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Déclara$on	  d’intérêts	  en	  rapport	  avec	  la	  présenta$on	  
	  
ØAc$vités	  de	  conseil,	  fonc$ons	  de	  gouvernance,	  rédac$on	  de	  rapports	  
	  	   	  Non	  

	  
Ø  Essais	  cliniques,	  autres	  travaux,	  communica$ons	  de	  promo$on	  
	  	   	  Non	  

	  
ØIntérêts	  financiers	  (ac$ons,	  obliga$ons)	  	  
	  	   	  Non	  

	  
Ø  Liens	  avec	  des	  personnes	  ayant	  des	  intérêts	  financiers	  ou	  impliquées	  dans	  la	  gouvernance	  
	  	   	  Non	  

	  
ØRécep$on	  de	  dons	  sur	  une	  associa$on	  dont	  je	  suis	  responsable	  
	  	   	  Non	  

	  
ØDéten$on	  d’un	  brevet,	  rédac$on	  d’un	  ouvrage	  u$lisé	  par	  l’industrie	  
	  	   	  Non	  



Pourquoi	  travailler	  avec	  des	  souris	  
géné$quement	  modifiées	  :	  	  
les	  dernières	  avancées	  

technologiques	  et	  les	  nouvelles	  
ressources	  disponibles	  	  



Le	  contexte	  



Le	  contexte	  

Il	  y	  a	   	  ans	  déjà,	  Watson	  et	  Crick	  découvraient	  la	  
structure	  en	  hélice	  double	  brin	  de	  l’ADN	  	  

A	  Structure	  for	  Deoxyribose	  Nucleic	  Acid	  
Watson	  J.D.	  and	  Crick	  F.H.C.	  	  
Nature	  171,	  737-‐738	  (1953)	  



Le	  contexte	  

Il	  y	  a	   	  ans	  déjà,	  la	  séquence	  du	  génome	  humain	  
était	  publiée	  

Ini$al	  sequencing	  and	  analysis	  of	  the	  
human	  genome	  
Interna4onal	  Human	  Genome	  Sequencing	  
Consor4um	  	  
Nature	  409,	  860-‐921	  (2001)	  



Le	  contexte	  

Il	  y	  a	  	  	   ans	  	  	  	  

Il	  y	  a	  	  	   ans	  	  



Aujourd’hui	  :	  qu’avons-‐nous	  compris	  sur	  
les	  fonc$ons	  du	  génome	  ?	  

Oxymore	  

«	  Nous	  savons	  beaucoup	  de	  choses	  
…	  mais	  nous	  ne	  savons	  pas	  grand-‐chose	  »	  



Aujourd’hui	  :	  qu’avons-‐nous	  compris	  sur	  
les	  fonc$ons	  du	  génome	  ?	  

No	  
func4onal	  
annota4on	  

30%	  

Poorly	  
understood	  

50%	  

Func$on	  of	  the	  protein	  	  
coding	  genes	  (Mouse)	  

La	  fonc4on	  de	  80%	  des	  gènes	  codant	  des	  protéines	  est	  pas	  ou	  
mal	  connue	  



Aujourd’hui	  :	  qu’avons-‐nous	  compris	  sur	  
les	  fonc$ons	  du	  génome	  ?	  

La	  fonc4on	  du	  «	  reste	  »	  (=	  98,5%)	  du	  génome	  est	  très	  mal	  
connue	  

Coding	  
sequence	  
1.5%	  

Rest	  of	  
the	  

genome	  
98.5%	  

Human	  genome	  



Aujourd’hui	  :	  qu’avons-‐nous	  compris	  sur	  
les	  fonc$ons	  du	  génome	  ?	  

La	  fonc4on	  du	  «	  reste	  »	  (=	  98,5%)	  du	  génome	  est	  très	  mal	  
connue	  
•   mais	  est	  riche	  en	  séquences	  ayant	  une	  fonc4on	  (miRNA,	  

lncRNA,	  desert	  island)	  



Aujourd’hui	  :	  qu’avons-‐nous	  compris	  sur	  
les	  fonc$ons	  du	  génome	  ?	  

La	  fonc4on	  du	  «	  reste	  »	  (=	  98,5%)	  du	  génome	  est	  très	  mal	  
connue	  
•   mais	  est	  riche	  en	  séquences	  ayant	  une	  fonc4on	  (miRNA,	  

lncRNA,	  desert	  island)	  

Puta4ve	  
biochemical	  
func4ons	  

80%	  

Rest	  of	  the	  
genome	  
20%	  

Human	  genome-‐	  ENCODE	  
perspec$ve	  

Coding	  
sequence	  
1.5%	  

Rest	  of	  
the	  

genome	  
98.5%	  

Human	  genome	  
An	  integrated	  encyclopedia	  of	  DNA	  
elements	  in	  the	  human	  genome;	  
Nature	  489,	  57–74	  



Aujourd’hui	  :	  qu’avons-‐nous	  compris	  sur	  
les	  fonc$ons	  du	  génome	  ?	  

La	  compréhension	  des	  maladies	  mul4factorielles	  et	  
polygéné4ques	  est	  pauvre	  
	  
La	  compréhension	  de	  l’aneuploïdie	  (nombre	  anormal	  de	  
copies	  d’éléments	  géné4ques)	  est	  pauvre	  
	  



Pourquoi	  travailler	  avec	  des	  souris	  géné$quement	  
modifiées	  :	  les	  dernières	  avancées	  technologiques	  et	  les	  

nouvelles	  ressources	  disponibles	  	  

Mon	  but	  
Les	  souris	  géné4quement	  modifiées	  :	  un	  ou4l	  formidable	  	  
	  
•   Pour	  connaitre	  les	  gènes	  
•   Pour	  comprendre	  les	  maladies	  
	  
•   Et	  aussi	  dans	  le	  domaine	  de	  la	  nutri4on	  	  



Mon	  but	  
Les	  souris	  géné4quement	  modifiées	  :	  un	  ou4l	  formidable	  	  
	  
•   Par	  la	  richesse	  des	  ressources	  et	  des	  technologies	  disponibles	  
•   Grace	  à	  PHENOMIN,	  par	  la	  simplicité	  d’u4lisa4on	  pour	  les	  «	  non	  

spécialistes	  »,	  par	  le	  panel	  d’ou4ls	  pour	  les	  spécialistes	  
	  

Pourquoi	  travailler	  avec	  des	  souris	  géné$quement	  
modifiées	  :	  les	  dernières	  avancées	  technologiques	  et	  les	  

nouvelles	  ressources	  disponibles	  	  



Deux	  grands	  projets	  
	  

PHENOMIN	  –	  l’infrastructure	  française	  en	  phénogénomique	  
de	  la	  souris	  
•   de	  la	  créa4on	  d’une	  souris	  géné4quement	  modifiée	  à	  son	  

phénotypage	  	  
	  
IMPC	  –	  décryptons	  le	  génome	  codant	  de	  la	  souris	  
	  

Pourquoi	  travailler	  avec	  des	  souris	  géné$quement	  
modifiées	  :	  les	  dernières	  avancées	  technologiques	  et	  les	  

nouvelles	  ressources	  disponibles	  	  



Le	  regroupement	  de	  3	  structures	  
	  de	  premier	  plan	  



Mutagenèse	  

Zootechnie	  

CIPHE	  
ICS	  

TAAM	   Archivage	  et	  
distribu$on	  

Phénotypage	  

www.phenomin.fr/	  



Nos	  objec$fs	  

Soutenir	  la	  recherche	  fondamentale	  française	  
	  
	  
Développer	  de	  nouveaux	  ou$ls	  
	  
	  
Par$ciper	  aux	  étapes	  «	  basic	  research	  »	  de	  développement	  
de	  nouveaux	  médicaments	  
	  
	  
Collaborer	  au	  sein	  de	  grands	  consor$ums	  mul$na$onaux	  

www.phenomin.fr/	  



Nos	  objec$fs	  

Soutenir	  la	  recherche	  fondamentale	  française	  
•   1500	  modèles	  /	  900	  projets	  phénotypés	  
	  
Développer	  de	  nouveaux	  ou$ls	  
	  
	  
Par$ciper	  aux	  étapes	  «	  basic	  research	  »	  de	  développement	  
de	  nouveaux	  médicaments	  
•   6	  /	  14	  «	  big	  »	  pharma	  
	  
Collaborer	  au	  sein	  de	  grands	  consor$ums	  mul$na$onaux	  
•   rien	  qu’à	  l’ICS:	  18	  consor$ums	  

www.phenomin.fr/	  



Intégra$on	  européenne	  

18	  consor4ums	  
européens	  



Intégra$on	  européenne	  
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Intégra$on	  européenne	  
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Intégra$on	  européenne	  
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Intégra$on	  européenne	  
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Intégra$on	  européenne	  
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Intégra$on	  européenne	  
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Intégra$on	  européenne	  
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Intégra$on	  européenne	  



18	  consor4ums	  
européens	  

Intégra$on	  européenne	  



18	  consor4ums	  
européens	  

Intégra$on	  européenne	  



18	  consor4ums	  
européens	  

Intégra$on	  européenne	  



Un	  large	  panel	  de	  modifica$ons	  
géné$ques	  

Par	  recombinaison	  homologue	  en	  
cellules	  ES	  

•   Knock	  out	  cons$tu$f	  
•   Knock	  out	  condi$onnel	  
•   Knock	  out	  $ssu	  spécifique	  
•   Knock	  in	  
•   Muta$on	  ponctuelle	  
•   Humanisa$on	  
•   Mutagenèse	  ciblée	  
•   Modèles	  de	  CNV	  

Fonds	  géné$ques	  :	  
•   C57BL/6N,	  BALB/cN	  	  et	  129Sv/Pas	  
•   C57BL/6J*	  

Par	  injec$on	  dans	  les	  oocytes	  

•   PNI	  BAC	  et	  plasmide	  
•   PNI	  par	  transposi$on*	  
•   Len$virus*	  
•   ZFN/TALENs/CRISPR-‐Cas	  *	  

Induc$on	  chimique	  
•   Mutagenèse	  ENU	  (Immunologie)*	  

www.phenomin.fr/	  

*	  En	  cours	  de	  développement	  



Développement	  de	  modèles	  de	  souris	  (TALEs	  et	  ZFNs)	  
ü  Knock-‐out	  
ü Muta4on	  ponctuelle	  

Nucleases	  
www.phenomin.fr/	  



Des	  rats	  géné$quement	  modifiés	  

Rats	  géné$quement	  modifiés	  
	  
•   Par	  injec$on	  de	  cellules	  ES	  mutantes*	  
•   Comportement	  /	  Cardiologie	  /	  Urologie	  

www.phenomin.fr/	  

*	  En	  cours	  de	  développement	  

Photo	  :	  premiers	  rats	  chimériques	  issus	  de	  
l’injec4on	  d’un	  clone	  ES	  mutant	  obtenu	  à	  l’ICS	  



Plus	  de	  250	  tests	  de	  phénotypage	  

Systèmes	  biologiques	  
	  
•   Métabolisme	  et	  la	  nutri$on	  
•   Comportement	  
•   Cardiologie	  
•   Fonc$ons	  pulmonaires	  
•   Biochimie	  clinique	  et	  hématologie	  
•   Histologie	  et	  anatomo-‐pathologie	  
•   Embryologie	  et	  reproduc$on	  
•   Immunologie	  et	  inflamma$on*	  
•   Infec$on*	  
•   Imagerie*	  
•   Allergie	  et	  système	  respiratoire*	  
•   Système	  neuromusculaire*	  
•   Morphologie	  cranio-‐faciale	  et	  du	  squeleme*	  

www.phenomin.fr/	  

*	  En	  cours	  de	  développement	  



Un	  exemple	  de	  ressource	  

	
   43	  promoteurs	  différents	  exprimant	  la	  protéine	  creERT2	  
	
   Ces	  43	  lignées	  ont	  été	  caractérisées	  de	  manière	  standard	  
hqp://www.ics-‐mci.fr/mousecre	  
	  



•  	  Spécificité	  de	  l’expression	  de	  la	  creERT2	  aux	  cellules	  
aqendues	  
•  	  Transloca4on	  dans	  le	  noyau	  en	  présence	  de	  Tamoxifène	  

Lignée	  reportrice	  –	  colora4on	   
β-‐galactosidase	  

Pancréas	  -‐	  îlots	  de	  Langerhans	  

Protéine	  cre	  

Glucagon	  

Somatosta4ne	  

IHC	  triple	  marquage	  

Caractérisa$on	  de	  la	  lignée	  Ins1-‐
creERT2	  /	  Ac$vité	  cre	  au	  niveau	  anatomique	  



1.	  Exemple	  :	  Ins1-‐creERT2	  

Promoteur	  rat	  insuline	  cre	  

C57BL/6	  

Lee	  et	  al.,	  “RIP-‐Cre	  revisited,	  evidence	  for	  impairments	  of	  pancrea4c	  beta-‐cell	  func4on.”	  
J	  Biol	  Chem,	  2006	  

www.phenomin.fr/	  

Caractérisa$on	  de	  la	  lignée	  Ins1-‐
creERT2	  /	  Valida$on	  phénotypique	  



1.	  Exemple	  :	  Ins1-‐creERT2	  

C57BL/6	  +	  Tamoxifène	  
C57BL/6	  
Ins1-‐creERT2	  +	  Tamoxifène	  
Ins1-‐creERT2	  

www.phenomin.fr/	  

Caractérisa$on	  de	  la	  lignée	  Ins1-‐
creERT2	  /	  Valida$on	  phénotypique	  



1.	  Exemple	  :	  Ins1-‐creERT2	   www.phenomin.fr/	  

Besoins	  d’ou4ls	  géné4ques	  

Avec	  /	  sans	  diversité	  géné4que	  

Modèle	  de	  maladie	  

Target	  valida4on	  

Derisking	  

Target	  switching	  

Comprendre	  un	  
mécanisme	  
géné4que	  

Confirmer	  l’implica4on	  	  
d’un	  gène	  dans	  une	  

maladie	   Varia4on	  nombre	  de	  
copies	  

SNP	  Inac4va4on/	  
Surexpression	  /	  
Humanisa4on	   Maladies	  

rares	  



Deux	  grands	  projets	  
	  

PHENOMIN	  –	  l’infrastructure	  française	  na4onale	  en	  
phénogénomique	  de	  la	  souris	  
•   De	  la	  créa4on	  d’une	  souris	  géné4quement	  modifiée	  à	  son	  

phénotypage	  	  
	  
IMPC	  –	  décryptons	  le	  génome	  codant	  de	  la	  souris	  
	  

Pourquoi	  travailler	  avec	  des	  souris	  géné$quement	  
modifiées	  :	  les	  dernières	  avancées	  technologiques	  et	  les	  

nouvelles	  ressources	  disponibles	  	  



Le	  projet	  de	  la	  décennie	  en	  biologie	  ?	  
IMPC	  -‐	  The	  Interna$onal	  Mouse	  Phenotyping	  

Consor$um	  
	  

Et	  si	  on	  inac$vait	  un	  par	  un	  les	  gènes	  codant	  des	  
protéines	  chez	  la	  souris	  
	  
Et	  si	  en	  plus,	  on	  phénotypait	  toutes	  ces	  souris	  mutantes	  



Regroupant	  aujourd’hui	  17	  centres	  
IMPC	  -‐	  The	  Interna$onal	  Mouse	  Phenotyping	  

Consor$um	  
	  



Un	  projet	  sur	  ≈15	  ans	  	  
IMPC	  -‐	  The	  Interna$onal	  Mouse	  Phenotyping	  

Consor$um	  
	  

Obten$on	  de	  souris	  knock-‐
out	  

Distribu$on	  des	  souris	  aux	  
scien$fiques	  

Phénotypage	  compréhensif	  

Généra$on	  de	  cellules	  ES	  
mutantes	  



Le	  statut	  du	  projet	  
IMPC	  -‐	  The	  Interna$onal	  Mouse	  Phenotyping	  

Consor$um	  
	  

Obten$on	  de	  souris	  knock-‐
out	  

Distribu$on	  des	  souris	  aux	  
scien$fiques	  

Phénotypage	  compréhensif	  

Généra$on	  de	  cellules	  ES	  
mutantes	  

inac4va4on	  

inac4va4on	  
condi4onnelle	  



L’allèle	  	  

	
   Plusieurs	  approches,	  la	  principale	  est	  celle-‐ci	  dessous	  
	
   Cellules	  embryonnaires	  C57BL/6N	  

Evalua4on	  des	  cellules	  qui	  expriment	  le	  gène	  cible	  

Promoteur	  
Codon	  
ATG	  

Codon	  
STOP	  

Exon	  cryp4que	  

prom-‐Neo	  
FRT	   loxP	  FRT	   loxP	  loxP	  

SA-‐lacZ-‐pA	  

lacZ	  

Wt	   Allèle	  Tm1a	  	  



Le	  statut	  du	  projet	  
IMPC	  -‐	  The	  Interna$onal	  Mouse	  Phenotyping	  

Consor$um	  
	  

Obten$on	  de	  souris	  knock-‐
out	  

Distribu$on	  des	  souris	  aux	  
scien$fiques	  

Phénotypage	  compréhensif	  

Généra$on	  de	  cellules	  ES	  
mutantes	  



Un	  large	  panel	  de	  tests	  réalisés	  
IMPC	  -‐	  The	  Interna$onal	  Mouse	  Phenotyping	  

Consor$um	  
	  



Le	  statut	  du	  projet	  
IMPC	  -‐	  The	  Interna$onal	  Mouse	  Phenotyping	  

Consor$um	  
	  

Obten$on	  de	  souris	  knock-‐
out	  

Distribu$on	  des	  souris	  aux	  
scien$fiques	  

Phénotypage	  compréhensif	  

Généra$on	  de	  cellules	  ES	  
mutantes	  

hqp://www.mousephenotype.org/	  
	  



Le	  statut	  du	  projet	  
IMPC	  -‐	  The	  Interna$onal	  Mouse	  Phenotyping	  

Consor$um	  
	  

Obten$on	  de	  souris	  knock-‐
out	  

Distribu$on	  des	  souris	  aux	  
scien$fiques	  

Généra$on	  de	  cellules	  ES	  
mutantes	  

Phénotypage	  compréhensif	  hqp://www.mousephenotype.org/	  
	  



Le	  statut	  du	  projet	  
IMPC	  -‐	  The	  Interna$onal	  Mouse	  Phenotyping	  

Consor$um	  
	  

•   Accès	  aux	  données	  
•   Possibilité	  de	  récupérer	  les	  modèles	  mutants	  
•   Méta-‐analyses	  (phénotype,	  maladies,	  OMIN)	  



PHENOMIN	  (ICS)	  et	  son	  efficacité	  à	  obtenir	  
des	  souris	  géné$quement	  modifiées	  

PHENOMIN	  
2012-‐2013	  



Le	  troisième	  appel	  à	  projet	  
PHENOMIN	  est	  lancé	   www.phenomin.fr/	  

www.phenomin.fr/	  
	  
Nominer	  le(s)	  gène(s)	  de	  vos	  rêves	  
≈	  100	  modèles	  KO	  condi4onnels	  sélec4onnés	  
	  
Les	  condi4ons	  d’éligibilités	  sont	  détaillées	  sur	  le	  site	  web	  



Et	  pour	  tout	  ce	  que	  je	  n’ai	  pas	  pu	  aborder	  

Merci	  de	  votre	  amen$on	  
www.phenomin.fr/	  

www.phenomin.fr/	  
www.ics-‐mci.fr/	  

Guillaume	  Pavlovic	  
pavlovic@igbmc.fr	  




