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Amorces sens

Amorces antisens

Taille amplicon

DHH 5’-CCTTCTCTATCTGCGGTCCT-3’ 5’-ACGGACAGAATTTTCCA-3’ 271 pb
Cre Controle positif interne sens : Controle positif interne antisens : 324 pb
5’-CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3’ 5’-GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3’
Amorce nichée externe 12RC
Amorce nichée externe (dans I'intron 2) : WT =310 pb
Cdk7 (dans I'intron 2) : 5’-GTTGCCCAGGGGGAATAAAGG-3’
5’-GTTCCTTACCCCATCATCTGTCAC-3’ B48 (dans le transgene): Lox = 852 pb
5’-TCCCACTGTCCTTTCCTAATAA-3’
Chromosome X=
252 pb
Sexage | Ube 1-S : 5’-TGGATGGTGTGGCCAATG-3’ | Ube 1-A : 5’-CACCTGCACGTTGCCCTT-3’
Chromosome Y=
334 pb
Transgene sens : Transgéne antisens 440 pb
PLP 5’-AGGTGGACCTGATCATGGAG -3’ 5’-ATACCGGAGATCATGCAAGC-3’
CreERT Controle positif interne sens : Controle positif interne antisens : 324 pb

5’-CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3'

5’-GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3’

Annexe 1 : Amorces utilisées pour le génotypage.




1. Cdk7

Etapes Températures (°C) Temps Répétition
1 94 5 minutes /
2 94 20 secondes Répéter ces étapes
3 25 1 minute pendant 35 cycles
4 72 5 minutes
5 72 5 minutes /
6 10 0 0
2. PLP-CreERT
Etapes Températures (°C) Temps Répétition
1 94 2 minutes /
2 94 20 secondes ., 3
3 517 1 minute Répéter ces étapes
a - 25 secondes pendant 35 cycles
5 72 2 minutes /
6 10 0 ©
3. Sexage
Etapes Températures (°C) Temps Répétition
1 95 3 minutes /
2 94 30 secondes Répéter ces étapes
3 62 30 secondes
a 62 30 secondes pendant 40 cycles
5 72 45 secondes /
6 10 0 0
4. DHH-Cre
Etapes Températures (°C) Temps Répétition
1 94 2 minutes /
2 94 20 secondes Répéter ces étapes
3 65 15 secondes
a 68 10 secondes pendant 10 cycles
5 94 15 secondes L, i
5 60 15 secondes Répéter ces étapes
- 7 10 secondes pendant 28 cycles
8 72 2 minutes /
9 10 0 0

Annexe 2 : Protocoles PCR utilisés pour les génotypages.
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Figure 20-Annexe 3: Explants de nerfs PLPcreERT WT et iKO. A. Analyse de I'expression de Cdk7 sur extraits protéiques d’explants
de nerfs sciatiques totaux de souris PLPcreERT a P60, aprés traitement de 48h au 4-OH Tamoxifene in vitro, par Western Blot.
Comparaison de I'expression de Cdk7 chez des individus WT et iKO . Test t de Student non apparié. La normalité a été vérifiée par le
test de Shapiro-Wilk. N= 3 par génotype. Les données sont exprimées en moyenne * écart-type. B. Images représentatives de
colorations au Bleu de Toluidine réalisée sur des coupes semi fines d’explants de nerfs sciatiques provenant de souris PLPCreERT WT
et iKO, aprés 48h de traitement au 4-OH Tamoxiféne in vitro et 4 jours en culture (T6). Quantification du nombre de gaines de myéline
intactes, sur I'entiéreté de la surface du nerf en coupe transversale, a T6, chez les individus WT et iKO. Test t de student. La normalité
a été vérifiée par le test de Shapiro-Wilk. N= 3 par génotype. Les données sont exprimées en moyenne + écart-type. C. Quantification
de la surface totale du nerf en coupe transversale a T6. Test t de student. La normalité a été vérifiée par le test de Shapiro-Wilk. Les
données sont exprimées en moyenne + écart type.



