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Résumé Francais

Les cellules ES murines peuvent étre maintenues indifférenciées in
vitro en présence d’un inhibiteur de la différenciation Leukemia Inhibitory
Factor (LIF). En absence de LIF, les cellules ES se différencient en
structures appelées corps embryoides (EB). Les EBs contiennent une
variété de types cellulaires incluant des progéniteurs endothéliaux et
hématopoiétiques. Mon projet consiste a déléter une région précise du
génome afin d’identifier de nouveaux déterminants géniques impliqués
dans la différenciation hématopoiétique et dans le développement.

La technique utilisée pour y arriver consiste a utiliser le systéme de
recombinaison médiée par le recombinase Cre. Un premier site loxP est
introduit par recombinaison homologue dans les cellules ES 4 un endroit
précis dans le génome sur le chromosome X. Une série de deuxiémes sites
loxP sont introduits en trans de fagon aléatoire par infection rétrovirale. La
recombinaison entre ces sites induite par la Cre produit une série de
délétions chevauchantes. La taille des délétions est estimée par la perte de
marqueurs géniques. Les clones identifiés sont différenciés en corps
embryoides et introduits dans des blastocystes, afin de détecter un
phénotype anormal in vitro et in vivo. Le géne responsable sera

éventuellement caractérisé par complémentation.

Mots clés :

Cellules souches embryonnaires, corps embryoides, LIF, hématopoi¢se,
développement embryonnaire, la technologie Cre/loxP, délétions

chevauchantes, chromosome X, locus BTK, rétrovirus
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English abstract

Mouse ES cells can be maintained in an undifferentiated state, in
vitro, in the presence of LIF (leukemia inhibitory factor), an inhibitor of
differentiation. Without LIF, ES cells will differentiate into structures
known as embryoid bodies (EB). EBs contains a variety of different cell
types. In my project, I wanted to delete a specific genomic region in order
to identify genes involved in the haematopoietic commitment and
differentiation.

We propose to use the Cre\loxP system to generate large deletions in ES
cells. The first loxP site is introduced by homologous recombination on
the X chromosome. The second loxP site is introduced randomly by
retroviral integration. Thereafter, addition of the Cre recombingse
generates a series of deletions between the 2 loxP sites activating the
transcription of a selectable gene and resulting in a set of nested deletions.
The interesting clones will be differentiated into EBs and introduced into
blastocysts. The targeted region of a clone with an abnormal phenotype
will be characterized.

This approach will permit the deletion of specific regions of the X
chromosome allowing for the possibility of a large scale functional screen

in ES cells.

Key words:

Embryonic stem cells, embryoid bodies, LIF, hematopoiesis, embryonic
development, cre/loxP technology, nested deletions, X chromosome, BTK,

retroviruses



Table des matiéres

Résumeé (Frangais)............cccoooeeeieeiieieceeeireceeereereee et eve s eeens ii
Abstract (English) ..........ccoooriiiiiieeeeeeeeeeeee e v
Table des MAtIRYes.........c.coceeviiiiiriieieee et \
Liste des Tables ............cccoiiiiriiiiieeneeeree et vii
Liste des FIGUIeS........cc.coceviriiiniiiiecreeieee et e e ae e viii
Liste des Abréviations.............c..ccccocieieniiiiniiiniinieceeeeeeeee e X
Remerciement...............cccooooiiiiiiiiiiinienereeteeree ettt xii
Chapitre 1: Introduction 1
1. Hématopoiése et cellules souches embryonnaires 2
1.1 Propriétés des cellules souches embryonnaires............cccceeveevererennnen. 2
1.2 L’autorenouvellement des cellules ES..........coocovininiininnincninnnnenn. 3
1.3 Developpement hématopoiétique chez 1a Souris........coceeveeeevenieneenennen. 5
1.4 Différenciation hématopoiétique dans les cellules ES.......................... 7
1.5 Possibilités offertes par les cellules ES..........ccoeeveveeecrecenienieeenen, 11
2. Réarrangements chromosomiques définis dans les cellules ES ..... 16
2.1 Le systéme de recombinaison Cre/loxP .........coccceeverieeeeveciecennnen. 16
2.2 Délétions chevauchantes ..........c.cccoceeiereriiensenceiececeeee e 21
3. Le chromosome X 26
3.1 Hématopoiése et chromosome X .........ccceeevveeereereereeeeeseeneneeseenseeens 26
3.2 Chromosome X et épigénétique  .....ccceceeverreereeriereeneerereeeereeenaenss 30

Chapitre 2: Présentation du projet, Matériels et méthodes

et Analyse des résultats............ccoceeveeveereerenceesrecreesensenerceeseeseens 32
1. Présentation du Projet ...........coccoveeveriineriieniieneniienieestesieee et e 33
1.1 But g€neral ......ccccoociiiiiiiiieirtereeteste st st saaen 33
1.2 Strat€gie UtIlISEE ....c.veeeveeerieereeieetecte ettt e re e eneas 34
1.3 CROTX QU LOCUS. -t e e e e e e e e e eeeeanseeaeerassns 35



vi

2.1 Construction du vecteur de ciblage.........cccocveerecriiiniininiiinncninens 37
2.2 Ciblage des cellules ES et analyse des clones par Southern blot....... 39
2.3 Caryotypage des cellules ES CIbI€es .........cccoevereneciiiniiniininiiinnns 41
2.4 Vérification de la compatibilité des cassettes de la nouvelle

ZENETAtION A€ VITUS ...oueeveeieereieiceicneeeceeecene st 41
2.5 Infection rétrovirale..........coceeveveeeicrieeccnninnennieeiccies e 42
3. Analyse des résultats .............ccccoeviiiniininniiniin e 43
3.1 Construction du vecteur de ciblage..........coccceeivviininnivnieinneinienenns 43
3.2 Ciblage par recombinaison homologue..........cccceeeiiiniininninncnnnne. 44
3.3 Caryotype des Clones .....c..ccceecivieneiiininiiiiniiice et 46
3.4 Autres digestions pour les clones 92 et 134 ........cccovvvrerieininnnnn. 48
3.5 Test de la nouvelle cassette qui sera utilisée pour produire les

délétions surle clone Ciblé..........coccocevininiieinninniiciie 48
Chapitre 3: Discussion et conclusion .............coeeveeenrurveenene. 52
1. Choix du locus Btk sur le chromosome X ........ccccoceriiiiiiniiniiiinninn, 53
2. Conception du vecteur de ciblage .........ccceceverevericcninniininnienieneee 53
3. Ciblage par recombinaison homologue dans les cellules ES .............. 54
4. Infection rétrovirale et complexif.........ccoceeverrreneiviinienencnncnieenn 55
5. Test de la nouvelle cassette pour I’infection rétrovirale ................... 57
6. Autres locus sur le chromosome x éventuellement ciblés .................. 58
7. Méthodes alternatives...........cvereereereerererrerecerceeninienesesaese e 60
Références 62
Annexe I i
Annexe 11 vii
Annexe 111 X

Annexe IV XV




vii

Listes des tables

Table 1 : Nombre de colonies puro’ aprés action de la Cre dans les cellules
avec la construction a tester

Table 2 : Méthodes alternatives pour produire des délétions

Table 3 : Locus du chromosome X disponibles dont la construction

pour le ciblage est presque terminée



viil

Listes des figures

Figure 1 : Les cellules ES peuvent s’auto renouveler ou se différencier
Figure 2 : Développement hématopoiétique a partir de cellules ES
Figure 3 : Marqueurs impliqués dans la différenciation

Hématopoiétique des corps embryoides
Figure 4 : Stratégie pour produire des souris chimeres & partir
de cellules ES modifiées
Figure 5 : Meécanisme de recombinaison par la Cre et la Flp
Figure 6 : L’action des recombinases Cre et Flp dépend de
’orientation et de 1a location des sites spécifiques
(loxP et FRT)
Figure 7 : Efficacité décroissante de la recombinaison par la Cre avec
la distance génétique
Figure 8 : Délétions chevauchantes
Figure 9 : Activation d’un géne de sélection aprés recombinaison
Figure 10:  Stratégie utilisée par LePage DF et al. pour produire
des délétions chevauchantes sur le chr 2
Figure 11 :  Stratégie utilisée par Su H et al. pour produire
des délétions chevauchantes sur les chromosomes X et 11
Figure 12 :  Geénes impliqués dans le systéme hématopoiétique
présents sur le chr X
Figure 13:  Stratégie utilisée pour produire les délétions
Figure 14 :  Genes et marqueurs dans la région distale au locus BTK
Figure 15: Etapes menant a la construction du vecteur de ciblage
Figure 16: Construction pour tester les cassettes
Figure 17: Locus BTK et conception du vecteur de ciblage
Figure 18 :  Southern blot démontrant la recombinaison homologue

des clones #48 et 53



Figure 19 :
Figure 20 :
Figure 21 :
Figure 22 :
Figure 23 :

Figure 24 :
Figure 25 :

X

Southern blot démontrant la recombinaison homologue
des clones #201, 205 et 206

Southern blot démontrant 1’intégration unique

des clones #48 et 53

Southern blot démontrant I’intégration unique

des clones # 201, 205 et 206

Caryotype du clone #92

Autre digestion des clones 92 et 134

Construction pour tester les cassettes

Construction de la troisiéme génération de rétrovirus



Listes des abréviations

ES:
ICM:
mES :
Lif:
MEF:
EB:
hES :
ADN :
ARN :
Bmp :
Id:
Gdf:
BIO:
Gsk-3 :

Jour eX :

BL-CFC:

Vegft:
P-Sp:
AGM:
HSC:
BHI1 :
LTRSC:
CFTR :
SSR :
Cre:
loxP:
FRT:
HPRT:
HAT:

Embryonic Stem cells
Inner Cell Mass
Cellules ES murines
Leukemia Inhibitory Factor
Mouse Embryonic Fibroblast
Embryoid Body
Cellules ES humaines
Acide DéoxyriboNucléique
Acide RiboNucléique
Bone Morphogenetic Protein
Inhibitor of Differentiation
Growth and Differentiation Factor-6
6-bromoindirubin-3’-oxime
kinase-3 glycogene synthase
embryonnaire murin
Blast Colonies Forming Cells
Vascular Endothélial Growth Factor
Para-aortique-splanchenopleure
Aorte-Gonade-Mésonéphros
Hematopoietic Stem Cell
Hémoglobine embryonnaire
Long Term Repopulating Stem Cells
Cystic Fibrosis Transmembrane Receptor
Site-Specific Recombinase
Cyclization REcombination
locus of crossover (X) in P1
Flp Recombinase Recognition Target
Hypoxanthine-guanine Phosphoribosyl Transferase

Hypoxanthine Amniopterin Thymydine



TK:
FIAU :
cM :

BTK:
XLA :
xid :

RT-PCR :
MoMLYV :

STS :
MSCV:
Neo:

Puro:

Hygro :

Herpes simplex Thymidine kinase
fialuridine

Centimorgans

Megabases

Bruton’s Tyrosine Kinase

X-linked agammaglobulinemia (humain)
X-linked immunodeficiency (souris)
X-inactivation center

Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
Moloney Murine Leukemia Virus
Single-Tag Sequence

Murine Stem Cell proviral Vector
Néomycine

Puromycine

Hygromycine

xi



Xii

Remerciements

Jaimerais en tout premier lieu remercier mon directeur Guy
Sauvageau. J’aimerais également remercier particuliérement Mélanie
Bilodeau, qui m’a énormément aidé et appris dans ce projet, Mélanie
Fréchette pour I’irradiation des MEFs ainsi que Delphine Desprez pour la
lecture et la correction du mémoire. Je remercie aussi tous les membres du

laboratoire qui m’ont beaucoup supportée tout au long de ma maitrise.



Chapitre 1:

Introduction




A T’heure actuelle, il y a plus de 35 000 génes humains dont la
séquence et la cartographie sont connues. Par contre, la fonction n’est
disponible que pour environ 15% de ceux-ci. (Stanford WL et al. 2001).
Plusieurs criblages & grande échelle sont présentement en cours dans le
but d’assigner une fonction a chacun des génes connus. La découverte de
Pinterrelation entre certains génes et différentes maladies génétiques
aidera & mieux les comprendre et ainsi faciliter le développement de
nouveaux traitements. Plusieurs techniques de mutagenése existent,
chacune avec des avantages et des inconvénients différents. Une
technique rapide et efficace est nécessaire dans le but d’assigner le plus

grand nombre de phénotypes possibles.

1. Hématopoiése et cellules souches embryonnaires

1.1 Propriétés des cellules souches embryonnaires

Les cellules souches embryonnaires (ES pour Embryonic Stem
cells) proviennent de la masse cellulaire interne (ICM pour Inner Cell
Mass) d’un blastoccele. Lorsqu’injectées dans un blastocoele, ces cellules
sont pluripotentes, c’est-a-dire qu’elles ont la capacité de générer tous les
types cellulaires.

Les cellules ES murines (mES) proliférent rapidement en culture
et une population clonale peut facilement étre générée (Smith A, 2001).
Elles peuvent étre modifiées génétiquement in vitro permettant la
production de souris chimeéres.

Lorsqu’elles sont injectées dans un blastoccele ou mises en contact
avec un embryon en développement au stade de 4 ou 8 cellules, les
cellules ES participent & I’embryogenése et contribuent aux différentes
lignées cellulaires incluant la lignée germinale. Cependant, puisqu’elles
proviennent de 1’épiblaste, les cellules ES contribuent faiblement a
I’endoderme extra embryonnaire et rarement au trophoblaste (Smith A,

2001).



La transplantation de cellules ES dans des souris adultes produit
des tératocarcinomes (Smith A, 2001).

Les cellules ES maintiennent un caryotype diploide. La majorité
des lignées sont hémizygotes 40XY. Dans les lignées XX, tout comme
dans I’épiblaste, les 2 chromosomes X sont actifs, une situation qui est
apparemment instable pour la propagation des ES. Ainsi le génotype
male confére un certain avantage pour la transmission de la lignée
germinale (Smith A, 2001).

Les cellules ES ne présentent aucune évidence de sénescence
contrairement aux autres cultures primaires. Elles sont généralement
maintenues indifférenciées in vitro sur une couche de cellules
nourriciéres (MEF pour Mouse Embryonic Fibroblast) et en présence de
Lif (Weissman IL et al. 2000). En absence de Lif, elles se différencient en
corps embryoides (Figure 1).

Cellule ES

Auto renouveliement Cellules différenciées

Figure 1: Les cellules ES peuvent s’auto renouveler ou se différencier

1.2 L’autorenouvellement des cellules ES

Le mécanisme d’autorenouvellement des cellules ES humaines

(hES) et murines (mES) est encore peu connu.



La pluripotence des cellules mES en culture est maintenue a la
fois par le Lif et par la présence de facteurs inconnus présents dans le
sérum. Dans les cultures sans sérum, le Lif n’est pas suffisant pour
bloquer la différenciation neuronale et maintenir la pluripotence (Temple
S, 2003). Jusqu’a tout récemment, I’activation de Stat3 par le Lif était la
seule voie de signalisation connue, impliquée dans 1’autorenouvellement
des cellules mES. Cette voie n’est cependant pas impliquée dans
I’autorenouvellement des cellules ES humaines. De plus, I’inactivation du
récepteur du Lif, le gp/30, a démontré que I’expansion in vivo de
I’épiblaste ne dépend pas du signalement de ce récepteur (Dani C et al.
1998), suggérant 1’existence d’autres voies de signalisation essentielles.

Le groupe de Austin Smith (Ying QL et al., 2003) a démontré que
la protéine Bmp (Bone morphogenetic protein) joue un role important
dans le maintient de la pluripotence des cellules ES, en paralléle avec le
Lif. Bmp induit I’expression des génes Id (Inhibitor of differentiation)
par la voie de signalisation Smad. Les génes Id des cellules ES sont
induis par le sérum via plusieurs voies de signalisation. Dans des cultures
sans sérum, Bmp ou Gdf-6 (Growth and differentiation factor-6)
bloquent I’activation de Sox/ et la différenciation neuronale (Ying QL et
al. 2003).

Oct-3/4 et Rex-1 sont des facteurs de transcription impliqués dans
le controle de la pluripotence des cellules mES. Des études récentes ont
démontré que [’activation de la voie Wnt régulerait positivement
I’expression de ces 2 facteurs. L’expression de Nanog (une protéine a
homéodomaine nécessaire au maintient de la pluripotence des cellules
ES) (Chambers I et al. 2003) serait aussi contrflée par la voie Wnt.
L’activation de cette voie serait suffisante pour maintenir 1’auto
renouvellement des cellules ES murines et humaines. Gsk-3 (kinase-3
glycogéne synthase) est un répresseur de la voie Wnt et son inactivation
par le Bio (6-bromoindirubin-3’-oxime), un inhibiteur pharmacologique

spécifique, maintient les cellules & un stade indifférencié permettant aux



cellules de conserver leurs caractéristiques pluripotentes (Sato N et al.

2004).

1.3 Développement hématopoiétigue chez la souris

Le systtme hématopoiétique chez la souris est établi lors de
I’embryogenése primitive et fonctionne tout au long de la vie feetale et
adulte en produisant continuellement des cellules sanguines. Le placenta
confére un environnement immunologique privilégié et 1’embryon
nécessite un apport accru en oxygeéne par le sang maternel. Le jeune
embryon posséde donc une production de lymphocytes plutét défective.
La premiére vague d’hématopoiése se spécialise plut6t dans la production
d’érythrocytes primitifs (embryonnaires), qui expriment un isoforme
d’hémoglobine avec une affinité supérieure pour ’oxygéne comparé a
I’hémoglobine des érythrocytes définitifs (adultes) (Kyba M et al. 2003).
Le développement hématopoiétique et endothélial débute au jour e7.5
(embryonnaire murin) dans le sac vitellin sous forme d’ilots sanguins.
L’ilot sanguin est constitué de 2 types cellulaires : une population de
cellules érythroides entourée d’une couche d’angioblastes, qui formeront
éventuellement le systéme vasculaire. L’hypothése que les lignées
hématopoiétiques et endothéliales proviennent d’un précurseur commun
provient d’études histologiques du sac vitellin. Plusieurs indications
suggeérent que ce précurseur existe, mais son isolation n’a toutefois pas
été possible in vivo. Des colonies multipotentes (BL-CFC: Blast
Colonies Forming Cells) ont été dérivées a partir de corps embryoides.
Aprés stimulation au Vegf (Vascular endothélial growth factor), des
précurseurs aux potentiels a la fois hématopoiétiques et endothéliaux ont
été générés a partir de cellules ES (Choi K, 1998, Keller G et al. 1999),
suggérant que 1’existence de ce précurseur commun iz vitro.

La cellule souche hématopoiétique (HSC pour Hematopoietic
Stem Cell) est capable de s’autorenouveller ou de se différencier et ainsi

produire toutes les cellules du sang. Il y a 2 lignées hématopoiétiques



majeures, soit la lignée myéloide (érythrocytes, plaquettes, macrophages
et granulocytes) et la lignée lymphoide (cellules B, T et NK). Les cellules
souches hématopoiétiques fcetales et adultes sont capables de reconstituer
le systeme hématopoiétique a long terme apres injection dans le systéme
sanguin d’un animal adulte. (Weissman IL, 2000).

L’activité hématopoiétique du sac vitellin (extra embryonnaire)
chute rapidement entre les jours €10 et el2. Ce déclin coincide avec les
premiers signes d’hématopoiése intra embryonnaire, initialement dans la
région  para-aortique-splanchenopleure (P-Sp) /  aorte-gonade-
mésonéphros (AGM), et ensuite dans le foie feetal. La transition du sac
vitellin au foie feetal vers le jour ell définit la transition entre
I’érythropoiése  primitive et 1’hématopoiése définitive incluant
1I’érythropoiése, la myélopoiese et la lymphopoiése (Keller G et al. 1999,
Robertson S et al. 2000, Keller G et al. 1993). Durant la période
néonatale, les précurseurs hématopoiétiques vont coloniser la moelle
osseuse pour y demeurer tout au long de la vie (Keller G et al. 1993).

Les précurseurs du sac vitellin isolés avant le début de la
circulation du sang dans ’embryon murin n’ont pas la capacité de
reconstituer les cellules sanguines d’une souris adulte irradiée (Daley
GQ, 2003). Cette incapacité a reconstituer le systtme hématopoiétique
peut étre due a I’immaturité du développement embryonnaire des cellules
souches et a la différence de microenvironnement entre 1’embryon et
I’adulte. Les cellules souches multipotentes (lympho-myéloides)
présentes dans le sac vitellin peuvent contribuer a 1’hématopoiése adulte
seulement si elles ont été introduites dans la circulation feetale par
injection trans-placentale ou directement dans le foie immature d’un
nouveau-né. Ceci suggeére que les cellules souches du sac vitellin doivent
subir une maturation dans un microenvironnement embryonnaire/fcetal
afin d’avoir la capacité de reconstituer les cellules sanguines d’un animal

irradié (Daley GQ, 2003, Kyba M et al. 2003).



1.4 Différenciation hématopoiétigue dans les cellules ES

Les EBs semblent récapituler le développement embryonnaire de
la souris, du moins pour plusieurs types cellulaires, et contiennent une
variété de précurseurs, dont des progéniteurs hématopoiétiques et
endothéliaux. Plusieurs lignées hématopoiétiques et endothéliales ont été
geénérées in vitro, comme 1’endoderme et le mésoderme du sac vitellin
(Doetschman TC et al. 1985), les cellules de 1’hématopoiése primitive
(Doetschman TC et al. 1985, Nakano T et al. 1996), celles de
I’hématopoiese définitive (Nakano T et al. 1996, Nishikawa SI et al.
1998, Wiles MV et al. 1991), des précurseurs lymphoides (Potocnik AJ
et al. 1994) ainsi que des cellules endothéliales (Risau W et al. 1988,
Yamashita J et al. 2000).

La premiére vague d’hématopoiése dans les EBs récapitule le
développement dans le sac vitellin, avec une majorité de cellules
érythroides primitives nucléées exprimant la forme embryonnaire de
I’hémoglobine (BH1). Apparaissent ensuite des cellules érythroides
définitives et des macrophages, et enfin des progéniteurs myéloides
(Keller G et al. 1999, Daley GQ, 2003). D’aprés 1’étude d’expression des
différents marqueurs, la réponse aux facteurs de croissance et la cinétique
de développement, I’hématopoiése dans les EBs semble étre similaire au
développement embryonnaire du sac vitellin (Keller G et al. 1993, Keller

G et al. 1999) (Figure 2).
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Figure 2: Développement hématopoiétique a partir de cellules ES

Comme pour la lymphopoiése, les cellules souches capables de

reconstituer a long terme un animal (appelées LTRSCs pour Long Term
Repopulating Stem Cells) ne sont pas facilement détectables dans les
EBs (Daley GQ, 2003). Jusqu’a maintenant, seulement quelques études
ont démontré une repopulation a partir de précurseurs provenant de
cellules ES. Dans la plupart des études, les gens ont de la difficulté a
démontrer une reconstitution complete des différentes lignées (Daley GQ,
2003).
Par exemple, Ronald Palacios a publié une étude en 1995 ou il a
démontré une reconstitution partielle des lignées lymphoides, myéloides
et érythroides aprés avoir transplanté des précurseurs triés Pgp-1+ Lin-
provenant de cellules ES différenciées pendant 21 jours. Leur facteur F
(une nouvelle cytokine sécrétée par la lignée stromale FLS4.1) jouerait
un réle important dans la génération de précurseurs hématopoiétiques
multipotents in vitro. La transplantation dans des receveurs secondaires
n’a pas été¢ démontrée (Palacios R et al. 1995).

George Q Daley a introduit I’oncoprotéine Bcr/Abl dans les
cellules ES en différenciation pour stimuler et multiplier les cellules

souches hématopoiétiques. La leucémie associée a Ber/Abl résulte en une



dominance clonale de HSC, conservant sa capacité de différenciation
lymphoide et myéloide. Leur étude a démontré I’existence d’un
précurseur commun dans les EBs capable d’érythropoiése primitive et de
lympho-myélopoiése définitive (Peters DG et al. 2001, Perlingeiro RC,
2001).

La capacité du géne & homéodomaine Hoxb4 a induire 1’expansion
des cellules souches hématopoiétiques sans causer de leucémies a été
démontrée (Sauvageau G et al. 1995, Antonchuk J et al. 2002, Krosl J et
al. 2003). G. Daley a montré récemment (Kyba M et al. 2002) une
reconstitution des lignées lymphoides/myéloides dans les souris
récipiendaires primaires et secondaires de cellules souches provenant des
cellules ES. Pour y arriver, il a surexprimé Hoxb4 dans les EBs de jours
4 a 6, avant de les dissocier et de les placer sur la lignée stromale OP9
(lignée dérivée de la moelle osseuse de souris déficiente pour le géne M-
CSF) (Kyba M et al. 2003).

Une étude réalisée par le groupe de Rudolf Jaenisch a démontré
que la reconstitution et la réparation d’un défaut génétique a partir de
précurseurs hématopoiétiques modifiés (le clonage thérapeutique) est
possible. Le groupe de Jaenisch a voulu corriger le défaut génétique
d’une souris Rag2-/-. 11 a donc créé une lignée de cellules ES Rag2-/- a
partir de cette souris déficiente par transfert nucléaire. Il a ensuite corrigé
un alléle par recombinaison homologue. La lignée Rag2-/+ ntES (nuclear
transfer ES) a ensuite été exposée a Hoxb4, avant d’étre réintroduite dans
le systéme sanguin d’une souris déficiente pour Rag2. Les souris ont
démontré une reconstitution partielle (Rideout WM 3rd et al. 2002).

Au niveau moléculaire, le patron d’expression de plusieurs génes
a €té associ¢ a différents stades du développement in vivo et in vitro
(Keller G et al. 1993). L’étude d’expression de marqueurs permet donc
d’étudier et de corréler les profils d’expression au cours du
développement embryonnaire in vivo et in vitro. Par exemple, les

membres de la famille Gata (un facteur de transcription a doigt de zinc)
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sont actifs trés t6t dans les cellules hématopoiétiques en développement.
L’inactivation de Gata-1 (situé sur le chromosome X) par recombinaison
homologue dans les cellules ES bloque la différenciation érythroide in
vitro et in vivo, démontrant que ce gene joue un role essentiel dans
I’érythropoiése. Ce géne est exprimé a partir du jour 4 de différenciation
dans les EBs et a partir du jour €6.5 in vivo (Keller G et al. 1993,
Robertson SM et al. 2000).

Jusqu’au jour 3 en culture, les EBs correspondent au stage
prégastrulation d’un embryon murin, soit entre les jours e4.5 et €6.5.
Entre les jours 3 et 5, les EBs contiennent des cellules correspondant au
stade gastrulation soit entre €6.5 et €7.0. A partir du jour 6 in vitro, les
EBs correspondent a I’organogenése primitive (e7.5) et les EBs de jour 8
expriment des génes impliqués dans la neurogenése primitive (environ
€8.8) (Leahy A et al. 1999) (Voir Figure 3). Il est a noter que certains
marqueurs primitifs, comme Oct-3 et Fgf-5, qui sont normalement
régulés négativement dans I’embryogeneése, sont apparemment présents
jusqu’au jour 10 dans les EBs en culture, suggérant que quelques cellules

indifférenciées persistent dans les EBs matures (LLeahy A et al. 1999).
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Jour EBs >
0 3.0 4.0 5.0 10 15
ES
Q0-0-0-©0-0 -
Rex! Brachyury Bmajor lysozyme Cd34 Cd4/8
Oct-4 FIki Gata-1/2/3 Pf4 Gr-1
STAT-3 Runxl BHI Terl19
Scl C-kit B220

Stades du développement embryonnaire >
Figure 3: Marqueurs impliqués dans la différenciation hématopoiétique

des corps embryoides.

1.5 Possibilités offertes par les cellules ES

La production de souris chiméres par injection de cellules ES dans
un blastoccele décrite par Richard Gargner et Ralph Brinster a ouvert la
porte a un nombre inestimable de nouvelles possibilités. Oliver Smithies
et Mario Capecchi ont ensuite mis au point la méthodologie permettant la
mutation de génes par recombinaison homologue dans les cellules ES,
permettant ainsi une nouvelle génération de mutagenése ciblée chez la
souris (Tam PP et al. 2003). Les souris chiméres sont aujourd’hui un outil
couramment utilisé dans les laboratoires afin d’étudier les effets
biologiques de différentes modifications génétiques (Babinet C et al.
2001).

Il existe présentement deux méthodes pour produire des souris
chiméres. La premiére est la micro-injection et la seconde est ’agrégation
(Wood SA et al. 1993). La micro-injection est la méthode la plus utilisée
jusqu’a maintenant : elle consiste a injecter 10-15 cellules ES (modifiées
génétiquement ou non) dans un blastoccele, qui est ensuite transféré dans

une souris receveuse. Cette technique comporte quelques limitations,
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dont la majeure est le colit de production et le temps nécessaire afin
d’acquérir la dextérité requise a I’injection (Wood SA et al. 1993).
Depuis quelques années, il existe une méthode alternative basée sur la
capacité¢ des cellules ES a s’agréger avec un morulae (embryon en
développement a un stade trés primitif constitué de quelques cellules
seulement). I1 suffit de mettre en contact 2 populations de cellules et de
les laisser se développer au stade blastoccele, et les quelques blastocceles
ayant réussi a se développer seront réimplanté dans une mére receveuse.
A ce stade embryonnaire trés primitif, les cellules n’ont pas encore de
restriction pour se différencier, donc les cellules vont contribuer
également aux différentes lignées. L’avantage majeur de cette technique
est le nombre considérable d’embryons qui peut étre produit. L’efficacité
des deux techniques est relativement semblable (Wood SA et al. 1993,
Tam PP et al. 2003).

La possibilité d’introduire des modifications génétiques dans la
lignée germinale de la souris a longtemps été un outil grandement révé
des chercheurs étudiant le développement murin. La méthode de micro-
injection généralement utilisée pour produire des souris chiméres avec
certaines modifications génétiques est décrite dans la Figure 4 (Yu Y et

al. 2001).

Figure 4: Stratégie pour produire des souris chiméres a partir de
cellules ES modifiées
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a- Les cellules ES sont modifiées génétiquement in vitro.

b- Les cellules contenant le réarrangement désiré sont identifiées et
caractérisées et les cellules ES sélectionnées sont injectées dans un
blastoccele de 3.5 jours. L’embryon va étre transféré dans une mere
receveuse.

c- Les souris chiméres générées sont croisées avec les souris sauvages
afin de permettre la transmission de la lignée germinale du génome
modifié. La progéniture provenant des chiméres est caractérisée.

Il est maintenant possible de créer des souris ayant des mutations
nulles pour la plupart des génes clonés (sauf les geénes létaux, voir
mutagenese conditionnelle plus loin). Au cours des derniéres années,
d’autres types de modifications ont été rendus possibles, ce qui a
révolutionné 1’approche génétique pour 1’étude du développement de la
souris. Les modifications génétiques possibles dans les cellules ES par
recombinaison homologue sont décrites ci-dessous (Babinet C et al.
2001).

I. Inactivation d’un géne par recombinaison homologue (Knock-out)

II. Introduction d’un géne spécifique (un autre géne ou le méme géne
modifié) a la place du géne ciblé (Knock-in). Dans ce cas, des
mutations ponctuelles, des microdélétions ou des microadditions
peuvent étre générées.

III. Mutagenéese conditionnelle

IV. Réarrangements chromosomiques (délétions, inversions,
translocations)

I. Les cellules de mammiféres possédent le matériel enzymatique

nécessaire a la recombinaison entre une séquence d’ADN exogene et une

séquence homologue a celle-ci sur un chromosome. L’inactivation d’un

gene cible par recombinaison homologue est donc possible dans les

cellules ES. Cette recombinaison spécifique est relativement rare

comparée a 1’incorporation aléatoire d’une séquence dans le génome

(Babinet C et al. 2001). Cela permet toutefois d’inactiver un géne cible

sur un alléle pour en étudier le phénotype. En croisant les souris
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hétérozygotes produites a partir des cellules ES modifiées, il est possible

d’obtenir des souris nulles pour le géne ciblé.

IL. L’introduction d’un géne spécifique (un autre géne ou le méme géne

modifi€) a la place du gene ciblé est une variante trés intéressante du

ciblage par recombinaison homologue. Elle permet entre autre de
remplacer un gene par un autre ou de créer des mutations spécifiques (des
mutations ponctuelles, des microdélétions ou des microadditions) afin
d’étudier les effets fonctionnels de différente(s) variante(s) du géne. Ceci
permet également de générer des modeéles animaux de certaines maladies
humaines ou les génes mutés sont connus. Par exemple, le Knock-in de

CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Receptor) (Riordan JR et al.

1989) a permis de reproduire la fibrose kystique avec haute précision

(60% des mutations chez I’humain sont de type AF 508, ce qui

correspond a une délétion d’un seul acide aminé).

Les modifications génétiques décrites précédemment ont toutefois leur

limitation pour les raisons suivantes :

1) Si la mutation produite est essentielle pour le développement
embryonnaire au stade homozygote (dans le cas extréme, peut étre
nécessaire pour la survie des cellules), il sera impossible d’étudier la
fonction du geéne aprés le stade auquel la mutation est 1étale et par
conséquent au stade adulte.

2) Un gene peut avoir une expression ubiquitaire et donc son
inactivation peut provoquer un phénotype complexe affectant
plusieurs tissus rendant ainsi 1’interprétation du phénotype difficile.

III. Pour surmonter ces difficultés, différentes équipes ont mis sur pied

une stratégie permettant de rendre 1’expression de la mutation ciblée

conditionnelle (Babinet C et al. 2001). Cette stratégie est basée sur le
systtme de recombinaison a des sites spécifiques, comme le systéme

Cre/loxP ou FIp/FRT. La mutation ciblée est placée entre 2 sites

spécifiques (loxP ou FRT) et donc le géne inactivé est recombiné

seulement lorsque la recombinase appropriée est exprimée. L’enzyme



15

engendre une recombinaison entre les 2 sites spécifiques inactivant le
géne cible dans le tissu désiré. Il existe des souris transgéniques
exprimant la Cre dans différents tissus, donc il est possible de croiser les
souris chimeres avec ces souris afin de repérer le phénotype de la
mutation dans le(s) tissu(s) désiré(s). Il est aussi possible d’utiliser un
systtme d’expression inductible de la recombinase. Un systé¢me
fréquemment utilisé exploite les propriétés de 1’opérateur/répresseur de
I’opéron bactérien tetracycline (tet). Cette stratégie peut étre utilisée afin
de contrdler I’expression de la recombinase au niveau temporel et spatial
(Babinet C et al. 2001).

IV. De multiples réarrangements chromosomiques peuvent étre générés
dans le génome des cellules ES, comme entre autre des délétions de
quelques nucléotides a plusieurs kilobases, des inversions et des
translocations. Les enzymes recombinase Cre et Flp sont tres utiles pour

produire des recombinaisons a des sites spécifiques.
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2. Réarrangements chromosomiques définis dans les cellules ES

2.1 Le systéme de recombinaison Cre/loxP

Chez I’humain, les anormalités chromosomiques sont la principale
cause de 1étalité embryonnaire et d’anomalies du développement (Shaffer
LG et al. 2000). De plus, les translocations chromosomiques sont
impliquées dans plusieurs types de cancer (Rabbitts TH, 1994). La
mutagenese chez la souris permet d’identifier de nouveaux génes
importants et permet également de reproduire des réarrangements
chromosomiques, servant ainsi de modele pour étudier la génétique de
certaines maladies humaines.

Plusieurs mutations spontanées ont été identifiées avec le temps,
comme par exemple la mutation w (white spot). Par contre, les mutations
spontanées sont trés rares (5x10° par locus) et c’est pourquoi d’autres
meéthodes sont nécessaires afin d’en augmenter le taux. Les rayons X
augmentent les mutations de 20 a 100 fois. Ils peuvent causer de
nombreux réarrangements chromosomiques. Par contre, plusieurs génes
sont souvent affectés et 1’identification du(des) réarrangement(s) ou de
la(des) mutation(s) est souvent difficile. Le DelBank est un criblage a
grande échelle d’une série de délétions causées par radiation. Il comporte
une collection de cellules ES ayant subi une délétion (identifiées par la
perte du marqueur TK) (Stanford WL et al. 2001). L’agent chimique
Chlorambucil permet d’induire des mutations & un taux plus élevé que les
rayons X, mais 1’identification du(des) géne(s) muté(s) est aussi difficile.
L’ethylnitrobucil (ENU) est un agent chimique alkylant qui génére surtout
des mutations ponctuelles dans les spermatogonies des maéles traités. Il a
I’avantage d’affecter en général un seul géne a la fois, mais le géne muté
est difficilement identifiable. Il existe aussi un criblage ENU & grande

échelle (Voir I’adresse suivante: http://www.gsf.de/ieg/groups/enu-

mouse.html). Récemment, la génération de chromosome balanceur a

augmenté grandement les possibilités de cette technique (Su H et al.
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2001). L’insertion rétrovirale perturbe 1’expression normale de génes et
possede une étiquette (tag) pour le clonage. Le ciblage de génes permet de
produire des mutations ciblées (délétions ou insertions). Le géne et sa
structure doivent par contre étre connus. Le phénotype est imprévu et cette
technique est laborieuse. La capture de génes exprimés (trapping) permet
de perturber I’expression normale de génes par I’insertion d’un vecteur de
"trapping", et permet également de cloner facilement le géne perturbé.
Plusieurs criblages par capture de génes existent, par exemple un qui
permet I’identification de nouveaux génes exprimés dans les lignées
hématopoiétiques et endothéliales (Standford WL et al. 1998). Le RNAIi
(ARN d’interférence) permet d’inactiver ’expression d’un géne, mais le
gene et sa structure doivent étre connus. L’insertion de transposons
perturbe I’expression normale de géne et donne une étiquette pour le
clonage. Le systéme Cre/loxp permet de produire de nombreux
réarrangements ciblés (délétions, insertions, translocations, inversions). La
délétion de plusieurs génes a la fois (grandes délétions) est possi‘ble et le
réarrangement obtenu peut facilement étre identifié. La génération de
mutations conditionnelles est également possible (Stanford WL et al.
2001).

La technologie SSR (Site-Specific Recombinase) est un systéme de
recombinaison a des sites spécifiques qui a révolutionné la génétique
murine (Cre-loxP, Flp-FRT, et @C31-att), car elle permet de produire
des réarrangements chromosomiques définis dans les cellules ES (Branda
CS et al. 2004).

Les SSR Cre et Flp sont capables de recombiner des séquences
spécifiques d’ADN avec une haute précision sans I’ajout d’aucun co-
facteur. La Cre et la Flp recombinent ’ADN a des sites spécifiques
appelés loxP  (locus of crossover X in P1) et FRT (Flp Recombinase
Recognition Target) respectivement. Ces deux sites de recombinaison
comprennent deux répétitions inversées de 13 pb et une région centrale

de 8 pb qui confere la direction au site. Ces deux SSR possédent le
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méme meécanisme de recombinaison de I’ADN impliquant la coupure,
I’échange et la ligation. Le mécanisme de recombinaison par la Cre et la
Flp est illustré dans la Figure 5 (Branda CS et al. 2004).

1¢7 site 2¢site
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Figure 5: Mécanisme de recombinaison par la Cre et la Flp

Un complexe synaptique se forme d’abord entre la molécule
recombinase (Cre ou Flp) et les deux sites spécifiques identiques. Un
monomere de la recombinase se lie a chaque répétition de 13 pb
(représentée par une fleche dans la figure 5), alors que la région centrale
(représentée par un triangle) fournit le site de coupure, d’échange (par des
intermédiaires de holliday) et de ligation. Ainsi dans le produit final, il y
a un échange d’ADN entre les deux sites de départ (Branda CS et al.
2004).

La recombinaison dépend de I’orientation et de la location des
sites loxP ou FRT (voir Figure 6) ainsi que du stade du cycle cellulaire ou
a lieu la recombinaison. Par exemple, si les sites sont dans la méme
orientation sur le méme chromosome (en cis), il en résultera une délétion
(produit circulaire) ou une intégration (moins fréquent) (1). Si les sites se
font face (en cis), il y aura une inversion (2), et si les sites sont sur deux
chromosomes différents (en trans), il y aura une translocation (3)
(Metzger D et al. 1999, Nagy A, 2000, Wilson TJ et al. 2001, Branda CS

et al. 2004). L’utilisation de marqueurs permet de sélectionner les
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événements de recombinaison et les différents réarrangements peuvent

étre identifiées par analyse Southern blot.
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Figure 6: L’action des recombinases Cre et Flp dépend de I’orientation et

de la location des sites spécifiques > (loxP et FRT)

Le systtme Cre-loxP a permis de créer des modéles murins
reproduisant les réarrangements chromosomiques de plusieurs maladies
humaines telles que certaines leucémies (Rabbitts TH, 1994, Higuchi M
et al. 2002). La recombinase Cre (Cyclization REcombination) provenant
du bactériophage P1 est une protéine de 38 kD qui catalyse une
recombinaison entre deux sites loxP. La recombinaison par la Cre est plus
efficace en cis (donc si les loxP sont sur le méme chromosome) qu’en
trans (si les loxP sont sur des chromosomes différents). Il est donc plus
facile d’obtenir une délétion ou une inversion, qu’une intégration ou une
translocation (Metzger D et al. 1999, Nagy A, 2000, Zheng B et al.
2000).

Pour des distances de quelques centimorgans, I’efficacité de la

recombinaison par la Cre est d’environ 10%. Par contre, entre 5 et 60 cM.
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le logarithme de Defficacité de recombinaison est inversement
proportionnel a la distance génétique entre les deux sites (Figure 7)

(Zheng B et al. 2000, Zheng B et al. 2001).
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Figure 7. Efficacité décroissante de la recombinaison par la Cre avec la

distance génétique

Ceci peut s’expliquer par deux hypothéses. Premiérement, la Cre
doit apporter les deux sites loxP & proximité dans la cellule afin de
catalyser une recombinaison, ce qui est facilité lorsque les sites sont
rapprochés. Donc plus les deux sites loxP sont proches génétiquement,
plus ils sont proches physiquement lorsque les chromosomes s’associent
et donc plus la recombinaison par la Cre va étre efficace (Zheng B et al.
2000, Zheng B et al. 2001). Deuxiémement, les grandes délétions peuvent
étre létales ou causer un sévére désavantage de croissance aux cellules
ES, sélectionnant ainsi pour les plus petites délétions (Zheng B et al.
2000).

Au moins deux sites loxP sont nécessaires pour que la Cre

fonctionne, mais trop de sites loxP peuvent causer des problémes
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d’instabilité chromosomique. Il a été démontré que plusieurs intégrations
de sites loxP en présence de la Cre recombinase pouvaient causer une
perte de longs segments chromosomiques ou méme la perte de
chromosome(s) entier(s) (Lewandoski M et al. 1997). Une expression
continue de la Cre cause également de 1’instabilité, c’est pour cette raison
qu’une expression transitoire de la Cre dans les cellules est généralement
utilisée (Nagy A, 2000).

Des pseudo sites loxP ont été identifiés dans le génome de la
souris. Par contre, ces sites ne semblent pas étre un obstacle a la
technologie Cre/loxP. Les seuls cas ou des pseudo-loxP endogénes ont
recombiné étaient des situations ou la Cre était exprimée trés fortement
(Thyagarajan B et al. 2000).

Le nombre de cellules qui vont subir une recombinaison suit une
courbe sigmoide en fonction du temps. Les paramétres de cette courbe
dépendent de plusieurs facteurs, tels que les caractéristiques d’expression
de la Cre, les conditions utilisées et de la disponibilité des sites loxP
(Nagy A, 2000). La recombinaison par la Cre demande du temps, car il
doit tout d’abord y avoir la transcription, la traduction, 1’accumulation de
la protéine et son action, ce qui demande de plusieurs heures & quelques

jours (Nagy A, 2000).

2.2 Délétions chevauchantes

Avec la technologie Cre/loxP, des délétions chevauchantes
peuvent étre produites. Celles-ci sont un outil trés puissant pour étudier le
phénotype des génes et peuvent étre utilisées dans un criblage. Pour
produire ces délétions, le premier site loxP est introduit a un locus
spécifique par recombinaison homologue dans les cellules ES : il est
appelé le site d’ancrage. Aprés 1’expansion clonale de cette insertion, un
deuxiéme site loxP est introduit de dans les cellules, soit par

électroporation ou par infection rétrovirale. Aprés recombinaison par la
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Cre, une série de délétions chevauchantes sera produites (Figure 8)

(LePage DF et al. 2000, yu Y et al. 2001).
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Figure 8: Délétions chevauchantes

a- Insertion du site d’ancrage par recombinaison homologue

b- Expansion clonale

c- Insertion du deuxiéme loxP

d- Incorporation aléatoire

e- Série de délétions chevauchantes aprés recombinaison par la Cre

Ces délétions peuvent varier de quelques Kb jusqu’a plusieurs Mb
(yu Y et al. 2001). Un marqueur est nécessaire afin de sélectionner les
clones qui ont recombinés. Il existe 3 stratégies principales utilisées pour
sélectionner les clones (Nagy A, 2000)
1) La reconstitution du mini-géne HPRT est une stratégie qui consiste a
placer deux parties du géne séparément dans une construction de facon a
ce que ces deux parties se reconstituent aprés recombinaison par la Cre,
restaurant la fonction du gene. Aprés addition de HAT (Hypoxanthine
Amniopterin Thymydine), seulement les cellules ayant une protéine
HPRT fonctionnelle (donc seulement les cellules ayant recombinées)
survivront (Nagy A, 2000). Cette méthode requiert une lignée cellulaire
de ES déficiente pour le géne HPRT.
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2) Une autre stratégie possible est ’activation d’un géne de résistance
aprés recombinaison par la Cre. Cette stratégie est démontrée dans la
Figure 9. Le gene de sélection A n’a pas de promoteur, donc il est inactif.
Par contre, un promoteur se trouve dans la seconde intégration. Ainsi,
suite a la recombinaison par la Cre, le géne de sélection A est activé et les
genes de sélection B et C sont délétés dans un processus menant a une

délétion.

Ciblée Aléatoire

<4l | <4<E

+ CRE

<

Figure 9: Activation d’un géne de sélection aprés recombinaison

3) La troisieme stratégie est basée sur la perte d’un marqueur de
sélection négative, HSV-tk (Herpes Simplex Virus thymidine kinase)
(Goodwin NC et al. 2001). Apres recombinaison par la Cre, seulement les
cellules ayant perdues le géne tk survivront aprés addition de FIAU
(fialuridine).

L’efficacité de la recombinaison par la Cre va déprendre de
plusieurs facteurs, dont entre autre du locus ciblé, de la distance
génétique entre les deux sites loxP et des différentes conditions utilisées
(Zheng B et al. 2000). Le deuxiéme site loxP va s’intégrer dans
différentes orientations et n’importe ou sur les différents chromosomes.
Etant donné la sélection d’un événement rare, soit une intégration d’un
loxP dans I’orientation désirée et a proximité du site d’ancrage, un trés
grand nombre de cellules doivent étre générées. Une population de
cellules avec plusieurs intégrants indépendants est alors produite et le

nombre d’intégrants indépendants est appelé la complexité.
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I existe 2 études principales décrites dans la littérature qui ont réalisé des
délétions chevauchantes dans le but d’identifier de nouveaux genes
importants.

Le groupe de la premié¢re étude (LePage DF et al. 2000) ont
produit des délétions chevauchantes sur le chromosome 2 au locus
Notchl (Voir Figure 10). Le premier site loxP a été introduit
spécifiquement par recombinaison homologue dans les cellules ES. Le
deuxiéme loxP a été incorporé au hasard par co-électroporation avec la
Cre. Les cellules ayant recombinées et délétées sont sélectionnées
négativement avec le FIAU contre le géne tk. Les auteurs ont obtenu 10
délétions de 7 différents types. La plus grande délétion était d’environ
10.4 Mb. Les cellules ES qu’ils ont utilisées sont la lignée CAST no.1 qui
est une lignée F1 hybride (129S1xCastE1) et le ciblage a été fait sur le
chromosome d’origine 129, ce qui permet d’identifier facilement les
délétions par la perte des marqueurs polymorphiques 129. 26 marqueurs
polymorphiques au locus Notchl ont été analysés (LePage DF et al.
2000).

Premier loxP : Ciblé (LocusNotchl) Deuxiéme loxP : Electroporation
—Neop tk —— — tkpPuro —

i CRE

*—Neo)Puro —

LePage DF et al. 2000

Figure 10: Stratégie utilisée par LePage DF et al. pour produire des

délétions chevauchantes sur le chr 2

Le deuxiéme groupe (Su H et al. 2000) a créé des délétions
chevauchantes sur les chromosomes X et 11 (Voir figure 11). Le premier
site loxP a été incorporé spécifiquement par recombinaison homologue
au locus HPRT sur le chromosome X et au locus Hsd17bl sur le

chromosome 11, chacun dans les deux orientations possibles. Le
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deuxiéme loxP a été introduit au hasard par infection rétrovirale. Pour
sélectionner les clones qui ont recombinés, ils ont utilisé la reconstitution
du mini-géne HPRT. Aprés sélection au HAT, seulement les clones ayant
une protéine HPRT fonctionnelle vont survivre et les clones ayant subit
une délétion perdent les résistances a la puromycine et a la néomycine.
Ils ont utilisé une lignée de cellules ES F1 hybride et déficiente pour le
géne HPRT (Er3.4). Pour le locus HPRT, ils ont obtenu des centaines de
colonies résistantes au HAT pour chaque électroporation et environ 20%
furent des délétions. La plupart des délétions obtenues étaient d’environ 1
cM dans la région distale ou proximale au locus HPRT. 4 délétions
indépendantes ont été obtenues dans la région distale au géne et 15 dans
la région proximale, avec une efficacité de délétion de 4x10 pour la
région proximale et de 2x10™ pour la région distale. Pour le locus
Hsd17bl situé & 65 cM sur le chromosome 11, 25 délétions
indépendantes ont été générées dans la région proximale au locus, dont 6
ont eu une transmission de la lignée germinale dans les souris. Pour la
région distale, 5 délétions ont été produites, par contre aucune n’a permis
la transmission de la lignée germinale, suggérant une région
d’haploinsuffisance. L’efficacité des délétions est de 2.6x10* pour la

région proximale et de 1.2x10™ pour la région distale (Su H et al. 2000).

Premier LoxP : ciblé (HPRT + Hsdl 7b1 locus) Deuxiéme LoxP : Infection rétrovirale
t CRE
O=p//A{5 Hpr— {3 HoriH{ALTR)

Su H et al. 2000

(neo Y= 5 pn

o
[T )

Figure 11: Stratégie utilisée par Su H et al. pour produire des

délétions chevauchantes sur les chromosomes X et 11
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3. Le chromosome X

3.1 Hématopoiése et chromosome X

La séquence génomique de trois espéces de mammiféres
(souris, rat et humain) est présentement connue. Le génome murin est le
plus petit avec 2.6 milliards de nucléotides. Le génome du rat en
comprend 2.75 milliards et le génome humain est le plus gros avec 2.9
milliards (Rat Genome Sequencing Consortium, 2004, Mouse Genome
Sequencing Consortium, 2002).

Il y a actuellement 134 millions de bases (Mb) dans les banques
de données pour le chromosome X murin et on estime qu’il en
contiendrait 142 Mb (Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002).
Les génes identifiés sur le chromosome X sont présentés en annexe I
(Boyd Y et al. 1997).

Le chromosome X se démarque des autres chromosomes du fait
de la grande conservation entre les mammiféres des génes présents. Les
réarrangements entre le chromosome X et les autosomes sont trés rares,
ce qui a permis de retracer 1’évolution de ce chromosome assez
facilement. La cartographie de plus de 130 locus sur le chromosome X
chez la souris et I’humain a démontré que les génes qui sont liées au
chromosome X chez la souris le sont aussi chez I’humain, et vice-versa
(Boyd Y et al. 1998, 1999). Cependant, les positions relatives des
différents loci chez la souris, le rat et ’humain ont démontré 16 bloques
subchromosomales (d’au moins 300 kb chacun) (Rat Genome
Sequencing Consortium, 2004, Boyd Y et al. 2000). Donc les génes
identifiés sur le chromosome X chez la souris et le rat sont facilement
identifiables chez 1’humain, ce qui fait de ces deux rongeurs d’excellents
modeles pour étudier les maladies reliées au chromosome X. En I’an
deux milles, il existait environ 80 phénotypes connus reliés au
chromosome X, ce qui représente moins de 5% des génes probables

réellement liés a ce chromosome (Boyd Y et al. 2000). Environ la moitié
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de ces phénotypes sont impliqués dans des maladies humaines connues et
les souris créées par ciblage de génes servent de modéle pour comprendre
leur fonction dans la pathogenése (Boyd Y et al. 2000).

Plusieurs geénes connus jouant un rdle dans le systéme
hématopoiétique se retrouvent sur le chromosome X (voir Figure 12).
Etant donné le nombre considérable de genes inconnus sur ce

chromosome, le nombre de génes hématopoiétiques liés au chr X est

probablement trés élevé.

Géne murin (location) Nom du locus Géne humain (location)
Tcfe3 (1.8) transcniption factor E3 TFE3 (Xpl11.23-p11.22)
Gata-1 (1.9) GATA-binding protein 1 GATALI (Xpl1.23)

Wasp (2.0) Wiskott-Aldrich syndrome protein WASP (Xpl1.23)
Cybb (2.8) cytochrome b-245. beta polypeptide CYBB (Xp21.1)

Pfc (6.2) properdine factor. complement PFC (Xpl1.3-p11.23)
Cd401 (18.0) CD40 antigen higand CD40LG (Xq26)

I 1rak (29.6) nterleukin | receptor associated kinase IRAK (Xq28)

G6pdx (30.02) glucose-6-phosphate dehydrogenase X-linked G6PD (Xq28)

12rg (38.0) interleukine 2 receptor gamma chain IL2RG (Xql3.1)
Btk (51.0) Bruton agammaglobulinemia tyrosine kinase BTK (Xq21.3-q22)
Alas2 (63 0) aminolevulinic acid synthase-2. erythroid ALAS2 (Xpl1.21)

X

Figure 12: Genes impliqués dans le systéme hématopoiétique présents
sur le chr X
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Plusieurs génes sur le chromosome X sont impliqués dans la
réponse immunitaire. Par exemple, une mutation dans le géne gp91-phox
(Cybb) cause une maladie chronique granulomateuse (CGD). Ce déficit
immunitaire se caractérise par une incapacité a phagocyter les bactéries
(Lien LL et al. 1997, Segal AW, 1985 + OMIM). Le facteur properdin
(Pfc) est une protéine active dans le systéme immunitaire inné, plus
spécifiquement dans la voie alternative du complément. La protéine non
fonctionnelle est associée avec une susceptibilité accrue aux infections
bactériennes (Janeway et al. 2001 + OMIM). Le ligand Cd40 (Cd401) est
une glycoprotéine transmembranaire impliquée dans la réponse
immunitaire en stimulant les cellules B. Plusieurs mutations dans le géne
CD40LG ont été associées avec le syndrome d’immunodéficience hyper-
IgM de type I (Gauchat JF et al. 1993, Solanilla A et al. 2000, + OMIM).
Le récepteur de I’'IL-1 (Illrak) est impliqué dans le processus
d’inflammation. L’activation de ce récepteur par son ligand active le
facteur nucléaire kappa-B, qui va activer différents génes nécessaires au
processus inflammatoire (Thomas JA et al. 1999, Cao Z et al. 1996 +
OMIM).

Plusieurs génes sur le chromosome X sont aussi impliqués dans la
croissance, I’activation ou la différenciation des cellules lymphoides. Par
exemple, D’interaction de I’interleukine-2 avec son récepteur (II2rg)
affecte la croissance et la différenciation des cellules B et T, des cellules
NK, des cellules gliales et des monocytes. Il existe différents isoformes
de ce récepteur composés des sous unité @, 8 et y (common gamma
chain). La chaine gamma est essentielle au fonctionnement de I12rg et est
présente dans d’autres récepteurs de cytokines, comme IL-4, I1-7, I1-9 et
II-15 (Puck JM et al. 1997, He YW et al. 1995 + OMIM). Tcfe3 est un
membre de la famille des facteurs de transcription hélice-boucle-hélice. 11
se lie au motif pE3 de I’enhancer de la chaine lourde des
immunoglobulines et est exprimé dans la plupart des types cellulaires.

TFE3 joue un réle dans I’activation des cellules B in vivo (Merrell K et
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al. 1997 + OMIM). La tyrosine kinase Bruton (Btk) est une protéine
cytoplasmique de 659 acides aminés qui est impliquée dans le
développement des cellules B. Elle fait parti de la famille Tec tyrosine
kinase. Chez I’humain, I’absence d’une protéine BTK fonctionnelle cause
une  maladie = immunodéficiente appelé  XLA (X-linked
agammaglobulinemia) qui se caractérise par une absence presque
compléte de la différenciation des cellules B au stade pré-B. Les patients
XLA souffrent de fréquentes infections bactériennes car ils ont une
sévere réduction d’immunoglobulines de toutes les classes. Chez la
Souris, un gene BTK muté améne un phénotype appelé xid (x-linked
immunodeficiency), qui se caractérise par une diminution d’environ 50%
des cellules B dans la rate. La conséquence de BTK muté est donc moins
sévere chez la souris que chez I’humain (Hendriks RW et al. 1996,
Oeltjen JC et al. 1995, Maas A et al. 2001). Les génes encodant les
antigenes de surfaces des cellules B liés au chromosome X (Xlr) sont
présents sous trois isoformes dispersés sur le chromosome X : Xlrl (6.0
cM), XIr2 (22.5 cM) et Xlr3 (29.1). XIr jouerait un rdle dans la régulation
de la différenciation des cellules B et T. Contrairement & la grande
majorité des geénes liés au X, Xlr n’est pas conservé génétiquement avec
I’humain (Allenet B et al. 1995, Garchon HJ et al. 1989).

Certains génes du chromosome X sont impliqués dans
I’érythropoiése. Gata-1 est un facteur de transcription érythroide.
GATA1 et FOG (friend of GATAl) sont essentiels pour le
développement des érythrocytes et des mégacaryocytes. L’interaction de
FOG avec GATAL est essentielle pour la fonction de GATA1 dans la
différenciation érythroide (Crispino JD et al. 1999, Fujiwara Y et al 1996,
Shivdasani RA et al. 1997 + OMIM). L’enzyme spécifique aux cellules
érythroides Alas2 est la premiére a étre impliquée dans la voie de
biosynthése du héme. Son inactivation cause une accumulation de fer
dans les cellules érythroides primitives. Les souris déficiente pour Alas2

meurent au stade embryonnaire au jour ell.5. Afin d’étudier le
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meétabolisme du fer dans les érythroblastes, Sassa et al. ont utilisé le
systéme de différenciation des cellules ES in vitro et ont ainsi pu observer
le phénotype des érythroblastes définitifs en absence de Alas2. Les
cellules ES déficientes pour Alas2 se sont différenciées au stade
érythroblaste définitif avec des caractéristiques similaires aux cellules ES
sauvages. Par contre, le niveau de fe** (non lié au groupement héme)
dans ces érythroblastes était 15 fois supérieur aux cellules sauvages
(Harigae H et al. 2003 + OMIM).

Les protéines WASP et G6PDX sont impliquées indirectement
dans I’hématopoiése. Wasp est une protéine associée au WAS (Wiskott-
Aldrich Syndrome), qui se caractérise par une thrombocytopénie, de
I’eczema, une immunmodéficience et une susceptibilité accrue aux
leucémies (Luthi JN, 2003 + OMIM). La déhydrogénase glucose-6-
phosphate (G6PDX) est une enzyme impliqué dans la voie des pentoses
phosphate (NAPDH déhydrogénase). Sa déficience cause une anémie
hémolytique, et dont la sévérité augmente avec 1’exposition a des agents

oxydants (Longo L et al. 2002 + OMIM).

3.2 Chromosome X et épigénétique

Les males possédent une copie du chromosome X et un
chromosome Y, alors que les femelles possédent 2 copies du
chromosome X. Un mécanisme est donc nécessaire afin de controler le
niveau d’expression des génes provenant des chromosomes sexués. Chez
les mammiféres, cette compensation se fait par I’inactivation d’un des
deux chromosomes X chez les femelles. Ce mécanisme se fait par la
région Xic (X-inactivation center), une région d’environ 1Mb sur le
chromosome X, contenant plusieurs éléments (dont Xist, Xic, Xce, Tsix
et DXPas34) nécessaires dans ce processus. L’inactivation commence par
’accumulation de Xis¢ (X inactive-specific transcript) sur le chromosome
a inactiver. Xic est responsable de I’initiation de I’inactivation en cis et

est aussi impliqué dans le dosage. Xce (X chromosome controlling
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element) affecte le choix du chromosome 2 inactiver. TsiX est transcrit
dans le sens opposé de Xist et en contrdle son expression. Finalement,
DXPas34 est hyperméthylé sur le chromosome actif (Avner P et al. 2001,
Clerc P et al. 2003).

L’empreinte génétique de genes (imprinting) par la méthylation
est un autre mécanisme de dosage d’expression de génes. Il existe
plusieurs génes impliqués dans la régulation de 1’expression génique sur
le chromosome X. Par exemple, Mecp2 (methyl CpG binding protein 2)
situ€ & 29.6 cM est associé avec la méthylation des ilots CpG en 5’ de
certains genes, contrélant ainsi leur expression (Tate et al. 1996). Nap112
(nucleosome assembly protein 1-like 2) est situé quelques kb en position
distale a la région Xic et interagit avec la chromatine pour réguler la
prolifération neuronale (Rogner UC et al. 2000). Plusieurs facteurs de
transcription et enzymes kinases sont également présents (Pkare, Idh3g,
Gyk, Pgkl, Prpsl, Phex, Sms, Rps6ka3, Pdhal, Prps2, Phka2, etc.)

Le chromosome X semble donc comporter plusieurs génes importants
impliqués dans différentes maladies ou dans la régulation de 1’expression

des geénes.
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1. Présentation du projet

1.1 But général

Le but général de mon projet est de mettre au point une technique
permettant de produire des délétions chevauchantes dans une région
spécifique du chromosome X. Ces cellules modifiées seront utilisées afin
d’identifier de nouveaux déterminants géniques importants dans la
différenciation hématopoiétique et dans le développement. Je veux donc
produire des délétions chevauchantes et chercher un phénotype
intéressant soit in vitro (par RT-PCR sur ’ARN de EBs a différents
stades et avec différents marqueurs), ou soit in vivo (en produisant des
souris chimeéres).

Pour ce faire, différentes étapes sont nécessaires:

1- Déterminer le locus approprié ou je vais introduire mon site d’ancrage
2- Concevoir le vecteur de ciblage

3- Introduire le site d’ancrage dans le génome des cellules ES par
recombinaison homologue

4- Produire des délétions chevauchantes avec la technologie Cre-loxP et
par ’utilisation de rétrovirus

5- Identifier les différentes délétions dans les cellules ES et analyser ces
délétions comportant un phénotype en utilisant la différenciation des
cellules ES in vitro

6- Isoler le(s) géne(s) potentiellement impliqué(s) dans la prolifération
des cellules souches et dans le développement embryonnaire

7- Caractériser les génes candidats
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1.2  Stratégie utilisée

La stratégie utilisée pour produire les délétions chevauchantes est
la suivante: le premier site loxP (le site d’ancrage) est introduit
spécifiquement dans un locus déterminé par recombinaison homologue
dans les cellules ES. La cassette contient un géne de résistance a la
puromycine, sans promoteur et sans codon de départ ATG. La cassette
contient également un géne de résistance a la néomycine qui va permettre
la sélection des clones. L’intégration au hasard du second site va se faire
par infection rétrovirale. Le rétrovirus contient un géne de résistance a
I’hygromycine, permettant de sélectionner les cellules ayant incorporé le
deuxiéme site loxP. Il contient également un promoteur et un ATG qui
sera dans le méme cadre de lecture que le géne puromycine du premier
site d’intégration. Aprés recombinaison, le géne de résistance a la
puromycine sera activé (Voir Figure 13).

1° LoxP Intégration spécifique 2° LoxP Intégration aléatoire

5'.' : . 3’

Puro AAT ' pgk-neo LT Hygro pek-ATGILTR] |
«— — —> «—

CRE

& "y

Hygro*
[ Puro AATG | Pgk-ATG ] Puro”
. I uro

' = Régions d"homologie
‘ = loxP

Figure 13: Stratégie utilisée pour produire les délétions
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1.3 Choix du locus

Le choix du site d’ancrage s’est fait pour les raisons suivantes:

- Premiérement, la région possiblement délétée doit étre exempte
de génes connus pour étre létaux ou donner un phénotype
embryonnaire sévere.

- Le choix d’un locus déja ciblé est préférable puisque cela assure
I’efficacité de recombinaison.

- Enfin, la région 48 a 62 cM chez la souris (Xq21.3 a Xq22 chez
I'humain) est connue pour étre trés riche en génes, et dont
plusieurs sont reliés & des maladies (Oeltjen JC et al. 1995).

Donc par ces observations, le site d’ancrage déterminé est le locus BTK
(Bruton’s Tyrosine Kinase) situé & 51 cM sur le chromosome X murin
(Hendriks RW et al. 1996). La figure 14 représente les génes et les
marqueurs dans la région distale au locus BTK qui pourront
éventuellement étre délétés. Les 3 génes encadrés en rouge représentent

des genes dont le phénotype est connu.
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Les segments d’ADN génomique de BTK nous ont été donnés
par Wasif Khan (Khan WN et al. 1995).
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HindIII EcoR1
Plasmide
L racNeo | [lohwoaate | #1649
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, — D | 4P
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Figure 15: Etapes menant a la construction du vecteur de ciblage

1) Le vecteur bluescript a tout d’abord été modifié afin de déléter la
région contenant les sites EcoR1 4 BamH]1. Les sites BamH1 et BglII ont
¢té ajoutés au site Notl (plasmide #1310).

2) Le fragment d homologie de 4 kb (du plasmide #1302) a été isolé par
digestion BamH]1 et sous-cloné dans le site BglII du bluescript modifié en
#1

3) Le fragment de 5 kb (du plasmide #1302) a été isolé par digestion
Notl-BamH1 et sous-cloné par digestion Notl-BamH1 dans la
construction précédente. Donc un site BamH1 unique se trouve entre les
2 bras d’homologie.

4) La cassette pgk-neo-loxP-Puro (sans ATG ni promoteur) a été clonée
tout d’abord en sous-clonant le 1oxP-PuroAATG (produit par PCR) par
digestion EcoR1-BamH1 dans EcoR1-BamH1 de bluescript.

5) Le pgk-neo a été sous-cloné EcoR1-HindIIl du vecteur MSCV-neo
(plasmide #225) dans la construction précédente.

6) Un polyA pour le géne puro a été construit par PCR (sur le vecteur
pDsRed1-C1) avec des amorces contenant des sites de restrictions Xbal
de chaque coté. La séquence de 400 bp contenant 2 polyA a été sous-

cloné dans le site Xbal dans la construction précédente (plasmide #1649).
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7) Finalement, le site BamHI de la construction précédente a été détruit
et la cassette Pgk-Neo-loxP-PuroAATG-pA de 2.3 kb a été produite par
PCR avec le systéme Expand Long Template PCR System, qui utilise une
Taq DNA polymerase thermostable qui permet de produire des fragments
jusqu’a 22kb pratiquement sans erreurs. Des sites BglII ont été placés de
chaque coté des amorces, permettant ainsi de sous-cloner la cassette de
2.3 kb dans le site BamH1 unique de la construction présentée en 3.

Le vecteur a été séquencé en entier afin de s’assurer qu’il n’y avait pas de
mutation(s). Le vecteur final contient 2 sites Pvul uniques a bluescript.
Ces sites ont servi a linéariser le vecteur (et enlever 1kb du corps de

bluescript).

2.2 Ciblage des cellules ES et analyse des clones par Southern blot

L’incorporation du vecteur de ciblage dans les cellules ES se fait
par €lectroporation dans les cellules R1 de bas passage (passage 15). Les
cellules R1 sont maintenues sur des MEFs (Mouse Embryonic Fibroblast)
irradiées et dans un milieu contenant du DMEM (glucose élevé avec
glutamine et pyruvate, Gibco), 15% de FCS (inactivé par la chaleur)
préalablement testé pour les ES, 0,1 mM acides aminés (Gibco), 0,15mM
MTG et 1000U/ml LIF (ESGRO, Chemicon). Un passage sur la gélatine
(0,1% solution de gélatine, Sigma) est fait avant 1’électroporation pour
permettre de se défaire du plus grand nombre de MEFs possible. Les
cellules sont trypsinisées, dissociées, comptées et resuspendues & 10’
cellules dans 800pl de milieu & ES. 25 pg d’ADN linéarisé stérile est
ajouté aux cellules dans une cuvette de 0,4 cm (Biorad).
L’électroporation se fait & 225V, 950 pF avec le mode "exponential
decay”. La cuvette est incubée 20 minutes & température ambiante, puis
son contenu est réparti sur des MEFs irradiés. La sélection a 300ug G418
(Geneticin, Invitrogen) débute 24h aprés 1’électroporation et le milieu est
changé tous les jours jusqu’a ce que les colonies soient prétes a étre

prélevées (7-10 jours). Ensuite, 600 colonies sont prélevées et déposées
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dans des plaques & 96 puits sur glace, trypsinisées, dissociées et étalées
sur des MEFs irradiées. Le milieu est changé quotidiennement. Lorsque
la majorité des clones sont & environ 80% de confluence, la plaque est
alors trypsinisée et dissociée. 25% des cellules sont transférées dans une
autre plaque (96 puits, sur gélatine) pour éventuellement extraire I’ADN
et les 75% restantes sont mélangées a du milieu a congélation 2X (20%
DMSO, Sigma), la plaque étant directement congelée a ~80°C. Le milieu
des clones sur gélatine est changé tous les jours et les puits confluents
sont mélangés a 100ul de DNAzol (Invitrogen) et transférés un 4 un dans
une autre plaque (96 puits en V) et gardés a 4°C. Lorsque tous les clones
ont été transférés, 50 ul d’EtOH 100% est ajouté aux puits et la plaque est
centrifugée. Le culot d’ADN est lavé 2-3 fois a I’EtOH 75%, et
resuspendu ensuite dans le mélange de digestion (H,O, tampon NEB #3,
enzyme NEB EcoR1). La plaque est mise & 37°C pour digestion toute la
nuit. L’ ADN des premiers 212 clones est soumis 4 une électrophorése sur
6 gels 0.85% agarose, transférés sur membrane de nylon Zeta-Probe (Bio
Rad) et analysés par Southern Blot avec une sonde BTK (QIAEX de
digestion Sacl + Pstl sur le plamide #1302 pBS-Btk 5' genomic N/B
5kb). Cette sonde est marquée au dCTP-**P et purifiée sur une colonne de
Sephadex-G50 (Pharmacia). Les membranes sont pré-hybrydées et
hybridées a 65°C dans une solution 6X SSC, 10% formamide, 1%
sodium dodecyl sulphate (SDS), 2 mM EDTA, 1% lait, 0.5 mg/mL ADN
de sperme de saumon, et 7.5 % dextran sulphate. Les membranes sont
lavées 3 fois 15 minutes a 65 °C dans 1) 2X SSC, 0.1% SDS, 2) 0.2X
SSC, 0.1% SDS, et 3) 0.2X SSC. Les membranes sont ensuite exposées
sur films Kodak BioMax MS (Interscience Inc, Markham).

Les 6 membranes ont été déshybrydées dans une solution 1% SDS
bouillant 4 65°C (3x5min.) et resondées avec une sonde puro (QIAEX de
digestion EcoR1 + HindIII sur le plasmide #226 pBKS- PAC) dCTP-*?P.
Les clones positifs sont décongelés en plagant la plaque directement a

37°C et en transférant le contenu du puit sur des MEFs irradiées dans une
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plaque a 24 puits. Le milieu est changé quelques heures (5-6h) plus tard
pour enlever les traces de DMSO restantes. Les clones sont ensuite
multipliés jusqu’au nombre de cellules désirées et congelées

individuellement.

2.3 Caryotypage des cellules ES ciblées

5 différents clones (#152, 92, 90, 48 et 134) ont été caryotypés par
le groupe de la banque de cellules leucémiques de 1’hdpital Maisonneuve-

Rosemont.

2.4 Vérification de la compatibilité des cassettes de la nouvelle

génération de virus

La construction ci-dessous (plasmide #1678) (Figure 16) a été
électroporée (linéarisée Notl et circulaire) dans les cellules ES R1 dans

les conditions décrites précédemment (en 2.2) et étalée sur des MEFs

Pgk-kozac-ATG b' Hygro Hng—neo Ibl PuroAATG-pA |—

Figure 16: Construction pour tester les cassettes

neo'.

Les cellules ont été sélectionnées a 300pug/ml G418 pendant sept jours et
ensuite, les colonies résistantes ont été regroupées et multipliées afin
d’obtenir un nombre suffisant de cellules pour 1’électroporation dans
chaque condition. 25 pg de la Cre recombinase circulaire #1633 pCX-
CRE a été électroporée dans les cellules ES neo. Aprés ’introduction de
la Cre, les cellules ont été étalées sur des MEF DR4 (puro résistantes) et
une sélection a 2ug/ml de puromycine a été lancée 48 heures aprés

I’électroporation et maintenue pendant cinq jours.
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2.5 Infection rétrovirale

La soupe virale est générée en transfectant la construction désirée
dans la lignée amphotropique 293GPV (cellules VSV-G) ou la lignée
productrice écotropique GP+E86, soit au CaCl, ou par lipofectamine. La
soupe virale est titrée en infectant les cellules ES ciblées a différentes
dilutions et en comptant le rapport des colonies aprés/avant sélection.
L’infection rétrovirale avec la soupe écotropique se fait dans le milieu
des cellules ES dans des pétris (Nunc) gélatinisés avec 4pg/ml de
polybrene (hexadimethrine bromide, Sigma) durant 24h.
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3. Analyse des résultats

3.1 Construction du vecteur de ciblage

La construction du vecteur de ciblage fut réalisée en utilisant deux
bras D’ADN homologues. Ces bras sont nécessaires a la recombinaison
homologue et doivent avoir une taille de plus de 1.5 kb pour obtenir une
recombinaison efficace (Babinet C et al. 2001). Le premier bras en 5’ est
de 5 kb et il est situé juste avant ’exon 1. Le second bras en 3’ est de
4kb et comporte les exons 1 et 2. Entre ces 2 bras, il y a une cassette avec
un promoteur PGK, un géne de résistance a la néomycine et un site loxP
avec un gene de résistance a la puromycine, sans promoteur et sans codon
de départ ATG (Figure 17). Un site EcoR1 est présent dans la
construction entre la fin du neo et le loxP. Dans la région génomique de
BTK, un site EcoR1 se trouve a 1.3 kb en amont du bras d homologie de
5 kb et un autre dans I’autre bras d'homologie 4 1.7 kb & partir de
I’extrémité 5°. Donc avec une digestion EcoR1 et avec une sonde dans le
bras d’homologie de 5kb (sonde 1), on observe par Southern Blot une
bande endogéne de 8.04 kb et aprés recombinaison homologue, cette
bande sera de 7.3 kb. Une sonde puro (sonde 2) peut aussi étre utilisée
pour s’assurer qu’il n'y a pas d’autres intégrants aléatoires ailleurs dans

le génome (Figure 17).
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Figure 17: Locus BTK et conception du vecteur de ciblage

3.2 Ciblage par recombinaison homologue

600 clones ont été prélevés, congelés et multipliés afin d’en
extraire ’ADN. L’ADN de 400 clones a été digéré et les 212 premiers
clones furent analysés par Southern blot (Figures 18 et 19 et annexe II). 9
clones (#48, 53, 90, 92, 134, 151, 201, 205 et 206) ont démontré une
perte d’environ 700 bp aprés digestion EcoR1 et hybridation avec une
sonde BTK (sonde 1 figure 17). Donc 9 clones ont recombiné
spécifiquement au locus ciblé. Ces 6 membranes ont été réhybridées avec
une sonde puro (sonde 2 figure 17) afin de démontrer qu’il n’y avait pas

d’autres intégrants (Figures 20 et 21 et annexe II).
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Figure 18: Southern blot démontrant la recombinaison

homologue des clones #48 et 53
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Figure 19: Southern blot démontrant la recombinaison

homologue des clones #201, 205 et 206
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Figure 20: Southern blot démontrant 1’intégration unique

pour les clones #48 et 53
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Figure 21: Southern blot démontrant I’intégration unique

pour les clones #201, 205 et 206

33 Caryotype des clones

5 clones ont été caryotypés par le groupe de la banque de cellules
leucémiques de I’hépital Maisonneuve-Rosemont, soit les clones #152,
92, 90, 48 et 134. Le caryotype du clone 92 est présenté dans la figure 22
et les caryotypes des 4 autres clones sont présentés en annexe I11.

Seul les clones #134 et 92 ont un caryotype normal 40, XY aprés
’analyse de 20 métaphases chacun.

L’analyse de 15 métaphases du clone #48 a démontré une formule
chromosomique a 41,XY,+9 dans toutes les cellules.

L’analyse de 21 métaphases du clone #90 a démontré une formule
chromosomique normale 40,XY dans 13 cellules, une formule
chromosomique a 41,XY,+1 dans 7 cellules et une formule a
40,XY,t(14;16) dans une cellule.

L’analyse de 20 métaphases du clone #152 a démontré une formule
chromosomique a 41,XY,+9 dans 13 cellules Les 7 autres métaphases
n’ont pas de trisomie 9 mais ont des pertes chromosomiques dont la perte
du chromosome X dans 4 cellules et perte du chromosome Y dans 2

cellules.
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Figure 22 : Caryotype du clone #92 :

L’analyse de 20 métaphases a démontré :
-Un caryotype normal 40,XY dans 14 cellules (A et B)
-Une formule chromosomique a 40,XY,+11,-12 dans une cellule
-Une translocation 39,XY,-2,t(14;17) dans une cellule
-Une formule a 32,XY avec pertes aléatoires de chromosomes
dans une cellule
-Une formule chromosomique hypertriploide a
63 chromosomes dans une cellule
-Une formule a 46,XY,del(7) dans une cellules
et a 46,XY,del(15) dans une cellule
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3.4  Autre digestion pour les clones 92 et 134

Une autre analyse Southern blot a été réalisée afin de confirmer la
recombinaison des 2 clones au locus BTK. L’analyse a été faites sur
’ADN des clones 92 et 134 (qui possédent un caryotype normal) et les
digestions EcoRI et Hpal ont été utilisées afin de reconfirmer les résultats
précédents. La digestion Hpal avec la sonde BTK (sonde 1 dans la Figure
17) permet de distinguer les clones qui ont recombinés comparativement
aux cellules sauvages R1. Une bande de 7.8 kb est présente pour les
clones comparativement a une bande endogéne de 30 kb. La digestion

EcoR1 reconfirme les résultats obtenus en 3.2 (Voir Figure 23).

EcoR1 Hpal

R1 92 134 R1 92 134

— 30

Sonde BTK
e — 78

Figure 23 : Autre digestion des clones 92 et 134

3.5 Test de la nouvelle cassette qui sera utilisée pour produire

Les délétions sur le clone ciblé.

Une construction (Figure 16) a été réalisée afin de s’assurer que la
nouvelle cassette utilisée est bien compatible et fonctionnelle avec la
cassette introduite par ciblage dans les cellules ES. Il est 4 noter que 2
générations de rétrovirus ont été congues précédemment et que toutes
deux se sont avérés inefficaces dues & des réarrangements

intramoléculaires.
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Une cassette contenant un pgk-ATG-loxP-hygro a été sous-cloné avant la
cassette pgk-neo-loxP-puroAATG-pA, permettant ainsi de transfecter
cette construction dans les cellules ES et de vérifier si aprés I’ajout de la
Cre, la recombinaison produit bien des clones puro résistants. Les
colonies puro’ ont été comptées 6 jours aprés 1’électroporation (aprés 4
jours de sélection) (Table 1). Le pourcentage d’efficacité de la Cre a été
calculé en comparant le nombre total de colonies puro’ aprés sélection sur
le nombre de colonies avant sélection transfectées avec la Cre. 10’
cellules ont été électroporées par condition. Le nombre de cellules avant
s€lection qui posseéde la Cre a été calculé en prenant en considération les
faits suivants: 1) Seulement 50% des cellules survivront a
’électroporation, et 2) la moitié de ces cellules incorporeront la
construction désirée (Ces données sont valables pour les conditions
d’électroporation utlisées, soit 25ug d’ADN, 107 cellules, 225V, 950uF,
Fradet N, observations non publiées). De plus, 3) seulement environ 5%
des cellules vont adhérer sur les MEFs et survivre, donc 107 x 50% x
50% x 5% = 1.2 x 10°. Le nombre de colonies résistantes a la puromycine
est similaire que la construction ait été linéarisée ou non. Le pourcentage
d’efficacité de recombinaison par la Cre est d’environ 10% pour les 2

conditions.

Pgk-kozac-ATG {}LHygro Pgk-neo |b| PuroAATG-pA | —

Figure 24: Construction pour tester les cassettes
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Conditions Nb Nb cellules %
colonies avec CRE efficacité
Puro” de la CRE
ES seul 0 0 0
ES + CRE 0 125 000 0
ES + vecteur lin 0 0 0
ES + vecteur circ 0 0 0
ES + vecteur liné + CRE ~15 680 125 000 ~12.5%
ES + vecteur circ + CRE ~12 096 125 000 ~9.7%

Table 1: Nombre de colonies puro’ aprés action de la Cre dans les

cellules avec la construction 2 tester

Les résultats présentés ci-dessus (Table 1) démontrent que les
deux constructions générées sont compatibles et fonctionnelles. Le
ciblage du premier site d’intégration étant réussi, le systéme est
maintenant prét a étre exploité.

Le clone #92 ciblé au locus Btk a été saturé avec le virus présenté ci-haut
et plusieurs colonies (298) ont survécu a la sélection puromycine. La
complexité geénérée était de 16 000. Ces différents clones seront
éventuellement analysés et caractérisés. Les cellules de ces clones seront
différenciées en EBs et utilisées dans la génération de souris chiméres &
la recherche d’un phénotype anormal.

La soupe virale ayant servi a la saturation du locus BTK peut aussi étre
utilisé & la saturation de d’autres locus éventuellement ciblés. Plusieurs
locus sur le chromosome X ont leur construction presque terminée pour
le ciblage par recombinaison homologue et seront décrits dans la

discussion.
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De cette fagon, plusieurs délétions chevauchantes seront produites pour
chaque locus ciblé, permettant un criblage de génes sur le chromosome X
impliqués dans le développement et I’hématopoiése.

Il existe des méthodes alternatives afin de produire des délétions a

partir de sites loxP. Elles sont décrites dans la table 2 ci-dessous.

Premier site loxP Deuxiéme site loxP
Intégration -Recombinaison -Recombinaison
spécifique homologue homologue
Intégration -Infection rétrovirale ~ -Infection rétrovirale
aléatoire -Electroporation -Electroporation

Table 2 : Méthodes alternatives pour produire des délétions



Chapitre 3:

Discussion et conclusion




53

1. Choix du locus Btk sur le chromosome X

La majorité des lignées de cellules ES ont un caryotype XY. Le
chromosome X est trés conservé entre la souris et I’humain et contient
plusieurs génes ayant une fonction biologique importante ou méme
essentielle. Par conséquent, le choix du site d’ancrage a été fixé sur ce
chromosome. La région possiblement délétée, quant a elle, ne devait pas
contenir de genes létaux ou avec un phénotype embryonnaire sévére.
Comme la région 48 a 62 cM chez la souris est connue pour étre trés
riche en génes, dont plusieurs impliqués dans certaines maladies, le choix
du site d’ancrage s’est arrété sur le locus BTK, situé a 51 ¢cM sur le
chromosome X. L’orientation du site loxP est placée de fagon a déléter la
région distale au géne. La grandeur des délétions sera estimée par la perte

de marqueurs STS (Single-Tag Sequence) (Voir annexe IV).

2. Conception du vecteur de ciblage

La conception du vecteur de ciblage a été faite en paralléle avec
la conception du rétrovirus, dans le but d’élaborer une stratégie
permettant de sélectionner les clones ayant recombinés. La méthode de
sélection choisie est D’activation d’un marqueur de sélection
(puromycine) aprés recombinaison, et la perte des marqueurs néomycine
et hygromycine si la recombinaison produite est une délétion. Cette
technique permet de sélectionner et d’identifier facilement les clones qui
ont recombinés et qui ont délétés un segment chromosomique. Le
premier site loxP est introduit dans la construction de ciblage, avec un
géne de résistance a la puromycine sans promoteur et sans codon de
départ ATG. Un géne de résistance néomycine avec un promoteur Pgk
est aussi introduit dans la construction afin de sélectionner les clones
ayant intégré la construction. Le géne neo est placé dans le sens inverse
au gene puro (pour éviter que le promoteur Pgk du neo puisse activer la
transcription du puro). Le géne puro ne va étre transcrit que lorsqu’un

second site loxP va s’intégrer aléatoirement (précédé d’un promoteur et
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d’un site de départ ATG dans le méme cadre de lecture que le géne puro)
et recombinera avec le loxP de la construction de ciblage (Voir Figure
13). Les régions d’homologie dans le vecteur de ciblage pour la
recombinaison homologue dans le géne BTK sont de 5 kb et 4 kb. La
construction posséde un site de restriction EcoR1 additionnel, permettant
de distinguer les clones qui ont recombiné spécifiquement par Southern
blot, en utilisant une sonde dans la région d’homologie en 5°. Cette
technique permet la révélation d’une bande endogéne de 8 kb, qui apres
recombinaison homologue, du fait de I’introduction d’un site EcoRI

supplémentaire est de 7,3kb.

3. Ciblage par recombinaison homologue dans les cellules ES

La recombinaison homologue au locus ciblé a été réalisée avec
une efficacité d’environ 4%: 9 clones positifs sur 212 clones analysés
(Voir Figures 18 et 19 et annexe II). Il est & noter que pour certains
clones, une bande trés pale (moins intense que la bande a 7.3 kb) est
preésente a4 8kb. Cette bande endogéne provient des quelques MEFs
restant dans le puit lors de I’extraction d’ADN. Cette bande est absente
lors de I’hybridation des membranes avec la sonde puro (Voir Figures 20
et 21 et annexe II). Les clones positifs ont été multipliés et caryotypés
afin de s’assurer que les cellules ES ciblées ne comportent pas
d’anomalies chromosomiques, pouvant causer certains phénotypes non
reliés 4 la région éventuellement délétée et aussi causer un probléme dans
la production de souris chiméres.

Sur les 5 clones analysés, seulement 2 (#92 et 134) présentaient un
caryotype normal 40, XY (Figure 22). Les 3 autres clones analysés (#48,
90 et 152) présentaient des réarrangements chromosomiques divers,
comme des additions, des délétions ou des translocations (Annexe III).
Etant donné les nombreux réarrangements chromosomiques des cellules

ES en culture (Longo L et al. 1997, Draper JS et al. 2004), il est
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important de caryotyper réguliérement les cellules afin d’éviter de
travailler inutilement.

Une analyse Southern blot avec une autre digestion a été réalisée sur les
clones ayant un caryotype normal (soit les clones #92 et 134) afin de
confirmer que ces 2 clones ont bien recombinés au locus ciblé (Figure
23). La digestion Hpal avec une sonde BTK révéle une bande d’environ
30 kb pour les cellules R1 contrdle et cette bande descend a 7.8 kb pour
les cellules ayant recombinées au bon locus (Figure 23). La digestion
EcoR1 reconfirme les résultats obtenus précédemment. Il est & noter que
la distance entre la bande endogéne de 8 kb et celles des clones de 7.3 kb
(pour la digestion EcoR1) sur la figure 23 est moins grande que dans les
membranes présentées dans les figures 18 et 19 et en annexe II,

simplement parce que le gel a migré moins longtemps dans ce cas-ci.

4, Infection rétrovirale et complexité

Afin de produire les délétions chevauchantes, une cassette
contenant le promoteur et le codon de départ ATG en avant d’un site loxP
a été utilisée. L’incorporation du deuxiéme site loxP peut se faire de
plusieurs fagons, dont par électroporation ou par infection rétrovirale. La
méthode qui a été choisie est I’infection rétrovirale, car elle permet entre
autre de diluer la soupe virale de fagon a obtenir le pourcentage
d’infection désiré.

Les lignées productrices de particules virales utilisées sont les
GP+E86 (une lignée murine écotropique) et la lignée amphotropique
293GPV (VSV-G). La lignée 293GPV (VSV-G) exprime gag, pol et
VSV-G (I’enveloppe est sous le contréle d’un promoteur inductible: en
absence de tétracycline, tTA se lie au promoteur 7tetO-CMV et conduit
I’expression de vsv-G, alors qu’en sa présence, vsv-G est inactif). La
cassette contenant le deuxiéme site loxP est clonée dans un vecteur
MSCV (murine stem cell proviral vector) entre les 2 LTR, et co-

transfectée dans la lignée VSV-G avec une construction gag-pol (sous le



—

56

contrfle du promoteur CMV) et VSV-G. La soupe amphotropique
produite par cette lignée aprés co-transfection est utilisée pour infecter la
lignée productrice de particules virales écotropiques GP+E86. La soupe
virale produite par I’une de ces 2 lignées (amphotropique ou écotropique)
peut étre utilisée pour intégrer la cassette désirée dans les cellules ES
ciblées.

Etant donné que les rétrovirus s’intégrent aléatoirement dans le
génome, la construction va s’intégrer sur les différents chromosomes et
dans toutes les directions possibles. Nous voulons intégrer une seule
copie de cette construction par cellule. Pour ce faire, nous devons diluer
la soupe virale afin d’obtenir un pourcentage d’infection d’environ 1%.
Ce pourcentage est déterminé en titrant la soupe virale, donc en comptant
et comparant les colonies résistantes pour chaque dilution avant et aprés
sélection. La dilution de la soupe virale qui donne un pourcentage
d’infection d’environ 1% (donc environ une colonie résistante aprés
s€lection sur 100 colonies avant sélection) est utilisée pour introduire le
deuxiéme site loxP.

Un trés grand nombre de cellules ayant incorporé une copie du
deuxiéme site loxP est nécessaire afin d’obtenir quelques cellules ayant
introduit ce site loxP & proximité du site loxP d’ancrage et dans la bonne
orientation. Etant donné le faible pourcentage d’infection utilisé, le
pourcentage de cellules qui vont adhérer et survivre et de la complexité
requise, la quantité de cellules ES (contenant le site d’ancrage) qui doit
étre infectée au départ est énorme. La complexité nécessaire pour
produire des délétions dépend évidemment de plusieurs facteurs, tels que
le locus ciblé, les conditions utilisées, la distance entre les 2 sites loxP,
etc. D’apres les études de Allan Bradley (Su H et al. 2000), la complexité
minimale afin d’obtenir des délétions est d’environ 24 000, ou autrement
dit, 24 000 cellules ont besoin d’une intégration indépendante (4 un

endroit différent dans le génome).
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La construction du rétrovirus qui sera utilisée est présentée dans la figure

25.

«—— _ ,
kozac-ATG |Pgk — [t

LTR —] Hygro

Figure 25 : Construction de la troisi¢éme génération de rétrovirus

5. Test de la nouvelle cassette pour ’infection rétrovirale

Afin de tester la compatibilité de ce nouveau rétrovirus avec la
construction de départ et I’efficacité de la recombinaison par la Cre, une
construction a été faite plagant les 2 cassettes utilisées a la suite I’'une de
I’autre (Figure 16). Le vecteur (linéaire ou circulaire) a été intégré dans
les cellules ES sélectionnées au G418. Apres introduction de la Cre par
électroporation, plusieurs colonies ont survécu a la sélection puromycine,
alors qu’aucune cellule n’a survécu dans tous les pétris contrbles. Ceci
démontre que la cassette utilisée pour la troisieme génération de
rétrovirus est compatible avec la cassette utilisée dans les cellules ES
ciblées. Le calcul approximatif de I’efficacité de la recombinaison par la
Cre a été fait en calculant et en comparant le nombre de colonies puro” et
le nombre de cellules avec la Cre (Voir le calcul en 3.5). L’efficacité de
la recombinaison par la Cre calculée dans ces conditions est de 12.5 %
pour le vecteur linéarisé et de 9.7% pour le vecteur circulaire. Ces
chiffres d’efficacité de recombinaison par la Cre corrélent avec ceux
retrouvés dans la littérature (environ 10% pour des sites loxP distants de
moins de 5 cM) (Zheng B et al. 2000, Su H et al. 2000).

La construction de la troisiéme génération de rétrovirus est
illustrée dans la figure 25. Un géne de résistance a I’hygromycine sous le
contrdle du LTR est ajouté afin de permettre la sélection des clones ayant
incorporé le deuxiéme site loxP. Aucune séquence répétitive n’est

présente dans la construction. Cette construction a été transfectée dans les
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GP+E86 et la soupe virale a été titrée et testée par Mélanie Bilodeau. Le
clone ciblé a été infecté avec cette soupe virale afin de produire une
population de cellules ayant différentes intégrations aléatoires. La
complexité qui a été générée est de 16000 (16 000 intégrations
indépendantes). Apres électroporation de la cre et sélection puromycine
pendant quelques jours, 298 colonies ont survécu. La complexité générée
est inférieure a la complexité démontrée par le groupe de Bradley, et un
nombre important (298) de colonies a été obtenu. La complexité requise
afin de produire des délétions varie d’un locus 4 I’autre et selon les
différentes conditions utilisées. Une hypothése intéressante est que plus la
complexité diminue, plus la grandeur des délétions augmente. Mais cette
théorie demeure une hypothése et devrait certainement étre étudié.

Les clones générés aprés action de la cre seront éventuellement analysés
et caractérisés. Les réarrangements définis comme étant des délétions
seront ¢tudiées in vitro et in vivo afin d’y trouver un(des) géne(s) dont
I’absence cause un phénotype important. Ceci démontre que le systéme
fonctionne bien et qu’il peut étre utilisé afin de cibler et déléter d’autres

régions du chromosome X.

6. Autres locus sur le chromosome X éventuellement ciblés

D’autres locus du chromosome X ont été congus afin d’étre ciblés
avec la cassette fonctionnelle utilisée pour le ciblage de BTK. Les génes
dont la construction est presque terminée (ou il ne reste qu’a y insérer la
cassette pgk-neo-loxp-puroAATG-pA) sont présentés dans la table

suivante.
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Sites de
Locus Distance # du restriction a Grandeur des
encM  plasmide utiliser fragments

F9 22 1277 Bglll 12 kb
Gp91 2.9 1315 Smal 4.8 kb
Grpr 70 1319 BamHI 15kb
Hprt 17 1227 Xhol 7+49%kb

Plp 56 1276 Bglll 6 kb

Gla 53 1228 EcoRV 1.2+ 6kb

Table 3 : Locus du chromosome X disponibles dont la construction pour

le ciblage est presque terminée

Le gene F9 contient un géne 1étal embryonnaire a proximité a 18.6 cM et
un autre a 28.9 ¢cM (Nsdhl), mais la région distale de 9 ¢cM est quand
méme intéressante a cribler.

Le gene Gp91 est situé prés du géne 1étal embryonnaire Gata-1 a 2.1 cM,
mais la région distale est intéressante a cribler.

Le gene Grpr se trouve a coté du géne Piga qui est létal embryonnaire,
mais la région proximale est une région a privilégier.

Le géne Hprt 4 déja été ciblé et criblé dans I’expérience du groupe de Su
H et al. (Su H et al. 2000) décrite dans I’introduction.

Le géne Plp ne contient pas de géne 1étal & proximité, il s’avére donc un

bon choix pour le criblage.
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Le géne Gla se trouve entre Btk et Plp, alors je favoriserais le ciblage de
ces deux derniers avant de cibler Gla.

Comme vous pouvez le constater, cette technique de criblage de génes
essentiels pour le développement et I’hématopoiése peut s’appliquer a
presque n’importe quelle région du chromosome X, mais aussi au
genome en entier. L’insertion du premier site loxP (ancrage) peut se faire
spécifiquement, mais aussi de fagon aléatoire, permettant un criblage a

grande échelle.

7. Méthodes alternatives

Il existe plus d’une fagon d’insérer les cassettes afin de produire
des délétions. Le premier site loxP (site d’ancrage) ainsi que le deuxiéme
site loxP peuvent étre introduits : soit spécifiquement par recombinaison
homologue, soit aléatoirement par électroporation ou par infection
rétrovirale (voir Table 5).

Le désavantage majeur de la technique d’insertion des cassettes par
€lectroporation est que méme en diminuant la concentration d’ADN
injecté, plusieurs cellules auront plus d’un intégrant. Cette méthode
demanderait de tester un nombre important de colonies avant d’obtenir
celles recherchées 4 moins d’avoir une sélection négative (comme le géne
tk décrit en 2.2),

Un avantage intéressant de 1’insertion par électroporation est que la
deuxiéme cassette peut étre insérée simultanément avec la Cre, sauvant
ainsi une étape comparativement a la technique décrite dans ce mémoire.
Une sélection négative combinée a une sélection positive diminue
énormément le nombre de colonies finales résistantes, mais les colonies
survivantes seront pour la plupart des colonies positives (ayant subi une
délétion).

Il existe plusieurs autres méthodes afin de produire des mutations ciblées
dans le génome comme décrit en 2.1. L’avantage majeur de notre

technique est la possibilité de produire des grandes délétions définies
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dans les cellules ES et de cribler un phénotype facilement en utilisant la
différenciation in vitro. Cette méthode unique permet de définir
rapidement la nature des réarrangements obtenus et de déléter plusieurs
genes simultanément. Je pense que lorsque les constructions sont
adéquates et fonctionnelles, l’infection rétrovirale offre beaucoup
d’avantages, dont entre autre la possibilité d’intégrer une seule copie de
la construction désirée par cellule (ex. loxP). Pour ce faire, il suffit de
diluer la soupe virale, permettant ainsi d’évaluer la complexité générée.
De plus, le rétrovirus fourni une étiquette (tag) pour le clonage. Notre
approche visait & mettre au point une méthode ou les conditions seraient
bien établies afin de les utiliser a répétitions dans un criblage fonctionnel

a grande échelle.
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Annexel:

Geénes présents sur le chromosome X
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Annexe I1

Southern blot de I’analyse des clones
ciblés au locus BTK
pour les membranes #3 et #4
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Southern blot démontrant I’intégration unique pour les clones #90 et 92
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Southern blot démontrant I’intégration unique des clones #134 et 151



ANNEXE III

Carvotvpe de 4 clones de cellules ES
(#48, 92, 134 et 152)
ciblés au locus BTK




X1

Clone #48 : L’analyse de 15 métaphases a démontré une formule
chromosomique 41,XY.+9 dans toutes les cellules (A et B)
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xii

Clone #90 : L’analyse de 21 métaphases a démontr¢ :

-Un caryotype normal 40,XY dans 13 cellules (D)

-Une formule chromosomique & 41,XY,+1 dans 7 cellules (C)
-Une translocation 40,XY,t(14;16) dans une cellule
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Xiil

Clone #134 : L’analyse de 20 métaphases a démontré :
-Un caryotype normal 40,XY dans 8 métaphases (F)
-Une formule chromosomique avec trisomie 8 dans 2 cellules
-Une formule chromosomique avec pertes aléatoires de chromosomes
sans autres anomalies dans 5 cellules (E)
-Une formule chromosomique & 40,XY,t(8;17) dans une cellule, &
40,XY,t(2;8) dans une cellule, a 40,XY,del(19) dans une cellule, a
40,XY.del(3) dans une cellule et a 40,XY,del(6) dans une autre.
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Clone #152 : L’analyse de 20 métaphases a démontré :
-Une formule chromosomique a 41,XY,+9 dans 13 cellules (G,H)
-Les 7 autres métaphases n’ont pas la trisomie 9, mais ont des
pertes chromosomiques dont la perte du chromosome X dans 4
cellules et la perte du chromosome Y dans 2 cellules.

D a i D R
‘0 Im ﬂfJI[; TR AT
I@I II II Mu lm
HeHe B B HOF meme || Do

HeHs H i Hode HeHe HOE¢
B'R Hede Def mmn [T

iuiL‘ 3 I H i Bé EF HOHQ
Mo Hé H _i 3 ‘_I ili._na I Qo




ANNEXE IV :

Marqueurs STS dans la région distale
au locus BTK
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