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Summary
A wide variety of basic and applied biological research, including gene therapy,

biopharmaceutical production and functional genomics require controlled expression of

heterologous genes. In this work, we have developed artificial mammalian gene regulation
Systems to control the amount and timing of appearance of the functional product of transgenes
with the following trend-setting projects:

¦ We have designed and characterized 6-hydroxy-nicotine (6HNic)-adjustable transgene
expression (NICE) Systems engineered for lentiviral transductionand in vivo modulationof

angiogenic responses. The NICE Systems regulate gene expression at the transcriptional level.

Theymay also serveas versatile buildingblocks for complex gene networks.
¦ We have pioneered macrolide- and tetracycline-responsiveshort interfering RNA (siRNA)

expression for conditionaltarget gene fine-tuningat the posttranscriptional level based on

modified RNApolymeraseII promoters.
¦ Capitalizing on heterologous transcriptional gene regulation Systems and on artificial siRNA-

mediated target transcript degradation, we engineered a generic transcription-translation
network. This transcription-translation network revealed transgene mRNA depletion to be

dependenton siRNA and mRNA levels and that translation control was able to eliminate

basal expression inherentto current transcription control modalities.
¦ We have developeda computational model to provide (semi-) quantitative insight into the

molecular events managing siRNA-mediated gene expression silencing in native and

synthetic gene networks. Based on mechanistic details of synthetic transactivator Operation,
we wired this model into a transcription control circuitry in which the siRNA and its target
mRNAare independently regulatedat the transcriptional level by macrolide and tetracycline
antibiotics. Our model may improve our understanding of how complex regulatory gene
networks are impacted by small endogenousRNAs.
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Resume

Un large panel de la recherche biologique,tant appliqu6e que fundamentale, comme la

th6rapie genique, la production biopharmaceutiqueet la genomique fonctionnelle, requiert
l'expression controllee de genes heterologues. Dans cette these, nous avons developpe des

systemes artificiels de regulationde l'expressiongenetique pour les cellules de mammiferes,

permettant ainsi le control de la quantite, du moment et de la dynamique d'appartition des

produits fonctionnelsde transgenes:

¦ Nous avons concu et caracterise des systemes d'expression de transgenes controlablespar un
derive de la nicotine: la 6-hydroxy-nicotine. Nous avons integre ces systemes dans des

vecteurs lentiviraux permettant ainsi leur transduction et la modulation in vivo de

1'angiogenese.
¦ Nous avons mis au pointla regulation par les macrolides et la tetracycline de l'expressiondes
ARN double-brin inhibiteurs (ARNi). Ainsi, nous pouvons accorder tres pröcisement
l'expressiondu genecible au niveau post-transcriptionnel gräce ä une panoplie de promoteurs
ä fARN PolymeraseII.

¦ Capitalisant sur les systemes heterologuesde regulation genetique au niveau transcriptionnel
et les m^canismes d'interference genetique cibiee par un ARN double-brin artificiel, nous

avons construit un reseau generique de transcription-traduction. Ce reseau a permis de mettre

en evidence quelques proprietes phare de 1'interference genetique, dont le fait que le degre" de
degradation de l'ARNm cible depend des concentrations d'ARNi et d'ARNm. II a aussi

permis d'eliminer l'expression basale residuelle inherente aux modalites actuelles de

regulation de la transcription.
¦ Nous avons döveloppe un modele informatique pour apprehender de facon semi-quantitative

la chaine de reactions moleculaires de 1'interference genetique par ARN double-brindans les

reseaux genetiques naturels et synthetiques. En nous basant sur les mecanismes d'action des

transactivateurs synthetiques, nous avons branche ce modele dans un circuit de control

transcriptionnel. Dans ce circuit, l'ARN double-brinartificiel et son ARNmcible sont regules
independamment au niveau de la transcription par les antibiotiques macrolide et tetracycline.
Ce modfele permetde mieux comprendre1'impact des petits ARNsendogenes sur les reseaux

genetiques complexes.


