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Summary 

Transgenic mice, produced by 
microinjection of a foreign 
gene into fertilized mouse eggs 
and implantation of the 
microinjected embryos into fos
ter mothers, have proven to be 
useful tools in the investigation 

· of gene expression . We have 
used this technology to deve
lop a gene therapy of a mouse 
enzyme deficiency. A cloned 
eDNA coding for ornithine 
transcarbamylase (OTC) has 
been introduced into embryos 
of spf-ash mice which exhibit • 
OTC deficiency. These mice 
have been chosen mainly 
because of their abnormal phe
notype ( sparse-fur with abnor
mal skin and hair) and 
secondly because they consti
tute an animal madel of 
hu man OTC deficiency . The 
introduction of the normal 
gene into the mutant embryos 
has allowed the development of 
a transgenic mouse whose phe
notype has been completely 
corrected. The level of expres
sion which has been necessary 
to restore a normal phenotype 
is now under investigation. 
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C 
orriger une anomalie 
héréditaire de façon 
stable et transmissible 
à la descendance est 
en principe possible, 

chez l 'animal , grâce au dévelop
pement récent de la technologie 
des animaux transgéniques. En 
effet, lorsqu'un gène est introduit 
dans l 'un des pronuclei d'un œuf 
fécondé, il a une probabilité non 
négligeable de s' intégrer dans 
l 'ADN de la cellule hôte avant la 
première division de celle-ci. Lors
que cela se produit, le gène est 
transmis à toutes les cellules de 
l 'organisme qui se développe à 
partir de l 'embryon microinjecté 
et, ultérieurement, à sa descen
dance selon les lois de la généti
que · mendélienne. Les animaux 
ainsi obtenlJS, à l'heure actuelle 
des souris, sont dits transgéniques. 
Lorsqu'ils comportent les séquen
ces nécessaires, les " transgènes » 
sont généralement exprimés [ 1 ] .  
La  microinjection d'un gène nor
mal dans un embryon dont la 
séquence endogène correspondante 
n'est pas fonctionnelle devrait 
donc permettre de restaurer, tota
lement ou partiellement, la fonc
tion perturbée par la mutation. 
Ainsi, l ' introduction du gène Ea 
dans des embryons de souris 
caractérisées par un déficit immu
nitaire dû à une délétion du 
gène Ea a permis la création de 
souris transgéniques qui dévelop
pent une réaction immunitaire 
normale [2,  3 ,  4 ,  5] . 
Les souris Spf-ash (sparse-Jur with 
abnormal skin and hair) (6, 7 ,  8] ont 
une mutation de l'omtthine trans-

carbamylase (OTC:E.C .2 . 1 .3 .3), 
enzyme mitochondriale qui joue 
un rôle essentiel dans la détoxica
tion de l 'ammoniaque des organis
mes uréotéliques [9] . Cette lignée 
constitue un modèle de certains 
déficits humains en OTC [ 10] ,  
affection relativement fréquente 
(1/75000), transmise selon le mode 
récessif lié à l'X. Particulièrement 
sévère chez le garçon, elle évolue 
dans 7 5 % des cas vers un coma 
hyperammoniémique mortel quel 
que soit le traitement entre
pris [ 1 1 ] .  Chez la souris Spf-ash, 
le déficit en OTC est partiel (acti
vité résiduelle à 5 % de la nor
male) . Il s'accompagne d'un phé
notype caractérisé par une absence 
de pelage et une hypotrophie très 
marquée jusqu'au sevrage [8] . La 
microinjection, dans les embryons 
de ces souris mutées, de séquen
ces OTC capables de gouverner la 
synthèse d'une enzyme normale, 
doit en principe permettre de nor
maliser leur phénotype. Nous rap
portons dans cette note les résul
tats d'une série de microinjections 
ayant conduit à l ' intégration de 
l 'ADN OTC injecté et à la cor
rection phénotypique attendue du 
déficit murin. 

1 Matériels et méthodes 

Séquence microinjectée. Le vec
teur plasmidique pBB3 [ 12] OTC 
comportant l 'ADNe OTC de 
rat [ 13 ]  mis sous le contrôle du 
promoteur précoce du virus SV 40 
est linéarisé par l 'enzyme de res
triction EcoR1 .  Après extraction 
au phénol, l'ADN est précipité 
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Figure 1 .  Séquence microinjectée. En rose, séquence du plasmide pBR 322 [12]. En noir, séquences dérivées du 
virus SV40 [12]. En rouge, ADNe de /'OTC de rat [ 1 3]. 

par l'éthanol et remis en solution 
dans un tampon Tris 1 0  
mM/EDTA 0, 1 mM, pH 7 ,5 .  
Manipulation des  œufs e t  
microinjection. Des embryons 
issus du croisement de femelles 
homozygotes Spf-ash superovulan
tes avec des mâles C57/BL6 X 
DBA sont microinjectés au stade 
une cellule, selon la technique de 
Gordon et al [ 1 4] .  Le trop faible 
nombre d'œufs fécondés qu'il est 
possible d'obtenir par croisement 
entre mâles et femelles Spf-ash a 

rendu nécessaire l'utilisation de ce 
croisement . Une cinquantaine de 
copies (environ 2 pl de solution) 
du vecteur pBB3 OTC précédem
ment décrit sont introduites dans 
chaque embryon. En l'absence 
d'expression de l'ADNe OTC 
injecté, les portées sont constituées 
de mâles mutés hypotrophiques et 
sans pelage jusqu'au sevrage et de 
femelles hétérozygotes au phé
notype normal. Les œufs microin
jectés sont réimplantés dans des 
femelles pseudo-gestantes obtenues 

par accouplement avec des mâles 
vasectomisés. 
Analyse de l'ADN. L'ADN est 
extrait à partir d'un prélèvement 
d'une portion de la queue de cha
que souris. Successivement traités 
à la RNase et à la protéinase K, 
les échantillons sont extraits au 
phénol puis dialysés contre du 
Tris 1 0  mM/EDTA 1 mM pH 
7 ,5 .  L'ADN est analysé par Sou
them blot après digestion par 
l'enzyme de restriction Hind III .  
La sonde utilisée comporte le 
fragment de restriction A pa 1-Barn 
HI du virus SV 40 . Elle est mar
quée par déplacement de coupure 
(Nick trans la ti on) [ 1 5] . 1 Résultats 

et discussion 

La structure de la séquence chi
menque introduite dans les 
embryons de souris est représen
tée sur la figure 1 .  Une cinquan
taine de copies du vecteur pBB3 
OTC linéarisé par EcoRI sont 
microinjectées dans des embryons 
Ft  (Spf-ash x C57 BL DBA). 
Cent vingt œufs furent ainsi 
microinjectés et 85 réimplantés 
dans des femelles pseudo
gestantes, conduisant au dévelop� 
pement de 2 1  souriceaux. L'un 
des souriceaux mâles se développa 
tout à fait normalement (figure 2) 
sans aucun des signes phénotypi
ques liés au déficit en OTC, à 
savoir l 'absence de pelage et 
l'hypotrophie . L'analyse de son 
ADN (figure 3) montre qu'il com
porte à 1 'état intégré la séquence 
injectée . De plus, la preuve que 

Figure 2. Correction phénotypique de la mutation Spf-ash. A gauche, souris 
spf-ash ; à droite, souris transgénique spf-ash ayant intégré l'ADNe de I'OTC 
de rat. Ces deux souris ont été photographiées après 1 5  jours de vie. la correction phénotypique obte- -
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Figure 3. Analyse par Southem blot 
de l'ADN des souris spf-ash et 
transgénique. a) souris spf-ash ; b) 
souris transgénique spf-ash. La sonde 
utilisée pour détecter l'ADN microin
jecté est constituée du fragment de 
restriction Apa 1-Bam H 1 de la 
séquence injectée (voir figure 1 ). La 
taille des fragments est indiquée en 
kilobases. 

nue est bien le reflet d'une nor
malisation du métabolisme défici
taire est apportée par 1' effondre
ment de l ' acidurie orotique* 
observée chez cet animal . Nous 
attendons la production des sou
ris de première génération (F 1 )  
issues du croisement entre ce sou
riceau et une femelle normale 
pour sacrifier 1 'animal et recher
cher le niveau de l'activité OTC 
dans les différents tissus de l'orga
nisme, particulièrement dans le 
foie et l' intestin, lieux de synthèse 
habituels de l'enzyme. Chez les 
femelles hétérozygotes, malgré le 
phénomène de lyonisation * * qui 
conduit à l' inactivation au hasard 
de l'un des X, le phénotype est 
toujours normal. Ceci laisse sup
poser que l 'obtention d 'une 
expression, même relativement 

- faible ,  de l'OTC injecté doit per-
40 

mettre la restauration du phé
notype normal . Si l'analyse de 
l 'activité OTC hépatique de la 
souris transgénique confirme cette 
hypothèse, les embryons Spf-ash 
pourront être de bons outils pour 
1' analyse de séquences régulant 
1 'expression de gènes hépatiques . 
En effet, le développement à par
tir de ces œufs d'une souris trans
génique au phénotype normal 
obtenue par microinjection de ces 
séquences couplées à l 'ADNe de 
l 'OTC signera la capacité de 
celles-ci à réguler l'expression du 
gène placé sous leur contrôle. Dis
poser d'un tel criblage phénotypi
que pour la détection des souris 

. transgéniques pourrait être d'une 
grande utilité . 
Enfin, l 'ADNe injecté étant mis 
sous contrôle du promoteur pré
coce du virus SV40, une expres
sion relativement ubiquitaire 
devrait être décelée chez la sou
ris transgénique obtenue. Une 
activité OTC a d'ores et déjà été 
détectée dans la rate et le poumon 
d'un souriceau de sa descendance. 
Lé développement jusqu'à présent 
normal de ce dernier prouve que 
cette activité ectopique n'est pas 
toxique pour l 'animal . 
En conclusion, il semble qu'une 
thérapie génique du déficit murin 
en OTC ait été obtenue et que la 
correction phénotypique qu'elle 
provoque fait de la microinjection 
dans les embryons de souris Spf
ash un outil qui pourra faciliter 
1 'étude des séquences régulatrices 
des gènes hépatiques • 

• Le dificit en OTC entraîne une diviation du car· 
bamylphosplulle non mitabolisé vers la voie de synthèse 
des pyn"midines dont l'étape limitante a pour substrat 
l'acide orotique. Cet acide est éliminé <Ùlns les urines, 
1 'oroticurie étant, <Ùlns les dificits iso lis en 0 TC, le 
reflet direct de la fonctionnalité résiduelle du cycle de 
l'urée. • • Mary Lyon a dicrit le phénomme de l'inactiva· 
lion au hasard d'un chromosome X sur 2, très pré
cocement au cours du développement des embryons 
femelles de souris. Un tel phénomme existe chez lous 
les animaux supirieurs. 
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