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But du projet

e Définir la meilleure stratégie de vecteur pour
produire un ARN interférent en transgénéese
permettant I'inhibition d’'un gene cible.



Modeles d’étude °

e Gene IE180 (immediate-early gene) du virus
de la maladie d’Aujeszky.

e Gene Prnp impliqué dans les maladies a
Prion.



ARN interféerent :

e Petits ARN simples brins 18-21 nt

e Induit inhibition d’'un gene cible
e Soit dégradation de ’ARNm si appariement parfait
e Soit inhibition de le traduction si appariement imparfait

e Issue de Structure en épingle a cheveux
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Construction d’un transgene

e Le promoteur :

o Type pol lll : fort, ubiquitaire, production de shRNA

Exemples : U6, H1

o Type pol |l : tissus spécifiques, polyadenylation,

production de microARN

e Le transgene : ARN interférent :

o shRNA (seul, + 5T)
e microARN

e La cible : 3’UTR ou codant
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Promoteur pol lll : U6
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Promoteur pol lll : U6
Transgenese
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M10-pU6- shRNA : 3 animaux TG sur 180
analysés: pas d’expression de shRNA,

transgene tronqué.




shR miR
Auj PrP | Auj PrP

Promoteur pol lll : U6 NE

Tg

cul
pol | cell
Tg

x

x

shRNA
antiPrP
FPR GFP |
3'UTR
Promoteur Prnp E1 PrnP
Vecteur PrP souris Intron EESEEESEEE ~ Souris
ORF
Prnp ovin

e In vitro : Inhibition protéique > 80%

e En transgenese : pas inhibition (7 lignées)



Moutons transgéniques obtenus a I'aide de lentivirus 0000
porteur d’'un shRNA anti PRP :::0
o0
®
Construct RNAI GFP
Injected 258 81
Blastocysts 104 27
Transferred 67 18
Born 27 5
Transgenic 1 2
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Collaboration avec Bruce WHITELAW, Roslin Institute,




Promoteur pol |l : EF1a
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En transgénese:
5T-shRNA-5T dans M10 :

terminateur

2 animaux TG sur 150 analysés: pas d’expression, transgene tronqué.




Promoteur pol Il : EF1a
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Effet de la quantité de shRNA / cible
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Corrélation entre le niveau de shRNA exprimé et le niveau d’inhibition de la cible



Promoteur pol ll : EF1a

En transgénese :

e mMiR dans M10 : 7 lignées sur 50 animaux
dont 2 transmettent et expriment le Tg.
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e Challenge
Total | micealive
control 24 7
.31 24 8
L15 24 15




Promoteur pol Il : PrP
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e Lignées transgéniques :

o Obtention de 8 lignées : 4 expriment le Tg a des

niveaux variables
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Differentes regions cibles

RNAI choisis sur la partie traduite
gettataage
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«1s0 Ghgoigotco GO CEGEE GCGCCCCCTC
GECCCCTCCA COGGCTCCTC GAGGCCCTT GTCT
CCGETCCTCE TCCTCGTCCTOCGTCC TRCLETRCTCC
BBCGECCTCG BTCCCCTCBE CCCBGCGHECG CTTGCCTCCC
CEETGECCCT CCTCCTCTCC TTCTCCTOCG CGLGEATCCC
CEGLGECEER GETGELEELG GTGETEGAAG CEGLEELEETE
CGGCEGAGGA TCETCCCGGT CCCCTTCTCC TCCTCCCGCS

IT GTTITCAGAG

TETATTTICT GAACCAGCTC GAGTCTCTGA GATITITIGG

TGGCGGETEGT CTCTGGGGTG GAGGTGGTCT TGTGGATGGSE

RGARGRGGTG GAGGGTCTIG GTGGGGGTGA CEGGGEGETCICT

GTGETGATGE GAAGRAAGIGG ATGEGEGTCC TCCTCCTGEGA

CTTAGCAGAT GGGGGGTCCC TGGTGGGTCT TAGCAGATGS

CTTGGTGGEGR RGRAGTRGRG GGETCTIGEGG ATGTTGEGGE

GETEETGEGA GGTGGACGET GITGGTGETC CCGGLGGETC

CCOGAGGGTCC CGLTGGTCCC GGEGCGGGAST TGGACGATGS

RNAI choisis sur la partie non traduite 3’'UTR
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Inhibition en présence de 2 secs

ARN interféerents: :

fffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff @ M0
W RNAI-3'UTR 10 ng

1w

M1010ng ASSR110ng ASSR11ng SH 1 ng SH 0,1 ng

Luciferase/B-galactosidase




Perspectives

e Obtention de Souris Tg M10-RNAI-3'UTR
sur fond sauvage.

e Ces souris seront croisées avec les souris Tg
L15 (qui exprime le miR).
Double transgénique



Conclusions \
e Promoteur pol lll T

Auj PrP | Auj PrP

. iy wgs . cul
o Forte inhibition en culture cellulaire el e el
e Non adap’[é en transgénése : pol Ii Einr
Toxicité du shRNA: concentration trop forte, R

effet off-target
Saturation du systeme de maturation (Dicer/Drosha/RISC).

e Promoteur pol

o Inhibition importante en culture cellulaire
o Inhibition partielle en transgénéese.

e Choix des cibles
e Le % inhibition varie selon les cibles.
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o000
Méthode de détection des ARN interférents en PCR en temps réel | ®®®®
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@ Polyadénylation o
5P| | 3-OH
+ Poly(A) Polymérase
+ ATP
lha37°C
5P | | AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA... 3-OH

@ Transcription inverse

5P | | AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA.... 3-OH
+ amorce poly(T) 3’- *NVTTTTTTTTTTTTGGATATCACTCAGCATAATTAAGACACGAGCG-5
+ dNTP
+ Transcriptase reverse (multiscribe)
2H a 37°C
3-OH | | TTTTTTTTTTTTGGATATCACTCAGCATAATTAAGACACGAGCG 5P
5P | | AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA.. 3OH
@ PCR en temps réel
3-OH | | TTTTTTTTTTTTGGATATCACTCAGCATAATTAAGACACGAGCG 5P
l Technique du SYBR Green Amorce Universelle
3-OH | | TTTTTTTTTTTTGGATATCACTCAGCATAATTAAGACACGAGCG 5P

»
»

Amorce spécifique du RNAI

« Facile means for quantifying microRNA expression by real-time PCR »(2005) R. Shi and V.L.Chiang Biotechniques 39:519-525



