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Inactivation de l’expression génique 

par l’ARN double-brin 

chez la souris

Les techniques classiques d’inactiva-
tion des gènes chez la souris ne se
prêtent pas toujours à l’étude des
premières phases du développement
embryonnaire. En particulier, l’ana-
lyse de l’effet de l’inactivation des
facteurs d’origine maternelle (pro-
téines produites à partir des trans-
crits maternels) nécessite l’obtention
d’ovocytes homozygotes pour la
mutation. Or, l’inactivation d’un
gène par recombinaison homologue
peut être létale très tôt au cours du
développement embryonnaire, ou
être incompatible avec l’obtention
d’animaux homozygotes adultes et
fertiles. Dans ce cas, il est impossible
d’obtenir des ovocytes–/– et donc
d’étudier les effets de l’inactivation
d’un facteur d’origine maternelle au
cours des premières divisions
embryonnaires.
Chez Caenorhabditis elegans, la tech-
nique classique utilisée pour bloquer
spécifiquement l’expression d’un
gène consiste à injecter l’ARN anti-
sens dans la gonade du ver adulte.
Cela permet d’inactiver les gènes de
façon sélective, mais transitoire, dans
la descendance. Ce mécanisme par
lequel l’ARN contrôle l’expression
génétique a reçu le nom de RNA
interference que nous traduisons par
« interférence par l’ARN ». On sup-
posait que le mécanisme impliqué
dans l’interférence à ARN faisait
intervenir une simple hybridation de
l’ARN antisens avec l’ARNm cible
endogène. De façon surprenante,
plusieurs travaux rapportaient que
l’injection d’ARN sens produisait les
mêmes effets. Récemment, l’équipe
de Fire a montré que des ARN
simple-brin purifiés de façon rigou-
reuse perdent leur capacité d’inacti-
ver les gènes cibles [1]. Au contraire
l’injection de préparation d’ARN

double-brin provoque une inhibition
spectaculaire de l’expression des
gènes cibles. Ainsi, l’interférence
obtenue après injection d’ARN
simple-brin (antisens ou sens) serait
en fait due à la présence fortuite
d’ARN double-brin dans les prépara-
tions d’ARN simple-brin, résultant de
l’activité non spécifique des ARN
polymérases.
Depuis ces travaux, la technique
d’interférence par l’ARN double-brin
est très utilisée pour inactiver les
gènes chez C. elegans, et d’autres
invertébrés, drosophile, mais égale-
ment Trypanosoma Brucei, le planaire
et l’hydre (revue dans [2]). De nom-
breux travaux récents visent à mieux
contrôler les effets de l’interférence,
et en particulier à rendre l’inactiva-
tion transmissible aux générations
suivantes. En effet, l’ARN injecté dans
l’animal adulte se dilue au cours des
divisions cellulaires, et l’inactivation
qu’il entraîne est de ce fait transi-
toire, même si, chez C. elegans, qui
compte au stade adulte moins d’un
millier de cellules, cet inconvénient
est moindre que chez les organismes
plus complexes. Une méthode origi-
nale assurant une transmission de
l’interférence à la descendance a été
mise au point chez C. elegans : au lieu
d’injecter un ARN double-brin dans
la gonade, on produit des vers trans-
géniques synthétisant in vivo un ARN
en épingle à cheveux (donc double-
brin) [3]. La séquence peut être pla-
cée sous le contrôle d’un promoteur
fort, inductible, la HSP (heat shock pro-
tein). Cette approche permet d’inacti-
ver l’expression du gène cible à un
moment précis du développement. Il
est envisageable d’utiliser d’autres
types de promoteurs dont l’expres-
sion est spécifique d’un tissu ou d’un
type de cellules donné, permettant de

diriger, dans le temps et dans
l’espace, l’expression de l’ARN
double-brin in vivo.
Les mécanismes par lesquels l’ARN
double-brin entraîne l’inactivation
spécifique des gènes font l’objet de
nombreuses études notamment chez
les invertébrés (revues dans [2, 4-6]),
et l’idée qui prévaut actuellement, du
moins dans les cellules animales, est
celle d’un mécanisme post-transcrip-
tionnel entraînant la dégradation des
ARNm endogènes.

L’interférence par l’ARN
double-brin chez la souris ?

L’application de cette technique
chez les vertébrés semblait plus aléa-
toire. En effet, en réponse à une
infection virale, et donc à la produc-
tion d’ARN double-brin, les cellules
eucaryotes sécrètent de l’interféron,
qui à son tour induit l’expression de
tout un cortège de protéines, dont
une kinase, la PKR (ds-RNA-responsive
protein kinase) [7]. L’activation de
cette kinase entraîne la phosphoryla-
tion et l’inhibition de facteurs essen-
tiels à la traduction protéique,
comme eIF2α (eukaryotic initiation
factor 2alpha), ce blocage général de
la traduction entraînant la mort cel-
lulaire par apoptose. Il était donc
logique de penser que l’introduc-
tion d’ARN double-brin dans les cel-
lules de vertébrés entraînerait leur
mort.
Cependant cette règle ne semble pas
absolue : nos propres travaux chez
l’embryon de souris (voir ci-dessous)
[8] et ceux menés chez le poisson-
zèbre [9] ont montré que l’intro-
duction d’ARN double-brin permet-
tait l’inactivation de l’expression de
gènes spécifiques sans provoquer la
mort des cellules ainsi traitées.
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Inactivation d’un transgène marqueur

Dans des expériences préliminaires,
nous avons déterminé si la technique
d’interférence par l’ARN double-brin
pouvait être utilisée dans l’embryon
de souris. Nous avons utilisé une
lignée de souris transgéniques expri-
mant la GFP(green fluorescent protein)
de façon ubiquitaire [10]. Cette pro-
téine présente deux avantages :
(1) son expression est facilement
détectable dans l’embryon in vivo,
par examen sous microscope à fluo-
rescence ; (2) c’est une protéine non
essentielle ; les variations d’expres-
sion de la GFP n’interfèrent pas avec
le développement. Nous avons
injecté dans le zygote unicellulaire,
un ARN double-brin obtenu après
hybridation in vitro des ARN sens et
antisens correspondant à la partie
codante de la GFP. L’injection
d’ARN gfp double-brin interfère effi-
cacement avec l’expression de la
GFP, puisque la protéine n’est pas
détectée dans les embryons transgé-
niques après activation du génome
embryonnaire, au cours de la
période précédant l’implantation. De
plus, les embryons injectés se déve-
loppent normalement in vitro. Après
transfert dans les femelles receveuses,
ils s’implantent avec une fréquence
normale et leur développement post-
implantatoire est normal, ce qui
indique que l’injection d’ARN
double-brin est tout à fait compatible
avec les premières étapes du dévelop-
pement embryonnaire.

Inactivation de deux gènes
endogènes codant
pour la E-cadhérine et c-mos

Dans un second temps, et afin de
confirmer l’application de cette stra-
tégie à des gènes fonctionnels, nous
avons appliqué cette approche aux
gènes codant pour la E-cadhérine, et
pour c-mos. Tous deux sont exprimés
au cours des premiers stades de
l’embryogenèse chez la souris, et leur
inactivation par recombinaison
homologue ayant été réalisée, le phé-
notype des animaux mutants homo-
zygotes est bien établi. Les embryons
E-cadhérine–/– présentent une altéra-
tion létale du développement préim-
plantatoire [11, 12]. La présence de

la protéine maternelle explique
qu’ils peuvent se développer norma-
lement jusqu’au stade de morula
compactée. Il existe ensuite un
défaut majeur de la formation de la
cavité empêchant la formation du
stade blastocyste. L’injection dans le
zygote d’un ARN double brin corres-
pondant à la partie codante du gène
de la E-cadhérine conduit à un phéno-
type identique à celui des embryons
E-cadhérine–/–.
Les souris c-mos–/– présentent un
développement normal jusqu’au
stade adulte, mais les femelles sont
généralement stériles. Les ovocytes c-
mos–/– engagent le plus souvent un
développement parthénogénétique
[13]. C-mos est en effet impliqué
dans l’activité du CSF (cytostatic factor)
responsable du blocage en deuxième
division méiotique des ovocytes, blo-
cage que lève la fécondation (m/s
2000, n° 4, p. 563). L’injection dans le
cytoplasme ovocytaire de l’ARN
double-brin correspondant à c-mos
induit un développement « parthéno-
génétique » des ovocytes, semblable à
celui des ovocytes c-mos–/–. Dans ces
deux types d’expériences, seul le
niveau d’expression de la protéine
ciblée chute brutalement après
l’injection de l’ARN double-brin,
alors que celui d’autres protéines
n’est pas altéré, confirmant ainsi
l’inactivation sélective que permet
cette stratégie.
Reste à comprendre pourquoi,
contrairement à ce que l’on suppo-
sait, l’embryon de souris ne répond
pas de façon « suicidaire » à l’intro-
duction d’ARN double-brin.

Conclusions

La technique d’interférence permet
d’inhiber l’expression de facteurs
exprimés à partir des transcrits
maternels et zygotiques, ce qui en fait
un outil puissant et très intéressant
pour l’étude de la maturation ovocy-
taire et des premières phases du
développement embryonnaire. Pour
nombre de gènes, leur véritable fonc-
tion reste à découvrir. L’utilisation
de la technique d’interférence consti-
tuera sans doute un test rapide pour
déceler la fonction propre des gènes
au cours du développement précoce,
et ceci avant de s’engager sur la

longue voie de la recombinaison
homologue. En revanche, chez la
souris, comme dans la plupart des
autres organismes étudiés, l’interfé-
rence ne persiste pas au cours des
divisions cellulaires. Lorsque l’ARN
double-brin est injecté dans le zygote
(stade 1 cellule), l’expression du
gène cible endogène est à nouveau
détectable environ 6 jours après
injection [8].
La disparition de l’effet est concomi-
tante de l’augmentation drastique du
nombre de cellules dans le bouton
embryonnaire dont la masse aug-
mente de 40 à 50 fois, ce qui corres-
pond à plus de 6 générations. Jusqu’à
présent, l’interférence n’est donc pas
transmissible à la descendance chez
la souris. L’obtention de souris pro-
duisant des ARN double-brin in vivo
pourrait permettre de pallier cet
inconvénient, et d’inactiver des
gènes dans d’autres types cellulaires
(cellules embryonnaires souches ou
lignées de cellules dérivées de souris
adultes par exemple). Si l’interfé-
rence par l’ARN double-brin est effi-
cace chez la souris, il est fort pro-
bable qu’elle puisse l’être également
chez les autres mammifères, et
notamment chez les animaux domes-
tiques, chez lesquels la recombinai-
son homologue n’est pas possible. Il
faut aussi souligner la rapidité de
cette technique et son faible coût.
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