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Résumé La modification génique ciblée constitue un outil trés performant pour
acquérir des connaissances de génomique fonctionnelle, mais également
pour la création d'organismes dintérét agronomique. Cette technique tres
utilisée chez la souris, grace a I'existence dans cette espece de cellules souches
embryonnaires (ES), commence a étre employée dans les espéces d’intérét agronomique. Chez la
chévre, le premier exemple d’invalidation génique, via la recombinaison homologue en fibroblastes
puis le transfert nucléaire, vient d’étre réalisé par une équipe chinoise pour le géne PRNP (Yu et al.
(2006) J. Gen. Virol. 87, 1019-1027). Une approche également trés prometteuse pour linvalidation
génique ciblée consiste a exprimer, de fagon stable et permanente, des ARN interférents spécifiques
du transcrit a inactiver. Ainsi, I'objectif premier de ce projet est de tester la faisabilité de ces deux
approches chez la chévre et de s’approprier ces technologies a I'INRA. Pour ce faire, le modele
d’étude choisi est le locus caprin PIS (Polled Intersex Syndrome), du fait d’'une part de 'avancement
des travaux sur ce locus et dautre part, de son importance dans la différenciation, puis la
fonctionnalité de la gonade femelle. Le second objectif de ce projet est d’élucider les interactions
géniques qui président au développement de I'ovaire normal, comparativement dans 2 especes de
mammiféeres, la chévre et la souris.
Pour mener a bien ce projet, le partenariat mis en place est capital. Le partenaire 1 (i) est un
spécialiste de la différenciation sexuelle chez les animaux domestiques, (ii) est a I'origine avec le
partenaire 2 de la découverte du locus PIS, et (iii) a déja réalisé avec succes 'addition génique chez
la chévre. Le partenaire 2 (i) est un spécialiste des techniques de transgenése additive chez la souris,
(i) et a obtenu des résultats avec le systéme d’ARN interférents chez la brebis. Le partenaire 3 (i) est
un des leaders mondiaux de la différenciation sexuelle chez la souris et (ii) maitrise parfaitement
l'invalidation génique ciblée dans cette espece.
Quatre axes de recherche constituent notre projet, 2 chez la chévre et 2 chez la souris. Chez la
chévre, le premier objectif est de réaliser une invalidation du géne FOXL2 (géne clé du locus PIS) par
la technique de recombinaison homologue en cellules fibroblastiques puis reconstitution d’embryons
par transfert de noyaux (knock-out). Le second objectif est également de réaliser I'extinction génique
de FOXL2, mais cette fois en ciblant son ARN messager a I'aide d’ARN interférents spécifiques
(knock-down). Le résultat attendu est un phénotype d’inversion sexuelle a I'état homozygote, ce qui
démontrerait que FOXL2 est le seul géne (parmi ceux co-régulés par PIS) impliqué dans la survenue
des différents phénotypes liés & la mutation PIS. Chez la souris les deux objectifs concerne le géne
Rspo1 qui est le premier géne humain isolé pour son implication dans les pathologies d’inversion
sexuelle de type méle XX. Un objectif consiste a réaliser son invalidation ciblée, l'autre a additionner
le géne caprin chez la souris. Les deux expériences devraient nous renseigner sur le rdle de ce géne,
récemment découvert, dans le développement de I'ovaire mais aussi d’autres organes. Certains
résultats nous laissent supposer que RSPO1 pourrait étre une cible de FOXL2 et pourrait interagir
avec SRY. Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet devraient permetire de démontrer ces

liens putatifs.
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