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Les récentes découvertes de nouveaux outils d’édition du génome,

notamment CRISPR/Cas9, ont

revolutionnées la génération de modeles animaux. Le LabCom SOURIRAT a pendant 3 ans appliqué et optimisé

cet outil pour la génération de modeles de souris et de rats.

P CONTEXTE ET OBJECTIFS

Depuis environ 20ans, la plateforme TRIP et la société
genOway proposent des prestations d’édition du génome chez
le rat et la souris. Suite a la découverte des nucléases et
notamment |'application de CRISPR/Cas9 aux eucaryotes, les
deux partenaires ont souhaité développer un programme de
recherche commun SOURIRAT afin de partager leurs efforts
sur I'application de cette technologie de pointe a la génération
de modeles de souris et de rats génetiguement modifiés.

Dans un premier temps l'objectif était d’obtenir des modeles
simples de KnockOut (KO) pour mettre au point la technique
dans nos laboratoires. Dans un deuxieme temps, elle a été
appliqguée aux modeles de Knockin (KI) simples (mutations
ponctuelles) et plus complexes (GFP dans des locus précis).
Les deux objectifs ont été atteints. Suite aux améliorations du
LabCom SOURIRAT les deux partenaires proposent maintenant
des modeles de souris et de rats genétiguement modifiés a
facon par CRISPR/Cas9. De nouvelles perspectives
d’amélioration de l'efficacité des modeles décrits ci-dessus
ainsi que pour des KI complexes (introduction de sites loxP)
seront déeveloppées dans un nouveau projet de recherche
commun entre les deux partenaires.

» METHODOLOGIE ET RESULTATS

Le systeme CRISPR/Cas9, composé de Cas9 et d’un guide ARN
spécifiqgue du locus ciblé, est apporté au sein des embryons de
rat et de souris par microinjection afin d’induire une coupure
double brin ciblée dans 'ADN génomique. Cette cassure
stimule le systeme de réparation adapté qui conduira, pour
certains embryons, a un décalage du cadre de lecture (KO). En
présence d'un ADN donneur, un autre meécanisme de
réparation est mis en jeu et conduira cette fois a l'insertion
ciblée d’'une séquence ADN souhaitée (KlI).

La collaboration SOURIRAT a permis de mettre en évidence la
supériorité de Cas9 sous forme protéine en comparaison de la
forme ARNm concernant l'efficacité de génération de modeles
KO et KI (Ménoret et al. 2015). C’est pourquoi les deux
partenaires utilisent maintenant cette forme pour tous leurs
projets impliquant Cas9. Ces résultats ont amené de nouvelles
pistes d’amélioration du systeme qui sont actuellement en
cours de développement.

Embryon murin génétiquement modifié exprimant la GFP
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genOway a inclus dans son catalogue la conception et la
commercialisation de modeles animaux de type KO et KI
simples

= PERSPECTIVES

Les résultats obtenus lors de ces trois années ont permis
d’améliorer les techniques de production de modeles
genétiqguement modifiés de souris et de rats et ont ouvert
de nouvelles perspectives de recherche qui seront traités a
travers un projet de these Cifre soutenue par I’ANRT.
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