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NOUVELLE

Identification de genes
candidats responsables de
pathologies rétiniennes
Olivier Lorentz, Thierry Léveillard, Saddek Mohand-Said,

José Sahel

Les photorécepteurs (batonnets et cones)
sont les cibles cellulaires de nombreuses
maladies rétiniennes [1]. Ces affections
sont trés hétérogenes sur le plan clinique,
se distinguant par I’age du patient lors de
I'apparition des troubles visuels et, par
ailleurs, par la sévérité ainsi que la distri-
bution spatiale au sein de la rétine de la
perte fonctionnelle des photorécepteurs.
Jusqu’a présent, 132 locus mis en cause
lors de maladies rétiniennes ont été loca-
lisés (cf.http://www.sph.uth.tmc.edu/
RetNet/). Cependant, il est

niques, dont I’hybridation soustractive,
I'analyse des banques d’€ST (expressed
sequence tags), le differential display, les
techniques de puces a ADN, et enfin le
SAGE (serial analysis of gene expression).
Cependant, les deux parametres primor-
diaux que sont le seuil de sensibilité et la
normalisation ont donné I’avantage aux
techniques de puces a ADN et au SAGE,
qui, toutes deux, se développent considé-
rablement. Ainsi, afin de déterminer le
profil d’expression des ARN exprimés spé-
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cifiquement par les photorécepteurs,
I’équipe de recherche dirigée par le Dr C.L.
Cepko (Department of Genetics, Howards
Hugues Medical Institute, Havard Medical
School, Boston, USA) a fait appel a la
technique du SAGE. Ces travaux viennent
de faire I'objet d’une publication dans Cell
[2]. Avant de décrire les résultats obte-
nus, rappelons brievement les principes de
la technique du SAGE.

fort probable que e
nombre de ces locus ne
fera que s’accroftre dans
I’avenir. Sur ces 132 locus,
82 génes ont été clonés, et
environ 50 % d’entre eux
sont spécifiquement expri-
més par les photorécep-
teurs, confirmant qu’il
existe une grande corréla-
tion entre la spécificité
tissulaire de I’expression
génique et d’éventuelles
manifestations cliniques
(Figure 1). Une stratégie
logique pour comprendre
ces maladies consiste a
identifier les genes spéci-
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fiqguement exprimés par les
photorécepteurs et dont
les mutations seraient
susceptibles d’expliquer
ces maladies. Au cours de
ces derniéres années, I’ex-
pression différentielle de
genes est devenue possible
grace a différentes tech-
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Figure 1. Classification en grandes familles fonctionnelles des ARN préférentiellement exprimés par les photoré-
cepteurs et dont I’expression dans la rétine n’est pas connue. Le chiffre indiqué entre parenthéses a coté de
chaque famille correspond au nombre total de génes mis en évidence de cette classe. Le nombre total de génes
est de 267. Quelques exemples : Signalisation : nemo like kinase. Facteur de transcription : estrogen related
receptor-32. Cytosquelette : erb2-interacting protein (ERBIN). Métabolisme : carnitine palmitoyltransférase-1.
Transport/ métabolisme des lipides : phosphatidate cytidyltransférase. Matrice extracellulaire/adhérence :
vitronectine. Protéines se liant aux ARN : muscleblind-like-1 . Transporteurs : amino acid transporter protein
USP1. Canaux

ioniques : Kv2.1. Transporteur : mCTR2. Modification des acides nucléiques : dsRNA adenosine deaminase.

NAT-1/histidine+glutamine. Glycosylation : Mm.39855/novel sialyltransferase. Protéolyse :

Article dispomnible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2002185528
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Technique de SAGE

Cette technique repose sur le fait qu’une
séquence de 10-12 nucléotides (tag) spé-
cifique d’'un ARN donné n’a statistique-
ment aucune chance d’étre retrouvée
dans un autre ARN. Partant de cette
constatation, et faisant appel aux tech-
niqgues de PCR (polymerase chain
reaction) et de séquencage, I’équipe diri-
gée par le Dr Kinzler a mis au point et
développé la technique de SAGE [3]. Cette
technique permet non seulement de
déterminer la composition en ARN d’un
échantillon biologique, mais également
de comparer I’expression de tous les ARN
de plusieurs échantillons. €n effet, 'in-
tensité de détection d’un tag donné est
fonction du nombre de molécules de cet
ARN, ce qui permet 'identification semi-
quantitative et globale des différences
d’expression entre plusieurs populations
d’ARN. Pour ce faire, les ARN dont on veut
déterminer I'expression relative et/ou
absolue sont rétro-transcrits, les ADN
complémentaires ainsi obtenus sont
amplifiés par PCR a I'aide des différents
tag, les produits issus de ces réactions
d’amplification sont liés entre eux, clonés
et séquencés. La détermination de la
séquence nucléotidique de ces produits
permet : (1) de déterminer les tag, donc
les ARN, présents dans I’échantillon biolo-
gique étudié ; (2) d’analyser la composi-
tion relative de tous les ARN.

Une description plus détaillée de la
technique ainsi qu’une liste des tag
décrits dans différents tissus sont dispo-
nibles sur le site internet suivant :
http://www.sagenet.org/ .

Nouveaux génes candidats

dans les maladies rétiniennes

Dans un premier temps, les auteurs ont
établi le profil d’expression de tous les
ARN exprimés par différents tissus :
rétines de souris prélevées a 8 stades de
développement différents, s’échelonnant
entre 12,5 jours embryonnaires et
6,5 jours apres la naissance, tissu hypo-
thalamique de souris adulte, rétines
adultes, rétines issues d’animaux dont le
géne codant pour un facteur de transcrip-
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tion (CRX), essentiel a la survie des pho-
torécepteurs, est invalidé [4], rétines
d’animaux témoins et corps cellulaires de
photorécepteurs isolés a partir de rétines
de souris adultes. Les auteurs ont établi
13 banques, chacune comprenant entre
50 000 et 60 000 tag. La spécificité d’ex-
pression dans les photorécepteurs a été
déterminée en se fondant sur les critéres
suivants : (1) spécificité d’expression par
le tissu rétinien ; (2) expression préféren-
tielle par la rétine adulte ; (3) expression
dans les rétines de souris témoins dépas-
sant au moins d’un facteur 1,6 celle qui
est obtenue a partir de rétines de souris
invalidées pour le géne CRX ; (4) expres-
sion supérieure ou égale dans les photo-
récepteurs isolés et la rétine adulte.
Lorsque ces criteres sont appliqués a des
tag correspondant a des ARN connus, la
majorité des génes exprimés par les pho-
torécepteurs répondent a au moins 3 des
critéeres décrits ci-dessus. De maniere
surprenante, plus de 65 % des genes
exprimés par la fraction enrichie en pho-
torécepteurs et répondant a au moins 3
des 4 criteres s’averent étre des genes
mutés dans des maladies rétiniennes. Si
I’on applique ces critéres aux genes dont
on connaft la spécificité d’expression
dans les photorécepteurs et I'implication
dans des maladies touchant la rétine,
66 % d’entre eux répondent a au moins 2
des critéres énumérés ci-dessus.
L’analyse des résultats obtenus montre
que 1 119 ARN sont exprimés préféren-
tiellement par les photorécepteurs. De
facon fort intéressante, les chercheurs
ont mis en évidence 264 tag correspon-
dants a des ARN nouveaux, exprimés de
maniere préférentielle, voire exclusive,
par les photorécepteurs, mais dont I’ex-
pression dans la rétine n’avait pas
été décrite. Le regroupement de ces tag
en familles fonctionnelles (Figure 1)
démontre que toutes les grandes fonc-
tions cellulaires sont représentées.
Environ 60 % des ARN dont la spécificité
d’expression dans ces photorécepteurs a
été vérifiée par des expériences d’hybri-
dation in situ résultent de la transcrip-
tion de genes dont les orthologues

humains sont connus. Sur ces 237 genes
humains, 86 représentent 37 locus diffé-
rents impliqués dans des maladies réti-
niennes.

Les résultats décrits par ce groupe de
recherche constituent la premiere carto-
graphie moléculaire des photorécepteurs.
Outre I'intérét de ces données pour la
compréhension des mécanismes molécu-
laires associés au développement de la
rétine, ou encore la caractérisation molé-
culaire des cibles du facteur de transcrip-
tion CRX, ces résultats devraient permettre
de mettre en évidence les mécanismes
moléculaires d’un grand nombre de mala-
dies rétiniennes, premiere étape dans la
recherche de thérapeutiques adaptées. ¢
Candidate genes for retinal diseases :
a large scale analysis
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