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Recombinaison homologue:
nouveaux vecteurs,
nouvelles perspectives

La modification de genes par recombinaison homologue est
un outil trés puissant d’étude de leur fonction. De nouveaux
vecteurs, fondés sur le systeme de recombinase
Cre-loxP du bactériophage Pl ou, plus récemment, le
systeme équivalent de levure FLP/FRT, laissent entrevoir
une étude plus fine des génes mutés. Ils permettent de
créer des mutations «propres», ou les génes de sélection
sont éliminés du locus étudié et ne peuvent donc avoir
d’influence sur les génes voisins. Ils permettent aussi une
expression du gene muté controlée dans le temps, ce qui
rend possible ’étude, a I’age adulte, de geénes dont I’'absence

ou la mutation sont létales au stade embryonnaire.

race a I'utilisation de nou-

veaux vecteurs de recom-

binaison homologue, il

est maintenant possible

de créer des mutations
ponctuelles et d’envisager de contro-
ler de maniére spatio-temporelle
I'apparition de la mutation désirée
chez la souris. En effet, les deux
inconvénients majeurs des vecteurs
de recombinaison utilisés jusqu’a
présent étaient, d’une part, qu’ils
introduisaient un marqueur de sélec-
tion dans le locus étudié et, d’autre
part, que l'effet de la mutation était
immédiat, interdisant I’étude des
génes impliqués dans le développe-
ment embryonnaire a I’état adulte si
leur mutation produisait un phénoty-
pe létal. Dans cet article, nous ferons
le point sur les avancées techniques
récentes de la recombinaison homo-
logue. L’utilisation de vecteurs de
recombinaison fondés sur les
systémes de recombinaison spéci-

fique de sites de phage (Cre-loxP) ou
de levure (FLP-FRT) laisse entrevoir
de nouvelles perspectives qui
devraient révolutionner une tech-
nique déja trés prometteuse.

La premiére partie de cet article sera
consacrée a un rappel général de la
technique de recombinaison homo-
logue et des différents vecteurs
utilisés jusqu’a présent, ce qui per-
mettra aussi de faire le point sur les
avancées techniques de la manipula-
tion des cellules ES. La deuxiéme
partie sera consacrée aux nouveaux
vecteurs et aux vastes possibilités
qu’ils offrent, aussi bien en recombi-
naison homologue qu’en transgéneése.

Recombinaison
homologue,

une technique
déja «cancienne »

L’utilisation de la recombinaison

homologue dans les cellules embryon- s—
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naires (ES) permet de créer des
souris portant une mutation préala-
blement choisie [1]. Smithies et al.
furent les premiers a montrer qu’il
est possible, par recombinaison
homologue, de muter un gene donné
dans une lignée cellulaire de mam-
mifére (lignée dérivant d'un carcino-
me humain). Il s’agissait du géne de
la B-globine humaine [2]. Le deuxieé-

maintenues en culture cellulaire tout
en conservant leur capacité de colo-
niser un embryon aprés injection
dans un blastocyste de souris.
L’obtention de souris chiméres, dont
les lignées germinales dérivent des
cellules injectées, permet d’établir
une lignée de souris descendant des
cellules ES injectées. Si les cellules ES
ont été préalablement mutées par

recombinaison homologue, on
obtient des souris portant une
mutation dans le gene désiré [1].
Notons qu'’il est possible, par simple

me grand pas fut I’établissement de
lignées de cellules embryonnaires de
souris conservant leur pluripotentiali-
té [3, 4]. Ces cellules peuvent étre

x Recombinaison
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Recombinaison
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Figure 1. Introduction d’'une mutation ponctuelle dans un géne donné. La tech-
nique dite du hit and run permet de créer une mutation ponctuelle en deux
étapes de recombinaison homologue. La premiére étape se fait avec un vecteur
recombinant d’insertion comportant la mutation souhaitée (représentée par
une barre noire verticale en 2) et les genes de sélection tk et néo. L’insertion
par recombinaison homologue, sélectionnée pour le phénotype G418 résistant
(G418F), conduit a la duplication des régions homologues. Cette duplication
peut provoquer un deuxieme événement de recombinaison homologue intra-
chromosomique. Il en résulte, soit la perte des séquences nouvellement intro-
duites, soit celle des séquences endogénes. Le deuxiéme cas laisse en place la
mutation ponctuelle désirée. Dans les deux cas, il y a perte du géne tk et les
cellules ont alors un phénotype résistant au Ganciclovir (GANCY).
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augmentation de la concentration de
généticine (G418), d’obtenir des
clones de cellules ES portant la muta-
tion a I’état homozygote [5]. Décrite
ainsi, la technique semble d’une
facilité déconcertante: c’est loin d’étre
le cas! En effet, cette technique est
trés longue a mettre en ceuvre :

® La construction des vecteurs de
recombinaison homologue peut étre
délicate car TADN génomique est,
dans I'’ensemble, plus difficile a mani-
puler que 'ADNc. Les améliorations
de la réaction en chaine de la poly-
mérase (PCR) qui permet mainte-
nant d’amplifier des fragments de
trés grande taille (jusqu’a 35 kb [6])
peuvent faciliter cette construction.

* La recombinaison homologue reste
un événement rare. L’utilisation de
vecteurs permettant un enrichisse-
ment des clones ayantrecombiné [7],
que nous décrirons ultérieurement
(8], et I'utilisation d’ADN isogénique
facilitent la détection et ’obtention
des clones recombinants.

® Les cellules ES, malgré I'apparition
d’excellentes lignées (la lignée D3 de
Gossler et al. [9], la lignée RI de Nagy
et al. [10], par exemple), sont tres
sensibles aux conditions de culture et
possédent un génome instable
donnant naissance a des anomalies
chromosomiques qui semblent confé-
rer un avantage de croissance sur les
cellules normales, mais qui rendent
les cellules inutilisables car elle ne
permettent pas la transmission germi-
nale. L’idéal serait que chaque labo-
ratoire utilisant cette technique isole
ses propres cellules ES de facon a
avoir un passage trés précoce.

* L’injection des cellules ES dans les
blastocystes, bien que plus accessible
que l'injection dans des ovocytes
utilisée pour la transgénése, reste
délicate et demande un matériel
sophistiqué ; cependant, trois nou-
veautés sont a noter: l'injection de
morulas, pratiquée par Brilet et al.
(11], serait plus facile et donnerait de
meilleurs résultats en terme de trans-
mission germinale. Malheureuse-
ment, cette technique s’accompagne
d’une mortalité embryonnaire tres
élevée ; deuxiemement, par coculture
de cellules ES avec des embryons au
stade huit cellules, on peut dévelop-
per des agrégats qui formeront in
vitro des blastocystes a la masse
interne colonisée par les cellules ES.
Aprés transfert de ces blastocystes, il
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est possible d’obtenir des souris chi-
meéres [12]. C’est la technique la plus
prometteuse du fait de sa simplicité
et de son efficacité; la troisiéme pos-
sibilité est de faire des agrégats entre
des cellules de morula rendues tétra-
ploides par électrofusion et des cellu-
les ES [13]. Il se forme un agrégat
susceptible de produire in vitro un
blastocyste qui, aprés implantation,
peut donner naissance a une souris
viable dérivant a 100 % des cellules
ES, les cellules tétraploides ne parti-
cipant qu’a la formation des tissus
extra-embryonnaires. Jusqu'a pré-
sent, une seule lignée de cellules ES a
permis d’obtenir ce résultat, il s’agit
d’un passage trés précoce de lalignée
RI [10].

* Le transfert des blastocystes aprés
injection reste le point le plus facile a
réaliser, surtout apres toutes les diffi-
cultés qui auront précédé.

Les vecteurs

de recombinaison
homologue de premiére
génération

Deux types de vecteurs de recombi-
naison homologue sont classique-
ment utilisés.

Les vecteurs dits de remplacement

Ce sont les vecteurs classiques qui
permettent de remplacer un géne
cible par une construction compor-
tant des séquences homologues inter-
rompues par un marqueur de sélec-
tion (généralement le géne néo) qui a
une double fonction: muter le géne
étudié et lui conférer une propriété per-
mettant de sélectionner les cellules
transfectées. De facon a sélectionner
les cellules ayant subi un événement
de recombinaison homologue, diffé-
rentes astuces ont été élaborées.

e L’utilisation d’un marqueur de
sélection négative, tel que le géne de
la thymidine kinase (tk) qui, en
présence de ganciclovir, tue les cellu-
les. Le géne placé a 'une des extré-
mités du vecteur sera éliminé lors
d’'un événement de recombinaison
homologue, ce qui confére un phé-
notype résistant au ganciclovir. En
revanche, une intégration aléatoire
conserve le geéne tk, les cellules sont
donc sensibles et meurent. Cest le
principe dit de double sélection posi-
tive et négative [7].

e [l est encore possible d’utiliser un
geéne de sélection dépourvu de signal
poly A, ce qui rend son transcrit trés
instable : il s’agit de la technique du
« piege a poly A». L’intégration par
recombinaison homologue fournis-
sant un signal poly A rend plus stable
le transcrit du geéne de sélection et,
en théorie, seules les cellules ayant
subi une recombinaison homologue
pourront étre sélectionnées [14].

® La technique dite du «piege a pro-
moteur » consiste a utiliser une cons-
truction ou le géne de sélection,
dépourvu de promoteur, est placé en
phase de lecture avec le géne a
muter, n’autorisant ainsi une expres-
sion du geéne de sélection qu’en cas
de recombinaison homologue. Cette
technique semble donner d’excel-
lents résultats [15]. Il faut, cepen-
dant, s’assurer que le géne étudié est
exprimé dans les cellules ES. De plus,
il est possible d’utiliser un géne de
sélection correspondant a la fusion
entre le géne de la B-galactosidase et
le géne néo (gene B-géo), ce qui
permet de clairement établir I’expres-
sion du gene étudié [16]. L’utilisa-
tion des sites internes d’entrée ribo-
somique (IRES pour internal ribosomal
entry site), qui permettent un redé-
marrage de la traduction au sein d’un
ARNm, simplifie ce type de construc-
tion dans la mesure ou il n’est plus
nécessaire de placer le géne de sélec-
tion en phase de lecture [17, 18].

Les vecteurs d’insertion

Ce type de vecteur est trés peu utilisé.
Du fait de I'intégration par recombi-
naison homologue, il se produit une
duplication des séquences homolo-
gues, ce qui rend I’événement trés
instable car une deuxiéme recombi-
naison, intrachromosomique cette
fois, peut intervenir et éliminer le
gene de sélection.

Les vecteurs décrits précédemment
présentent I'inconvénient majeur de
bouleverser le locus étudié en y intro-
duisant un nouveau géne. Or, I'intro-
duction du géne de sélection peut
éventuellement fausser les résultats,
surtout lors de I’étude de genes en
cluster comme les geénes Hox. De plus,
ces vecteurs ne permettent pas la
création de mutations fines. C’est
surtout afin de remédier a ces pro-
blémes que de nouvelles approches
ont été élaborées.
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Les vecteurs

de deuxiéme

génération
Dans I'optique de créer des muta-
tions uniquement de quelque paires
de bases et ne laissant pas de vecteur
de sélection dans le site étudié, diffé-
rentes techniques ont été testées.
La premiére, qui de prime abord
semble la plus simple, consiste a co-
électroporer le vecteur de recombi-
naison portant la mutation souhaitée
avec un vecteur de sélection [19]. En
effet, s’il y a recombinaison homo-
logue, le vecteur de sélection s’inté-
grera théoriquement dans un autre
site. Cela permettrait, en croisant les
souris chimeéres obtenues, une ségré-
gation différente des deux événe-
ments et donc I'élimination du gene
de sélection. On peut ainsi obtenir
des souris portant une mutation trés
fine. Malheureusement, il semble que
les deux molécules d’ADN cointé-
grent presque systématiquement.

Une deuxieme technique, a priori
simple, consiste a injecter le géne
muté dans les cellules ES, sans mar-
queur de sélection, et a rechercher
I’événement de recombinaison par
PCR [20]. En effet, la sélection n’est
pas nécessaire car toutes les cellules
ayant recu la microinjection auront
intégré ’ADN. Les principaux obs-
tacles a cette technique sont la diffi-
culté que représente la microinjec-
tion dans les cellules ES, qui sont de
petites cellules, et le nombre impor-
tant de cellules dans lesquelles il est
nécessaire de faire I'injection. De
plus, il semble qu’elles supportent
mal ce traitement. Jusqu’a présent,
aucune lignée de souris obtenue par
ce procédé n’a été décrite.

La troisiéme technique est fondée sur
I’élégante idée d’utiliser le deuxiéme
événement de recombinaison qui
peut se produire lors de I'utilisation
d’un vecteur d’insertion. En effet,
théoriquement du moins, il est possi-
ble, par un double événement de

Marquage X

X Recombinaison
homologue

__ G418R
GANCS

X Recombinaison
homologue

 G418s
GANCR

maeric mice containig embryonic stem (ES)
cells carrying a homeobox Hox 1.1 allele
mutated by homologous recombination.
Nature 1989 ; 338: 150-3.

Figure 2. Représentation du principe de la technique du « marquage et de
I’'échange ». Cette technique est fondée sur deux événements de recombinai-
son homologue. L’un, le marquage par un vecteur de remplacement, va
muter le géne cible en introduisant les genes tk et néo. La sélection des
cellules recombinantes se fait en présence de G418. Le deuxiéme, I'échange,
toujours par une recombinaison de remplacement, va réintroduire le géne
étudié portant la mutation désirée (représentée par une barre noire) tout en
éliminant les genes tk et néo; les cellules recombinantes sont alors GANC'.

21. Hasty P, Ramirez SR, Krumlauf R, Bradley
A. Introduction of a subtle mutation into the
Hox-2.6 locus in embryonic stem cells [publi-
shed erratum appears in Nature Y991;
353(6339):94]. Nature1991; 350: 243-6.
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recombinaison, d’éliminer le vecteur
de sélection tout en laissant, dans le
géne étudié, une mutation qui peut
n’étre que d’une seule paire de base.
Il s’agit de la technique dite du hit
and run. Le principe de cette tech-
nique est décrit dans la figure I. Dans
une premiére étape, un vecteur d’inser-
tion portant la mutation souhaitée et
deux génes de sélection, I'un pour
une sélection positive et I’autre pour
une sélection négative, est introduit
par recombinaison homologue dans
le géne cible. La deuxiéme étape est
fondée sur la recombinaison intra-
chromosomique, qui va éliminer, soit
les séquences nouvellement intro-
duites, soit les séquences endogenes,
laissant alors en place un géne muté
mais pas les génes de sélection [21].
L’obtention de souris par cette tech-
nique n’a été décrite qu’une fois [22]
et il semble que la deuxiéme étape
soit difficile a obtenir.

La derniére technique, appelée stra-
tégie du marquage et de I’échange
(tag and exchange), est fondée sur
deux événements successifs de
recombinaison, utilisant deux
vecteurs de recombinaison différents.

m/s n°5, vol. 11, mai 95

La premiére étape, le marquage, qui
permet d’introduire les genes tk et
néo dans le géne cible, est sélection-
née positivement grace au gene néo.
La deuxiéme recombinaison est
réalisée de facon a introduire la
mutation souhaitée et a éliminer les
geénes de sélection ; c’est I’échange,
les cellules sont alors résistantes au
Ganciclovir (figure2 [23, 24]). Une
expérience similaire utilisant des
cellules ES négatives pour hprt a
permis d’obtenir une lignée de souris
mutantes [25]. Il est a noter que cette
technique permet d’obtenir des
souris mutantes, méme si la deuxie-
me étape n’est pas réalisée. De plus,
une fois la premiére étape accomplie,
il est possible d’utiliser ces cellules
comme base pour créer différentes
mutations dans le géne étudié. Cette
approche, a la vue des résultats
obtenus, semble assez prometteuse,
méme si elle implique un temps de
culture des cellules plus long.

Malheureusement, ces différentes
techniques sont difficiles a mettre en
ceuvre, le probléme majeur provenant
du bruit du fond élevé, rendant I’évé-
nement difficile @ mettre en évidence.

Figure 3. Le site loxP et I'activité de
I'enzyme Cre. A. Le site loxP est
composé de deux séquences palin-
dromiques de 13 pb, soulignées par
des fléeches, séparées par une
séquence conservée de 8 pb (enca-
drées). B. Si deux sites loxP (repré-
sentés par des triangles ouverts) sont
placés dans la méme orientation, le
traitement par I’enzyme Cre conduit &
la délétion du fragment d’ADN situé
entre les deux sites, sous une forme
circulaire qui sera rapidement
dégradée. C. Si les deux sites loxP
sont dans des orientations opposées,
le traitement par I’enzyme Cre
conduit & l'inversion du fragment
d’ADN situé entre les deux sites.
Dans tous les cas, cette réaction est
réversible car indépendante de
I'énergie.

Les vecteurs

de recombinaison
homologue

de nouvelle génération

Le peu de résultats obtenus avec les
vecteurs de deuxiéme génération et
toujours le souci de faire des muta-
tions « propres» ont poussé les inves-
tigateurs a inventer un nouveau type
de vecteurs. Il s’agit de vecteurs per-
mettant une mutagenese sans laisser
de vecteur de sélection et ouvrant la
possibilité de contrdler de facon
spatio-temporelle I’apparition de la
mutation chez la souris. Ce dernier
point est important pour I’étude de
génes qui provoquent, lorsqu'’ils sont
mutés, une mort précoce des ani-
maux, ce qui empéche I'étude des
fonctions tardives du géne.

Les vecteurs utilisant le syst¢tme Cre-
loxP dérivent du systéme de recombi-
naison du phage P1. Ce phage posse-
de une recombinase du nom de Cre
[26] qui reconnait spécifiquement
une séquence nucléotidique de 34
paires de bases appelée site loxP [27,
28]. Cette séquence est composée de
deux séquences palindromiques de

739



740

REFERENCES enm—

22. Ramirez SR, Zheng H, Whiting ],
Krumlauf R, Bradley A. Hoxb-4 (Hox-§.6)
mutant mice show homeotic transformation
of a cervical vertebra and defects in the
closure of the sternal rudiments. Cell 1993 ;
73: 27994,

23. Askew GR, Doetschman T, Lingrel JB.
Site-directed point mutations in embryonic
stem cells: a gene-targeting tag-and-
Z)ﬁlﬁ;a?rage strategy. Mol Cell Biol 1993; 13:

24. Wu H, Liu X, Jaenisch R. Double repla-
cement: strategy for efficient introduction
of subtle mutations into the murine colla-1
gene by homologous recombination in
embryonic stem cells. Proc Natl Acad Sci USA
1994; 91: 2819-23.

25. Stacey A, Schnieke A, McWhir ]J,
Cooper ], Colman A, Melton DW. Use of
double-replacement gene targeting to
replace the murine alpha-lactalbumin gene
with its human counterpart in embryonic
slt&;g i:glls and mice. Mol Cell Biol 1994 ; 14:

26. Abremski K, Hoess R. Bacteriophage P1
site-specific recombination, purification and

roperties of the Cre recombinase protein.
;Biol Chem 1984 ; 259: 1509-14.

27. Hoess RH, Abremski K. Interaction of
the bacteriophage P1 recombinase Cre with
the recombining site loxP. Proc Natl Acad Sci
USA 1984; 81: 10269.

28. Hoess RH, Wierzbicki A, Abremski K.
The role of the loxP spacer region in P1 site-
specific recombination. Nucleic Acids Res
1986; 14: 2287-300.

29. Abremski K, Hoess R, Sternberg N.
Studies on the properties of P1 site-specific
recombination : evidence for topologically
unlinked products following recombination.
Cell 19835 32: 1301-11.

30. Kilby NJ, Snaith MR, Murray JAH. Site-
specific recombinases: tools for genome
engineering. Trends Genet 1993; 9: 413-20.

31. Gu H, Zou YR, Rajewsky K. Independent
control of immunoglobulin switch recombi-

nation at individual switch regions eviden-

ced through Cre-loxP-mediate

! gene targe-
ting. Cell 1993; 73: 1155-64.

— T —

X Recombinaison
homologue

Figure 4. Introduction d’une mutation ponctuelle par le systeme cre-loxP. Un
vecteur de recombinaison de remplacement est construit de maniére a intro-
duire une cassette de sélection, composée des génes tk et néo, entourée de
deux sites loxP (triangle ouvert), dans une région non codante du géne
étudié, ainsi que la mutation souhaitée (indiquée par une barre noire). La
recombinaison homologue est sélectionnée sur le phénotype G418% des
cellules ES. Un traitement consécutif des cellules recombinantes par I'enzyme
Cre va éliminer les marqueurs de sélection, laissant en place un site loxP et
la mutation créée. Cet événement est sélectionné pour le phénotype GANC*

des cellules recombinantes.

13 pb séparées par une séquence
conservée de 8 pb. La recombinaison
par I’enzyme Cre entre deux sites
loxP ayant des orientations opposées
conduit a I'inversion du fragment
d’ADN compris entre les deux sites
loxP. En revanche, la recombinaison
entre deux sites de méme orientation
conduit a la délétion du fragment
d’ADN. Cette réaction est réversible
et une molécule portant un site loxP
peut s’intégrer dans une autre
molécule d’ADN arborant un site
loxP ([30, 31] et figure 3).

Ce systéme est maintenant utilisé
pour créer de nouveaux vecteurs de
recombinaison homologue.

Le systéme Cre-loxP : de multiples uti-
lisations en recombinaison homologue

Le systeme Cre-loxP a récemment été
utilisé en recombinaison homologue
dans I’étude de la commutation des
immunoglobulines [31] et de ’ADN
polymérase B [32]. Le succés obtenu

dans ces études laisse entrevoir une
multitude d’applications du systéme
Cre-loxP, le seul facteur limitant étant
I'imagination...

Introduction d’une mutation et élimina-
tion du marqueur de sélection. Si le
vecteur est réalisé de telle facon que
les marqueurs de sélection soient
entourés par deux sites loxP ayant la
méme orientation, il est possible, par
traitement a I’enzyme Cre, d’éliminer
les marqueurs de sélection tout en
laissant le géne portant la mutation
choisie (figure 4). La encore, il faut
deux marqueurs de sélection: I'un
pour sélectionner positivement I’évé-
nement de recombinaison, ’autre
pour sélectionner I’élimination des
genes de sélection. Toutefois, il faut
noter que si les marqueurs de sélec-
tion sont éliminés, il reste en place
un site loxP de 34 paires de bases.

Cette approche permet d’introduire
des mutations précises telles qu'un
codon de terminaison ou de détruire
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Figure 5. Contréle spatio-temporel de I'apparition d’une mutation (d’aprés
[37]). Afin de pouvoir contréler I'apparition d’une mutation, un vecteur de
recombinaison de remplacement est construit de fagon a introduire un site
loxP (triangle ouvert) dans le géne étudié et une cassette de sélection (génes
tk et néo) avec a une extrémité un site loxP placé de fagon que le traitement
par Cre élimine non seulement le géne étudié mais aussi la cassette de sélec-
tion. L’événement de recombinaison homologue est sélectionné pour le phé-
notype G418%. Lorsque les clones recombinants seront traités par I'enzyme
Cre, il en résultera la délétion du gene étudié. Malheureusement, cette
approche n’‘est pas utilisable pour créer un systeme de mutagenése condi-
tionnelle car le géne tk rend les souris males stériles. Il est toutefois possible
de remplacer la cassette tk-neo par le géne hprt et d’utiliser des cellules ES hprt.

un site protéique spécifique. De plus,
par cette technique, il est possible
d’éliminer uniquement: un promo-
teur si le géne en posséde plusieurs;
un exon s’il existe un épissage alter-
natif; un site de démarrage de la tra-
duction si 'ARNm en utilise plu-
sieurs.

Controle spatio-temporel de Uapparition
d’une mutation. Grace a un tel systéme,
il est possible de créer des souris chez
lesquelles I'apparition de la mutation
désirée est controlée de facon spatio-
temporelle. Pour ce faire, le vecteur
de recombinaison est réalisé de facon
que le gene étudié, ainsi que les
geénes de sélection (placés de facon a
ne pas affecter 'expression du gene
cible), soient entourés de sites loxP
(figure 5).

Aprés une recombinaison homo-
logue, qui ne devrait pas perturber
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I’expression du gene cible, deux pos-
sibilités existent, pour produire la
mutation: (1) un traitement des
cellules ES par I'enzyme Cre qui va
déléter le géne cible et les marqueurs
de sélection, ce qui revient a peu de
choses prés a la technique utilisant les
vecteurs de remplacement. Cela peut
étre réalisé, soit par transfection avec
un vecteur d’expression de cre [31,
34], soit par lipofection de I’enzyme
elle-méme [35] dans les cellules ES;
(2) il est aussi possible de croiser les
souris issues de l'injection dans des
blastocystes des cellules ES portant le
geéne entouré de deux sites loxP avec
des souris transgéniques exprimant
I’enzyme Cre au moment et a 'empla-
cement désiré. L’expression du géne
Crepouvant étre sous le controle d’un
promoteur spécifique de tissu ou
inductible ou, mieux, les deux a la
fois, il est possible de contrdler

I'apparition de la mutation. En effet,
par croisements successifs de souris
ayant un alléle déja muté et un alléle
entouré de sites loxP avec des souris
transgéniques pour le géne ere, il est
possible de contrdler I’apparition de
la mutation (figure 6B). C’est I'expres-
sion du transgene cre qui détermine
I'apparition de la mutation. Les incon-
vénients majeurs d’une telle appro-
che sont le nombre important de
croisements nécessaires pour établir
les souris souhaitées, le risque de pro-
voquer une translocation chromoso-
mique lors du traitement d’animaux
portant des sites loxP sur deux chro-
mosomes — en effet, cette propriété a
été utilisée pour créer de telles trans-
locations chez les plantes [36] -,
enfin, I'ignorance de la toxicité de
Cre chez la souris, bien que les pre-
miéres expériences de transgénese
suggérent qu'il n’y en ait pas (37, 38].
I est a parier que dans un futur tres
proche une pléthore de souris trans-
géniques exprimant cre vont étre dis-
ponibles.

Ce type d’expériences a été réalisé en
transgénese dans le but de contrdler
I'expression d’'un oncogéne dans un
tissu donné [37, 38]. Un tel systeme
offre I'avantage de permettre I’étude
de genes dont I'invalidation entraine
un phénotype létal lors de I’embryo-
genese. En effet, il suffit alors d’indui-
re la mutation au moment souhaité.
La premiere tentative décrite [39]
utilisait comme génes de sélection les
genes tk et néo. Malheureusement,
une telle approche ne permet pas
d’établir de lignées de souris. En
effet, le géne tk ala facheuse proprié-
té d’étre exprimé dans le sperme et
de rendre les souris males stériles [40-
42]. En revanche, il est possible
d’utiliser une telle technique, avec
deux sites loxP, en employant le géne
hprt comme marqueur de sélection et
des cellules ES Aprt. C’est probable-
ment pour cette raison que le groupe
de Rajewsky a développé une
nouvelle approche, fort élégante,
pour arriver a son but, le contréle
spatio-temporel de I'apparition d’une
mutation [32].

Les possibilités d’utiliser une activité
partielle de I’enzyme Cre. Une alternati-
ve, risquée, a l'utilisation du systéme
Cre-loxPvient d’étre décrite par Gu et
al. [31] Elle consiste a introduire
dans le vecteur de recombinaison
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Figure 6. Utilisation d’une activité partielle de I'enzyme Cre. A. Un vecteur de
recombinaison similaire a celui décrit dans la figure 5 mais comportant une
cassette de sélection entourée par deux sites loxP (triangle ouvert), donc
ayant en tout trois sites loxP est introduit dans les cellules ES par électropo-
ration. Les cellules ES recombinantes sont ensuite traitées par I'enzyme Cre.
Une activité partielle de I'enzyme conduit a la production de trois réarrange-
ments génomiques, dont deux seulement pourront étre sélectionnés par le
phénotype GANCF. Il s’agit de la délétion compléte du géne ainsi que des
marqueurs de sélection et de I'élimination de la cassette de sélection. L’éli-
mination du gene étudié ne peut pas étre mise en évidence par la sélection
au Ganciclovir car les cellules possédent toujours le gene tk. Le premier évé-
nement correspond a la mutation du gene étudié. Le deuxiéme permet de
créer des souris qui peuvent étre croisées avec des souris transgéniques pour
Cre. B. Ainsi, le croisement des souris obtenues par l'injection des cellules ES
recombinantes avec des souris transgéniques exprimant I'enzyme Cre (Tg-
cre) de maniére spécifique permet de contréler I'apparition de la mutation de
maniere spatio-temporelle.

m/s n°5, vol. 11, mai 95



D—— =
X X Reccr)]mbinaison
omologue

----- =
ﬁ G418R
----- >—

11 Cre

G4188
GANCR

+ Cre

%

1

G418R
GANCS

------ —— . Lo

non pas deux mais trois sites loxP
(figure6) et de controler I’activité de
I’enzyme Cre de facon a avoir une
réaction partielle. Cette réaction est
obtenue en utilisant une enzyme
dépourvue de signal de translocation
nucléaire. Deux des sites loxP entou-
rent la cassette de sélection (formée
des géne tk et néo), le troisiéme est
placé dans le géne étudié sans créer
de mutation au niveau protéique. Le
traitement par 'enzyme Cre des
cellules ES recombinantes permet
I'obtention, si 'activité de Cre est par-
tielle, de trois types de délétion. Deux
d’entre elles produiront des cellules
résistantes au Ganciclovir, la troisie-
me produit des cellules sensibles au
Ganciclovir, donc non sélection-
nables. Cette technique vient d’étre
décrite pour le gene de 'ADN poly-
meérase [ dont la mutation conduit a
un phénotype létal, ce qui empéchait
I’étude du role de cette protéine dans
I'ontogenese des lymphocytes T [32].
Comparée a celles décrites précé-
demment, cette approche présente
plusieurs avantages. Avant tout, elle
élimine le géne tk au niveau des
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cellules ES, ce qui résout le probléme
de stérilité des souris males. Ensuite,
le premier événement de recombi-
naison homologue crée une mutation
du geéne étudié. Enfin, elle conduit a
I'obtention de deux événements. Il
est possible de créer une lignée de
cellules portant le géne muté en
I’absence de génes de sélection et
une lignée ou le géne se retrouve
entouré de sites loxP sans marqueur
de sélection. Cette derniere lignée est
utilisée pour établir des souris qui,
par croisement avec des souris trans-
géniques pour I'enzyme Cre, vont
permettre le contréle spatio-temporel
de la mutation.

Une telle approche peut aussi étre
envisagée pour la création de muta-
tions propres, laissant alors non pas
un site loxP mais deux entourant le
géne étudié, sites loxP qui peuvent
étre utilisés ultérieurement pour
déléter le géne.

Les deux inconvénients majeurs pro-
viennent de la difficulté de controler
’activité de I’enzyme Cre et de la pos-
sibilité d’avoir des sites préférentielle-
ment accessibles. Dans les deux cas,

Figure 7. Tentative de réintroduction
d’une séquence d’ADN dans un locus
donné. La modification du vecteur
décrit dans la figure 5 permet d’envi-
sager l'utilisation du site loxP restant,
aprés traitement a I’enzyme Cre,
pour réintroduire un fragment d’ADN
dans le locus étudié. Pour ce faire, un
site loxP est placé entre le gene neo
et son promoteur. Aprés un événe-
ment de recombinaison homologue,
le traitement a I'enzyme Cre élimine
le gene étudié, le gene tk et le pro-
moteur du géne néo, laissant en
place un site loxP et un géne neo
tronqué de son promoteur (Pr). Les
cellules peuvent étre sélectionnées
selon leur phénotype GANC?. Dans
une deuxieme étape, un vecteur de
réintégration est créé de fagon a ce
qu’une recombinaison contrélée par
Cre introduise un fragment d’ADN
comprenant le promoteur du géne
néo et la mutation souhaitée dans le
gene étudié. De telles cellules
devraient étre G418°.

certaines délétions seront impossibles
a obtenir. Le systéme semble fonc-
tionner tellement bien qu’il n’est pas
nécessaire d’avoir une sélection de
I’événement de recombinaison
induite par Cre [33]. Cela simplifie la
construction du vecteur de recombi-
naison homologue et évite I'utilisa-
tion du géne tk.

Réintroduction d’un gene dans un locus
donné. La réaction de recombinaison
induite par ’enzyme Cre entre deux
sites loxP étant réversible (figure 7), il
est imaginable de concevoir des vec-
teurs de recombinaison permettant
non seulement I'élimination d’un
geéne mais aussi la réintégration, dans
le site loxPrestant, d'une forme mutée
du gene étudié. Pour ce faire, un des
sites loxP est placé entre le géne de
sélection et son promoteur. Le traite-
ment par Cre élimine le géne cible
ainsi que le promoteur du marqueur
de sélection, le rendant silencieux.
Un second vecteur d’intégration portant
un site loxP et un promoteur placé de
facon a permettre la réexpression du

marqueur de sélection est ensuite CO- n—
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Figure 8. Réintroduction d’une séquence d’ADN dans un locus donné et élimi-
nation des génes de sélection. Le ou les génes de sélection utilisés dans I'expé-
rience décrite dans lafigure 7 pouvant interférer avec I'expression du géne étu-
dié, il peut étre intéressant d’essayer d’éliminer ceux-ci. Pour ce faire, on peut
envisager d’utiliser deux sites loxP mutants, qui ne réagiront qu’avec eux-
mémes en présence de Cre. Un vecteur de recombinaison similaire a celui dé-
crit dans la figure 7 mais comprenant un site |loxP muté (triangle noir) a I'extré-
mité 3’ du géne néo est introduit dans les cellules ES par électroporation. Le
traitement par Cre des cellules recombinantes va éliminer la région souhaitée
du géne laissant en place un géne néo dépourvu de promoteur entouré par, en
5', d’un site loxP de type sauvage et, en 3’, d’un site loxP muté. Un vecteur de
réinsertion —comprenant un site loxP de type sauvage, devant le promoteur du
gene néo, un gene tk, un site loxP mutant en amont du gene tk et la mutation
souhaitée - est introduit, en méme temps que I’'enzyme Cre dans les cellules ES
recombinantes. La recombinaison contrélée par Cre devrait conduire a l'inté-
gration de ce vecteur, soit dans le site loxP mutant, soit dans le siteloxP de type
sauvage. Seul le deuxiéme événement confére un phénotype G418% aux cel-
lules car il apporte un promoteur au géne néo. Un deuxieme traitement par Cre
va conduire a la recombinaison entre les sites loxP, soit de type sauvage élimi-
nant la mutation réintroduite, soit de type mutant éliminant la cassette de sé-
lection et laissant en place un gene muté a souhait, entouré d’un site loxP de
type sauvage et d’un site mutant. Comme pour I'expérience décrite dans la fi-
gure 7, la cassette tk-néo peut étre remplacée par le gene hprt, a condition
d’utiliser des cellules ES hprt.
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introduit avec Cre. Une intégration
correcte pourra étre sélectionnée car
le marqueur de sélection retrouve un
promoteur dirigeant son expression
(figwre 7). De telles expériences ont
été réalisées dans des cellules de
mammifeéres (43, 44]. Dans un pre-
mier temps, un marqueur de sélec-
tion sans promoteur précédé d’un
site loxP a été introduit dans les cellu-
les. La deuxiéme étape consiste a
introduire un promoteur par recom-
binaison dans le site loxP du
marqueur de sélection [44].

La sophistication des vecteurs utilisés
permet d’imaginer, aprés réintroduc-
tion du gene, ’élimination des génes
de sélection. En effet, il est possible
de muter le site loxP de facon a créer
un nouveau site qui ne réagira
qu’avec lui-méme [28]. Ainsi, si deux
types de sites loxP sont utilisés pour la
construction des vecteurs utilisés lors
des différents événements de recom-
binaison, homologue ou relayée par
Cre, il est non seulement possible
de réintroduire un fragment d’ADN
dans le locus étudié, mais aussi d’éli-
miner les marqueurs utilisés pour
détecter un tel événement (figure§).
Cela demande encore a étre sérieuse-
ment testé avant d’étre utilisable.

Autres utilisations du systeme Cre-loxP

Utilisation en trangénése. Un tel systéme
permet non seulement de concevoir
un grand nombre d’expériences en
recombinaison homologue, mais il
offre aussi de multiples applications
en transgénése. En voici deux
exemples: il permet de réduire le
nombre de copies du transgéne
intégré a une seule copie; en effet, si
un site loxP est placé dans le transge-
ne, l'intégration en tandem de plu-
sieurs copies du transgene peut étre
réduite par traitement a ’enzyme Cre,
qui ne laisse qu’un seul transgene (37,
38] ; un tel systéme permet aussi une
meilleure étude desgénesdont la sur-
expression est létale et assure un
meilleur contréle de I’expression spé-
cifique de tissu. Le transgeéne est alors
séparé de son promoteur par une
séquence d’ADN, interrompant la
transcription, entourée de sites loxP
(37, 38]. Cette séquence peut étre
éliminée par croisement avec les
souris transgéniques préalablement
citées exprimant Cre. La séquence
d’ADN introduite peut elle-méme
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contenir un gene permettant la visua-
lisation de I’expression du promoteur
étudié [37]. A partir du méme trans-
geéne, deux questions peuvent alors
étre posées: quelles sont les séquences
qui réglent I'expression du transgéne
et quelle est la fonction du transgene?
Les génes marqueurs utilisables sont
classiquement le géne de la B-galacto-
sidase (lac 7) ou de la carboxyl acétyl
transférase (CAT) ou, plus nouveau et
qui présente l'intérét de pouvoir
réaliser le marquage in vivo, est le
géne récemment décrit de la protéine
fluorescente verte (GFP pour green
fluorescent protein [45]), mais qui
demande encore a étre testé sur des
cellules de mammiféres. Dans ce type
d’expérience, il y a aussi réduction du
nombre de copies du transgéne [37,
38].

Utilisation en thérapie génique. 11 est
aisé d’imaginer des utilisations de ce
systéme en thérapie génique. Citons
quelques exemples:

— Il peut étre la aussi intéressant,
comme pour les expériences décrites
précédemment, de pouvoir éliminer
le ou les vecteurs de sélection utilisés,
qui sont susceptibles de perturber
I’expression du gene thérapeutique.
— Un tel systéme peut permettre une
simplification de la construction des
vecteurs de thérapie génique. En
effet, on peut imaginer un vecteur,
basé par exemple sur l’adénovirus,
possédant un site loxP dans lequel
pourrait s’intégrer n’importe quel
geéne thérapeutique. Une telle appro-
che permet déja de manipuler in vitro
des virus de la famille du virus de
I’herpés, tel que le virus Pseudorabies
[46] ou le virus Herpes simplex 1
(47] mais aussi un virus tel que Bacu-
lovirus [48]. Cela présente I'avantage
de se faire in vitro et non plus in vivo
comme l'impose la nécessité d’utili-
ser la recombinaison homologue
pour la manipulation de tels virus.

— Il pourrait étre intéressant d’avoir
intégré, par exemple, dans une
lignée de cellules souches hémato-
poiétiques humaines, un site loxP
dans un locus neutre (par neutre, il
faut entendre sans effet phénoty-
pique sur les cellules traitées, ni sur
I’expression du geéne néo-introduit)
et d’utiliser celui-ci pour intégrer le
gene thérapeutique. Cela pourrait
permettre de s’assurer I'innocuité du
ou des transgenes.

| Le systéme FLP/FRT

Un second systéme de recombinaison
commence a étre utilisé pour la mani-
pulation de génomes. Il s’agit de la
recombinase FLP, reconnaissant spéci-
fiquement les sites FRT, codée par le
plasmide 2y de la levure Saccharomyces
cerevisiae [30]. La plupart des expé-
riences réalisées avec le systéme Cre-
loxP ont été répétées avec le systéme
FLP/FRT. Ainsi, O’Gorman et al. ont
montré qu’il est possible d’exciser ou
d’introduire un fragment d’ADN par
I'intermédiaire de I’enzyme FLP dans
des cellules de mammiferes [49]. Afin
d’étudier la régulation de I’expression
du geéne de la Bglobine, Fiering et al.
ont élaboré un vecteur de recombi-
naison homologue qui leur permet
I'élimination du marqueur de sélec-
tion apreés traitement par l’enzyme
FLP [50]. Tout comme le systéme Cre-
loxP [36, 51], le syst¢me FLP/FRT
peut étre utilisé pour manipuler les
chromosomes de plantes [52].

I Conclusion

Nous avons essayé dans cet article de
passer en revue et d’'imaginer I’ensem-
ble des applications qu’offre le sys-
teme de recombinaison Cre-loxP du
phage P1 en nous concentrant surtout
sur les expériences de recombinaison
homologue. En effet, la nouvelle
génération de vecteurs de recombi-
naison homologue basée sur un tel
systéme devrait permettre une étude
plus fine des génes mutés. Dans un
premier temps, ils permettent de
créer des mutations «propres » ot les
geénes de sélection sont éliminés du lo-
cus étudié. Cela permet d’envisager
des mutations introduisant un codon
de terminaison, ou supprimant un site
actifd’une protéine, ou éliminant spé-
cifiquement un promoteur ou un
exon ou, enfin, réduisant le nombre
de sites d’initiation de traduction s’il
en existe plusieurs.

Deux approches réalistes pour créer
des mutations ponctuelles dans un
géne sont donc envisageables. Cela
peutétreréalisé en utilisant, soit le sys-
teme Cre-loxP, ce qui laissera toujours
un site loxP dans le locus étudié, soit la
technique dite du «marquage et de
I’échange ». L’avantage du syst¢me
Cre-loxPest qu’il ne fait appel qu’aun
événement de recombinaison homo-
logue et que le traitement a I’enzyme
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Cre semble trés efficace. De plus, la
plupart des constructions utilisées
avec le systétme Cre-loxP permettent
aussi de réaliser une étape de recom-
binaison homologue «d’échange ».
De tels vecteurs, basés sur I'utilisation
du systéme Cre-loxP, laissent aussi envi-
sager la possibilité d’un contrdle spatio-
temporel de I’apparition d’'une muta-
tion. Cette dernieére propriété a une
importance fondamentale dans1’étude
des génes impliqués dans le développe-
ment embryonnaire. En effet, la muta-
tion de tels génesa souvent pour consé-
quence une létalité embryonnaire qui
interdit I’étude de ces génes chez I'ani-
mal adulte ou dans certains types cellu-
laires embryonnaires. Un autre avanta-
ge non négligeable d’une telle
approche est la possibilité de réutiliser
les mémes marqueurs de sélection
pour créer, soit une autre mutation,
soit la mutation du deuxieme alléle de
facon a obtenir des cellules ES homozy-
gotes mutantes pour le géne étudié.

Il est nécessaire de rappeler ici que la
technique décrite en premier lieu par
Gu et al. avec deux sites loxP et les
genes tk et néo comme marqueurs de
sélection [39] n’est pas utilisable pour
établir un syst¢tme de mutagenése
conditionnelle. En effet, legene tkren-
dant les males stériles [40-42], il est im-
possible d’établir des lignées de souris
avec une telle construction! Cela,
néanmoins, reste réalisable en utili-
sant le géne hprt comme marqueur de
sélection dans des cellules ES hprt-.

L’approche consistant a introduire trois
sites loxP dans le vecteur de recombi-
naison homologue n’est pas a négli-
ger car elle permet, en peu de mani-
pulations, I’élimination du géne tk et
la création de deux types de souris
mutantes. C’est actuellement I’appro-
che la plus élégante. L'utilisation d’un
tel systéme devrait permettre, en plus
des expériences décrites ici, de créer
des translocations chromosomiques
mimant des maladies humaines ou la
création de trés larges délétions dans
des loci donnés.

De plus, la combinaison des deux sys-
témes, Cre-loxPet FLP/FRT, ou I'utili-
sation de sites loxP mutés permettent
d’envisager des manipulations encore
plus sophistiquées du génome murin.
En plusdes applications décrites dans
cet article, de nombreuses autres ex-
périences sont réalisables. Ainsi, seule
I'utilisation de ce systéme chez les
mammifeéres a été abordée dans cet ar-
ticle alors qu’il y a certainement
moyen d’exploiter ce syst¢tme dans
d’autres modeles animaux, parasi-
taires ou végétaux
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Summary

Homologous recombination: new
strategies with new vectors

The use of new vectors based on
the Cre-loxP recombinase system of
bacteriophage P1 will greatly
improve gene knock out tech-
niques. Two main criticisms can be
made against the classical knock
out approaches. A major disadvan-
tage is to leave at least one selec-
table gene in the studied locus.
This can influence the phenotype
or the expression of neighbouring
genes. Secondly, the mutation has
an immediate effect, which, if the
mutation is lethal, will present any
study of the gene at the adult stage.
By using the Cre-loxP system, it is
now possible to create «clean »
mutations (leaving the mutated
locus free of selectable marker)
and to control the appearance of
the mutation in a spatio-temporal
manner. The possible use of such a
system to manipulate the genome
is described, focusing on its appli-
cations in homologous recombina-
tion experiments in mammals.
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