences, comparé au ciblage de géne conventionnel.
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Figure 23 : Ciblages de géne au locus ROSA favorisés par des ZFN
(Connelly, et al., 2010)

La méthode conventionnelle de RH est utilisée pour insérer au locus ROSA26 un géne GFP muté
précédé d’un site accepteur d’épissage. La mutation du gene GFP est due a une séquence de 85 nt
insérée dans son cadre de lecture, dont un codon stop. GFP-ZFN site indique le site de coupure de la
ZFN utilisée pour favoriser le ciblage de géne.
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M.H. Porteus et collaborateurs ont récemment mesuré 1’efficacité du ciblage de géne
favorisé par un DSB, induit par une ZFN, dans des cellules murines. Ces expériences ont été
réalisées dans des cellules de souris de plusieurs types cellulaires : dans des cellules ES et
dans des cultures primaires de fibroblastes d’embryon (MEFs), d’adulte et d’astrocytes
(Connelly, et al., 2010). Une construction contenant un gene GFP dont la séquence de lecture
est interrompue par un codon stop a été insérée au locus ROSA26 par une méthode de knock
in conventionnelle dans des cellules ES de souris (Figure 23). Les ZFN développées pour
cette étude ne ciblent pas un locus naturel mais un site situ¢ dans le gene rapporteur GFP, en
amont du codon stop. Une lignée de souris a ét¢ dérivée des cellules ES portant cette
construction au locus ROSA26. Pour mesurer 1’efficacité¢ du ciblage de géne dans les cellules
ES, les auteurs ont transfect¢ simultanément un vecteur de réparation et un plasmide
d’expression d’une ZFN. La forme (linéaire ou circulaire) du vecteur de réparation n’est pas
précisée dans ’article. Le vecteur de réparation porte une séquence GFP incompléte qui
permet la correction du gene GFP muté, inséré au locus ROSA26. Le pourcentage de cellules
qui exprimaient la protéine GFP fluorescente par rapport au nombre de cellules transfectées a
¢été mesuré en cytométrie de flux. Pour les auteurs, les cellules qui étaient GFP-positives ont
subi un ciblage de géne favorisé par un DSB au locus ROSA426. 1l était intéressant de
déterminer le ratio optimal entre la quantité de vecteur de réparation et le plasmide
d’expression d’une ZFN. L’efficacité maximale de ciblage au locus ROSA26, 2,1x107 a été
obtenue dans les cellules ES avec un ratio de 90% de vecteur de réparation pour 10% de
vecteur d’expression. Le blocage des cellules en phase S/G2 par la vinblastine augmentait
Iefficacité de ciblage d’un facteur compris entre 4 et 5, soit 1,6x107. Ces expériences
montrent qu'une ZFN améliore le ciblage de geéne dans les cellules ES de souris par un facteur
supérieur a 1 000 (I’efficacité est normalement inférieure & 107). Pour mesurer 1’efficacité de
ciblage dans d’autres types cellulaires, J.P. Connelly et collaborateurs ont dérivé plusieurs
types cellulaires a partir des souris knock in. Dans des fibroblastes de type 3T3, le meilleur
ratio entre vecteurs de réparation et d’expression était égal a 90%/10% pour une efficacité de
ciblage atteignant 1,8<107 dans des cellules hétérozygotes pour le knock in, et s’élevant
jusqu’a 6,7x107 dans des cellules homozygotes pour le knock in. Dans des cultures primaires
de fibroblastes d’embryon ou d’adulte, les taux de ciblage étaient de I’ordre de 2x107. Enfin,
dans des cultures d’astrocytes, le taux de ciblage était compris entre 3x10™ et 1,7x107. En
conclusion, ils ont démontré que cette méthode de ciblage est efficace dans tous ces types

cellulaires, avec des fréquences variables. Ils ont aussi montré que le ratio vecteur de
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réparation/vecteur d’expression de la ZFN peut étre optimisé pour améliorer I’efficacité de

ciblage.

Dans ce chapitre, nous avons passé en revue les avancées majeures dans le domaine de
la transgénése chez les Mammiféres. Les méganucléases et les nucléases a doigts de zinc
offrent de nouvelles possibilités aux chercheurs qui veulent développer des ciblages de géne
dans des types cellulaires et dans des espéces animales ou ce n’était pas envisageable il y a
quelques années. En théorie, les méganucléases et les nucléases a doigts de zinc permettent de
réaliser un ciblage de geéne dans n’importe quel type cellulaire et a n’importe quel locus. La
nouvelle méthode d’expression des nucléases a doigts de zinc, a partir ’ARNm injecté
directement dans I’embryon, devrait permettre de créer des mutations ciblées chez 1’animal,
sans utiliser de cellules souches embryonnaires. Chez d’autres especes que les Mammiferes,
les méganucléases et les nucléases a doigts de zinc doivent pouvoir cibler n’importe quel géne
chez n’importe quel organisme. Des exemples de ciblages favorisés par des nucléases a doigts
de zinc dans de nombreux organismes, sont présentés dans le Tableau 1. Ces nucléases ont
¢galement d’importantes potentialités en thérapie génique. Un essai clinique en cours teste
I’emploi d’une nucléase a doigt de zinc pour invalider le géne CCRS5 (Urnov, ef al., 2010). Ce
gene code pour un co-recepteur de HIV-1. Les patients qui portent des variants codant une
protéine CCRS non fonctionnelle ne développent pas de SIDA apres une infection par le VIH.
Le protocole clinique nécessite d’isoler des cellules T précurseurs, de modifier CCRS5 par
mutagéneése via une paire de ZFN, d’amplifier des cellules modifiées et de les réimplanter
chez le donneur. Le systéme immunitaire du patient peut ainsi étre reconstitué a partir de cette
population de cellules résistantes au VIH. C’est la premicre étape vers les nombreuses
applications promises par les nucléases a doigts de zinc. Cependant, les possibilités offertes
par les méganucléases et les nucléases a doigts de zinc sont différées, a cause du manque de
maitrise du site de coupures. Les coupures a des sites chromosomiques non attendus
(coupures off-target) sont mal comprises et représentent un probléme important quand
I’objectif est de faire de la thérapie génique chez ’homme (Carroll, 2011). Nous reviendrons
brievement sur le phénomene des coupures off-target dans la partie Résultats et discussions
(1.2.3).

Dans mon projet de thése, notre objectif était de favoriser la RH au locus Dct dans les

cellules souches embryonnaires de souris en introduisant un site I-Scel dans la séquence de ce
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gene. Nous avons inséré deux genes rapporteurs avec cette méthode et nous avons étudié le
profil d’expression de ces génes intégré au locus Dct. Le deuxiéme chapitre de 1’introduction
traite donc du lignage mélanocytaire et de I’expression de Dct dans les mélanocytes et a leurs

précurseurs.
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Chapitre 2 : Le géne Dct, de sa spécificit¢é au lignage
mélanocytaire a son utilisation en transgénése

Les cellules pigmentaires ou mélanocytes synthétisent la mélanine, pigment
responsable de la couleur de la peau et du pelage des mammiferes. Ces cellules sont présentes
dans les follicules pileux, I’épiderme, le derme, 1’oreille interne et la rétine. Les mélanocytes
sont dérivés de la créte neurale. On appelle mélanoblastes les précurseurs des mélanocytes
chez ’embryon et chez I’adulte. Dans ce chapitre, nous discuterons de 1’origine embryonnaire
du mélanocyte a la lumiére des récentes découvertes faites sur ce sujet, et du développement
du follicule pileux. Nous présenterons ensuite le profil d’expression du geéne Dct, spécifique
des mélanocytes et de ses précurseurs, et les signaux responsables de la régulation de
I’expression de ce geéne. Enfin, nous étudierons les différents outils de transgénése construits

avec le promoteur du gene Dct qui ont permis d’étudier le lignage mélanocytaire.

1 Le mélanocyte, origine embryonnaire et développement

du follicule pileux

1.1 Origine embryonnaire et migration

1.1.1 Détermination des mélanoblastes dans la créte neurale et migration par la voie

dorso-latérale

La créte neurale est une structure transitoire d’origine neuroectodermique, spécifique
des embryons de Vertébrés. Elle se forme tout le long de 1’axe antéro-postérieur. Chez
I’embryon de poulet, elle se forme entre le premier et le deuxiéme jour du développement,
chez la souris, entre le huitiéme et le neuvieéme jour du développement embryonnaire (ES et
E9) et, chez I’homme, au cours de la troisiéme semaine de gestation. Les cellules de la créte
neurale sont induites a la fronti¢re entre le futur épiderme et le futur systeme nerveux central
(le tube neural), au moment ou ceux-ci se séparent 1’un de 1’autre (Moury and Jacobson, 1989,
1990; Selleck and Bronner-Fraser, 1995). Les principaux dérivés de la créte neurale sont : les
neurones et les cellules gliales du systéme nerveux périphérique, les mélanocytes, les cellules

musculaires lisses, le tissu conjonctif et enfin le cartilage et les éléments du squelette cranien
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(Le Douarin, et al., 2004). La créte neurale est a I’origine de la plupart des cellules
pigmentaires du corps des Vertébrés (Rawles, 1947). Les mélanocytes des follicules pileux,
de I’épiderme, du derme, de la choroide, de la glande de Harder et de la stria vascularis de
I’oreille interne sont dérivés de la créte neurale (Steel and Barkway, 1989). Seuls les
mélanocytes de I’épithélium pigmentaire de la rétine (RPE pour retinal pigment epithelium)
ont une origine différente ; ils dérivent de la cupule optique.

La délamination est le processus qui conduit au détachement et a la migration d'une
population de cellules présente au sein d'un épithélium auparavant homogene. Les dérivés des
cellules de créte neurale délaminent tous a partir de la surface dorsale du tube neural. La
distribution finale de chaque dérivé est, quant a elle, spécifique. Deux modéeles sont avancés
pour expliquer les différences de distribution des dérivés de crétes neurales.

Le premier modele postule que les cellules de la créte neurale quittant le tube neural
sont multipotentes. Les cellules en migration subissent une restriction de leurs potentialités en
fonction du micro-environnement rencontré. Dans ce modé¢le, le micro-environnement joue un
role primordial en orientant les précurseurs multipotents vers un phénotype précis et en
permettant la survie et la maturation de sous-populations déja déterminées (Le Douarin, et al.,
1993; Reedy, et al., 1998; Selleck and Bronner-Fraser, 1995; Stemple and Anderson, 1993).
Pour une cellule, la détermination correspond a I’acquisition, en principe irréversible, de sa
destinée. Selon ce premier modéle, des cellules de créte neurale sont déterminées en tant que
mélanoblastes dans la zone de migration constituée par 1’espace entre la surface dorsale du
tube neural, les somites et I’ectoderme, appelé MSA (migration staging area) (Serbedzija, et
al., 1990; Serbedzija, et al., 1994).

Au contraire, le deuxiéme modéle postule que les cellules de créte neurale sont
déterminées dés leur émergence du tube neural et empruntent la voie de migration dictée par
leur détermination. Ce modéle n’exclut pas que la spécification soit réversible. Chez le poulet,
des expériences de greffes et des études sur le développement du lignage mélanocytaire in
vivo et in vitro ont montré que :

* la détermination des cellules de créte neurale en tant que précurseurs de mélanoblastes

a lieu avant leur entrée dans la voie de migration dorso-latérale,

* les mélanoblastes migrent préférentiellement selon la voie dorso-latérale,
* seuls les mélanoblastes ont la capacité d’entrer dans la voie de migration dorso-latérale

(Erickson and Goins, 1995; Reedy, ef al., 1998).
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Les mélanoblastes émergent des crétes neurales, tandis que les mélanocytes
fonctionnels se trouvent essentiellement dans 1’épiderme et les follicules pileux. Les
précurseurs des mélanocytes doivent donc migrer depuis la zone de détermination jusqu’au
lieu de différenciation qui correspond a leur emplacement définitif. Chez la souris, le profil de
migration des mélanocytes a été mis en évidence par coloration des cellules de créte neurale
avec des colorants vitaux (Serbedzija, et al., 1990; Serbedzija, et al., 1994) et par I’étude du
profil d’expression du geéne Dct (Dopachrome tautomérase), aussi appelé Tyrp2 (Tyrosine
related protein 2) (Steel, et al., 1992). Les mélanoblastes migrent par la voie dorso-latérale,
entre le dermomyotome et la lame basale de I’ectoderme (Figure 24). Chez la souris, la
migration dorso-latérale a lieu entre E8 et E12,5 (Hirobe, 1995; Serbedzija, et al., 1990;
Serbedzija, et al., 1994).

Figure 24 : Représentation schématique de la voie de migration des cellules de créte neurale
(Serbedzija, et al., 1990)

Au stade embryonnaire E9, les cellules dérivées de la créte neurale suivent deux voies distinctes : (1)
la voie dorso-latérale entre le dermomyotome et 1’épiderme (DLP) et (2) la voie ventrale entre le tube
neural et le dermomyotome (VL).

1.1.2 Les précurseurs des cellules de Schwann, un nouveau réservoir de

mélanoblastes

L’ensemble des données présentées ci-dessus a établi que toutes les cellules
pigmentaires présomptives suivent la voie dorso-latérale, pour ensuite envahir la peau et se

différencier en mélanocytes. Pourtant, une étude récente montre que le systéme nerveux
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périphérique présent dans la peau pendant le développement est a 1’origine d’un grand
nombre de mélanocytes (Adameyko, et al., 2009). Selon cette étude, les précurseurs des
cellules de Schwann ou SCP (Schwann cell precursors), en contact avec les axones, donnent
naissance non seulement a des cellules gliales, via le processus de gliogenese, mais aussi a
des mélanocytes. Le potentiel de développement et la plasticité des SCP sont les questions au
centre de cette étude.

» Origine et différenciation des SCP

Les SCP dérivent des cellules de la créte neurale qui migrent pour former le systéme
nerveux périphérique pendant le développement embryonnaire. Chez la souris, durant les
stades E9,5 a E14, les cellules dérivées de créte neurale, situées a 1’intérieur ou a la surface
des nerfs du systéme nerveux périphérique, sont appelées les SCP. A ce stade, ces cellules ne
possédent plus les caractéristiques biochimiques et morphologiques des cellules de la créte
neurale (pour revue voir (Jessen and Mirsky, 2005)). De fagon caractéristique, leur survie
dépend de leur contact avec le systéme nerveux (Jessen, et al., 1994). Ces cellules vont
donner naissance a toutes les cellules de Schwann du systéme nerveux adulte via un processus
défini. Pendant un stade intermédiaire, des cellules de Schwann dites immatures se
distinguent des SCP. En effet, ces cellules de Schwann immatures expriment des marqueurs
moléculaires différents des SCP, elles possedent une lame basale et elles ne dépendent plus
d’un contact direct avec les axones pour survivre, puisqu’elles possédent leur propre circuit
autocrine (Jessen and Mirsky, 2005; Meier, et al., 1999).

A T’heure actuelle, il est postulé que les SCP sont générés en I’absence d’autres
signaux. Leur voie de différenciation a partir des cellules de créte neurale est considérée
comme une voie par défaut. Les signaux impliqués dans le contrdle de la gliogenese a partir
de la créte neurale, comme NRG1 (neuregulin-1), BMP2 et 4 (bone morphogenic protein) et
Notch, ont pour fonction d’inhiber le développement des cellules gliales, ou de supprimer ou
d’activer le développement neuronal (Morrison, et al., 2000; Shah, et al., 1994; Shah, et al.,
1996). 1l est difficile de prouver que ces facteurs initient positivement la gliogenése. De plus,
bien que le facteur de transcription SOX10 (SRY-box containing gene 10) soit nécessaire au
développement de la glie, il est en fait exprimé par toutes les cellules de la créte neurale. Ce
facteur ne semble donc pas faire partie d’une cascade de signaux responsables spécifiquement
du développement de la glie (Britsch, ef al., 2001). Ainsi, la détermination des SCP n’est pas
régulée par des facteurs spécifiques mais par des activités combinatoires de plusieurs signaux

étroitement connectés au systéme nerveux.
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» Nouveau panorama sur les origines et la migration des mélanoblastes

Le dogme, admis jusque récemment, postulait que toutes les cellules pigmentaires
présomptives sont uniquement issues de la voie dorso-latérale. Cependant les études qui ont
permis de montrer ce fait ne posaient pas la question de comment les mélanoblastes migrent
jusqu’au futur derme des régions ventrales du corps et des membres. L’étude réalisée par
Adameyko et collaborateurs en 2009 a permis de caractériser plus particuliérement la
migration des mélanoblastes vers la peau. Des preuves y sont présentées de I’existence d’une
voie de développement des mélanoblastes qui est distincte de la voie dorso-latérale, d’un
point de vue spatial et temporel, et qui est associée a 1’émergence des nerfs spinaux
(Adameyko, et al., 2009). Ces résultats suggérent que les dérivés de la créte neurale
empruntant la voie ventrale sont une source possible de mélanoblastes (Figure 25). Des
expériences de tracage du lignage mélanocytaire ont permis d’identifier les SCP associés au
systéme nerveux périphérique comme la source principale des mélanoblastes et des

mélanocytes matures (pigmentés) dans la peau de I’adulte (Adameyko, et al., 2009).

E8.5-E10.5

Ventral migration

NCCs Sensory

Sympathetic

SCPs Dorso-lateral migration
SCPs Schwann cells Melanocytes

Melanocytes

Endoneural fibroblasts

Figure 25 : Voies de migration des cellules de créte neurale
(Ernfors, 2010)

Les principaux types de cellules dérivées de créte neurale (NCCs) qui migrent par la voie ventrale
sont les précurseurs des cellules sensorielles, des cellules sympathiques et des cellules de Schwann
(SCPs). Les précurseurs des cellules de Schwann donnent naissance aux cellules de Schwann, aux
mélanocytes et aux fibroblastes endoneuraux.

SC (spinal cord) pour la moelle épini¢re ; DM pour dermomyotome ; NCCs (neural crest derived cell
types) pour cellules dérivées de la créte neurale
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Figure 26 : Illustration schématique des signaux et interactions dans le systéme nerveux
périphérique
(Ernfors, 2010)

I1 a été démontré qu’une situation dans laquelle il y a diminution du signal NRG1 et augmentation des
signaux IGF/PDGF entraine la cellule a emprunter la voie du lignage mélanocytaire. Ainsi le
mécanisme proposé est le suivant : les SCP migrent le long des nerfs et se différencient en cellules de
Schwann immatures ou matures, ce qui diminue le contact nerveux et le signal NRG1 et favorise donc
la destinée mélanocytaire. Au méme moment du développement, les niveaux de IGF/PDGF produits
par les cellules de Schwann immatures et matures augmentent et favorisent la détermination des SCP
en mélanoblastes. Les mélanoblastes ainsi spécifiés proliferent massivement puis migrent vers les
follicules pileux et la membrane basale de I’épiderme, sous I’influence des facteurs de localisation
(« homing factors ») et d’expansion exprimés dans la peau.
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Au vu des résultats obtenus, la question s’est posée de 1’existence d’un mécanisme
similaire chez I’adulte. Bien que les cellules de Schwann différenciées ne puissent pas donner
de mélanoblastes au cours du développement, il a ét¢ montré que ces cellules restent
compétentes pour produire des cellules pigmentées chez 1’adulte. Lorsque des cellules de
Schwann différenciées sont confrontées a un nouvel environnement, a la suite par exemple de
la perte de contact avec le systeéme nerveux périphérique, elles sont capables de donner des
cellules pigmentées (Adameyko, et al., 2009). Le choix de la destinée cellulaire entre la glie
et le mélanocyte dépend donc du contact avec les axones.

Pour analyser les bases moléculaires de ce phénomene, une lignée de souris délétée
pour le géne ErbB3 a été étudiée (Adameyko, et al., 2009). Ce geéne exprime 1’'un des
composants de I’hétérodimere ErbB2/ErbB3, le récepteur tyrosine kinase du ligand NRGI.
NRGI1 est synthétisé par les neurones sensoriels et moteurs, il est localis¢ dans la membrane
des axones (Bermingham-McDonogh, ef al., 1997; Ho, et al., 1995). Ce ligand s’accumule
dans les axones au moment ou les SCP colonisent les nerfs spinaux. NRG1 est essentiel a la
survie de ces précurseurs (Riethmacher, et al., 1997). 1l semble réguler la balance entre les
cellules gliales et les mélanocytes. L’étude de la délétion du géne ErbB3 a permis d’analyser
le role joué¢ par NRGI1 dans le développement des mélanocytes. Cette délétion induit une
augmentation du nombre de mélanoblastes au stade embryonnaire E12 aux extrémités distales
des nerfs spinaux, malgré une diminution globale des SCP le long du systéme nerveux
périphérique (Adameyko, et al., 2009). De plus, une expérience in vitro a montré que
I’addition de NRGI sur des cellules gliales en culture réduit le nombre de mélanoblastes
nouvellement formés (Adameyko, et al., 2009). Ces deux résultats montrent que NRG1 régule
négativement la détermination des SCP en mélanoblastes.

La survie des SCP est sous le contrdle du facteur NRG1 jusqu’a leur transformation en
cellules de Schwann immatures, qui produisent et répondent aux facteurs autocrines de survie
IGF (insulin-like growth factor) et PDGF (platelet-derived growth factor) (Meier, et al.,
1999). Ces facteurs autocrines entrainent les SCP restants dans la voie de différenciation du
lignage mélanocytaire (Adameyko, et al., 2009). Lorsque les SCP se multiplient, le signal
NRG1 devient limitant du fait d’'une compétition entre les cellules pour le contact nerveux.
Paralle¢lement, ces précurseurs se différencient en cellules de Schwann immatures, ce qui
entraine une augmentation du niveau des facteurs IGF/PDGF. La balance entre NRG1 et
IGF/PDGEF est alors inversée en faveur de la détermination des SCP en mélanocytes (Figure

26).

71






Chez le poisson zebre, I’existence d’une autre population de précurseurs de
mélanoblastes que celle issue de la voie dorso-latérale avait déja été postulée. Yang et
Johnson avaient fait I’hypothése que les cellules de la créte neurale du poisson zebre
engendrent non seulement des mélanoblastes et des mélanocytes matures, mais aussi une
population de cellules quiescentes de réserve. Cette population peut étre recrutée pendant le
développement larvaire ou la régénération d’un organe, par un mécanisme encore inconnu,
pour donner de nouveaux mélanocytes (Yang and Johnson, 2006). L’identité de ces cellules,
appelées « cellules souches de mélanocytes » est inconnue. Il a tout de méme été découvert
que les mélanocytes nouvellement régénérés proviennent d’une source non identifiée de
cellules non pigmentées, dont le processus de différenciation dépend du récepteur ErbB
(Hultman, et al., 2009). Chez le poisson zebre adulte, il existe donc des mélanocytes qui ont
une origine indépendante des dérivés connus de la créte neurale. Ils sont déja présents dans la
larve et leur différenciation dépend de la voie de signalisation NRG. Les SCP, identifiés
comme une source de mélanocytes par Adameyko et collaborateurs, ressemblent aux cellules
souches de mélanocytes, dont I’existence est postulée chez le poisson ze¢bre (Adameyko and

Lallemend, 2010).

Jusque récemment, il était admis que les mélanoblastes de la voie dorso-latérale
migrent sous I’épiderme pour coloniser I’ensemble de la peau du tronc et des membres, puis
traversent la lame basale de 1’épiderme. Beatrice Mintz avait fait ’hypothése que les
mélanocytes du pelage étaient des dérivés clonaux d’un petit nombre de mélanoblastes et que
tous les clones proliféraient de fagon identique pour générer une bande de couleur
transversale du pelage. Ces travaux suggéraient également un faible mélange des cellules
entre les différents clones (Mintz, 1967). Une étude plus récente, basée sur 1’analyse clonale
d’une seule cellule dérivée de créte neurale marquée génétiquement (Wilkie, et al., 2002),
montre qu’il existe un grand nombre de progéniteurs de mélanoblastes et que les mélanocytes
dérivés d’un progéniteur forment une grappe de cellules dans la peau. Ces grappes de
mélanocytes s’entremélent les unes avec les autres, entrainant souvent un chevauchement des
mélanocytes descendants de différents progéniteurs (Wilkie, et al, 2002). Wilkie et
collaborateurs ont déduit de ces résultats qu’il existe trois phases au cours du développement

des mélanoblastes : une premiere phase de prolifération, suivie d’une phase de migration sans
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Figure 27 : Illustration conceptuelle des origines cellulaires et des voies de migration des
mélanocytes
(Ernfors, 2010)

A- La voie de migration dorso-latérale telle qu’elle est décrite originellement. Les cellules dérivées
de créte neurale adoptent un destin mélanocytaire peu apres la délamination, puis migrent sans
proliférer sous 1’épiderme vers une zone précise de la peau. Une fois la destination atteinte, les
mélanocytes proliférent massivement.

B- Les SCP comme précurseurs de mélanocytes. Les cellules dérivées de créte neurale qui
n’empruntent pas la voie neuronale s’associent avec les nerfs et adoptent la voie des SCP. Ceux-
ci migrent le long des ramifications dorsale et ventrale vers des localisations cutanées. Aux
extrémités nerveuses, quelques SCP empruntent une destinée mélanocytaire : ils se détachent des
nerfs et se dirigent vers la peau ou ils proliférent massivement.

SC (spinal cord) pour moélle épiniére ; NCCs (neural crest derived cell types) pour cellules dérivées

de la créte neurale.
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prolifération et enfin une seconde phase de prolifération des cellules dispersées dans le corps
(Figure 27A).

Les SCP ont été identifiés comme un deuxieme groupe de précurseurs de
mélanoblastes présents au niveau du systéme nerveux périphérique (Adameyko, et al., 2009).
Tout en proliférant, les SCP migrent le long des nerfs nouvellement formés. Certains se
détachent de I’extrémité des nerfs pour donner naissance a des mélanoblastes (Figure 27B). 11
a été montré que la majorité des mélanocytes de I’épiderme et des follicules pileux, du tronc
et des membres, dérivent des SCP (Adameyko, et al, 2009). De plus, des analyses
histologiques ont révélé que les souris perdent un grand nombre de mélanoblastes dérivés de
la voie dorso-latérale peu aprés que la migration ait débuté (Adameyko, et al., 2009). Ces
résultats montrent une faible contribution des mélanoblastes de la voie dorso-latérale dans la
production des mélanocytes de I’épiderme et des follicules pileux de la souris. Wilkie et
collaborateurs avaient observé que la différenciation des mélanocytes avait lieu en grappes.
Ils expliquaient ce phénomene par 1’absence ou la quasi-absence de prolifération des
mélanoblastes pendant leur migration. L’existence des SCP en tant que précurseurs des
mélanocytes est finalement la raison probable de ce phénomeéne de différenciation en grappes.
En effet, les SCP migrent et proliférent le long des nerfs qui se ramifient jusque dans la peau
des différentes régions du corps (Figure 27B). L’ensemble des mélanocytes, différenciés a
partir d’un seul SCP situ¢ dans une région de la peau, peut donc former une grappe de

cellules.

Chez la souris, des mélanoblastes migrent dans toutes les régions du corps, entre
E14,5 et E16, puis ils se déplacent vers les bourgeons des follicules pileux pour coloniser la
couche la plus interne de la matrice du bulbe pileux (Hirobe, 1992, 1995; Jordan and Jackson,
2000). Des expériences de culture de peau de souris transgéniques Dct-lacZ qui expriment le
rapporteur LacZ dans les mélanoblastes et les mélanocytes (voir plus bas) ont permis de
montrer que la migration des mélanoblastes est liée a la formation du follicule pileux (Jordan
and Jackson, 2000). La colonisation du follicule pileux par les mélanoblastes est un
mécanisme actif qui fait intervenir un chimio-tactisme positif vers la base du follicule.
Lorsque les mélanoblastes ont colonisé¢ les follicules pileux, leur développement est

étroitement lié & celui du follicule pileux.
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1.2 Développement du follicule pileux et cycle de vie

1.2.1 Morphogenese du follicule pileux

Le développement du follicule pileux dépend d’une série de signaux échangés entre
les cellules mésenchymateuses du derme et les cellules épithéliales de 1’ectoderme (Fuchs, et
al., 2001; Hardy, 1992; Schmidt-Ullrich and Paus, 2005). Le derme contrdle également
I’espace inter-folliculaire (Oro and Scott, 1998; Zhang, et al., 2008). Chez la souris, un signal
dermique induit a E14,5 la formation de la placode dans I’épiderme. L’épiderme s’épaissit et
s’invagine dans le derme sous-jacent pour former le bourgeon épidermique du follicule
pileux. Plusieurs familles de signaux moléculaires participent a 1’induction de la placode.
Parmi eux, I’ectodysplasine-A (EDA), appartenant a la famille du TNF (tumor necrosis
factor), favorise la formation de la placode via son récepteur EDAR et le facteur NFxB
(nuclear factor kappa B). Les membres de la famille BMP (bone morphogenic protein)
inhibent la formation de la placode en entrant en compétition avec la signalisation de ’EDA.
Paralle¢lement a ces signaux dermiques, les signaux ectodermiques Wnt/B-catenine entrainent

la prolifération des cellules épidermiques vers le derme pour former la placode (Figure 28).
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Figure 28 : Etapes de signalisations précoces pour la spécification de la peau de I'embryon
(Fuchs, 2007)

Au cours du développement, 1’épiderme embryonnaire composé d’une seule couche de cellules
exprime les signaux Wnt. Quelques cellules ne répondent pas aux signaux Wnt et deviennent des
cellules épidermiques via les signaux BMP, EGF et Notch. Les cellules qui répondent aux signaux
Wnt regoivent de maniere sous-jacente par le mésenchyme les signaux d’inhibition FGF et BMP.
Ceux-ci commandent aux cellules de former un appendice. Ensemble, les signaux d’inhibition BMP et
les signaux d’activation Wnt favorisent la création de la placode. Les signaux sous-jacents provenant
du derme ordonnent a la placode de former le follicule pileux.
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Figure 29 : La morphogenése du follicule pileux
(d’apres (Fuchs, 2007))

La morphogenése du follicule pileux commence par la formation de la placode. Celle-ci entraine
la condensation des cellules dermiques pour générer la papille dermique qui sera associée au
follicule pileux de fagon permanente. Une fois formée, la papille dermique favorise la
prolifération rapide des cellules épithéliales de la placode et induit la croissance du bulbe vers le
derme et I’hypoderme pour former le follicule pileux.

Structure du follicule pileux complétement différencié. Il est constitué en partie de compartiments
d’origine dermique : la papille dermique et la gaine conjonctive (« connective-tissue sheath »).
Les autres compartiments sont d’origine épidermique : la tige pilaire (« hair shaft »), la gaine
épithéliale interne (« inner root sheath ») et la gaine épithéliale externe (« outer root sheath »)
dans laquelle le bulge est situé. Le bulbe (« bulb ») est la région située a la base du follicule
pileux.
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Sonic hedgehog (Shh) est un des premiers geénes exprimés dans la placode. Sh/ joue un
role crucial dans 1’organisation des cellules dermiques en permettant leur condensation pour
donner une papille dermique qui sera associée au follicule pileux de facon permanente (pour
revue, voir (Fuchs, 2007)). La papille dermique une fois formée favorise la prolifération
rapide des cellules épithéliales de la placode et induit la croissance du bulbe vers le derme et
I’hypoderme pour générer le follicule pileux différenci¢ (Figure 29A). Ces cellules
épidermiques ayant une importante capacité mitotique forment la matrice du bulbe pileux. Les
cellules filles de la tige pilaire sont poussées vers I’extrémité distale du follicule pileux en
formation. Les cellules de la matrice se différencient pour donner naissance aux différents
types cellulaires du follicule pileux. Le type cellulaire produit dépend de la localisation de la
cellule dans le bulbe (Legue and Nicolas, 2005).

Sur la partie supérieure du follicule pileux, des renflements apparaissent: le
renflement le plus superficiel correspond a 1’ébauche des glandes sébacées et le plus profond
correspond a I’insertion du muscle arrecteur du poil. Ce muscle s’insére de fagon oblique sur

la face postérieure, de sorte qu’il redresse le poil lorsqu’il se contracte.

1.2.2 Structure du follicule pileux

Une fois différencié, le follicule pileux posséde une structure complexe, composée de
compartiments parfaitement individualisés, les uns d’origine dermique (la papille dermique et
la gaine conjonctive), les autres d’origine épidermique (la matrice, les gaines épithéliales

interne et externe, la tige pilaire et la glande sébacée) (Figure 29B).

> Les compartiments d’origine dermique

La papille dermique est une région constituée de tissu conjonctif qui s’invagine a
I’intérieur de la matrice qui ’enveloppe. L’interaction physique entre la papille dermique et la
matrice est I’élément moteur de la croissance du poil. Cette masse ovoide peu dense sécrete
une matrice extracellulaire synthétisée par les fibroblastes. La gaine conjonctive est située
dans la continuité de la papille dermique et enveloppe le follicule pileux. Cette gaine est
constituée d’un tissu conjonctif composé de fibroblastes et de matrice extracellulaire. Une

membrane basale sépare le compartiment dermique du compartiment épidermique.
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> Les compartiments d’origine épidermique

La matrice est une zone germinative située a la base du bulbe qui entoure la papille
dermique. Elle est le sieége d’une intense activité mitotique. Les cellules de la matrice forment
la tige pilaire et la gaine épithéliale interne.

La gaine épithéliale interne, ou IRS (pour inner root sheath), résulte de la
prolifération et de la différenciation des cellules de la matrice. Elle entoure la tige pilaire pour
la guider de la matrice du bulbe vers 1’épiderme. Elle s’étend jusqu’au point de jonction avec
la glande sébacée. Elle comporte de I’intérieur vers 1’extérieur trois couches concentriques : la
cuticule, la couche de Huxley et la couche de Henle (Figure 30) (Porter, 2003). La
kératinisation de la gaine épithéliale interne s’accompagne de la mort des cellules au niveau

de la jonction avec la glande sébacée, ce qui libére la tige pilaire des parois folliculaires
(Tobin, et al., 2002).
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Figure 30 : Schéma d'une coupe de bulbe de follicule pileux
(Rogers, 2004)

Dans la région du bulbe, les cellules de la matrice qui entourent la papille dermique proliférent
activement (rouge). Les cellules filles forment d’une part la tige pilaire constituée de la medulla
(violet), du cortex (jaune) et la cuticule (mauve), d’autre part la gaine épithéliale interne constituée
d’une cuticule (gris foncé), de la couche de Huxley (bleu clair) et de la couche de Henle (bleu foncé).
La gaine épithéliale interne est entourée par la gaine épithéliale externe (blanc). Par ailleurs, les
cellules d’origine dermique, de forme allongée, représentent la papille dermique (gris clair) et la gaine
conjonctive (rose).
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La tige pilaire comporte de I’intérieur vers 1’extérieur trois couches concentriques : la
médulla, le cortex et la cuticule (Figure 30) (Porter, 2003). Les cellules du cortex synthétisent
des kératines et des protéines d’agrégation qui forment un ciment intercellulaire. On y trouve
¢galement les grains de mélanine responsables de la couleur du poil. La cuticule superficielle

protége essentiellement la fibre pilaire et maintient son intégrité.

La gaine épithéliale externe, ou ORS (pour outer root sheath), apparait au cours de la
morphogenése du follicule pileux et semble issue de 1’invagination de 1’épithélium de surface,
avec lequel elle est en continuité. Le « bulge » est un épaississement de la gaine épithéliale
externe, situ¢ au point d’insertion du muscle arrecteur du poil. Le bulge contient les cellules
responsables de la reconstruction d’un nouveau follicule pileux (Cotsarelis, et al., 1989). 1 est
la niche anatomique des cellules souches des kératinocytes (Oshima, et al., 2001) et des
mélanocytes (Nishimura, et al, 2002). Les mélanocytes matures, responsables de la
pigmentation du poil, sont localisés dans le bulbe des follicules pileux anagenes. Ils reposent
sur la lame basale qui entoure la papille dermique. Ces cellules synthétisent la mélanine au
sein de vésicules, appelées mélanosomes. Les dendrites des mélanocytes permettent le
transfert des mélanosomes vers les kératinocytes pré-corticaux qui formeront le futur cortex

de la tige pilaire.

1.2.3 Cycle de vie du follicule pileux

Le follicule pileux est un mini-organe producteur de poils. Les poils poussent de fagon
cyclique. Chaque cycle comprend trois phases. Pendant la phase de croissance, ou anagene, le
follicule pileux croit et le poil est formé a la fin de cette phase. Pendant la phase de
régression, ou catageéne, le follicule s’ involue et le poil meurt. La phase télogéne correspond a
une période de repos du follicule (Chase, 1954; Paus and Cotsarelis, 1999; Stenn and Paus,
2001; Sundberg, et al., 2005). Seule la partie profonde du follicule pileux subit des phases de
croissance et de régression. Chez une jeune souris, un cycle complet dure environ un mois
(Muller-Rover, ef al., 2001). Chez les souris agées, la phase télogeéne est plus longue, si bien

qu’un cycle peut durer plusieurs mois (Chase, 1954).
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Figure 31 : Cycle de vie du follicule pileux
(Fuchs, 2007)
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La phase anagéne est caractérisée par une activité mitotique intense des kératinocytes
dans le bulbe du poil (matrice et ORS). Elle est subdivisée en six stades. Les stades I a III
correspondent aux phases de développement du bulbe grace a une forte activité mitotique
dans la région du germe, située sous le poil précédent qui a la forme d’un club de golf (voir
ci-dessous). Le jeune bulbe croit autour de la papille dermique. Au stade III, le bulbe est
complétement formé et la papille se resserre a sa base. A ce moment, les mélanocytes se
placent au-dessus de la papille et développent des dendrites et produisent des grains de
mélanine. Lors des phases IV et V, la tige pilaire se forme mais est contenue dans les gaines
internes et externes. La tige pilaire de 1’épiderme émerge au stade VI (Muller-Rover, ef al.,

2001).

Au cours de la phase catageéne, les cellules de la matrice cessent de proliférer
brusquement. Il s’agit d’un processus controlé de différenciation cellulaire et d’apoptose. La
résorption de la partie transitoire du follicule pileux se traduit par une rétractation du bulbe
vers le derme et par une diminution de la taille de la papille dermique. Les cellules de la gaine

épithéliale externe situées au niveau du bulge se kératinisent intensément.

Pendant la phase télogéne, le follicule pileux est au repos et atteint sa taille minimale
dans le derme. Il s’agit de la partie permanente du follicule. La kératine compacte au niveau
du bulge retient le poil mort qui reste attaché au follicule par une structure qui rappelle celle
d’un club de golf (en anglais club hair). Pendant la transition télogéne/nouvelle anagéne, des
cellules souches quiescentes localisées prés de la papille dermique sont activées pour produire
une nouvelle tige pilaire (Blanpain, et al., 2004; Tumbar, et al., 2004). Le nouveau poil en
croissance pousse 1’ancien qui tombe en fin d’anagéne IV (Muller-Rover, et al., 2001). Les
cellules souches du bulge produisent des cellules a fort index mitotique qui sont les futures
cellules de la matrice.

Le cycle de vie du follicule pileux est illustré sur la Figure 31.
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Les mélanosomes sont des lysosomes modifiés, spécifiques des mélanocytes (Orlow,
1995). La mélanogenese est la voie de biosynthése des pigments de mélanine (Figure 32).
Elle a lieu exclusivement dans les mélanosomes. Deux types distincts de mélanines sont

produits au cours de cette biosynthése : les eumélanines (pigments bruns et noirs) et les

phéomélanines (pigments rouges et jaunes).
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Figure 32 : Voie de biosynthése des mélanines
(d’apres (Tobin, 2008))

DHICA : acide 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylique ; DOPA : dihydroxyphenilalanine



2 Expression et régulation du géne Dct

2.1 La DOPAchrome tautomérase, une enzyme de la famille des

Tyrosinases

2.1.1 La protéine Tyrosinase

Le géne tyrosinase (Tyr) est localisé sur le chromosome 7 de la souris, au locus
albinos. La tyrosinase est une métalloprotéine a cuivre, membranaire. La région
transmembranaire permet 1’intégration de la protéine dans le mélanosome. La tyrosinase est
I’enzyme qui initie la mélanogenése. Cette enzyme est limitante pour I’ensemble de cette voie
métabolique. L’alléle le plus connu au locus Tyrosinase (Tyr) est la mutation albinos (7yr).
Les souris homozygotes pour cette mutation sont blanches aux yeux rouges, car elles ne
produisent pas de mélanine.

Différentes équipes ont utilis¢é un anticorps de lapin pour détecter la protéine
correspondante chez la souris. Cet anticorps était en fait capable de reconnaitre deux autres
protéines présentes dans des extraits cellulaires de mélanocytes. Ces trois protéines partagent
40% d’identité en acides aminés (Jackson, 1988; Jackson, et al., 1992; Kwon, et al., 1987,
Shibahara, ef al., 1986). Les protéines ainsi découvertes ont ét¢ nommées TRP1 et TRP2 pour

Tyrosinase-Related Protein 1 et 2.

2.1.2 La protéine TRP1

Le gene Tyrpl est localisé sur le chromosome 4 de la souris, au locus brown. La
protéine TRP1 est une métalloprotéine membranaire. Chez la souris, TRP1 possede une faible
activité dopachrome tautomérase (Winder, ef al., 1993) et une forte activit¢ DHICA oxydase.
Elle oxyde le DHICA en carboxyl-indole quinone (Kobayashi, ef al., 1994). Chez I’homme,
TRP1 ne possede pas d’activité DHICA oxydase (Boissy, et al., 1998). TRP1 pourrait jouer
un rdle dans la prolifération et la morphologie des mélanocytes. Elle pourrait aussi modifier

I’activité de la tyrosinase (Li, et al., 2004).

2.1.3 La protéine TRP2 ou DCT

Le geéne Tyrp2 est localisé sur le chromosome 14 de la souris, au locus slaty (Jackson,
et al., 1992). La protéine TRP2 est une métalloprotéine membranaire. TRP2 posse¢de une forte
activitt DOPAchrome tautomérase. Elle catalyse 1’isomérisation de la DOPAchrome en

DHICA (Tsukamoto, et al., 1992). Spontanément, la DOPAchrome se transforme en DHI.
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Figure 33 : Représentation schématique du géne Dct et de ses transcrits
(Jiao, et al., 2006)

Schéma de la structure des exons du géne Dct dans le chromosome 14 de la souris.
Schéma du transcrit Dct en entier.

L’isoforme du transcrit Dct qui contient ’exon 7 mais pas les exons 8§ et 9 est présente dans le

RPE.
L’isoforme du transcrit Dct qui ne contient pas I’exon 7 est présente dans les mélanocytes.
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Pour cette raison, la protéine TRP2 et le gene Tyrp2 ont été rebaptisés DCT (DOPAchrome
tautomérase) et Dct. Le DHI est rapidement métabolisé en indole-quinone puis en mélanine. Il
est donc fortement toxique pour le mélanocyte. Le DHICA est beaucoup plus stable et il est
incorporé lentement dans le polymére de mélanine. La protéine DCT, en favorisant la
formation du DHICA, minimise les effets cytotoxiques de la mélanogenese (Tsukamoto, et
al., 1992). 11 existe trois mutations au locus Dct (Budd and Jackson, 1995). Les souris
mutantes slaty produisent un pigment d’eumélanine de couleur gris foncé/marron plutot que
noir, dii a une activit¢ DOPAchrome tautomérase significativement plus faible que chez les

souris sauvages (Jackson, et al., 1992).

2.2 Le profil d’expression du géne Dct en fait un bon marqueur du lignage

mélanocytaire

Chez la souris, le géne Dct est localisé sur le chromosome 14 et est composé de 9 exons.
La séquence codante de ce gene est située sur le brin complémentaire, soit dans la direction
téloméro-centrique. Il existe deux isoformes du transcrit Dct qui résultent d’un épissage
alternatif de ’exon 7 (Figure 33). Le transcrit présent dans les mélanocytes ne contient pas
I’exon 7, tandis que le transcrit des cellules du RPE contient I’exon 7 mais pas les exons 8 et 9

(Jiao, et al., 2006).

2.2.1 Expression attendue dans les mélanoblastes et les mélanocytes

Par des expériences d’hybridation in situ sur des embryons de souris de stades tardifs
et des nouveaux-nés, il a été montré qu’une sonde spécifique a I’ARN messager (ARNm) du
géne Dct s’hybride fortement avec toutes les cellules contenant de la mélanine (Steel, et al.,
1992). Ces résultats ont été confirmés par des expériences d’immuno-histochimie avec un
anticorps dirigé contre la protéine DCT (Pavan and Tilghman, 1994). L’analyse histologique
classique ne permet pas de distinguer les mélanoblastes des cellules du mésenchyme du fait
de I’absence de mélanine. La sonde dirigée contre I’ARNm de Dct, appelée sonde Dct, a
permis d’identifier les mélanoblastes dés le stade E10. Les cellules exprimant I’ARNm Dct
ont été identifi¢es comme les mélanoblastes pour leurs caractéristiques : leur nombre, leur
localisation et le fait qu’a partir du stade E16,5 la sonde Dct soit spécifique aux mélanocytes
pigmentés (Steel, et al., 1992). La sonde Dct et 1’anticorps anti-DCT ne marquent pas toutes

les cellules dérivées de la créte neurale, car des dérivés de la créte neurale, comme les cellules
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mésenchymateuses de la machoire inférieure, n’expriment pas DCT (Steel, et al., 1992). Steel
et collaborateurs ont conclu que la protéine DCT est spécifique des mélanoblastes et des
mélanocytes.

Au stade E9,5, la sonde Dct s’hybride avec la vésicule optique et 1’épithélium
présomptif pigmentaire de la rétine. Au fur et & mesure du développement de I’ceil, entre E9,5
et E11,5, ’hybridation avec la sonde Dct est de plus en plus intense. A E11,5, la sonde Dct
s’hybride sur toute la largeur du RPE. L’expression de Dct est détectée dans le mésenchyme
postérieur a I’oreille interne a partir de E10, ce qui correspond a la détection la plus précoce
de mélanoblastes en migration. L’expression de Dct au niveau du canal cochléaire et de la
stria vascularis augmente progressivement jusqu’au stade E16,5 (Steel, et al., 1992). A partir
de E12, les mélanoblastes sont détectés par hybridation avec la sonde Dct dans le derme et le
mésenchyme sous-cutané. Cependant leur distribution est inégale et de nombreuses régions de
la peau sont dépourvues de mélanoblastes. Aux stades plus tardifs, les mélanocytes sont
essentiellement localisés dans des follicules pileux, mais beaucoup sont encore observés dans
le derme (Steel, et al., 1992).

Les résultats d’immuno-histochimie montrent que la protéine DCT est spécifique des
mélanocytes interfolliculaires chez I’embryon a E18,5 et des mélanocytes des follicules pileux
d’un souriceau de 7 jours (Pavan and Tilghman, 1994). Les sites d’expression de la protéine
DCT chez I’embryon tels qu’ils sont révélés par immuno-histochimie, reflétent la distribution
de ’ARNm Dct observée par hybridation in situ (Pavan and Tilghman, 1994). Les résultats
obtenus par immuno-histochimie révelent également une distribution qui n’est pas uniforme
des cellules positives pour DCT : les cellules DCT+ sont observées le long de ’axe antéro-
postérieur, spécialement au niveau de la téte, des membres postérieurs et de la base de la
queue. Au contraire, avant le stade E15,5, trés peu de mélanoblastes sont observés dans la
partie du tronc située entre les membres. De méme, la distribution dorso-ventrale n’est pas
uniforme (Pavan and Tilghman, 1994). Ces observations sur la distribution non-uniforme des
cellules DCT+ rejoignent celles de Steel et collaborateurs utilisant I’hybridation in situ.

Dans la peau des souris adultes, DCT est la seule enzyme de la famille des tyrosinases
a étre exprimée dans les cellules souches des mélanocytes situées dans le bulge du follicule
pileux (Botchkareva, et al., 2001; Nishimura, et al., 2002). Contrairement aux geénes 7yr et
Tyrpl, Dct est toujours exprimé dans les mélanomes et méme dans les tumeurs amélanotiques

(Orlow, 1995; Pak, et al., 2001).
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2.2.2 Expression inattendue dans le télencéphale

La protéine DCT est également exprimée dans la partie frontale du télencéphale a partir
du stade E10,5. Ce marquage, détectable jusqu’a E14 est surprenant car les cellules DCT+ du
télencéphale ne sont pas destinées a devenir des mélanocytes (Steel, et al., 1992).
L’expression du géne Dct dans le cerveau a été étudiée chez la souris transgénique Dct-LacZ
(Mackenzie, et al., 1997). Au cours du développement, I’expression du rapporteur LacZ est
localisée dans la partie dorsale du télencéphale entre E10,5 et E12,5. Entre E15,5 et E17.,5,
I’expression du rapporteur s’est déplacée dans la zone ventriculaire, ou sont situées les
cellules souches neuronales (Jiao, et al., 2006). Chez ’adulte, le niveau d’expression du gene
Dct diminue fortement. Chez les souris Dct-LacZ, la B-galactosidase est observable dans le
cortex, le septum, la zone subventriculaire, le gyrus denté et le bulbe olfactif. Des expériences
d’immuno-histochimie chez la souris agée de 15 jours (2 P15) corroborent ces résultats (Jiao,
et al., 2006). L expression de Dct dans le cerveau change donc dans 1’espace et dans le temps.

Des expériences de RT-PCR ont été réalisées sur des cDNA issus de télencéphales de
souris embryonnaires, de mélanocytes et de télencéphales de nouveau-nés de souris (Jiao, et
al., 2006). L’isoforme du transcrit Dct présente dans le télencéphale est la méme que celle
présente dans les mélanocytes (Figure 33D), c’est-a-dire qu’elle est dépourvue de 1’exon 7
(Jiao, et al., 2006).

Des expériences d’inhibition de 1’expression du gene Dct dans des cellules en culture
dérivées du télencéphale d’un embryon a E13,5 ont été réalisées avec des siRNA (small-
interfering RNA). L’inhibition de Dct entraine une diminution du nombre de cellules
d’environ 25%. Au contraire, la surexpression de Dct dans des cellules de la zone
subventriculaire du cerveau induit une augmentation du nombre de cellules de 260% (Jiao, et
al., 2006). Le facteur de transcription SOX10 est exprimé dans les cellules de la créte neurale,
alors qu’il n’est plus exprimé dans les progéniteurs des cellules non-gliales (Kim, et al.,
2003). Par ailleurs, SOX10 active ’expression du gene Dct dans les mélanoblastes et les
mélanocytes en interagissant directement avec son promoteur (Jiao, et al., 2004; Potterf, et
al., 2001). SOXI10 intervient également dans le développement du systéme nerveux
périphérique (Britsch, et al., 2001). Dans des progéniteurs neuronaux, la surexpression de
Sox10 augmente le niveau d’expression de Dct, tandis que ’inhibition de Sox/0 le diminue
d’une maniére dose-dépendante (Jiao, et al., 2006). L’ensemble des données obtenues par Jiao

et collaborateurs montre que I’expression spatio-temporelle du geéne Dct est liée a la
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Figure 34 : Hybridation in situ sur un embryon de souris entier a E11,5
(Baxter and Pavan, 2002)

La sonde Dct s’hybride avec 1’épithélium pigmentaire de la rétine, le télencéphale, les mélanoblastes
en migration et les ganglions dorsaux.

TRP-2 TRP-1 Tyrosinase Pigment
PRE 9.5 11.5 13.5 11.5
Melanoblasts 10 14.5 14.5 16.5
Telencephalon 10.5 Never Never Never

The times are given in days post coitum and are nominal ages taken
from the equivalent stages of development in Theiler (1989).

Tableau 2 : Stades d'apparition des marqueurs des mélanocytes dans I'épithélium pigmentaire
de la rétine, les mélanoblastes en migration et le télencéphale
(Steel, et al., 1992)

PRE ou RPE (en anglais « pigment retinal epithelium ») pour épithélium pigmentaire de la rétine.
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neurogenese du cortex cérébral. Dct joue donc un rdle dans la prolifération des progéniteurs

neuronaux, en plus de son implication dans la biogenese de la mélanine (Jiao, et al., 2006).

Une expérience d’hybridation in situ sur ’embryon in toto a E11,5 illustre I’ensemble
des résultats décrits dans cette section 2.2 (Figure 34) (Baxter and Pavan, 2002). DCT est
donc un bon marqueur des mélanoblastes en migration a partir de E10, c’est-a-dire 4 jours
avant que les sondes dirigées contre les ARNm codant la tyrosinase et TRP1 ne détectent les
mélanocytes et 6 jours avant que la mélanine ne soit produite. Le Tableau 2 présente les
différents stades d’apparition des marqueurs des mélanocytes dans le RPE, le télencéphale et

les mélanoblastes.

2.3 Régulation du géne Dct

Le facteur de transcription MITF (microphthalmia-associated transcritpion factor) est
le régulateur majeur de la spécification des mélanoblastes (pour revue voir (Levy, et al., 2006;
Steingrimsson, et al., 2004)). MITF est un facteur de transcription de type hélice basique -
boucle-hélice leucine zipper (bHLH-ZIP) (Hodgkinson, et al., 1993). MITF est exprimé dans
les mélanoblastes juste apres leur émergence du tube neural et bien avant leur entrée dans la
voie de migration dorso-latérale, ce qui correspond & la mise en place du lignage
mélanocytaire. Chez la souris, des mutations au locus Mitf empéchent les cellules dérivées de
la créte neurale de devenir des cellules DCT positives (Opdecamp, et al., 1997). Les
promoteurs des geénes de la famille des tyrosinases possédent tous un motif M-box
(AGTCATGTGCT) dans leur région proximale. Ce motif contient la séquence consensus
CANNTG qui est le site de fixation de nombreux facteurs de transcription a structure hélice-
boucle-hélice (Massari and Murre, 2000). Le facteur de transcription MITF se lie a ces
différents motifs et transactive les promoteurs associés a chacun des sites (Bentley, et al.,
1994). MITF régule également 1’expression des geénes de la famille des tyrosinases via un
motif E-box (Aksan and Goding, 1998).
Des analyses génétiques ont mis en évidence une relation épistatique entre les génes Sox/0 et
Mitf: SOX10 régule I’expression du gene Mitf en se fixant au promoteur et en 1’activant (Lee,
et al., 2000b; Verastegui, et al., 2000). SOX10 régule également 1’expression du géne Dct en
se liant directement a son promoteur (Potterf, et al., 2001). SOX10 interragit avec au moins

deux motifs consensuels présents dans la région proximale du promoteur du geéne Dct, définis
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par les séquences AACAAAG (-141; -135) et GTCAAAG (-292; -298) (Ludwig, et al.,
2004).

Les promoteurs des génes Tyr et Tyrpl sont caractérisés par des éléments de
régulation situés loin en 5°, a 15 kb en amont du premier exon. Ces séquences sont conservées
au cours de 1’évolution. Ces ¢léments de régulation sont nécessaires a 1’expression des genes
Tyr et Tyrpl dans les mélanocytes et le RPE (Giraldo, et al., 2003; Murisier, et al., 2007).
Aucune séquence de régulation en position distale n’a été découverte dans le promoteur du

gene Dct (Murisier, et al., 2008).

Chez I’homme, DCT n’est pas exprimé dans les mélanocytes actifs du bulbe pileux.
Cependant DCT est exprimé dans 1’épiderme et dans des cultures primaires de mélanocytes
de cheveux et de peau (Commo, et al., 2004). Cette carence spécifique du follicule pileux
humain résulte probablement d’une régulation transcriptionnelle liée a 1’absence de la
protéine SOX10 (Commo, ef al., 2004). L’absence de la protéine DCT dans les mélanocytes
du follicule pileux est surprenante compte tenu du réle présumé de I’enzyme dans la voie de

biosynthése des mélanines.

3 Utilisation du géne Dct en transgénése

3.1 La souris transgénique Dct-LacZ

Une lignée de souris transgéniques portant le géne rapporteur LacZ sous le contrdle du
promoteur Dct a été produite en 1997 (Mackenzie, et al., 1997). Une séquence de 3,4 kb du
promoteur Dct a été utilisée pour mimer 1’expression du géne endogeéne. L’objectif était
d’identifier les premiers mélanoblastes avant I’apparition de pigment. Chez 1’embryon, le
promoteur Dct est actif a partir du stade E9. L’expression du rapporteur LacZ est d’abord
observé a E9 au niveau de I’ceil, puis a E9,5 dans le télencéphale. A E10,5, I’expression de
LacZ s’étend a I’ensemble du RPE. Le marquage dans le cerveau est observable de E9,5 a
E17,5. L’expression du transgeéne au niveau du bulbe olfactif est détecté entre E14,5 et E16,5
(Mackenzie, et al., 1997). Ces observations sont en accord avec les résultats obtenus par
hybridation in situ et par immuno-histochimie (Pavan and Tilghman, 1994; Steel, et al.,

1992).
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Figure 35 : Coloration X-gal de souris transgéniques Dct-LacZ
(Mackenzie, et al., 1997)

A E10,5, les mélanoblastes sont clairsemés le long de la voie dorso-latérale du tronc et de la
queue. Au niveau de la région cranienne, les mélanoblastes sont présents dans le mésencéphale et
dans I’ceil.

A EI12,5, les mélanoblastes sont présents dans 1’ceil et autour. Les mélanoblastes occupent
également le mésenchyme latéral a la moelle épiniere jusque dans la queue. La partie ventrale de
I’embryon ne révele aucun marquage.

A E14,5, pratiquement toute la surface de I’embryon est recouverte du marquage X-gal avec une
forte concentration du marquage au niveau de 1’oreille (P pour pinna). Les vibrisses et les autres
follicules pileux au niveau de la téte (indiqués par des fléches) contiennent un grand nombre de
mélanoblastes. Une forte concentration de cellules marquées encadre ’ceil et la glande de Harder
(H). A ce stade, les mélanoblastes commencent & migrer dans les membres postérieurs et
antérieurs, mais pas encore dans les pattes.

A E16,5, les mélanoblastes commencent & envahir les pattes, mais pas encore la surface ventrale
des membres.
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La coloration X-gal identifie les mélanoblastes apres qu’ils aient quitté la créte neurale
a partir de E10,5. IIs sont alors situés dans le mésenchyme en position latérale par rapport a la
créte neurale (Figure 35A). A E12,5, le nombre de cellules marquées augmente dans la partie
caudale de I’embryon. A ce stade, la partie dorsale contient beaucoup plus de cellules LacZ
positives que la partie ventrale. Des mélanoblastes commencent a migrer dans les membres
antérieurs, puis un ou deux jours plus tard, dans les membres postérieurs. Au niveau de la
téte, des mélanoblastes s’accumulent autour de I’ceil a partir de E12,5. Ils colonisent la
choroide, la glande de Harder, la strie vasculaire de 1’oreille interne et la cochlée (Figure
35B). Vers E14,5, des mélanoblastes sont présents sur I’ensemble de la surface de la téte
(Figure 35C). A E16,5, seules les surfaces ventrales des membres ne sont pas marquées
(Figure 35D). Apreés E17,5, la coloration X-gal ne peut plus pénétrer la peau de 1’embryon.
L’expression du transgéne est ensuite détectée dans des mélanocytes des follicules pileux
chez les souris adultes transgéniques (Mackenzie, et al., 1997).

A partir du stade E10,5, les ganglions dorsaux, du tronc et de la queue, et les nerfs
rachidiens de la région caudale sont nettement marqués par la coloration X-gal (Mackenzie, et
al., 1997). Pourtant aucune expression de la protéine DCT n’a été détectée par immuno-
histochimie dans les nerfs de la région caudale, et ’ARNm Dct n’est pas observé par
hybridation in situ entre E11,5 et EI15,5 (Mackenzie, et al, 1997). MacKenzie et
collaborateurs ont donc considéré que 1’expression du transgéne LacZ dans ces régions était
ectopique. A E12,5, le transgéne est exprimé dans la tige optique, ce qui n’est pas corroboré
par les expériences d’hybridation in situ. MacKenzie et collaborateurs en ont conclu que
I’expression du transgéne LacZ chez les souris Dct-LacZ s’étend au-dela de 1’expression
normale du géne Dct chez I’embryon. La Figure 34 présente le marquage par hybridation in
situ avec un ADNc Dct d’un embryon entier a E11,5. D’apres ce cliché, la sonde s hybride
avec les ganglions dorsaux contrairement a ce qui est décrit par MacKenzie et collaborateurs.
Ce résultat suggere que I’expression de LacZ au niveau des ganglions dorsaux des souris Dct-
LacZ n’est pas ectopique. De plus, il a été récemment montré que les SCP sont des
précurseurs de mélanocytes. L’expression du geéne Dct dans des ganglions dorsaux a partir de
E10,5 pourrait correspondre a la détermination des SCP en mélanoblastes.

La lignée Dct-LacZ a été largement utilisée pour identifier les mélanocytes et leurs
précurseurs chez I’embryon et chez I’adulte (Aubin-Houzelstein, et al., 1998; Aubin-
Houzelstein, et al., 2008; Delmas, et al., 2007; Jordan and Jackson, 2000; Nishimura, et al.,

2002; Schouwey, et al., 2007; Takemoto, et al., 2006). Les résultats présentés dans cette
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section 3.1 montrent que la lignée Dct-LacZ exprime a un niveau élevé le rapporteur LacZ. Le
niveau ¢levé d’expression du géne rapporteur LacZ chez les embryons et les souris
transgénique Dct-LacZ s’explique au moins en partie par un grand nombre de copies du

transgeéne (Ian Jackson, communication personnelle).

+
tCre/

3.2 La souris Dc : knock in et knock out au locus Dct

tm1(Cre)Bee/+ Cre/+

La souris transgénique Dct-Cre et la souris knock in Dct (appelée Dct
dans ce manuscrit) ont été décrites en 2002 (Guyonneau, ef al., 2002). Ce sont les premieres
souris qui expriment la Cre recombinase dans les mélanocytes. Le profil d’expression de la
Cre chez ces souris a été étudié par croisement avec des souris des lignées Rosa26™'>”
(R26R) et Z/EG. La lignée R26R posséde un rapporteur LacZ interrompu par une cassette
Stop encadrée de sites /oxP. Dans les cellules ou la Cre recombinase est exprimée, la cassette
Stop est perdue et le rapporteur LacZ est traduit. La lignée R26R exprime donc le rapporteur
LacZ sous condition d’expression de la Cre. Les souris Z/EG possédent un géne LacZ encadré
de sites loxP ; lorsque la Cre recombinase est active, le géne LacZ est perdu ce qui permet
I’expression d’une protéine GFP. Les embryons hybrides Dct-Cre x R26R présentent les
mémes marquages par coloration X-gal que ceux observés chez les embryons Dct-LacZ. A
E12,5, le marquage est présent dans le RPE, les mélanoblastes en migration et le télencéphale
(Guyonneau, et al., 2002). Comme pour les embryons Dct-LacZ, une expression du transgéne
LacZ est observée au niveau des ganglions et des nerfs rachidiens. Cette expression est alors
considérée comme ectopique. Les embryons hybrides Dct-Cre x Z/EG ont également été
étudiés. Des cellules fluorescentes sont détectées dans le RPE et dans le télencéphale a partir
de E10,5. A E12,5, des cellules fluorescentes sont visibles dans la région latérale du tube
neural, principalement dans le tronc. Ces cellules correspondent aux mélanoblastes en
migration (Guyonneau, et al., 2002). De fagon surprenante, aucun marquage GFP n’est
détecté dans les ganglions et les nerfs rachidiens (Guyonneau, et al., 2002).

Le géne Cre a été intégré a la place du premier exon du géne Dct par recombinaison
homologue dans des cellules ES. Des souris chimeéres ont été obtenues apres injection des
cellules ES recombinées homologues dans des blastocystes. Enfin, suite au croisement des

Cre/+

souris chimeres avec des femelles C57BL/6J, des souris knock in Dct ont été engendrées.

Cre/+

Le profil d’expression de la Cre chez les souris knock in Dct a été étudi¢ (Guyonneau, et

al., 2002). Les souris knock in ont été croisées avec les souris R26R. Chez les embryons et les
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adultes hybrides Dcr““" x R26R une expression du rapporteur LacZ a été détectée dans les
mélanoblastes et les mélanocytes. Cependant cette expression a été observée plus tardivement
(a E12,5) que chez les souris Dct-LacZ et Dct-Cre x R26R, ou elle est observée dés E10,5
(Guyonneau, et al., 2002). A E12,5, la coloration X-gal n’est pas identique chez les souris
Dt x R26R et chez les transgéniques Dct-LacZ (Figure 36). Bien que la coloration bleue

permette de visualiser les mélanoblastes/cytes chez les embryons Der<™*

x R26R, quelques
follicules pileux seulement sont colorés en bleu chez les adultes De/“* x R26R (Guyonneau,
et al., 2002). Ces résultats inattendus ne sont pas discutés dans ’article de Guyonneau et

collaborateurs.

Figure 36 : Comparaison du profil d'expression de LacZ
(Guyonneau, et al., 2002) et (Mackenzie, et al., 1997)

A- Expression du géne rapporteur LacZ au stade E12,5 chez les souris Dct“" x R26R.
B- Expression du géne rapporteur LacZ chez les souris transgéniques Dct-LacZ au méme stade.

Cre/+

Les souris knock in Dct ont été croisées entre elles pour donner naissance a des

Cre/Cre

souris homozygotes Dct (Guyonneau, et al., 2004). Ces souris n’expriment pas I’ARNm

Cre/Cre

Dct ni la protéine DCT (Guyonneau, et al., 2004). Les souris homozygotes Dct ont un

pelage d’une couleur plus claire et diluée que les souris Det“”"

et de génotype sauvage. Ce
phénotype est observé sur fonds agouti et nonagouti. Les organes dans lesquels Dct est
normalement exprimé ont été analysés : le cerveau, les yeux et la peau. Aucune différence

Cre/Cre

significative n’a ét¢ détectée entre les organes de souris Dct et sauvages. D’autres

organes qui n’expriment pas Dct sont normaux. Les conséquences phénotypiques dues a une
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absence d’expression de DCT sont restreintes aux mélanocytes, avec un effet décrit sur la

couleur du pelage uniquement (Guyonneau, et al., 2004). Des cultures primaires de

Cre/Cre

mélanocytes ont pu étre dérivées de souris homozygotes Dct . L’absence d’expression de

DCT ne semble affecter ni la viabilité, ni la prolifération de mélanocytes in vitro (Guyonneau,
et al., 2004).

D’apres Jiao et collaborateurs, la protéine DCT joue un réle dans la prolifération des

Cre/Cre

progéniteurs neuronaux (Jiao, et al., 2006). La souris Dct ne présente cependant aucun

défaut dans le cerveau ou dans le systéme nerveux périphérique. Ces résultats sont en
contradiction avec I’hypothése d’un role de Dct dans les progéniteurs neuronaux. De
nombreux facteurs de croissance régulent la prolifération des progéniteurs neuronaux, comme
le bFGF (basic fibroblast growth factor) et 'EGF (epidermal growth factor) (Cairns and
Finklestein, 2003; Deleyrolle, et al., 2006; Wang, et al., 2004). D’autres facteurs de
croissance peuvent donc compenser 1’absence de Dct pendant le développement

embryonnaire (Jiao, et al., 2006).

Cre/Cre

Les souris Dct ont été comparées aux souris portant la mutation slary (Det™). Les

phénotypes de couleur du pelage sont trés similaires. Les doubles hétérozygotes Det<“ issus

sl/sl

Cre/Cre et Dct

du croisement entre les lignées Dct ne peuvent étre distinguée des

Cre/Cre et Dc tsl/sl

homozygotes Dct (Guyonneau, et al., 2004). Ce test de complémentation

démontre que les deux mutations affectent le méme geéne et ont des effets similaires sur la

sl/sl

Cre/Cre et Dct

synthése d’eumélanine. Les follicules pileux Dct ont une quantité de mélanine

significativement plus faible que les souris de génotype sauvage. Cependant, la quantité

relative de mélanines chez les souris Dcr™ est significativement plus faible que chez les

Cre/Cre

souris Dct sans que cela soit visible au niveau du pelage (Guyonneau, et al., 2004). Les

- sl/sl . . . o ,
souris Dct™™ produisent une protéine DCT mutée. Aucune culture primaire de mélanocytes

NPT : slisl
n’a pu étre dérivée de souris Der™'™.

3.3 La lignée de souris avec un chromosome artificiel bactérien (BAC) Dct-
LacZ

Comme nous 1’avons vu, les génes Tyr et Tyrpl possedent des éléments de régulation
trés loin en amont du premier exon. Ces ¢éléments de régulation sont impliqués dans

I’expression des geénes Tyr et Tyrpl dans les mélanocytes et dans le RPE
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Figure 37 : Profils d'expression de LacZ chez les embryons de souris BAC Dct-LacZ
(Murisier, et al., 2008)

Coloration X-gal d’embryons de stade E10,5 (tg4), E12,5 (tg3) et E13,5 (tgl et 2). Le géne rapporteur
LacZ est exprimé dans les mélanoblastes, le RPE et le télencéphale. Dans certaines lignées, LacZ est
également exprimé dans les ganglions dorsaux.
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(Giraldo, et al., 2003; Murisier, et al., 2007). En effet, chez des souris transgéniques 7yr-
LacZ, construites avec 6 kb du promoteur du géne 7yr, le transgéne 7yr-LacZ n’a pas le profil
d’expression du géne Tyr endogeéne dans les mélanoblastes et le RPE. En revanche, chez des
souris transgéniques BAC Tyr-LacZ, portant un BAC de 186 kb qui comprend le géne Tyr, le

transgeéne a le méme profil d’expression que celui du géne endogeéne (Murisier, et al., 2007).

Dans le cas de la souris transgénique Dct-LacZ, nous avons vu qu’une séquence de 3,4
kb du promoteur Dct est suffisante pour mimer I’expression du geéne endogeéne dans le
télencéphale, les mélanoblastes/mélanocytes et le RPE. D’aprés MacKenzie et al., cette souris
transgénique présente néanmoins des expressions ectopiques du transgeéne dans les nerfs et les
ganglions dorsaux (Mackenzie, et al., 1997). Pour apporter un nouvel outil dans 1’étude du
lignage mélanocytaire, un BAC Dct qui comprend 147 kb de séquence du gene Dct a été
utilisé. Le géne rapporteur LacZ a été inséré par recombinaison homologue dans le BAC a la
place de I’exon 1 du géne Dct pour produire un BAC Dct-LacZ. Puis, des souris transgéniques
ont ét¢ fabriquées avec le BAC Dct-LacZ (Murisier, et al., 2008). Le profil d’expression du
rapporteur LacZ chez les souris transgéniques BAC Dct-LacZ correspond a celui du géne Dct
endogéne. En effet, ’expression du rapporteur est observée dans le télencéphale, les
mélanoblastes/mélanocytes et le RPE. Quelques colorations ectopiques sont également
observées dans I’ensemble de I’embryon pendant le développement. Cependant, elles sont
plus faibles que les expressions ectopiques rapportées chez les souris transgéniques Dct-LacZ,
que ce soit dans les ganglions dorsaux, dans les nerfs rachidiens ou dans la tige optique
(Figure 37) (Murisier, et al., 2008). Le profil d’expression du rapporteur chez les souris BAC
n’est finalement pas treés différent du profil d’expression du géne LacZ chez des souris
transgéniques Dct-LacZ avec le promoteur de 3,4 kb. L’utilisation du BAC permet une
expression a priori plus spécifique du transgene, mais il faut tenir compte de la difficulté de
construire un BAC et d’obtenir des souris transgéniques BAC (Murisier, et al., 2008). A
travers cette analyse, il a été montré que le géne Dct n’a pas d’éléments de régulation trés en

amont ou trés en aval du premier et du dernier exons, contrairement aux génes 7yr et Tyrpl.

3.4 Les souris transgéniques inductibles iDct-LacZ et iDct-GFP

Récemment, de nouvelles lignées transgéniques utilisant le promoteur Dct ont été

décrites. Le promoteur de 3,4 kb du gene Dct utilisé est celui présent dans le transgene
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Det-rtTA TRE-H2BGFP
transgenic mouse transgenic mouse

<O

Det- rtTA/TRF -GFP
bitransgenic mouse
(iDct-GFP)

— Dox + Dox

Figure 38 : Génération de la souris iDc-GFP
(Zaidi, et al., 2011b)

A- Génération des souris iDct-GFP. Les souris transgéniques Dct-rtTA ont été croisées avec les
souris TRE-H2BGFP pour donner naissance aux souris bi-transgéniques iDct-GFP. Ces derniéres

expriment de la GFP de fagon strictement régulée par la doxycycline.
B- Un embryon iDct-GFP au stade E11,5.
C- Un embryon Dct-LacZ au méme stade.
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Dct-LacZ. Ce promoteur controle 1’expression du géne transactivateur réverse de la
tétracycline ou rtTA (reverse tetracycline transactivator) (Woods and Bishop, 2011). En
présence de tétracycline ou de doxycycline la protéine rtTA active un transgene sous le
contréle de TRE, un élément de réponse a la tétracycline (TRE, Tet-response element). Les
souris Dct-rtTA ont été croisées avec des lignées de souris TRE-LacZ et TRE-H2B". Les
double-transgéniques Dct-rtTA TRE-LacZ et Det-rtTA TRE-H2B" sont nommées iDct-LacZ
et iDct-GFP, respectivement. Chez les souris iDct-LacZ, I’expression de LacZ est induite par
la doxycycline et révélée par coloration X-gal chez 1’adulte. On observe une coloration bleue
dans les mélanocytes des follicules pileux et de la peau, du dos et de la queue (Woods and
Bishop, 2011). Le geéne rapporteur est également exprimé dans le cerveau et dans 1’ceil
(Woods and Bishop, 2011). Ces résultats sont cohérents avec 1’expression attendue du gene
Dct. La souris transgénique Dct-rtTA est la premiere qui permette une expression inductible et

réversible d’un transgéne dans le lignage mélanocytaire (Woods and Bishop, 2011).

Une deuxieme équipe a également généré une lignée Dct-rtTA et I’a croisée avec la
lignée TRE-H2B®™" (Figure 38A) (Zaidi, ef al., 2011a). Les souris Dct-rtTA TRE-H2B',
nommeées iDct-GFP, posseédent des cellules pigmentées fluorescentes, ce qui permet non
seulement de les étudier au niveau cellulaire, mais aussi au niveau moléculaire apres un tri par
cytométrie de flux. Chez les souris iDct-GFP adultes, la protéine GFP est localisée dans le
bulbe, le bulge et la gaine épithéliale externe du follicule pileux, ou sont situés les
mélanocytes et leurs précurseurs (Zaidi, et al., 2011a). Par immunohistochimie avec un
anticorps anti-DCT sur coupe de peau, il a été montré que les marquages GFP et DCT se
superposent. La protéine GFP est donc bien exprimée exclusivement dans les cellules DCT+
(Zaidi, et al., 2011a). L’administration de doxycycline a une femelle Dct-rtTA a partir du
10,5°™ jour de gestation (E10,5) active I’expression de la GFP chez I’embryon. Une injection
par voie intrapéritonéale de doxycycline & un nouveau-né ou a un adulte active 1’expression
de la GFP dans les 12 a 18 heures qui suivent. A E11,5, ’embryon iDct-GFP exprime la GFP
dans le télencéphale, le RPE, les mélanoblastes en migration et les ganglions dorsaux. Le
profil d’expression de la GFP est comparable a celui du géne LacZ chez des embryons Dct-
LacZ au méme stade (Figure 38B et C) (Zaidi, et al., 2011b). Les souris iDct-GFP offrent un
nouveau modele pour suivre les cellules du lignage mélanocytaire chez I’embryon et chez

’adulte et pour isoler par tri en cytométrie de flux les mélanocytes et leurs précurseurs.
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Dans ce chapitre, nous avons vu que les dérivés de la créte neurale qui donneront des
mélanocytes ne migrent pas tous selon la voie dorso-latérale. Les précurseurs des cellules de
Schwann, qui suivent la voie ventrale, sont une seconde source de mélanocytes. Ces cellules
sont des précurseurs communs aux mélanocytes, aux cellules de Schwann et aux fibroblastes
neuronaux. Il se trouve que de nombreuses pathologies de ’homme sont caractérisées par des
troubles de la pigmentation associés a des anomalies du systéme nerveux périphérique. Ces
pathologies sont classées parmi les maladies neurocutanées. L’existence d’un précurseur
commun aux mélanocytes et aux cellules de Schwann fournit une nouvelle voie de recherche
pour comprendre ces maladies (Adameyko and Lallemend, 2010). Nous avons vu également
que le géne Dct est un bon marqueur du lignage mélanocytaire, bien qu’il soit également
exprimé dans le télencéphale. La question de son expression dans les ganglions dorsaux reste
a ¢lucider. Enfin, nous avons passé en revue les différentes utilisations du géne Dct en
transgénese. Dct s’avere €tre un outil trés intéressant d’une part pour étudier la biologie des
mélanocytes et d’autre part pour exprimer des geénes d’intérét dans les cellules productrices de
pigments. Les mécanismes qui régissent la progression du mélanome malin cutané sont
encore mal connus. Pourtant de nombreux geénes ont été identifiés sur la base de leur
surexpression dans les mélanomes. L’importance fonctionnelle de leur surexpression est
généralement inconnue. L’utilisation d’un systéme de transgénése sous contréle du promoteur
Dct permettrait de tester les effets d’une expression forcée dans les cellules pigmentaires de

tels génes et ainsi de mieux comprendre leurs fonctions dans les mélanomes malins cutanés.
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OBJECTIFS DE LA THESE

Chapitre 1 : Elaboration d’un nouvel outil d’ingénierie génétique

L’objectif de ma these était de fabriquer un outil original d'ingénierie génétique qui
permette d'exprimer toute séquence d'intérét dans les mélanocytes et leurs précurseurs chez
I’embryon et chez la souris adulte. Pour cibler au mieux le lignage mélanocytaire, nous avons
choisi de tirer parti du géne Dct/Trp2 codant la dopachrome tautomérase. Le but était de
faciliter 1’¢tude de geénes impliqués dans la biologie des mélanocytes ou dans le
développement et la progression des mélanomes malins.

Des geénes et des régions chromosomiques sont soupconnés d’avoir une importance
fonctionnelle lors de la progression du mélanome malin cutané. Ils ont été identifiés par des
méthodes diverses, comme les puces d’expression (Hoek, et al., 2004), les bibliotheques
SAGE (Weeraratna, et al., 2004), des études de transcriptome (Berger, et al., 2010; Luo, et
al., 2011) ou de génomique intégrative (Kabbarah, et al., 2010). Ces analyses reposent sur
une comparaison des profils d’expression des genes de mélanocytes normaux et de lignées de
mélanomes, ou de mélanomes primaires et métastatiques. Les résultats permettent d’identifier
de nombreux genes candidats préférentiellement exprimés dans les mélanomes malins cutanés
ou dans le mélanome en cours de développement. Pour mieux comprendre le role de ces
genes, il est nécessaire de développer des études fonctionnelles. L’utilisation de notre
approche permettrait d’analyser les effets d’une expression forcée de ces genes. Nous
souhaitions participer a ce type d’étude en intégrant le géne Rackl au locus Dct, en
collaboration avec ’'UMRI955 INRA de Génétique Fonctionnelle et Médicale de I’Ecole
Nationale Vétérinaire d’Alfort. Le géne RACKI est surexprimé dans les métastases des
mélanomes malins cutanés de ’homme (Egidy, et al., 2008). L’utilisation itérative de notre
systéme permettrait d’intégrer de nombreux geénes candidats au locus Dct en parallele. Cela
apporterait un gain de temps considérable dans I’étude de la progression du mélanome malin
cutané.

Il était donc important de développer un systéme sans risque d’expression ectopique
du transgéne. Comme nous 1’avons vu, les souris transgéniques portent, insérées au hasard, de

multiples copies en tandem de la molécule d'ADN injectée. Il en résulte parfois une
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1. Production des cellules ES Dct!-Scel'+ 2. Production du vecteur de
recombinaison homologue

I-Scel
cDNA
Vecteur de RH .
Cellule ES Dct** Vecteur de destination Vecteur d’ entrée
\ 1ére RH \ /
‘ cDNA
[

Cellule ES Dct-Scell+ Vecteur de RH

3. Transfection des cellules ES
DctI-SceI

cDNA

Vecteur d’ expression

de la méganucléase
I-Scel

v

Cellule ES DctcPNA*

Figure 39 : Principe du projet d'élaboration d'un nouvel outil d'ingénierie génétique
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expression ectopique du transgéne qui rend nécessaire 1’étude de plusieurs lignées
indépendantes de souris transgéniques, afin de distinguer les effets spécifiques du transgéne
des effets de position. Au contraire, la technique du knock in élimine les problemes
d’expression ectopique du transgéne. Dans ce cas, le facteur limitant est la fréquence faible de
la recombinaison homologue (RH) qui dépend en outre du locus ciblé. Pour s’affranchir de ce
probléme, nous avons choisi de favoriser la RH en forgant la production d’une cassure
double-brin au locus ciblé.
Le développement de I’outil s’est déroulé en trois étapes (Figure 39) :
1. La production d'une lignée de cellules ES de génotype Dct ™"
Ces cellules qui portent le site de reconnaissance de la méganucléase I-Scel inséré au locus
Dct ont été produites en réalisant une expérience de RH conventionnelle.
2. La fabrication d'un vecteur permettant une RH au locus Dct
Ce vecteur doit en outre pouvoir étre utilisé de fagon itérative pour permettre l'intégration au
locus Dct de n’importe quelle séquence d'intérét. Dans ce but, nous avons tiré profit de la
technologie Gateway” (Invitrogen).
3. Transfection des cellules ES Dct™”" avec un vecteur de RH, contenant une séquence
d'intérét, et un vecteur d'expression de la méganucléase I-Scel
Il est établi que I’induction d’un DSB dans le génome d’une cellule favorise le
mécanisme de réparation par RH au niveau de la cassure (Choulika, et al., 1995; Cohen-
Tannoudji, et al., 1998; Donoho, et al., 1998). L’induction d’un DSB au locus Villin dans des
cellules ES en culture a favorisé 1’intégration d’une séquence étrangere par RH et I’efficacité
de I’obtention de clones recombinants homologues a été améliorée d’un facteur 100 (Cohen-
Tannoudji, et al., 1998). Notre hypothese était que l'induction d'un DSB au locus Dct par la
méganucléase [-Scel favoriserait la RH dans des cellules ES en culture et permettrait
d’obtenir avec une fréquence élevée des clones portant la séquence d'intérét insérée au locus
Dct. Nous avons testé notre hypothese en intégrant le géne rapporteur Lagol, dérivé du gene
LacZ d’Escherichia coli. A partir du geéne bactérien LacZ, tous les ilots CpG ont été
supprimés par des mutagenéses successives pour donner naissance au gene LagoZ (Chevalier-
Mariette, et al., 2003). Dans une seconde étape, les codons ont été « humanisés » et une
séquence NLS a été ajoutée pour aboutir au géne Lagol (non publié¢). Le rapporteur LacZ est
utilisé de longue date en transgénése. Les modifications réalisées pour donner le géne Lago!

devraient permettre une expression plus forte de la B-galactosidase. Au cours d’un deuxi¢me
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test, nous avons intégré un second gene rapporteur au locus Dct, le géne H,BmCherry qui
exprime une protéine fluorescente rouge localisée au niveau du noyau.
Les résultats de cette étude sont présentés sous forme d’un article (en préparation)

dans le Chapitre 1 de la partie Résultats et discussions.

Chapitre 2 : Etude du patron d’expression des génes rapporteurs
Lagol et H,BmCherry intégrés au locus Dct

La souris transgénique Dct-LacZ exprime le transgene dans les mélanocytes et ses
précurseurs. Chez I’embryon, le transgéne est exprimé dans le télencéphale, les ganglions
dorsaux et les mélanoblastes en migration (Mackenzie, et al., 1997). L expression du géne
LacZ dans les ganglions dorsaux a longtemps été considérée comme un marquage ectopique.
Des observations récentes ont montré 1’existence d’un précurseur commun aux mélanocytes
et aux cellules de Schwann, appelé précurseur de cellules de Schwann. Chez les souris Dct-
LacZ, le marquage X-gal dans les ganglions dorsaux est peut-&tre dii a 1’existence de ces
précurseurs. Nous souhaitions donc documenter le profil d’expression du géne Dct avec un
rapporteur inséré par RH a la place de I’exon 1 du géne Dct.

Comme nous 1’avons vu dans le Chapitre 2, section 3.2, de la partie Introduction, une

. . eqe . ., . \ , . +
seule souris knock in utilisant le promoteur Dct a 6té publiée jusqu’a présent, la souris Dct™

(Guyonneau, et al., 2002). La souris Dct“"

a été croisée avec la souris R26R et le profil
d’expression du rapporteur LacZ observé chez les souris hybrides n’est pas semblable a celui
observé chez les souris transgéniques Dct-LacZ. La différence entre les profils d’expression
n’est pas discutée dans I’article en question. Le géne inséré par knock in est le géne codant
pour la Cre recombinase. Le profil d’expression de ce géne est étudié via la délétion d’une
cassette floxée au locus Rosa26 qui entraine ’expression du rapporteur LacZ. Le profil
d’expression de ce rapporteur chez les souris hybrides Dcr™" x R26R dépend de Iefficacité
de recombinaison de la cassette floxée. L emploi de cet outil de recombinaison peut aboutir a
des efficacités variables selon le site ciblé et la disposition des séquences loxP. De plus, les
diverses utilisations de la Cre recombinase ont montré que cette protéine pouvait avoir des
effets toxiques sur le tissu ciblé (Higashi, et al., 2009; Huh, et al., 2010). Il convient donc

d’étudier le profil d’expression du géne Dct via un autre rapporteur inséré a ce locus par

recombinaison homologue.
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agol-Néo/+

Nous avons utilisé notre outil pour générer des cellules ES knock in Dct" , puis

DcfP?BmCherry-Néo't (o article M. Fenina, en préparation). L objectif était d’abord de vérifier
prep )

que les geénes rapporteurs €taient exprimés dans des cellules pigmentées in vitro. Pour cela,
nous avons utilisé une technique de différenciation des cellules ES en mélanocytes, puis nous

avons observé ’expression des génes rapporteurs dans les cellules en culture. Nous avons

agol-Néo/+

. o Ao . s L +/+
¢galement généré des souris chimeres (Dct — Dct '), avec lesquelles nous avons

agol-Néo/+

. . , . L .y . o
produit une lignée de souris Dct . Nous avons crois¢ les souris hétérozygotes entre

tLago] -Néo/Lagol-Néo

elles et obtenu des souris homozygotes Dc . Nous avons observé le phénotype

des souris homozygotes et comparé nos résultats a ceux de Guyonneau et collaborateurs sur

Cre/Cre agol-Néo/+

les souris Dct (Guyonneau, ef al., 2004). Enfin, des souris chiméres males (Dct"

+/+

<> Dct ') ont été croisées avec des souris femelles PGK-Cre. Nous avons ainsi créé une

ZLLago]/—%—

lignée de souris Dc , pour lesquelles la cassette Néo est délétée. Nous avons analysé le

“!”" chez I’embryon et chez I’adulte et

profil d’expression de Lagol chez les souris Dct”
I’avons comparé¢ au profil du rapporteur LacZ des souris transgéniques Dct-LacZ. Les
résultats de ces études sont présentés dans le Chapitre 2 de la partie Résultats et

discussions.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

Chapitre 1 : Elaboration d’un nouvel outil d’ingénierie génétique

1 Article : Une cassure double-brin induite par I-Scel ne
favorise pas la recombinaison homologue au locus Dct
dans les cellules embryonnaires souches de souris

Cet article est en préparation et sera soumis a Nucleic Acids Research.

L’induction d’une cassure double-brin a un locus favorise le ciblage de géne a ce locus
chez la levure, les plantes et les cellules de Mammiféres. Chez la souris, le géne Dct est
exprimé de facon assez spécifique dans les mélanocytes et leurs précurseurs. Nous
souhaitions développer un outil de ciblage de géne au locus Dct dans les cellules ES de souris
qui permette d’insérer n’importe quelle séquence nucléotidique d’intérét a ce locus et
d’étudier les conséquence de son expression forcée sur le devenir des cellules pigmentées
chez I’embryon et chez 1’adulte. Cet outil permettrait en particulier d’étudier 1’effet d’une
expression forcée de certains des genes surexprimés pendant la progression du mélanome
malin et dont la surexpression pourrait avoir une importance fonctionnelle sur la sévérité de la
tumeur.

Nous avons d’abord inséré le site de reconnaissance d’I-Scel dans I’intron 1 du géne
Dct par une recombinaison homologue conventionnelle. Nous avons obtenu un clone ES

recombinant homologue de génotype Dcr 5™’

. La Cre recombinase a été exprimée
transitoirement dans ces cellules pour ¢éliminer la cassette de sélection a la Néomycine insérée
au locus Dct. Deux clones ES MF1 et MF2 Der™“’" ainsi générés ont été validés pour le
passage a la lignée germinale. Nous avons évalué I’efficacité de coupure de la méganucléase
I-Scel au locus Dct in vivo. La technique dite de ligation-mediated-PCR (LM-PCR) permet de
détecter d’éventuelles coupures dans une région chromosomique donnée. Nous avons testé

par LM-PCR [I’existence de coupures au site I-Scel dand des cellules ES Der /", Deux

plasmides d’expression de I-Scel, pCMV-I-Scel et pCAG-I-Scel, ont été introduits dans des
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cellules ES Dcf ™" et les coupures ont été recherchées. Les résultats ont montré que des
cassures au locus Dct sont effectivement induites. Nous avons dés lors voulu tirer profit des

cellules Det ™5™

pour introduire virtuellement n’importe quelle séquence d’intérét a la place
du geéne Dct.

Un premier vecteur de réparation de la cassure appelé HR1 a été construit. Dans le
vecteur HR1, la séquence a insérer au locus Dct est le géne Lagol, un géne dérivé du geéne
LacZ. Les cellules Dcf™“"" ont ét6 électroporées simultanément avec un plasmide
d’expression de I-Scel et le vecteur de réparation HR1. Les expériences effectuées avec le
plasmide d’expression pCMV-I-Scel n’ont pas généré de clone recombinant homologue. Les
expériences réalisées avec le plasmide pCAG-I-Scel ont produit un clone recombinant
homologue. La fréquence de recombinaison homologue en présence de I-Scel, exprimée par
le plasmide pCAG-I-Scel, est estimée a 1,4 x 107. Cette efficacité est la méme que celle
d’une expérience de recombinaison homologue conventionnelle. En analysant ces résultats,
nous avons identifié¢ une particularité de la construction HR1 qui pouvait expliquer une faible
fréquence de RH. En effet, en plus des régions d’homologie nécessaire a la RH, le plasmide
HR1 contenait deux courtes régions, de 183 pb au total, qui sont homologues aux séquences
situées autour du site I-Scel de 1’alléle Dcf ™. Or il a été montré que la RH favorisée par une
cassure double-brin a lieu majoritairement dans les 200 pb encadrant le site de coupure. Notre
hypothese était que la RH s’est produite avec ces courtes régions d’homologie plutot qu’avec
les séquences homologues qui permettaient 1’intégration du rapporteur Lagol. Nous avons
donc construit un deuxiéme vecteur de réparation de la cassure, HR2. Le vecteur HR2 n’a
plus le défaut du vecteur HR1. Le plasmide HR2 contient le géne rapporteur H>B-mCherry.
Nous avons introduit dans les expériences suivantes une recombinaison homologue

conventionnelle qui implique de transfecter les cellules Der™5

avec le plasmide HR2 sous
une forme linéaire. Nous avons en parallele transfecté simultanément dans les cellules
Det™ un plasmide d’expression de I-Scel (pCMV-I-Scel ou pCAG-I-Scel ) et le vecteur
HR2. L’expérience de recombinaison homologue conventionnelle a produit un clone
recombinant homologue. L’expérience avec pCMV-I-Scel (et HR2) n’a pas produit de clone
recombinant homologue. L’expérience avec pCAG-I-Scel (et HR2) a produit un clone
recombinant homologue. Les fréquences de recombinaison homologue sont estimées a 1,6 %

107 lorsque I’enzyme I-Scel est exprimée (pCAG-I-Scel) et a 2,7 x 107 dans le cas d’une

recombinaison homologue conventionnelle. La fréquence de recombinaison homologue
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lorsque la méganucléase I-Scel est exprimée n’est donc pas supérieure a la fréquence de
recombinaison homologue conventionnelle au locus Dct.

A travers cette étude, nous avons montré qu’un site de reconnaissance de I-Scel peut
étre coupé in vivo par la méganucléase lorsqu’il est présent au locus Dct. Nous avons
¢galement montré que cette coupure ne suffit pas a augmenter la fréquence de recombinaison
homologue par rapport a une recombinaison homologue conventionnelle. La recombinaison
homologue n’est donc pas systématiquement plus efficace lorsqu’une coupure double-brin est
induite par [-Scel au locus cible que lorsque 1’expérience est effectuée avec un vecteur de
réparation linéaire sans cassure double-brin préalable. La structure de la chromatine au locus

cible pourrait expliquer en partie cette différence.
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ABSTRACT

Target-site double-strand breaks (DSBs) at natural endogenous loci were shown to increase
the rate of gene replacement by homologous recombination in mouse embryonic stem cells.
The effect of DSB at the dopachrome tautomerase (Dct) locus on the efficiency of gene
targeting was studied using an embryonic stem cell line carrying the recognition site for the
yeast [-Scel meganuclease embedded in the Dct gene. The targeted integration was measured
after transfection of a repair vector with or without I-Scel expression constructs. The I-Scel
meganuclease was indeed able to introduce a DSB at the Dct locus in live ES cells. However,
the level of gene targeting was not improved by the DSB induction, indicating a limited
capacity of I-Scel to increase the efficiency of homologous recombination at the Dct locus.
These data suggest that targeted recombination by meganuclease-induced DSB may be locus

dependent in mammalian cells.



Introduction

The natural efficiency of the delivery of donor sequences at a specific locus of the mouse
genome in embryonic stem (ES) cells by homologous recombination varies between 1x107
and 1x10®. Such a frequency is too low to consider the iterative introduction of a number of
genes of interest at a given locus in standard practice. This problem can be overcome by
enhancing recombination reactions at the target site through the induction of a double-strand
break (DSB) (1). Such DSBs can be induced with the yeast mitochondrial I-Scel
meganuclease which has an 18-bp recognition site, absent normally in the mammalian
genome but that may be added to the genome of recipient cells. In previous studies performed
with I-Scel, specific DSBs were shown to stimulate homologous recombination in mouse 37T3
fibroblasts, PCC7-S multipotent cells, and in several ES cell lines (2-6). Similar results were
recently observed in Chinese hamster ovary cells after lentiviral delivery of the I-Scel protein
(7). Expression of I-Scel was also shown to be relevant to improve the efficiency of gene
targeting in other organisms, including plants (8). Altogether, it is generally admitted that a
system based on the introduction of an I-Scel recognition site close to the targeted locus in the
genome of recipient ES cells combined with transient expression of the I-Scel meganuclease

to create a DSB, should enhance the precise delivery of donor sequences at this site.

The Dct gene encodes the dopachrome tautomerase, a melanogenic enzyme. In the embryo,
Dct is expressed in pigment cell precursors, i.e. melanoblasts, derived from the neural crest, in
cells of the retinal pigment epithelium (RPE) and in the developing forebrain (9,10). In the
adult epidermis, Dct is expressed in pigment cells at all differentiation states: in stem cells
that reside in the bulge region of the hair follicle, in progenitors of the outer root sheath and in
melanocytes of the hair matrix (11). Studies performed in the mouse with a LacZ reporter
gene expressed under the control of 3.4 kb of the Dct promoter depicted LacZ expression in
melanoblasts and melanocytes, in the RPE, forebrain, dorsal root ganglia and caudal nerves
(12). Hence, Dct promoter was shown to mimic largely the endogenous expression pattern of
the gene although the expression of LacZ in the dorsal root ganglia is thought to be an ectopic
staining (12). The Dct promoter has thus been used in transgenic mouse lines to drive the
expression of genes in melanocytes and their precursors (13-16). However, a drawback of
using combination of regulatory region from Dct and the coding regions of exogenous genes,
either reporter genes or genes whose function is to be evaluated, is that several independent
lines are required to distinguish the specific expression of the transgene from ectopic

expression (17). Besides, Dct knockout mice are viable and fertile, and exhibit no defects,



with the exception of a diluted coat color (18), making Dct an interesting gene target for
knockin experiments. We thus became interested by constructing a genetic tool that would
allow to insert with a high efficiency virtually any gene of interest in place of the Dct gene.
Such a tool would be useful, to study the effects of expression of genes that are significantly

upregulated in cutaneous melanomas, as an example.

Our approach relied on the combination of three components: an ES cell line carrying a Dct
allele with the I-Scel recognition site, an I-Scel expressing plasmid and a template for the
DSB-repair process carrying sequence homologies to the target. The targeted integration at
the Dct locus was tested after transfection of both the I-Scel expressing plasmid and the repair
construct in the modified ES cell line. We report here that an I-Scel recognition site embedded
within the Dct gene sequence can be cleaved by transiently expressed I-Scel meganuclease in
ES cells. We further show, using two different repair vectors, that I-Scel-mediated DSB did
not increase the frequency of homologous recombination at the Dct locus compared to

conventional homologous recombination.
Materials and methods
Plasmids and cells

Plasmid pPBSKAB#4 was given by L.J. Jackson (MRC, Edinburgh, UK). Plasmids pL253,
pL452, pPSW23 were provided by N. Copeland and N. Jenkins (Frederick, MD, USA). CK35
ES cells (19) were grown on mitomycin C-treated Neo® primary fibroblasts in Dulbecco’s
modified Eagle’s Medium + GlutaMAX (Invitrogen) supplemented with 15% fetal bovine
serum, 0.1 mM B-mercaptoethanol (Sigma), 10> U/ml murine LIF (PAA) as previously
described (20).

Design of repair vectors

To insert an [-Scel recognition site at the Dct locus, a replacement vector was constructed. A
6.5 kb Snabl-Hincll fragment from pPBSKAB#4 that contains 18 kb of Dct gene (21) was
inserted into the Spel site of pL253 to produce pL253-Dct plasmid. To introduce an I-Scel
recognition site and a Neo® cassette into the 6.5 kb Dct fragment, a minitarget vector was
constructed. A 5° Dct fragment containing a Nhel site was amplified and flanked with Kpnl
and EcoRI sites using the following primers: 5’Kpnl forward
5’-ATAGGTACCTCCCAATTAAGAAGGCATGG-3’ and 5’EcoRI reverse
5’-GCGGAATTCCGCCTTTCTGAGTGAAGAG-3’. The amplicon was inserted into
pCR2.1 plasmid (TOPO TA Cloning®, Invitrogen). The I-Scel recognition site was added at



the Nhel site. Besides, a 3° Dct fragment was amplified and flanked with BamHI and Sacll
sites using the following primers: 3’BamHI forward
5’-GTAGGATCCACCTTTGGCTTGTTTGTTGG-3’ and 3’Sacll reverse
5’-ATACCGCGGAGGACATGAGAACCCCAGA-3’. The amplicon was inserted into a
pCR2.1 plasmid. pSW23 plasmid was digested by Kpnl and Sacll, and filled in with the three
fragments: the 5’ Kpnl-EcoRI fragment containing the I-Scel site, an EcoRI-BamHI Neo®
cassette from pL452 plasmid and the 3’ BamHI-Sacll fragment. The replacement vector was
produced by a recombineering reaction between the modified pSW23 and pL253-Dct
plasmid. The replacement vector carries a herpes simplex virus-thymidine kinase (HSV-TK)

negative selection cassette downstream of the 6.5 kb Dct fragment.

The construction of homologous recombination (HR) repair vectors HR1 and HR2 relied on
the Gateway” technology (Invitrogen). Entry and destination vectors were produced.
pENTRIA entry vector (Invitrogen) contains ccdB flanked with multi-cloning sites (MCS).
The SV40 polyadenylation sequence (pA) was inserted at the EcoRV site to give
pENTRI1ApA. The Lagol gene with its start codon (provided by J.F. Nicolas, Institut Pasteur,
Paris, France) was inserted in pENTR1ApA in place of ccdB (Fig. 1). The first destination
vector (DV1) was constructed as follows. Starting from pL253-Dct plasmid, a SexAl-Avrll
400 bp fragment containing the ATG start codon was removed from Dct sequence. A linker
made of the following primers was used to fill the gap in Dct sequences: HpaPme forward
5’-CTAGGTTAACGTTTAAA-3’ and HpaPme reverse 5’-CCTGGTTTAAACGTTAAC-3".
The linker allowed the insertion of a unique Hpal recognition site into pL253-Dct, giving
pL253-Dct-Hpal plasmid. To insert the Neo® cassette into pL253-Dct-Hpal, a recombineering
reaction was performed and gave pL253-Dct-Hpal-Neo® plasmid. Finally, a reading frame
cassette A (RfA) (Gateway” technology) that contains the Cm"-ccdB cassette flanked by
attR1 and atfR2 sites, was inserted at the Hpal site into pL253-Dct-Hpal-Neo® to obtain DV1.
In DV, the negative selection cassette HSV-TK from pL253 is downstream of the 3’
sequence homology of Det (Fig. 1). To produce the first repair vector (HR1), the Cm®-ccdB
cassette in DV1 was replaced by Lago! gene using LR reaction (Gateway” technology) (Fig.
1).

To remove the short regions of homology between the HR1 repair vector and the first intron
of Dct gene, a second destination vector (DV2) was produced. The H,B-mCherry reporter
gene with its start codon (provided by J. Artus, Sloan-Kettering Institute, New-York, USA)
was inserted in place of ccdB in pPENTR1ApA entry vector (Fig. 2). To obtain DV2, a 2.8 kb



Avrl1-Bsu361 fragment was synthetized. It contains a Neo® cassette framed with FRT sites and
1 kb of Dct genomic sequence. A 1 kb Avrll-Bsu361 fragment was removed from the pL253-
Dct-Hpal plasmid and replaced by the 2.8 kb synthetized AvrII-Bsu361 fragment. Then RfA
was ligated at the Hpal site. Figure 2 shows the map of DV2. To produce the second repair
vector (HR2), the Cm®-ccdB cassette of DV2 was replaced by the HoB-mCherry sequences
using LR reaction (Fig. 2). The integrity of the repair vectors was verified by sequence

analysis.
Homologous recombination assay

To insert a unique I-Scel site at the Dct locus, CK35 ES cells were electroporated with the
Notl-linearized replacement vector. G418 (300 pg/mL) was added 48 h after plating for 12
days and gancyclovir (2 uM) was added 96 h after plating for 4 days. The Neo® cassette was
removed using pIC-Cre plasmid (22) in which the transcription of Cre is driven by a synthetic
HSV-tk promoter and enhancer. Fifteen micrograms of pIC-Cre plasmid were electroporated
into approximately 1 x 10" ES clone 4 cells and the cells were cultured without G418. For the
gene targeting with HR1 repair vector, MF1 ES cells were electroporated with 20 pg of
supercoiled HR1 alone or with 33 pg pCMV-I-Scel (23) or 37.5 pg pCAG-I-Scel (24). The
ratio of expression plasmid to repair vector was 5 to 1. For the experiment using HR2, MF1
ES cells were electroporated with 30 pg of supercoiled HR2 plasmid alone or with either 11
ug pCMV-I-Scel or 13 ug pCAG-I-Scel expression plasmids. The ratio of expression plasmid
to repair vector was 1 to 1. Approximately 1.6 x 10’ MF1 ES cells were independently
electroporated with 30 pg of Notl-linearized HR2 plasmid, as a control.

DNA analysis in selected clones

Genomic DNAs of ES clones obtained after selection with G418 and gancyclovir were
digested with BamHI. Correct gene targeting was analyzed by Southern blot using a 1 kb 5’
external probe produced by PCR amplification with the following primers: SDCTF forward
5’-TTGGGGTCAGGGAGATACAG-3’ and SDCTR reverse
5’-TGAGCAGCAGTGAAGTTTGG-3".

Ligation-mediated PCR (LM-PCR) analysis

Approximately 1.6 x 10" MF1 ES cells were electroporated with 50 pg pCMV-I-Scel,
pCAG-I-Scel or mock plasmid. Four hours later, genomic DNA was extracted. Two
micrograms of genomic DNA from MF1 cells transfected with the mock plasmid were

digested with Pstl or I-Scel and precipitated. LM-PCRs were performed with these PstI- and



[-Scel-digested DNAs, and with undigested DNA from MF1 cells transfected with mock
plasmid, pCMV-I-Scel or pCAG-I-Scel. LM-PCRs were performed as follows. LM-CI
primer 5’-AATTCTTCAACCGGACAT-3" was used for the first extension. The extension
product was ligated to an asymmetrical synthetic double-stranded linker constituted of two
primers: a 25-mer linkerF primer forward 5’-GCGGTGACCCGGGAGATCTGAATTC-3’
and an 11-mer linkerR primer reverse 5’-GAATTCAGATC-3". A first PCR amplification was
done on this ligation product using primer LM-C2:
5’-CGGACATGCAAATGCACAGGTGAGG-3’ and the linkerF. The PCR-amplified product
was then exponentially amplified by nested PCR using LM-C3 primer and linkerF (LM-C3
5’-CCCTTGGGCAGACCCAGATGTCACT-3’). The PCR products were separated on an
agarose gel, then alkaline blotted to a nylon membrane, and hybridized to the following 36-
mer radioactive probe LM

5’-CTTCTGAGGAGAGGCGACACTGGTGACAAACTGTTA-3".
Generation of Dcr 5" mice

Two independent D™’ 129/Sv ES clones, named MF1 and MF2, were introduced into
C57BL/6]J blastocysts, which were transferred to pseudo-pregnant C57BL/6J females. Male
chimeras (129/Sv Dct™5“/" < C57BL/6J Dct ") were mated with C57BL/6J females. The

t]—SceI/+

progeny was genotyped at the Dct loc