LEXIQUE

médecine[sciences

a présenté dans ses
premiers numeéros

une série de breves
mises @ jour
conceptuelles

sur la structure

et lexpression

du génome eucaryote.
La génétique moléculaire
n’est cependant pas
seulement une nouvelle
discipline destinée

a approfondir

nos connaissances
fondamentales des
processus biologiques.
Elle est aussi un
ensemble de techniques
qui ont commencé a
modifier l'exploration
de certaines maladies

et dont on peut prévoir
que la place augmentera
encore considérablement
dans ['arsenal
préventif, diagnostique
et, ultérieurement
thérapeutique

des médecins.

Nous commengons donc
la présentation des
méthodes de base de
ge’nétique moléculaire
qui s appliquent des
aujourd hui

a lexploration

de multiples

problemes pathologiques.

GENETIQUE MOLECULAIRE ET MEDECINE

l’hybridation moléculaire

Le « Southern blot »

Principe

C’est en 1975 qu’E.M. Southern
décrivit la méthode consistant a
détecter tres spécifiquement des
fragments d’ADN transférés sur fil-
tre par leur hybridation a des
séquences identiques radioactives.
Le schéma montre le principe de

cette technique appliquée a la
détection d’une séquence particu-
liere d’ADN génomique total.

L’ADN purifié de cellules quelcon-
ques, par exemple de leucocytes cir-
culants, est coupé en des sites tres
spécifiques par des enzymes de res-
triction qui reconnaissent des
séquences  nucléotidiques  bien
particulieres, dispersées au hasard
sur PADN. Une tres grande variété
de fragments est ainsi produite,
dont I’'un (ou un tout petit nombre)
correspond a une partie ou a la tota-
litt du gene étudié. La longueur
totale de PADN humain est de
'ordre de 2,5x10° kilobases (kb) si
bien qu’un fragment de 10 kb por-
tant la séquence étudiée ne repré-
sentera que 1/250000 de I’ADN.
Les fragments sont séparés selon
leur taille par électrophorese dans
un gel d’agarose, puis dénaturés par
un traitement alcalin : le gel est
immergé dans une solution de soude
qui sépare les deux brins d’ADN de
chaque fragment. Les fragments,
maintenant simples brins, sont
transférés par capillarité sur un fil-
tre de nitrocellulose ou de nylon. Le
filtre est alors incubé dans des con-
ditions bien déterminées avec des
petits fragments d’ADN (ou parfois

d’ARN), eux aussi dénaturés, de
séquence identique a celle d’une
partie du fragment recherché; ces
fragments radioactifs sont appelés
« sonde ». Les bases complémentai-
res forment alors des hybrides sta-
bles qui persistent apreés lavages
répétés du filtre pour éliminer toute
trace de sonde radioactive non spé-
cifiquement liée a une sequence
complémentaire.

Le ou les fragments correspondant
au gene ou aux séquences intergéni-
ques étudiés apparait alors en auto-
radiographie sous la forme d’une
bande radioactive dont la position
dépend de la taille du fragment qui
migre d’autant plus vite qu’il est
plus petit.

Utilisation en médecine

La technique du « Southern blot »
est d’ores et déja d’application tres
large. Elle permet d’étudier la pré-
sence et la structure de genes parti-
culiers impliqués dans des maladies
congénitales, de rechercher des
séquences virales (par exemple du
virus de I’hépatite B), de mettre en
évidence le remaniement et I’ampli-
fication d’oncogeénes dans des can-
cers, de caractériser des lignées déri-
vées de lymphocytes B ou T par le
remaniement des geénes d’immuno-
globuline dans le premier cas et du
récepteur T dans le deuxieme (voir
la Nouvelle sur ce sujet dans le pro-
chain n° de m[s). Plus précisément
que les techniques classiques de
cytogénétique, cette méthode per-
met de détecter et d’explorer des
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1 De I'ADN de haut poids moléculaire est coupé avec I'en- 2 Séparation des fragments selon leur taille

zyme R1

origine

électrophorése

migration

3 Les brins des fragments sont séparés par dénaturation 4 Le filtre est hybridé avec des petits fragments d’ADN (ou

alcaline, puis transférés sur un filtre.

transfert par capillarité

5 Aprés lavages, la « sonde » radioactive est éliminée, sauf
au niveau du brin d’ADN avec lequel elle a pu s'hybrider :
une bande radioactive correspondant au fragment étudié est
ainsi détectée en autoradiographie

remaniements chromosomiques, des
délétions de petite taille, etc. Enfin,
par 'utilisation des polymorphismes
d’enzymes de restriction dont nous
reparlerons dans le Lexigue du pro-
chain numéro, le « Southern blot »
constitue une méthode de choix
pour prévoir la susceptibilité a des
affections dont la lésion génétique
précise n’est souvent pas connue et
fournit donc un outil précieux pour
un nombre croissant de diagnostics
prénataux. Il s’agit dans I’ensemble
d’une technique simple qui peut
étre mise en ccuvre avec peu de
moyens et qui peut s’appliquer a
’ADN purifié a partir de 10 ml de
sang total ou de 10 mg de tissu
placentaire prélevé par biopsie.

A. K.

d’ARN) radioactifs identiques a la séquence recherchée

filtre filtre sonde

T
--CACTG ---
~-GTGAC -

LT

CACTG

Principe du « Southern blot » & ADN génomique. L'encart situé apres la
quatriéme étape du schéma montre comment la.sonde radioactive (ici un fragment
d’ADN double brin dénaturé) s'hybride spécifiquement sur le filtre avec le fragment
d’ADN dénaturé comportant la méme séquence.



nm

LEXIQUE

GENETIQUE MOLECULAIRE ET MEDECINE

Electrophorése de I'ADN en champ pulsé

L.a technique d’électrophorese en
gel d’agarose ou de polyacryla-
mide permet de séparer des molé-
cules d’ADN suivant leur taille a
condition qu’elle n’excéde pas
50 000 paires de bases (50 kiloba-
ses ou kb). Les gels d’agarose ou
d’acrylamide sont constitués d’un
réscau désorganisé de longues
fibres baigné dans un milieu
aqueux. On place les molécules
d’ADN qu’on désire séparer en
un point du gel et on applique un
champ électrique. Sous son
action, les molécules d’ADN char-
gées négativement se déplacent a
travers le réseau. On constate
expérimentalement que plus elles
sont petites, plus elles se déplacent
rapidement. Ainsi peut-on les
séparer. Cette séparation est due
aux fibres du réseau, car, en leur
absence, les molécules d’ADN se
déplacent toutes avec la méme
vitesse quelle que soit leur taille.
Cependant [I’électrophoreése perd
tout pouvoir résolutif pour des
molécules d’ADN de taille supé-
rieure a 50 kb ; par exemple,
I’ADN du bactériophage lambda
(50 kb) et ’ADN des chromoso-
mes de la levure (de 300 a
2 000 kb) migrent a peu pres a la
méme vitesse (figure 1). En
d’autres termes, au-dela de 50 kb,
la mobilité électrophorétique de
I’ADN ne dépend plus de sa lon-
gueur. En 1984, deux chercheurs
de ['université de Columbia a
New York, Schwartz et Can-
tor [1], proposent une méthode
d’électrophorese sur gel d’agarose
dont le pouvoir de séparation peut
aller au moins jusqu’a 9 000 kb

[9]. Comment cela est-il possible ?
Commencons par quelques ordres
de grandeur. Les distances
moyennes qui séparent des fibres
voisines dans ces gels sont de
I’ordre de 150 a 400 nanometres
(nm) (I nm = 10-°m). La
flexibilité des molécules d’ADN
peut étre appréciée en mesurant
la distance minimale devant sépa-
rer deux points A et B quelcon-
ques de cette molécule pour que
son orientation au point A n’ait
pas d’influence sur son orientation
au point B. Cette distance, appe-
lée longueur de persistance, est de
I’ordre de 150 nm. Entre deux
fibres du gel, ’ADN peut donc
tout juste faire une boucle.
Une molécule d’ADN de 50 kb
possede une longueur totale de
18 000 nm et, dans le gel, en
I’absence de champ électrique, elle
apparait comme une longue
chaine serpentant au hasard entre
les fibres du gel : une sorte de
pelote statistique dans un réseau
enchevétré (figure 2). La distance
moyenne entre deux fibres étant
comparable a la longueur de per-
sistance, la chaine est complete-
ment contrainte et, seules les deux
extrémités ont suffisamment de
degrés de liberté pour avancer.
Une des deux extrémités déter-
mine le chemin et le reste de la
molécule coulisse entre les fibres
comme un serpent dans un jeu de
quilles. En 1’absence de champ
électrique, le sens du déplacement
est indifféremment déterminé par
I’'une ou l'autre des deux extrémi-
tés et peut s’effectuer dans toutes
les orientations possibles. Ce mou-

vement de la chaine appelé mou-
vement de reptation [2] est un
coulissement selon un chemin par-
couru au hasard.

Sous I'influence d’un champ élec-
mque la chaine chargée est sou-
mise a une force électrostatique.
Elle se déplace toujours par rep-
tation mais, cette fois-ci, ’'une des
deux extrémités au lieu de pren-
dre une direction au hasard va se
déplacer préférentiellement dans
celle imposée par le champ élec-
trique [3-5]. On devine ’effet pro-
duit par une telle dynamique :
I’enveloppe de la molécule d’ADN
qui était sphérique en 1’absence de
champ (pelote statistique) va
s’allonger dans le sens du champ
électrique sous son influence ; en
d’autres termes, le serpent se
déplie puisque sa téte se déplace
dans une direction déterminée
(figure 2). Cette déformation est un
effet du gel car, en son absence,
il faudrait appliquer des champs
100 fois plus forts pour I’observer.
[’expression de la mobilité élec-
trophorétique de ces longues
molécules d’ADN est la somme
de deux termes mg + mg qui se
comprennent comme les deux pre-
miers termes d’un développement
selon les puissances du champ
électrique : le premier terme m
qui ne dépend pas du champ élec-
trique (mobilité a champ électri-
que faible) correspond au dépla-
cement de ’ADN non déformé.
Un calcul [7, 8] montre qu’il
varie comme l’inverse de la lon-
gueur de la molécule. Le second
terme m,; dépend du carré du
champ électrique et rend compte

49



migration

1 2 3 4 5

Figure 1. A. Migration électrophorétique en champ électrique constant de molécules d’ADN de longueur varia-
ble. La migration s’effectue de haut en bas. 1 = fragments d’ADN obtenus par polymérisation d’un fragment de 1 kb.
Le fragment le plus long est de 12 kb; 2 = trois fragments de restriction de I’ADN du bactériophage lambda de
longueur 22 kb, 14 kb et 9 kb ; 3 = deux fragments de restriction de I’ADN du bactériophage de longueur 30 kb
et 17 kb. 4 : L’ADN du bactériophage lambda, 48-kb. 5 : L’ADN total de la levure Saccharomyces cerevisiae. Bien
que les tailles des ADN chromosomiques soient comprises entre 300 kb et 2 000 kb (voir B de cette méme figure),
leurs migrations électrophorétiques sont identiques et trés voisines de celles de I’ADN du bactériophage lambda. B.
Migration électrophorétique en champs électriques alternatifs. Cette méthode, analogue a celle en champs pul-
sés (voir texte), consiste a appliquer alternativement deux champs électriques suivant des directions orthogonales :
E, et E,. La direction de migration globale se fera donc suivant la bissectrice de I’angle. Les numéros de chaque chro-
mosome sont indiqués sur la droite. Deux chromosomes sont absents : le chromosome 17 qu’a ce jour personne n’a
encore pu identifier et le chromosome 12. Ce dernier, le plus grand de tous, ne migre pas dans les conditions utili-
sées ici. Deux paires de chromosomes (5,8) et (7,15) ont des longueurs voisines et donnent naissance 3 deux dou-
blets. On peut les résoudre en utilisant d’autres souches de levure, cet organisme présentant un polymorphisme des
longueurs de ses ADN chromosomiques.

de la conformation allongée prise
par la molécule soumise a son
effet. Il est indépendant de la lon-
gueur de la molécule. Pour des
molécules supérieures a 50 kb, et
avec des champs électriques utili-
sables en pratique, le premier
terme est petit devant le second
et la mobilité est pratiquement
indépendante de la longueur. Ceci
explique la perte de résolution
observée. Comment [’éviter ?
L.’idée de Schwartz et Cantor est
fort simple. Au moment ou I’on
applique le champ électrique,

s |'cnveloppe de la molécule d’ADN
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commence a se déformer par son
déplacement. Le temps mis par
une molécule d’ADN pour
s’allonger dans le sens du champ,
qui est aussi le temps de passage
de la forme a enveloppe sphérique
a celle a enveloppe oblongue
(figure 2) et qu’on appelle le temps
caractéristique d’allongement, est
a peu pres égal au temps néces-
saire a cette molécule pour se
déplacer d’une distance égale a sa
longueur : il dépend donc de sa
longueur. Au moment ou ’on
applique le champ électrique, la
mobilité est my. Elle augmente

progressivement pour atteindre au

bout du temps caractéristique
d’allongement la valeur my +
m;. Considérons maintenant

deux molécules d’ADN de lon-
gueur différente et appliquons le
champ électrique pendant un
temps compris entre les deux
temps caractéristiques d’allonge-
ment. Seule la plus petite aura la
possibilité de s’allonger suffisam-
ment pour atteindre la mobilité
maximale. Pour pouvoir exploiter
cette différence transitoire de
mobilité, il suffit alors d’arréter le
champ pendant un temps suffisant



Figure 2. Représentation schématique a deux dimensions d’'une molécule d’ADN dans un gel d’agarose. Les

fibres représentées par des points sont distribuées au hasard ;

I’ADN serpente entre elles, la courbure de I’ADN et

la distance moyenne entre deux fibres voisines étant approximativement identiques (voir texte). A : En absence de
champ électrique, I'enveloppe de la molécule d’ADN marquée en pointillés est isotrope (sphérique). B : Sous I'influence
d’un champ électrique E indiqué par une fleche rouge horizontale allant de droite & gauche, la molécule se déplace

vers la droite en méme temps qu’elle se déforme :

pour que les molécules reviennent
a leur forme de repos puis de
recommencer ce cycle un grand
nombre de fois. On peut égale-
ment, au lieu d’arréter le champ
electrlque changer son orientation
et jouer ainsi sur le temps mis par
la molécule d’ADN pour s’allon-
ger dans la nouvelle direction : en
appliquant alternativement des
champs électriques dans des direc-
tions orthogonales [1, 6, 9],
obtient des séparations eqmvalen-
tes a celles observées avec la
méthode en champ pulsé. Un
exemple en est donné dans la
Sfrgure 1.

Pour la biologie moléculaire, cette
nouvelle technique confine au sen-
sationnel. Grice a elle, il est pra-
tiquement possible, pour tous les
organismes a petit génome, pro-
caryotes et eucaryotes inférieurs,
de localiser trés rapidement un
gene quelconque. Par exemple, 16
des 17 chromosomes de la levure
Saccharomyces cerevisiae peuvent étre
séparés par électrophorése en

champs pulsés (figure 1) et ont été
identifiés par hybridation avec des
geénes clonés dont on connaissait
la localisation chromosomique. On
peut ainsi en une journée trouver
le (ou les) chromosome(s) portant
un gene qu’on vient de cloner et
il est méme possible par une pro-
cédure simple de déterminer sa
position par rapport au centro-
mere. Les méthodes génétiques
précédemment utilisées deman-
daient des semaines pour obtenir
une telle information avec une
précision bien moindre. I’ADN
correspondant a un chromosome
peut aussi étre sorti du gel et uti-
lisé pour faire une banque géno-
mique restreinte. En ordonnant,
par des procédés informatiques
simples, les différents fragments
de cette banque, on peut recons-
tituer la carte de ’ADN du chro-
mosome entier.

Certains ADN chromosomiques
ne peuvent pas, pour l’instant,
étre séparés par cette technique :
il s’agit d’ADN linéaires dont la

son enveloppe s’allonge dans le sens du champ électrique.

longueur dépasse 9 000 kb
(PADN des chromosomes d’eu-
caryotes supérieurs) ou des molé-
cules d’ADN circulaires comme
par exemple le génome d’E. coli
(5 000 kb). On peut tout de
méme aborder leur étude en les
coupant par des enzymes de res-
triction dont les sites de reconnais-
sance sont rares. Deux enzymes
de restriction commercialisées,
Notl et Sfil, reconnaissent des sites
a 8 bases, alors que la plupart des
autres enzymes reconnaissent des
sites ayant, au plus, six bases. Les
fragments créés par ces enzymes
sont des molécules linéaires de
taille inférieure, en général, a
2 000 kb. Ils peuvent alors étre
étudiés par électrophorese en
champ électrique pulsé. Les résul-
tats de telles expériences permet-
tent de situer les fragments les uns
par rapport aux autres et condui-
sent a la construction de cartes
génétiques locales extrémement
précises pouvant s’étendre sur
plusieurs millions de paires de
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bases. Plusieurs régions du
génome humain ont fait I’objet de
telles études. Citons, par exemple,
celle du gene responsable de la
myopathie de Duchenne [10, 11]
et la région HLA [12, 13].
Gréce a ’électrophorese en champ
électrique pulsé qui permet le
fractionnement de molécules
d’ADN de taille comprise entre
50 et 9000 kb, un nouveau
domaine de recherches en biolo-
gie moléculaire est en train de
s’ouvrir [l

Francois Caron
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LEXIQUE

GENETIQUE MOLECULAIRE ET MEDECINE

Hybridation moléeculaire:

Les polymorphismes de taille des fragments de restriction
(RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphisms)

L’ADN diftere entre les individus,
tant au niveau des génes qui consti-
tuent la basc de leur individualiteé,
que des s¢quences intergéniques. La
variabilit¢ est méme beaucoup plus
forte pour les séquences non codan-
tes ¢t non régulatrices (ou les muta-
tions pecuvent s’accumuler sans
conséquences) qu’au  niveau des
cxons des genes ct des zones de
controle de leur cxpression. Cette
variabilit¢ de PADN d’un méme
locus entrec deux individus peut
moditier les sites de reconnaissance
des enzymes de restriction et donc
les points de clivage. La figure 14

C/G — T/A fait disparaitre un site
de clivage par de restric-
tion Msp-1, dc telle sorte que la
digestion par cette donne en
« Southern blot » hybridé la
sonde 1, un fragment de 3 kilobases
(kb) au licu de 2 kb.

Unc autre cause importante de
polymorphisme des régions non
codantes est la répctition variable

d’¢lements  d’ADN,  représentée
dans la figure 1 B. Ici, apres diges-
tion par l’enzyme EcoR1, la

sonde 2 hybride avec un fragment
dc ¢ kb si le motif de base cst répéte
9 fois, ct avec un fragment de 7 kb

types de polymorphisme, le résultat
est unc modification de la taille d’un
fragment d’ADN  analys¢  par
« Southern blot», d’ou le nom
anglais de RFLP, Restriction
Fragment Length Polymorphism.

I.a figure 2 montre un exemple sim-
ple de l'utilisation de tels polymor-
phismes pour ¢tudier la transmis-
sion d’un gene pathologique. Une
maladic recessive est lice a la
transmission d’un gene situ¢ a pro-
ximit¢ d’un site polymorphe. L’¢tu-
de familiale a permis de démontrer
que le caractere pathologique était
lic au polymorphisme A, donnant

montre ainsi que la  mutation  s’il est répéte 7 fois. Dans les deux  un fragment d’ADN de ¢ kb, alors
-—— 1kb —— pe— 2kb
- : | , |
c’cG c’CG G yL cC’CGG
GG GG CTC - h GG CTC ——> 1 fragment de 2 kb
bl l sonde 1=——— |
CCG CTGG ccaga
CG GACC GG CTcl:i>1fragmentdef‘lkb
CTTAATG [ CTTAAG —— > 1 fragment de 9kb
(B) | |
¢ S ' B
‘ 1€ 7k
CTTAATG — CTTAATG ——> 1 fragment de 7kb
sonde2-
Figure 1. Mécanismes possibles du polymorphisme de taille des fragments de vestriction.

(A) : Au niveau d’un alléle, 3 sites de restriction clivés par 'enzyme Msp-1 sont espacés de 1 et 2 kilobases. Aprés coupure par

lenzyme, électrophorése et transfert sur f[iltre (voir « Southern blot », Lexique médecine/sciences n° 2, vol. 2), la sonde 1

reconnail un f[ragment de 2 kb. Au niveau de lautre alléle le site Msp-1-central a été modifié, un C|G étant remplacé par

T'|A. 1’ enzyme de restriction ne clive plus ce site et la sonde 1 hybride donc avec un fragment de 3 kb.

(B) : Deux alléles différent par le nombre d’éléments répétés entre deux sites de clivage par enzyme FEcoR 1. Aprés digestion
bar cette enzyme, un « Southern blot » hybridé par la sonde 2 montrera une bande de g kb pour le premier alléle et de 7 kb pour

le second. Dans les deux exemples donnés les [léches verticales indiquent les sites de coupure.
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que l’allele normal ¢rait associ¢ au
polymorphisme I3 donnant un frag-
ment de 7 kb. I’examen de
PADN d’un feetus issu de deux su-
jets héterozygotes permettra de pre-
voir si 'enfant a naitre sera normal
(présence du seul fragment de
7 kb), heétérozygote (présence des
deux fragments) ou homozygote
malade (présence du seul fragment
de g kb). Cette méthode sera sure si
le gene ¢tudié est tres proche du site
polymorphe; s’il est trop ¢loigné,
des recombinaisons survenant a la
mciose (crossing over) modificront
’association entre cux ct entrainc-
ront de fausses prédictions. La fi-
gure 2 montre un hétérozygote dont
I’ADN se¢ comporte comme celui
d’un homozygote malade car un
¢vénement de recombinaison est
survenu.

L.a puissance de la méthode réside
en ce qu’clle constitue I'une des
voies pour localiser, puis identifier
des genes inconnus responsables de
maladies. Si des ¢tudes génétiques
familiales montrent en effet qu’un
site  polymorphe, éventuellement
test¢ au hasard, est associ¢ a la
transmission d’une maladie, cela
signific que le gene modific dans
cette maladie est génctiquement
proche du site ¢tudie. Il restera
alors a détecter d’autres sites poly-
morphes de plus en plus proches du
locus morbide, puis le gene lui-
méme. Avant méme cette Ctape
ultime, les sondes reconnaissant les
sites polymorphes scront des outils
précicux de détection pré et post-
natale des malades et des porteurs.
C’est grace a cette approche qu’ont
pu étre localisés les genes dont les
mutations sont responsables de la
chor¢e de [IHuntington, de Ila
myopathic de Duchenne, de la
fibrose kystique du pancreéas, etc.
De nombreuses ¢équipes tentent
d’analyser selon ce principe les ge-
nes de susceptibilité aux cancers fa-
miliaux ou a P'athérosclérose.

A K.

9kb——A
7kb B

recombinaison
1

C—IA(25%)

malade C—B(25%)

Figure 2. Exemple d'utilisation d’un polymorphisme de taille des fragments
de restriction pour détecter des hétérozygotes d'une maladie autosomale
récessive el pour faire un diagnostic prénatal de 'affection.

Rectangle noir : géne normal; Rectangle rouge : géne pathologique; A : alléle d’un
site polymorphe donnant un [ragment de g kb; B : alléle du méme site donnant un

[ragment de 7 kb.

De haut en bas, des parents cousins germains ont un oncle malade (double carré), et
une tante bien portante dont tous les enfants sont également bien portants. I’ étude
des polymorphismes de restriction indique que l'oncle n’a que 'alléle A donnant un

fragment de g kb, il est donc homozygote AA. La tante est elle homozygote BB.

L'affection est donc génétiquement lide a I'alléle A. Les deux parents sont hétérozygo-
tes AB (létude de leur ADN montre deux fragments de 7 et g kb). Un quart des
enfants risque d'étre malade; le prélevement de cellules du liquide amniotique ou d’une
villosité choriale permetira d'isoler de ' ADN du fietus et donc de prédire s'il est
homozygote pour la maladie (| présence du seul [ragment de ¢ kb), tout a fait
normal ( 2, présence du seul fragment de 7 kb), ou bien hétérozygote ( 3 |, présence
des deux fragments). Si le site polymorphe est trop éloigné du gene morbide, des
recombinaisons pourront survenir, schématisées en 4  : le polymorphisme A se trouve
ict associé au géne normal, conduisant au faux diagnostic d’homozygotie pathologique
d'un fwetus en fait hétérozygote. Ces faux diagnostics peuvent étre évités en utilisant
des sondes tres proches du locus morbide, ou bien en combinant l'utilisation de deux
sondes reconnaissant des polymorphismes situés de part et d'autre du gene morbide.
A la limite, le site polymorphe se trouve dans le géne lui-méme, et les recombinaisons
deviennent hautement improbables.
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les différents types de mutations d'un géne

et leurs conséquences

Mutations ponctuelles

Une mutation ponctuclle est le
changement d’une base par unc
autre. Ses conséquences peuvent
¢tre multiples.

1,2 et 3. Unc mutation des régions
de controle de I’expression du gene,
notamment des boites CAAT et
ATA du promoteur, peut modifier
la transcription et aboutir a une
diminution dc la quantité du messa-
ger, donc de la protéine correspon-
dante.

4. Une mutation intéressant le
codon d’initiation de la traduction
(ATG) ou le pentanucléotide le pré-
cédant (se rapprochant du consen-
sus CCg CC) peut diminuer la tra-
ductibilit¢ du messager, donc la
concentration de la protéine pour
laquelle 1l code.

5. Une mutation d’une base dans

un exon peut ¢tre muctte si elle ne
change pas le sens du codon, aboutir
a une prot¢ine altérée si elle change
le sens du codon (¢« mutation
faux-sens »), ou a une absence de
protéine si clle fait apparaitre un
codon stop tres proche du début de
la traduction. Une scemblable
« mutation non sens » située pres de
la fin normale de la protéine pour-
rait aboutir a la synthese d’un pro-
duit raccourci. Enfin, la consé-
quence d’une mutation ponctuclle
exonique peut étre 'apparition d’un
site alternatif d’¢pissage (voir médeci-
nelsciences, prochain Lexique : méca-
nismes des anomalies d'épissage).

6. Unc modification des bases G'T
situées au dc¢but de [lintron
supprime ce site d’¢pissage (voir
médecine|sciences, prochain Lexique).
7,8. Une mutation intronique est le

plus souvent muette; elle peut aussi
fairc apparaitre un site alternatif
d’¢pissage (voir prochain Lexique).
9. Une mutation du doublet AG
situ¢ a la fin des introns abolit ce
sitc d’¢pissage (voir m/s, prochain
Lexique).

10. Unc mutation du codon’ stop
supprime 'arrét de la traduction a
ce niveau. L’ARN est donc traduit
jusqu’a ce qu’un nouveau codon
stop soit rencontré¢, la conséquence
¢tant la production d’une protéine
allongce.

r1. Une mutation du signal de poly-
adénylation AATAA peut diminuer
la proportion des transcrits qui sont
correctement clives, puis polyadény-
lés. Les ARN ayant subi une matura-
tion anormale sont instables, ct la
quantité du messager fonctionnel sera
diminuce.

séquences

amonts promoteur
—N—

ATG

TAA
TAG
TGA

5’ alternatif d'épissage, ou mutation muette

absence d'épissage

mutation faux sens, ou non sens, site alternatif d'épissage, ou mutation muette
anomalie de l'initiation de la traduction

quantitative de I'expression, ou mutation muette

AATAAA
3

11t}anomalies de la polyadényiation
allongée

Figure 1. Conséquences possibles des mutations ponctuelles d'un géne et de ses régions régulatrices.
Les traits fins représentent les régions intergéniques, les traits épais les introns, les rectangles blancs la partie non codante
des exons et les rectangles rouges la partie codante des exons. Les « boites » CAAT et ATA du promoteur sont représentées,
ainsi que le codon d'initiation de la traduction ATG, les codons stop TAA, TAG ou TGA. et le signal de polyadénylation

AATAAA.
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Déletions et insertions
ILes délétions de tout un gene ou d’un
fragment important I’ADN sont sou-
vent dues a un crossing-over non
¢quationnel entre deux régions non
partiellement ou totalement
homologues, selon le mécanisme illus-
trée dans le Lexiqgue de méde-
cine[sciences n° 4, vol. 1, p. 213, fig. 2.
Elles aboutissent a une perte de la
fonction du gene.
Des microdélétions de quelques
bases sl emportent un
multiple de 3 bases dans un exon,
aboutir a la synthese d’une protéine
anormale, a laquelle manqueront
quelques aminoacides. Si la délétion
supprime un non-multiple de 3
bases, elle créera un décalage de
phase de lecture et, en aval de la
mutation, le sens des codons sera
entierement modifié; ils seront tra-
duits en une protéine n’ayant stric-

Mutations des génes :

tement rien a voir avec celle norma-
lement codée par le gene (voir méde-
cine[sciences, prochain Lexique).

Les insertions sont des phénomencs
rares qui peuvent étre dus a I'inté-
gration dans un gene d’un rétrovi-
rus, ou d’un élément transposable.
I.es éléments transposables, surtout
connus chez les procaryotes, les
plantes et les drosophiles, sont des
segments d’ADN possédant a leurs
deux extrémités des séquences

tées (homologues des I.TR des
rétrovirus), qui ont la propriété
d’étre excisés du génome et de se
réintégrer en d’autres sites. Cer-
taines séquences répétitives  des
mammiferes pourraient avoir cette
propricte.

Une insertion peut également étre
seccondaire a une duplication par-
tielle d’un gene. Les

sont paralleles a celles d’une déle-

tion et, pour de tres pétites inser-
tions, varient selon que le fragment
inséré contient un multiple de trois
bases (entrainant la synthese d’une
protéine altérée) ou un non-
multiple de trois bases (produisant
un décalage de phase de lecture).

rclatives des diffe-
rents types de mutation
Elles varient évidemment selon les
genes mutés. Tres approximative-
ment, les délétions représentent de
5 a 15 des' mutations connucs
chez ’homme.
Parmi les mutations ponctuelles,
certaines sont tres rares (mutations
des zones de controle). Ies plus
habituelles sont surement les muta-
tions faux-sens et les anomalics
d’épissage.

A. K.

anomalies d’épissage

et décalages de phase de lecture

Dans le lexique du précédent
numéro de médecine|sciences, nous
avons passé en revue les conséquen-
ces des différents types de mutation
d’un gene. Nous détaillerons ici les
divers mécanismes des anomalies
d’épissage et des décalages de phase
de lecture.

La figure 1 rappelle que des séquen-
ces trés conservées (dites sequences
consensus) sont retrouvées aux deux
extrémités des introns, qui com-
mencent  toujours par GT (sur
’ADN) et finissent par AG.

1) Une mutation de ces deux dinu-
cléotides ou, a un moindre titre,
d’un autre résidu des séquences
consensus peut abolir 'excision des

introns. l.es transcrits restent alors
dans le noyau ou ils sont dégradeés,
ct le résultat net de cette mutation
est un déficit quantitatif en ARN
messager cytoplasmique.

2) Une mutation peut faire apparal—
tre un site alternauf d’¢pissage
« 1”7 » dans I'intron. I.’excision entre
les sites normaux 1 et 2 donnera
I’ARN messager normal alors que
’excision entre les sites 1”7 et 2 don-
nera un ARN aberrant contenant
une insertion anormale sous la
forme d’un fragment d’intron
persistant. Si cet ARN peut ncan-
moins atteindre le cytoplasme, il
pourra soit entrainer la synthese
d’une protéine allongée contenant

une insertion peptidique si I'inser-
tion contient un multiple de 3 bases
et pas de codon stop, soit unc pro-
téine raccourcie si  l'insertion
contient un codon stop prématurg;
a la limite, si le codon stop anormal
est tres proche du site AUG d’ini-
tiation de la traduction, il n’y aura
pas de synthese protéique. Si I'in-
sertion ne contient pas un multiple
de trois bases, cela provoquera un
décalage de phase de lecture dont
les conséquences sont expliquées
dans la figure 2.

3) Une mutation exonique peut



¢galement faire apparaitre un
site  supplémentaire,  alternatif|
d’épissage«1”’». L’excision anor-
male entre les sites 17" et 2 produit
un ARN délété qui peut soit étre
traduit en une protéine raccourcie,
soit donner un décalage de phase si
la délétion ote un non-multiple de
trois bases.

La figure 2 montre le principe de ce
que sont les mutations avec décalage
de phase de lecture (frameshift, en
anglais). Sur la premiere ligne est
représente un ARN avec le sens
normal de certains de ses codons
(Valine, Asparagine, Alanine), un
codon stop UAA et une extension 3’
d’acide polyadénylique.

des séquences consensus

@ site alternatif dans 1 .......:

ARN m normal

@ site alternatif dans I'exon 1" 1

ARN m normal

@ mutation des dinucléotides invariants GT et AG
pas d’épissage

ARN, +insertion

ARN i, délété

Figure 1. Différents types d’anomalies de I'épissage, et leurs conséquences.

Val Asn
GUG AAU (N x3)
(1) @ue A
Stop
(2) mue AA
Glu
(3) 6uc AAU (Nx3)

GCU

Ala Stop
UAA (Nx3) AAAA
séquence non codante
« protéine » différente
UAA (N x3) AAAA
e
Leu Lys.....

Figure 2. Différents types de « décalage » de phase de lecture, et leurs consé-
quences. (N x 3) indique un multiple de trois nucléotides.

1) La délétion d’une base peut
entrainer la lecture UGA, qui signi-
fie stop, au lieu de la lecture
normale des codons Val et Asn.
Selon que ce signal stop est proche
du début ou de la fin de la séquence
codante, le résultat en sera I’absence
de synthese protéique ou la syn-
thése d’une protéine aberrante, rac-
courcie.

2) La délétion des deux bases G et
U du codon GUG ameéne a une lec-
ture GAA (codon de l'acide gluta-
mique)... puis a la lecture d’autres
codons qui seront tous différents de
ceux du messager normal. En aval
de la mutation, la séquence de la
protéine mutée scra entierement
différente de celle de la protéine
normale.

3) Une délétion des bases G et C du
codon Ala ameéne a lire un codon
UUA (qui signifie leucine)... et non
le codon stop normal UAA du mes-
sager. La traduction continue donc
dans la région 3° non codante du
messager normal jusqu’a ce que, par
hasard, un nouveau codon stop soit
rencontré. Au maximum, si aucun
codon stop nouveau n’apparait, I’ex-
tension poly-A peut étre traduite
sous la forme de plusieurs codons
AAA... qui signifient « lysine ».

De semblables « décalages de phase
de lecture » sont produits par toutes
insertions ou délétions de non-
multiples de 3 bases. On connait, en
pathologie humaine ou animale, des
exemples de tous ces types de
mutation, les plus étudiées étant
celles des genes de ’hémoglobine.

A K.
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La possibilité de « cloner » un géne,
c’est-a-dire d’isoler et d’amplifier
des millions de fois la séquence
d’ADN responsable du caractere
étudié, est a la base de la génétique
moléculaire; elle est notamment une

GENETIQUE MOLECULAIRE ET MEDECINE

CIonage de genes

méthode, dont il existe maintenant
de nombreuses variantes. On sait
ainsi, grace a ['utilisation de vec-
teurs différents du phage A (les
cosmides), « cloner » des fragments
beaucoup plus grands qu’avec ce

méthode essentielle a la progression dernier, de Pordre de 35 a
des connaissances sur le génome 45 kilobases (kb) au lieu de
humain. Nous présentons dans la 15-20 kb.
figure 1 le principe de cette A. K.
S S
S
s S
@ coupure par I’'enzyme S
ADN
bactérien

@ infection de bactéries par
les phages recombinés

|

@ étalement des bactéries infectées,
transfert de I’ADN des plages
de lyse sur filtre

@ empaquetage des ADN recombinés
dans des capsides de phages

N

clones positifs

N

@ hybridation du filtre avec une sonde
radioactive spécifique du géne
recherché

@ préléevement de la plage dont I'empreinte a hybridé avec
la sonde, purification, amplification, isolement de I’ADN

Figure1. Confection et criblage
d‘une banque d°'ADN génomi-
que dans le phage \.

1 : L'’ADN a étudier est coupé partiel-
lement par l'enzyme S (par exemple
Sau3A) en fragments de 15 a
20 kilobases (kb).

2 : Ces fragments sont liés aux deux
bras de I'ADN d‘un phage \. Le
phage A est constitué de deux bras,
indispensables au cycle lytique, et
d’une partie interne non indispensable
qui peut donc, comme c’est le cas ici,
étre remplacée par de I'ADN étranger.
La réaction, catalysée par une ligase,
est appelée « ligation ».

3 : Une réaction in vitro permet d’em-
paqueter I'ADN des phages recombi-
nés dans des capsides phagiques
vides. Chaque phage contient de 45 a
52 kilobases d’ADN total.

4 : La particule ainsi reconstituée
est infectante, chaque bactérie
n‘étant infectée que par un
seul phage

5 : Les bactéries infectées sont €talées
sur des boites. Le génome humain
faisant environ 3x 10° kb, il faut au
moins 200000 phages contenant des
fragments de 15 kb pour qu’il soit
représenté en entier. En fait, la pré-
sence ou l'absence d’un phage conte-
nant un fragment particulier parmi ceux
analysés est aléatoire, et en général on
s’‘efforce d’explorer au moins 1 000 000
de phages recombinés (ce qui repré-
sente 5 « équivalents génomes ») pour
étre plus sar de ne pas manquer celui
que l'on cherche.

Les phages sont lytiques, et aux alen-
tours de chacune des bactéries infec-
tées se développe une « plage de lyse »
au niveau de laquelle sont libérées les
particules phagiques. Celles-ci sont
transférées sur filtre et 'ADN est déna-
turé in situ par un traitement alcalin.

6 : Les filtres sont hybridés avec une
sonde spécifique du géne recherché :
seul I'ADN des plages de lyse provo-
quées par un phage contenant le gene
ou un de ses fragments hybridera avec
la sonde radioactive.

7 : A la tache du filtre correspond sur
la boite dont il est I'empreinte une
plage de lyse dont les phages sont pré-
levés et amplifiés : ils contiennent alors
une grande quantité du géne étudie !



Les récepteurs
des neuromédiateurs...

ou vers la structure
des protéines inconnues

La majorité des stratégies de clonage d’ADNCc et de génes fait appel a quelques
caractéristiques de la protéine pour laquelle ils codent : anticorps, éléments
de séquence, etc. Dans d’autres cas (illustrés par la démarche de la « génétique
inverse »), le point de départ du clonage est la localisation du géne et la
possession de mutants. Il est également possible de cloner 'ADNc codant
pour des protéines actives dont on ne sait rien, codées par des génes dont
on ne connait pas la localisauon. Il suffit de savoir «ce que fait» cette
protéine et de pouvoir le mesurer dans un systéme hétérologue pour réaliser
cela. Le principe de cette approche est le suivant.

Etape 1. banque est construite (voir lexique m/s, suppl. au n°7
vol. 3, p. 14) dans un vecteur contenant la séquence promotrice reconnue
par certaines ARN-polymérases de phages, trés actives (par exemple des
phages T3, T7 et L'ARN utilisé a été purifié a partir du tissu ayant
l'activité biologique étudiée la plus forte possible.

Etape 2. La banque est divisée en plusieurs groupes (par exemple de
quelques milliers ou dizaines de milliers de clones chacun) dont les ADN¢
sont transcrits, grace a 'ARN-polymérase de phage appropriée, en une
population d’ARN.

Etape 3. Ces populations d’ARN sont injectées dans des ovocytes de batra-
ciens (xénopes le plus souvent) au niveau desquels on dose l'activité
biologique étudiée. Si la population d’ARN injectée contenait 'ARN codant
pour la protéine responsable de cette activité, ce dernier a da étre traduit
dans I'ovocyte en une protéine qui peut étre fonctionnelle.

Etape 4. Le groupe de clones ayant donné un résultat positf est lui-méme
subdivisé en sous-groupes successifs testés de la méme maniére. La répétition
de la procédure doit permettre d’aboutir au clone codant pour la protéine
recherchée. Une telle approche, voisine de la méthode historique employée
au début du génie génétique par C. Weissman pour cloner de
I'interféron a, a été récemment mise en ceuvre pour cloner les ADNc des
récepteurs de deux neuromédiateurs, la substance K [1] et la sérotonine [2].
Le test biologique utilisé au niveau des ovocytes aprés micro-injection des
ARN a éié, dans les deux cas, 'ouverture d'un canal ionique induit par le
neuromédiateur correspondant, et donc un courant de membrane qu’il est
aisé de détecter.

Dans son principe, la méthode résumée ci-dessus n'a guére de limitations,
que celle d’'un systéme facile a doser dans 'ovocyte, et par conséquent dont
il n’existe pas d'équivalent dans cette cellule. Sinon d’autres systémes
cellulaires pourraient étre envisagés, dont aucun ne réunit néanmoins les
avantages de I'ceuf de xénope.

A. K.
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Analyse directe des anomalies de I'ADN

Une maladie en rapport avec une
mutation congénitale ou acquise
(cas des cancers) d’un gene peut étre
analysée au niveau du produit du
gene muté et de son ARN, quand-ils
sont présents, ou bien difectement
au niveau du gene. C’est ce dernier
point que nous analyserons ici,
I’étude sur les ARN faisant I'objet
du «I.exique» du prochain numéro.
1. Les délétions ou les insertions
d’un nombre suffisant de bases (plus
d’une centaine): elles sont aisées a
detecter par Southern blot; elles
entrainent la disparition ou le chan-
gement de taille d’un fragment
revéle par hybridation moléculaire
avec les sondes radioactives

fiques du gene normal.

2. Les mutations ponctuclles,
microdélétions ou microinser-
tions : leur identification nécessite
en revanche I'utilisation de métho-
des beaucoup plus complexes.

e Confection d’une banque d’ADN
génomique, détection du clone
muté¢, détermination de la séquence
nucléotidique  (voir  Lexique de
médecine[siences n” 6, wvol. 2). la
méthode est extrémement lourde
pour des genes qui peuvent étre
immenses (pres de 200 kilobases
pour le gene du facteur Si
’on dispose de sondes reconnaissant
tous les exons (par exemple une
copie d’ADN complémentaire com-
plete du messager), il est alors possi-
ble de n’¢tudier qu’eux en faisant
’'impasse sur une mutation introni-
que qui pourrait entrainer des ano-
malies d’épissage.

e Digestion de ’ADN par toute
une batterie d’enzymes de restric-
tion reconnaissant des séquences
différentes, et hybridation du
Southern blot avec des sondes spéci-
fiques. Quoique plus d’une centaine
d’enzymes de restriction soient
connues a I’heure actuelle, cette
methode n’explore pas toutes les
séquences possibles!... et elle est de

chez I'homme

Malade Témoin
*
AN
U-A-G --5'ARN
Gel dénaturant,
clivage par autoradiographie

la ribonucléase A

Figure 1. d’hybrides ADN-ARN contre la digestion par la
ribonucléase A. A gauche, un fragment d’ADN génomique inconnu est déna-
turé (c’est-a-dire que ses brins sont dissoci€s), I'un des brins étant hybridé avec
une sonde d’ARN radioactif connue. S’il existe un seul mauvais appariement
entre les brins d’ADN et d°’ARN (sur la figure, un C, marqué d’un astérisque, au
lieu d’'un A), la ribonucléase A pourra cliver 'ARN a ce niveau. A droite, la
sonde ARN est analysée, aprés traitement, par migration en gel dénaturant: elle
est entiére si ’ADN est « normal » et clivée si I'ADN est « muté ».

Malade Témoin Témoin

Sondes

Figure 2. Détection d’'une mutation particuliére par hybridation de
Southern blots avec des oligonucléotides de synthése. Des oligonu-
cléotides de 17 résidus complémentaires de la région a explorer sont synthétisés.
/ls sont congus de telle sorte que la base €éventuellement modifiée se trouve au
milieu de I'oligonucléotide. De telles sondes spécifiques du géne normal hybride-
ront mieux avec un fragment de ce dernier qu’avec le fragment équivalent du
gene muté. Par contre un oligonucléotide complémentaire du géne muté hybri-
dera mieux avec lui qu‘avec le géne normal. —[]— : oligonucléotide complémen-
taire du géne normal (] : base éventuellement modifiée); —(O— : oligonucléotide
complémentaire du géne muté (O : base mutée). Le trait rouge indique le
fragment d’ADN hybridant avec la sonde, les traits fins représentant les nombreux
fragments d’ADN transférés sur les filtres mais non reconnus par les sondes.




plus aussi fastidieuse qu’onéreuse.
Enfin, il n’est pas possible devant la
d’'un site de clivage
anormal (ou la disparition d’un site
normal) de prédire si 'anomalie est
vraiment la cause de la maladie ou
bien ne représente qu’un polymor-
phisme sans retentissement fonc-
tionnel.
e Protection  d’hybrides ADN
genomique ARN contre la digestion
par la ribonucléase A (figure 1).
Cctte méthode utilise des sondes
ARN faciles a obtenir depuis deux
ans, grace a la construction de
plasmides contenant un site d’ini-
tiation de la transcription par une
ARN polymérase trés speécifique.
Lorsque cet ARN rendu radioactif
est hybridé avec un brin d’ADN
parfaitement complémentaire, il
devient insensible a la digestion par
la ribonucléase A. Par contre le
mauvais appariecment d’une scule
base crée a ce niveau un site de cli-
vage aisé a caractériser par ’analyse
de la taille de la sonde d’ARN ainsi
traitée. Cette meéthode, de descrip-
tion récente, est sirement extréme-
ment prometteuse; elle devrait
permettre d’étudier tout fragment
d’ADN génomique non cloné pour
peu que 'on dispose de sondes com-
plémentaires. Par contre, si la
meéthode indique le site d’'une muta-
clle n’en indique pas la nature
dont la précision reste du ressort du
séquengage nucléotidique du
fragment muté préalablement cloné.
e Recherche d’une mutation en un
site connu par hybridation a des oli-
gonucléotides de synthese (figure
2). Certaines mutations particulieres
sont fréquentes (cas de nombreuses
thalassémies, ou bien des mutations
des codons 12 et 61 des genes ¢-ras
au cours de cancers) et le probleme
est alors de les détecter chez des
individus donnés, et non d’explorer
la totalit¢ du gene. Des oligonu-
cléotides de synthese de 17 ou 18
résidus sont alors utilisés. Leur
hybridation avec une séquence tota-
lement homologue étant significa-
tivement plus stable que celle avec
une séquence ne comportant qu’une
seule base modifiée, ils permettent
d’explorer rapidement [I’existence
d’une mutation de cette séquence, et
également d’en identifier fermement

la nature (voir figure 2).

o Amplification de la région mutée
( figure 3). Cette méthode consiste
a amplifier des dizaines de milliers
de fois la région mutée en la reco-
piant a partir d’amorces nucléotidi-
ques. Une telle opération facilite
évidemment toute opération ulté-
rieure de caractérisation fine de
cette région. Comme dans la techni-
que précédente, il s’agit ici de
rechercher des mutations particu-
lieres préalablement caractérisées
chez d’autres malades.

3. Conclusion

L’énumeération qui précede n’est
pas exhaustive et comporte une part
de parti pris en fonction du senti-
ment que l'auteur a de lavenir
réservé a différentes techniques
continuellement publiées. N’a pas

électrophorétique jouant sur la
migration différentielle dans un gra-
dient d’agents dénaturants d’hybri-
des ADN/ADN parfaits ou partiel-
lement mal-appariés.

Il faut retenir, en résumé, que
I'identification précise de la muta-
tion d’un gene connu est, aujour-
d’hui, toujours possible. Mais si cer-
taines techniques sont relativement
simples et peuvent etre appliquées a
un grand nombre d’échantillons
(mise en évidence d’une délétion ou
bien détection d’une mutation
«connue» a I'aide d’oligonucléoti-
des de d’autres restent
extremement lourdes et du domaine
exclusif de laboratoires importants.
C’est le cas chaque fois qu’il s’agit
de rechercher une mutation ponc-
tuelle en un site inconnu du gene.

été citée, par exemple, une méthode A. K.
3
. 5 a
e brin ® = -
: . . . b
brin © dénaturation, i
w puis hybridation 5

avec les amorces

@) 1°" cycle d’extension
d’amorce

naturation,
is hybridation
avec les amorces

® 2°cycle d'extension d’amorce

Figure 3. Amplification d’une région

de I'"ADN génomi-

que. L'ADN en 1 est dénaturé, chacun des brins étant hybridé avec un oligonu-
cléotide de synthése (traits rouges). En 2, les oligonucléotides «a» (complémen-
taires du brin +, épais) et « b » (complémentaires du brin —, fin) servent d’amorce
pour la synthése de chaines complémentaires d’ADN sous l'action de I'ADN
polymérase. Cette réaction est appelée « extension d‘amorce ». En 3, I'opération
est recommencée, aboutissant 3 une amplification des régions comprises entre
les séquences reconnues par les 2 oligonucléotides de synthése. Les brins initiaux
d’ADN sont représentés en traits continus et les brins amplifiés en lignes disconti-
nues. Les fleches indiquent le sens de synthése des molécules d’ADN.
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l analyse de I'ARN en meédecine

A DPexception notable pres des genes
subissant un réarrangement au
cours des processus de différen-
ciation (ceux des immunoglobulines
et du récepteur des lymphocytes T),
I’ADN est le méme dans toutes les
cellules de ’organisme et peut étre
analysé au niveau des cellules et tis-
sus les plus aisés a obtenir. Tout
autre est le probleme des ARN mes-
sagers qui ne sont transcrits que
dans les cellules exprimant le gene
¢tudié : une ¢tude des ARN du
fibrinogene, par exemple, exigera
que lon dispose d’une biopsie
hépatique! Une autre difficulte de
ce type d’¢tude réside en la tres
grande instabilit¢ des ARN compa-
rée a celle des ADN.

Méthodes de base

de I’étude des ARN

(a) Le « Northern blot ». Ce terme,
intraduisible en frangais, est un jeu
de mot : Southern ayant décrit ’hy-
bridation moléculaire sur filtre de
I’ADN, le nom de « Northern blot »
fut donné a 'opération consistant a
transférer sur des filtres des ARN
séparés par ¢lectrophorese, puis a
les révéler par hybridation molécu-
laire comme nous I’avons indiqué
dans le lexique de m/s n° 1, vol. 2,
p. 104-105. Cette méthode permet
d’apprécier la taille de ’ARN (dont
dépend sa migration ¢lectrophoréti-
que, d’autant plus rapide que
I’ARN est petit), et sa concentra-
tion. Cette derniere peut aussi étre
appreéciée par I'intensité de I’hybri-
dation d’une sonde radioactive avec
un échantillon d’ARN déposé sur
un filtre sans séparation ¢lectropho-
rétique préalable (méthode du « dot
blot »).

(b) La cartographie a la nucléase S'i
ou a la RNA-se A ( figure 1). Cette
technique permet de détecter des
différences de séquence entre une
sonde radioactive et ’ARN étudié.
La nucléase S1 clivera une sonde

aspect de I'hybridation digestion par fragments
la nucléase S1 radioactifs
A 5 3 ou la RNA-se A protégés
3 5' sonde ADN ou ARN

.-

. "5’ sonde ADN ou ARN

Figure 1. Principe des réactions de « cartographie » a la nucléase
S7 ou a la RNAseA. Une sonde radioactive simple brin d’ADN ou d’ARN
est hybridée avec-le messager étudié. En « A », une hybridation parfaite protégera
complétement cette sonde contre la digestion par la nucléase S1 (spécifique de
I'’ADN simple brin) ou par la RNAseA (spécifique de I'ARN simple brin). En
« B », un clivage aura lieu au niveau d’une zone non appariée, entrainant une
protection partielle de la sonde. La taille des sondes résiduelles obtenues aprés
digestion est analysée par électrophorése en milieu dénaturant. L’astérisque
indique l'extrémité radioactive de la sonde ADN, les sondes ARN utilisées étant
habituellement entiérement radioactives.

extension de I'amorce
par la transcriptase reverse

Figure 2. Principe de I'extension d‘amorce. Un oligonucléotide radioactif
(marqué a son extrémité 5, comme l'indique I'astérisque) est hybridé a I'ARN
Etudié, il sert d’amorce pour une extension par la transcriptase reverse qui, en
présence des 4 nucléotides dans le milieu, recopie 'ARN en ADN complémen-
taire. La longueur du fragment allongé est mesurée par €lectrophorése en milieu
dénaturant. )
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1- synthése d'un ler brin d'ADN 2-synthése d'un 2éme brin d’ADNc,
complémentaire (ADNc) du messager copie du 1er brin, également
par extension d'amorce par extension d'amorce

3-intégration de I'ADNc
double brin dans un vecteur

cwm <2, O
s gee, T

4 - transformation de bactéries
par te vecteur recombiné

Figure 3. Principe de la confection de banques d’ADN complémen-
taires.

Etape 1 : Les ARN messagers d’un tissu sont recopiés en un brin complémentaire
d’ADN par extension d’amorce a l'aide de la transcriptase reverse, comme cela
est expliqué dans la figure 2. L'amorce la plus souvent utilisée est ici un homopo-
lymére d’acide thymidilique, complémentaire de I'extension d’acide polyadényli-
que prolongeant généralement les ARN messagers eucaryotiques.

Etape 2 : Aprés destruction des ARN, ou simplement dénaturation des hybrides
ARN/ADN, les premiers brins sont eux-mémes recopiés en un deuxieme brin par
extension d’amorce. Les amorces sont ici diverses selon les méthodes et ne
seront pas détaillées.

Etape 3 : L’ADNc double brin est intégré dans un vecteur qui est soit un plasmide
(c’est-a-dire un élément génétique a réplication autonome dans la bactérie), soit,
comme indiqué dans le lexique « Clonage de génes » (m/s, n° 6, vol. 2, p. 333),
un phage.

Etape 4 : Des bactéries sont « transformées » par intégration du vecteur recom-
biné, chacune d’entre elle, qui sera a I'origine d’une colonie, ne pouvant intégrer
qu’une seule molécule de vecteur... et donc un seul type d’ADNc. Ces bactéries
transformées sont diluées et étalées sur des boites de milieu de culture de telle
sorte qu’elles soient a I'origine de colonies séparées.

Etape 5 : Le criblage, c’est-a-dire la détection parmi les colonies de celles
transformées par le vecteur ayant intégré I'ADNc complémentaire du messager
étudié, se fait de différentes fagons qui peuvent étre ramenées a deux groupes
principaux : le criblage par hybridation moléculaire, souvent a l'aide d’oligonu-
cléotides synthétisés d’aprés uné portion connue de la séquence de la protéine
codée par le messager étudié, se fait comme cela est indiqué dans le lexique
« Clonage de génes » (m/s, n° 6, vol. 2, p. 333), /e criblage par expression
consiste a reconnaitre a l'aide d‘anticorps, et parfois par son activité biologique,
la protéine codée par 'ADNCc intégré dans le vecteur transformant les colonies
recherchées.
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d’ADN si le mauvais appariement
est de plus de 3 bases, alors que la
RNAse A sera capable de cliver une
sonde d’ARN ne différant de ’ARN
étudié que par une seule base; cette
derniére est donc particulierement
précieuse pour etudier des muta-
tions ponctuelles, héréditaires ou
acquises (activation d’un oncogene).
L’appréciation de l'intensité de la
bande protégée est également une
méthode extrémement sensible de
détection et de quantification des
ARN tres minoritaires.

(c) L'extension d’amorce ( figure 2).
Moins sensible que la précédente
pour détecter des messages minori-
taires, cette technique a deux inte-
réts principaux : elle permet de pré-
ciser la localisation de I’extrémité 5’
des messagers, et donc les sites
d’initiation de la transcription des
genes correspondants, qui peut €tre
anormale au cours de phénomeénes
de remaniement génique; elle est
aussi, et surtout, une méthode
irremplagable pour établir la
séquence nucléotidique d’'un ARN
non cloné s’il n’est pas trop minori-
taire. L.e fragment allonge d’ADN
complémentaire peut en effet étre
séquencé par l'une ou l'autre des
méthodes disponibles.

(d) L’hybridation in situ sur coupes
histologiques. Toutes les méthodes
résumées ci-dessus utilisent de
I’ARN purifié apres broyage de tis-
sus... ce qui peut en fait entrainer le
meélange entre des populations de
messagers de cellules tres différen-
tes composant des tissus comme le
cerveau ou le rein ou, plus encore,
des embryons entiers. 1. hybridation
in situ consiste a détecter par hybri-
dation moléculaire les ARN a I'inté-
rieur des cellules les contenant, re-
connaissables par les techniques his-
tologiques habituelles. Elle
s’applique aussi bien a la caractéri-
sation des ARN transcrits normale-
ment par des populations cellulaires
parfois trés minoritaires dans un or-
gane donné qu’a la recherche de sé-
quences virales.

(e) La confection de banques d’ ADN
complémentaires. Les méthodes
permettant de cloner les copies
ADN des messagers sont mainte-
nant si que la figure 3

ne fera qu’en donner le principe. Il
s’agit en derniere analyse de la seule
méthode permettant de déterminer
la structure d’un ARN messager
trés minoritaire; elle est dans I'im-
mense majorité des cas la premiere
étape de ’étude moderne d’un gene
codant pour une protéine connue.

Principales indications de I'ana-
lyse des ARN en médecine

(a) Caractérisation d'une cellule
normale ou pathologique par I'expres-
sion de genes spécifiques. Chaque cel-
lule a un « phénotype » qui est
fonction des genes qu’elle transcrit
en messagers. Certains d’entre eux
peuvent  constituer de  forts
marqueurs de types particuliers de
différenciation normale ou patholo-
gique. De telles sondes reconnais-
sant des messagers spécifiques de
certaines cellules sont déja utilisées
pour I’analyse de [’oestrogeno-
dépendance des cancers du sein.
Appliquée a des coupes de tissu,
une telle caractérisation  par
« hybridation in situ » des popula-
tions d’ARN messagers de certains
types de cellule est probablement
appelée a un treés grand avenir en
anatomie pathologique.

(b) Recherche  de  messagers
anormaux. 1.étude quantitative et
qualitative des messagers d’oncoge-
nes a déja quitté le domaine exclusif
de la recherche et pourrait consti-
tuer un outil utile pour le diagnostic
et le suivi de certains cancers. De
méme, la détection de transcrits
viraux est-elle  particulierement
importante pour I’étude pathogéni-
que, voire pour la détection de cer-
tains types d’infections.

(c) Analyse des mécanismes d'une
maladie héréditaire. 1.étude des
ARN au cours d’une maladie héré-
ditaire ne comportant pas d’anoma-
lie structurales évidentes du gene
impliqué permet de déterminer si ce
gene est transcrit, si les ARN subis-
sent une maturation normale et si le
messager est traductible en pro-
téine. Le clonage moléculaire de
ADN complémentaire du messa-
ger mute permettra, par séquengage
nucléotidique, de parvenir a la re-
connaissance de la mutation ponc-
tuelle éventuellement en cause A. K.
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LEXIQUE

GENETIQUE MOLECULAIRE ET MEDECINE

L'amplification in vitro des fragments d’ADN par PCR
reaction) : un tournant en génétique

(polymerase chain

[.a biologie est une science typique-
ment expérimentale. De ce fait, ses
progreés se sont faits au rythme de la
mise au point de nouveaux outils
dont I'ensemble le plus élaboré et le
plus cohérent est aujourd’hui la tech-
nologie des recombinants d’ADN, ou
génie généuique. Ce n’est pas, par
exemple, I'absence d'imagination ou
I'étrontesse intellectuelle qui empé-
chaient les biologistes moléculaires
des années 1960 d’aller plus vite et
plus loin dans I'étude des génes mais
I'impossibilité qu’il y avait alors a
1soler en quantité suffisante un géne
cellulaire et a déterminer sa séquence
nucléotidique. Les enzymes de res-
tricuon, I'’hybridation moléculaire
sur filtre (le Southern blot), le clo-
nage d’ADN et son séquencgage ont
permis le développement de la géné-
tique moléculaire moderne.

Malgré cet arsenal technique d’une
exceptionnelle puissance (a I'origine
de la quasi-totalité des progres récents
en génétique, cancérologie, immuno-
logie, virologie, etc.), des difficultés
d’ordre quantitatif et économique
persistaient quanta l'utilisation large
du génie génétique en médecine.
Analyser un gene anormal responsa-
ble d’'une maladie héréditaire ou
peut-étre d’un cancer restait un
gigantesque travail si I'anomalie en
cause était trés petite (mutation ponc-
tuelle, délétion minime créant un
décalage de phase de lecture). (Vour
m/s suppl. au n°7, vol. 3, p. 6 et 8).
Parfois, le matériel biologique dispo-
nible (par exemple le prélévement
fait sur un malade), était trop peu
abondant pour autoriser un
«clonage moléculaire ».

fois, enfin, la représentativité d'un
fragment d’ADN étudié parmi tout
I'’ADN de I'échantillon biologique
était trop petite pour permettre aisé-
ment son «clonage». Prenons
I'exemple d'un géne humain porté
par un fragment d'ADN de 15000
bases de long. Puisqu'll y a trois
milliards de bases dans un exem-

plaire d’ADN humain, 1l faudra,
aprés avoir fragmenté cet ADN et
I'avoir intégré dans des microorga-
nismes, analyser au moins 200 000
clones pour détecter — en moyenne
— un clone contenant le géne recher-
ché. Compte tenu des lois de répar-
tition aléatoire, c’est en fait un mil-
lion de clones qui sont couramment
analysés (m/s suppl. au n°7, vol. 3,
p. 10). S1 maintenant le géne étudié
a été modifié dans quelques cellules
seulement d’un organisme... cellules
a l'origine d’'une tumeur cancéreuse,
son «clonage » peut devenir impos-

ficile qu'il ne pourrait jamais étre
appliqué a un grand nombre de
malades.

® Le principe de la méthode d’am-
plification par PCR. Décrite en
décembre 1985 par R.K. Saiki et ses
collaborateurs de la firme Cetus Cor-
poration (Emeryville, Californie,
USA) [1], la méthode a été décrite 1l
v a plus de deux ans dans m/s (n°7,
vol. 2, p. 398); nous reproduisons ici
le schéma explicatif présenté a I'épo-
que (figure 1). I expérience consiste
a rajouter a la préparation d'’ADN
contenant la séquence a amplifier

sible et sera de toutes facons si dif- deux amorces oligonucléoudiques
3
. 5
brin
o bin® y
3 5’
brin © dénaturation, 3
W puis hybridation =

avec les amorces

() 1°" cycle d’extension
d'amorce

denaturation,
puis hybridation
avec les amorces

®) 2° cycle d’extension d’amorce

Figure 1. Amplification d’une

particuliére de 'ADN génomique.

L’ADN en 1 est dénaturé, chacun des brins étant hybridé avec un oligonucléotide
de syntheése (traits rouges). En 2, les oligonucléotides «a» (complémentaires du
brin +, épais) et «b» (complémentaires du brin -, fin) servent d’amorce pour I3
synthése de chaines complémentaires dADN sous I'action de |ADN polymérase.
Cette réaction est appelée « extension d'amorce ». En 3, I'opération est recommen-
cée, aboutissant 8 une amplification des régions comprises entre les séquences
reconnues par les 2 oligonucléotides de synthése. Les brins initiaux dADN sont
représentés en traits continus et les brins amplifiés en lignes discontinues. Les
fleches indiquent le sens de synthése des molécules dADN.
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extension de I'amorce
par la transcriptase inverse

Figure 2. Principe de I'extension d‘amorce. Un oligonucléotide radioactif
(marqué a son extrémité 5°, comme l'indique |'astérisque) est hybridé a I'ARN
étudié; il sert d'amorce pour une extension par la transcriptase inverse qui, en
présence des 4 nucléotides dans le milieu, recopie 'ARN en ADN complémentaire.
La longueur du fragment allongé est mesurée par é€lectrophorése en milieu

dénaturant.

d'une vingtaine de bases (oligonuclé-
otides de synthése) complémentaires
respectivement de 'un et de 'autre
des deux brins d'ADN au de
séquences délimitant la longueur du
fragment qui sera amplifié. On pro-
céde alors a des cycles d’al-
longement des amorces par de
polymérase, puis de séparation des
brins (par la chaleur). La figure 1
montre qu'en partant de deux brins,
on a quatre fragments aprés un cycle,
huit apres deux cycles, seize aprés
trois cycles, 2 " * ' aprés n cycles;
c'est-a-dire, aprés 30 cycles, plus de
deux milhards de copies... théorique-
ment. En fai, le rendement de la
réaction n'étant pas de 100 %, la mul-
tiplication est moindre. La formule
réelle figurant le nombre Y de copies
obtenues a partir de A copies ini-
tiales pour n cycles, le rendement de
Pamplification étant R, s’écrit Y = A
(1 + R)" [2]. Cet effet du rendement
mflue énormément sur le niveau de
] finale. pour
une R = 0,5 (50 % de rende-
ment), les deux brins initiaux seront
devenus environ 3,8 X 10* aprés 30
cycles, au lieu de 2 X 10Y (deux
milliards) pour un rendement de
100 %. Ce rendement, ainsi que la
rapidité et le cotit de I'amplification,
ont été considérablement
par 'uuhisation d'une ADN polymé-
rase d’une bactérie thermophile
(thermus aquaticus) vivant dans les
chaudes, jusqu’a 95° C [} Ceue
enzyme n'est pas détruite par le
nécessaire a chaque cycle
pour dissocier les doubles brins
d’ADN ; foncuionnant a weés haute
température (700 elle recopie un

ADN dont les uperstructures ont
toutes les d’éwre effacées, ce
qui diminue d'arrér pré-
de la polymérisation.
® Les performances de la Il est
possible grace a cette méthode de
muluplier in vitro un nombre consi-
dérable de fois n'importe quel frag-
ment de séquence d'ADN connu, sans
recourir au moléculaire. La
taille de la séquence amplifiée peut
étre assez grande (plusieurs kilo-
bases), mais le rendement diminue
linéairement avec I'augmentation de
taille, s1 bien que si1 une sensibilité
maximumn est recherchée, 1l est pré-
férable de choisir des amorces corres-
pondant a des séquences distantes de
seulement cent a quelques centaines
de bases (]. Chelly et al. en prépara-
tion).
Dans ces dernieres conditions, des
amplifications ont été entreprises
avec succes a parur de 'ADN d’une
seule cellule, ou du bulbe d'un
cheveu. Une tache de sang séché d'un
test de Guthrie [4] peut également suf-
fire. Le matériel amphfié est généra-
lement assez abondant pour que
puisse étre déterminée directement,
sans préalable, sa séquence
nucléoudique [5]. Cette non nécessité
du clonage permet d’éviter les erreurs
de séquences secondaires aux incor-
porations de bases mal appariées par
la polymérase de thermus aquaticus :
environ une tous les 9 000 résidus [6],
ce qui peut faire, au terme d'une
de 30 cycles et compte
tenu que ces erreurs sont cumulatives,
une aberration toutes les 400 a 500
bases [7). Les erreurs sont cependant
réparties au hasard, chacune d'entre

elles n'intéressant qu'une partie
mfime de la populaton amplifiée.
Une séquence nucléotidique détermi-
née sur la population dans son
ensemble donnera, a chaque posi-
tion, la base présente au niveau d’en-
viron 499 fragments sur 500, c’est-a-
dire la base réellement présente dans
N d’origine. La polymérase uti-
lisée pourrait également créer un
décalage de de lecture environ
toutes les 41 000 bases [5].
Il faut noter enfin que la totalié de
la procédure d’amplification est wres
aisément automatisable, ce qui per-
met de conduire parallélement un
grand nombre d’expériences indé-
pendantes. Chaque cycle dure envi-
ron 3,5 minutes, I'expérience dans
son ensemble étant achevée en moins
de deux heures.
® Amplification d’ADN génomique
en médecine. L.a PCR permet aisé-
ment, a partir de 'ADN de cellules
d’acces facile (globules blancs, villo-
sités choniales, fibroblastes, cellules
de la muqueuse buccale ou de
I'urine) de vérifier une anomalie de
I'ADN d’une région connue quelcon-
que d'un géne : mutation a l'origine
d’'une maladie généuque répandue
comme la drépanocytose ou une
autre hémoglobimopathie [1, 8],
polymorphisme d’ADN ass a une
maladie (région du gene HLLA-DQ a
associée a la susceptibilité au diabéte)
[9, 10], ou oncogéne activé par muta-
tion ponctuelle [11, 12].
Une situation particuliérement favo-
rable est celle de translocations chro-
mosomiques bien définies, par exem-
ple associées a des hémopathies
malignes. 1l existe ainsi, 90 %
des malades atteints de lymphome
folliculaire, une translocation t (14 ;
18) réarrangeant l'oncogene bcl-2
dans les cellules leucémiques. 11 est
possible a l'aide d’amorces recon-
naissant les régions des chromo-
somes 14 et 18 unmédiaterment adja-
centes a la cassure, d’amplifier weés
I'ADN du chromo-
some hybride 14-18 a ravers le point
de cassure. Aucun fragment ne peut
éure amphfié & partir de 'ADN des
non leucémiques ne compor-
tant pas la Il serait
ainsi possible de repérer une cellule
leucémique résiduelle avec transloca-
ton t (14; 18) parmi 1 000 cellules
saines [13].



® Détection de séquences virales. De
par sa sensibilité, la PCR est d’ores
et déja devenue la méthode la plus
fine pour détecter des infections
virales. Les virus sont des agents
infectieux dont le génome (ARN ou
ADN) peut en effet étre aisément
amplifié, souvent a partur du sang.
Cette approche est déja utilisée par
plusieurs laboratoires pour I'hépatite
virale et le SIDA. Dans ce dernier cas,
la positivité du test PCR précede de
plusieurs semaines 'apparition des
anticorps, c’est-a-dire la conversion a
la «séropositivité » [14]. S'il était
possible d’appliquer cette méthode
aux donneurs de sang, on supprime-
rait probablement le tres petit pour-
centage de cas ou la contaminaton
est due a la transfusion du sang d’un
donneur trés récemment infecté et
encore séronégatif.
® Application a 'ARN. Aprés reco-
piage de 'ARN en ADN complé-
mentaire par la transcriptase inverse,
la PCR peut parfaitement étre appli-
quée. premiere étape de l'expé-
rience est donc une extension
d’amorce, telle que nous la décri-
vions dans m/s (n°9, vol. 2, p. 518)
(figure 2). l.a seconde amorce est
alors ajoutée, et la réaction d’ampli-
fication entreprise. Cette procédure
peut étre utilisée pour étudier, au
niveau de I'ARN, le méme type
d’anomalies qu’au niveau de 'ADN.
Par exemple, le messager chimérique
1ssu du remaniement chromosomi-
que t (9; 22) (donnant le chromo-
some philadelphie dans la forme
typique) caractéristique de la leucé-
mie myéloide chronique peut étre
détecté avec sireté et sensibilité [15,
16]. Mieux, méme: du fait de sa
la méthode permet de
détecter des ARN dont 1l n’existe
qu’une seule copie dans une cellule
sur 1 000, ce qui semble étre le cas des
transcrits correspondant a des génes
spécifiques d'un type particulier de
différenciation tissulaire hors des cel-
lules ou 1ils s’expriment normale-
ment. C’est ainsi qu'ont pu étre
détectés dans des fibroblastes ou des
lymphoblastes des transcrits de dys-
trophine, B-globine, hormone anti-
muillérienne, facteur VIII, etc. [2, 17].
Ce phénoméne, appelé «trans-
cription illégitime » par J. Chelly et
al. pourrait permettre d’analyser
dans n’importe quelle cellule
facile n'importe quel transcrit d’'un

géne présomptivement pathologique
[17].

® L.a PCR, technique de base des
laboratoires de génétique molécu-
laire. Pour étre complet, 1l faudrait
ajouter aux usages possibles de la
PCR toutes les manipulations de
I'’ADN effectuées dans les labora-
toires de génétique moléculaire :
constructions génétiques, séquen-
cage d’ADN, mutagenese dirigée. Je
voudrais commenter une application
particuliere, tres riche de promesses.
Nous avons déja vu (m/s n° 3, vol. 4,
p. 190) que I'on pouvait maintenant,
une fois sur 1000 environ, insérer a
sa place normale un géne transféré
dans une cellule. Tout fragment
d’ADN contenant des séquences
homologues de celles d’'un géne
endogene peut, par recombinaison
homologue, étre semblablement
mntégré de maniére « ciblée » et ainsi
mactiver un géne au milieu duquel
il s’insérera.

I.a difficulté de I'approche réside en
la mise au point d’un crible destiné
a reconnaitre les cellules ayant subi
une recombinaison homologue, en
moyenne 999 fois moins nombreuses
que celles ayant subi un événement
de recombinaison au hasard. S’1l est
possible d’amplifier un fragment
d’ADN a partir d’'une amorce recon-
naissant 'ADN exogene et d’une
amorce reconnaissant '’ADN endo-
géne cible, on pourra détecter une
petite minorité de cellules contenant
un tel ADN cible remanié parmi des
cellules ayant intégré au hasard
I’ADN exogéne. Si on a ainsi a tester
1 000 clones indépendants résultant
d’'une expérience de transformation
par de 'ADN exogéne «ciblé » vers
une séquence endogéne, on réalisera
une réaction de PCR sur 10 groupes
de 100 clones. Puis, le groupe positif
sera lui-méme subdivisé et 1'on
pourra parvenir au clone recherché...
® PCR, médecine légale et paléon-
tologie. Comme m/s I'a rapporté a
de maintes reprises (m/s n°6, vol. I,
p. 333; n°3, vol. 2, p. 155), 1l est
possible désormais de caractériser
tout individu griace a ses
«empreintes génétiques », c’est-a-
dire a l'organisation extrémement
variable d’un individu a l'autre de
certaines régions de '’ADN. Une telle
recherche peut — en théorie — étre
faite a partir de sperme ou de sang
séchés... de fragments de peau ou de

poils. On risque cependant de buter
souvent sur l'insuffisance de maté-
riel, et la possibilité de muluplier la
quantité infinéusimale d'’ADN pré-
sente dans un échantillon, avant de
I’étudier, étend considérablement le
champ d’applicauon de la méthode.
LADN, contrairement a I'’ARN, est
chimiquement trés stable. 11 est de ce
fait maintenant stirement possible de
caractériser griace a des résidus de
sang séché sur un vétement, trés a
distance de I'événement en cause
(accident, crime, catastrophe, guerre)
I'empreinte génétique de I'individu
d’ou provient ce sang.

Puisque nous introduisons ici la
notion d’étude a distance, 1l faut
signaler que la « PCR » commence
aussi a étre largement utilisée par les
paléontologistes. Dans des résidus
d’os d’animaux fossiles, de peau de
momies, 1l persiste des traces d’ADN
trés dégradé, fragmenté... mais qu'il
est possible d’amplifier. L.a détermi-
nation de la séquence de ces frag-
ments permet d’améliorer considéra-
blement le positionnement d’'un
anmimal fossile dans I'arbre évolutif
des espéces, ou d’apprécier la vitesse
d’accumulation des changements
génétiques survenus depuis les pre-
miéres dynasties de l'ancienne
Egypte.

En conclusion aprés les méthodes de
base du génie génétique développées
entre 1972 et 1976, un nouveau pas
technique essentiel a été accompli en
décembre 1985 : la mise au point de
I'amplification fidéle, rapide et mas-
sive de n’importe quel fragment
connu d’acide nucléique. Cette
méthode rend d’ores et déja aisément
accessible a l'analyse par les
méthodes de I’hybridation molécu-
laire et du séquengage nucléoudique
des fragments d’ADN humain dont
on soupconne qu'ils pourraient étre
responsables d’une maladie généu-
que héréditaire ou acquise (cancer);
elle est aussi la méthode la plus
sensible pour détecter précocément et
fidélement tout agresseur, viral
(pathologie tumorale ou

ou humain (médecine légale).

Nul doute que la puissance de ce nou-
vel outl fera rapidement progresser
les connaissances tous les
domaines nécessitant l'analyse ou la
manipulation d’un acide nucléique. »

Axel Kahn
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LEXIQUE

GENETIQUE MOLECULAIRE ET MEDECINE

Mécanismes moléculaires de Ila vision
des couleurs et du daltonisme

Une équipe de Stanford [1,2] vient
d’¢lucider de fagon magistrale la
génétique moléculaire de la vision
des couleurs ainsi que celle de ses
anomalies conduisant aux diverses
variétés de daltonisme. Ces résultats
ont fait également I’objet d’édito-
riaux dans Science [3] et dans
Nature [4].

Les pigments visuels sont des molé-
cules qui absorbent la lumiere. Ils
sont formés d’une apoprotéine, qui
porte le nom d’opsine, et d’un
cofacteur dérivé de la vitamine A, le
[I-cis-rétinal. Ces pigments sont
localisés dans la membrane plasmi-
que des cellules photoréceptrices.
On connait quatre pigments visuels,
spécifiés par la longueur d’onde de
leur maximum d’absorption. Trois
d’entre eux servent a la vision colo-
rée, absorbant a 420 nanométres
(sensible au bleu), 530 nm (sensible
au vert) et 560 nm (sensible au
rouge). Tous trois sont localisés
dans les cones de la rétine, un cone
donné¢ ne possédant qu’un seul
pigment. Le quatrieme, qui absorbe
a 495 nm, est la rhodopsine, qui
permet la vision crépusculaire; il
siege dans les batonnets, et est de
loin le plus abondant.

I.a caractcrisation des genes de la
vision des couleurs repose sur
Pexploitation d’une idée qui n’est
plus nouvelle, mais qui s’cst avérée
d’une extréme fécondité: on a
d’abord pens¢ que la reconnaissance
d’un acide nucléique par un autre
(au moyen de I’hybridation) exigeait
leur identité presque compléte, et
’on insistait sur la notion de spéci-
ficité. On s’est apergu ensuite que la
possibilit¢ d’hybridation entre deux
molécules dépend des conditions
expérimentales de I’hybridation et
des lavages qui la suivent: a condi-
tions tres rigoureuses (on dit strin-
gentes), par exemple a température
¢levée, hybridation trés sélective; a
conditions moins  rigoureuscs,
hybridation moins sélective, par
exemple entre deux molécules qui

ne seraient homologues qu’a 50 9.
Partant dec cette idée, on fait I’hy-
pothése qu’une famille de protéines
dont le role est similaire dérive d’un
ancétre commun, que leurs genes
ont gardé une structure voisine, et
qu’a partir d’'un des geénes on doit
parvenir a isoler tous les autres.
Comment appliquer cette hypothese
aux pigments visuels ? Une protéine
était mieux connue que les autres, la
rhodopsine. Nathans ez coll. [1] ont
préparé des clones d’ADN comple-
mentaire et génomique dc rho-
dopsme de beeuf, puis les ont utili-
sés pour cribler une banque d’ADN
germinal humain réalisée incidem-
ment a partir d’'un des auteurs.
Dans un premier temps ils ont
obtenu uniquement des clones du
gene de la rhodopsine humaine.
Travaillant ensuite a des températu-
res plus basses, ils isolérent des clo-
nes provenant d’autres genes; ils en
ont établi la séquence ct déduit celle
des acides aminés correspondants.
Ces clones étaient de deux types: lc
premier avait la méme structure a
cing exons et le méme nombre
d’acides aminés que la rhodopsine
(348) avec 42 d’identité. Par des
expériences d’hybridations cellu-
laires somatiques homme-souris, ce
gene a €té localisé sur le chromo-
some 7 (7q22-7 qter); il n’est donc
pas li¢ a I’X et a été identifié comme
le géne du pigment «bleu». Par la
méme méthode, le gene de la rho-
dopsine a été localisé sur le chromo-
some 3 (3 q21-3 qter).

I.e deuxieme type de clones et les
sondes qui en dérivent peuvent étre
attribués par hybridation somatique
a la partic distale du bras long du
chromosome X (Xq22-q28), au
voisinage du locus de la glucose 6
phosphate  deshydrogénase, en
accord avec les données génétiques
classiques sur la transmission du
daltonisme. La structure générale
reste la méme que celle de la rho-
dopsine; notamment tous ces
pigments posseédent une lysine qui

fixe le rétinal par une liaison cova-
lente. Il existe cependant une
différence : la séquence des nou-
veaux genes montre six exons; les
exons 2 a 6 correspondent aux exons
1 a 5 de la rhodopsine et du pigment
bleu, mais il y a en 5" un exon I
supplémentaire. En outre, la carte
de restriction permet de distinguer
deux genes différents malgré une
homologic a 96 codant respecti-
vement pour les pigments « vert »
et « rouge ». On peut extraire de la
rétine des ARN messagers qui
reconnaissent chacune de ces son-
des.

Les auteurs ont alors fait une
découverte inattendue; s’il -existe
toujours un, ct un seul, gene rouge,
le nombre de genes verts, méme
chez les sujets a vision normale,
varic de un a trois. Comment expli-
quer cette variabilité d’un seul des
deux genes? L’hypothese est que
ces deux genes, qui ne sont distants
que de cinq kilobases, sont disposés
en tandem téte—queuc ( figure 1),
résultat sans doute d’une duplica-
tion génique au cours de I’évolution.
La trés grande ressemblance des
deux genes permet unc recombi-
naison non équationnelle (voir
médecine[sciences  n° 4, vol. 1,
p.214), donnant naissance a un
chromosome a deux génes et a un
autre qui n’en porte aucun. Pour
interpréter le fait que le géne rouge
n’est jamais  impliqué  dans
I’échange inégal, il faut admettre
que cc gene est situé a la lisiere de la
zone de recombinaison.

Anomalies de la vision des
couleurs. En pratique, elles portent
sur la vision du vert et du rouge, en
liaison avec le chromosome X celles
de la vision du bleu, transmises
comme un caractére autosomique
récessif, restent exceptionnelles.
Seuls les sujets du sexe masculin
sont donc atteints. On peut diviser
les anomalies en deux grandes caté-
gories. Dans la premiere figurent les
individus « aveugles » pour le rouge
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ou pour le vert, qui sont dichroma-
tes; on peut la subdiviser en deux
sous-groupes, selon que fait deéfaut
la vision du rouge (protanopie) ou
celle du vert (deutéranopic). l.a
deuxieme catégoric comprend les
sujets qui voient les trois couleurs
fondamentales (trichromates) mais
chez lesquels 'une d’elles est mal
percue ou déformée. Des méthodes
de comparaison de couleurs permet-
tent de bien analyser les diverses
catégories.

Nathans et coll. [2] ont étudié par la
m¢thode de Southern PADN de 25
sujets porteurs d’anomalies varices
de la vision des couleurs. L.es sondes
utilisées sont specifiques des genes
«verts» et «rouges» situés sur le
chromosome X. Elles fournissent
quatre fragments de restriction
appelés A, B, C et D, dont les trois
premiers analysent la partie initiale
ct le quatricme la partie terminale
du gene. Comme la longucur de
chacun de ces fragments differe
selon qu’il appartient au gene vert
ou rouge, on peut les assigner facile-
ment a 'un de ces genes. Les sujets
se divisent en I5 dichromates, chez
lesquels manque la vision du rouge
R (red) (9 cas) ou celle du vert G
(green) (6 cas), et 10 trichromates.
Deux types de mécanismes molécu-
laires principaux ont ¢été observeés.
I.e plus rare (6 cas) consiste en la
délétion d’un gene; comme nous
’avons montré plus haut, il s’agit
toujours du gene G. Le plus fré-
quent est la présence d’un gene
hybride comportant a la fois des
¢léments G et R. La partie fonction-
nellement importante est le segment
D correspondant a I’exon 5. Quand
la partic proximale (dite 57) du gene
est «verte» et la partie distale (dite
3’) est «rouge», c’est la vision du
vert qui est supprimée ou altérée et
vice versa. Il est probable que ¢’est
la position du point de raccord des
deux genes qui détermine la dispari-
tion complete ou Paltération d’une
couleur. Un modele plus détaillé est
représenté sur la figure. Enfin, un
seul sujet a montré¢ une structure
apparemment normale des genes et
présente probablement une muta-
tion ponctuelle.

I.e nombre de sujets victimes d’ano-

messsesm malies de la vision des couleurs est
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5 3

Crossing over

GR+

B1 Dichromates
G+R

1) 3
G'R*
B2 Trichromates

GR’

Figure 1.A. Représentation des génes « vert n et « rouge »n. G=vert
(green); R=rouge (red).

A, Situation normale: génes R et G en tandem « téte-queue »; un seul géne R,
un a trois genes G.

A, Crossing over entre deux alléles au niveau du géne G. Il en résulte un

chromosome sans géne G et un chromosome a deux génes G.

B. Mécanismes moléculaires du daltonisme.

B, Dichromates

G R*

soit délétion de G résultant du crossing over décrit en A,,
5G- 3R

G*R

gene hybride 5" R—3" G suivi ou non de un ou plusieurs genes G normaux.

B,, Trichromates. Le géne anormal est marqué par le signe’ (G" ou R’)

G'R*

R normal suivi d'un hybride 5 R—3 G suivi lui-méme ou non d'un ou deux
génes G normaux.

G" R

Hybride 5" R—3 G suivi de génes G normaux.

On a figuré (ce n’est qu’une hypothése) la partie 3’ de I'hybride plus courte pour
les tri- que pour les dichromates.

Chez les dichromates une des couleurs n’est pas percue. Chez les trichromates
elle est percue mais la longueur d’onde d’absorption maximum est modifiée.

soit géene hybride



tres ¢leve, puisqu’on 'estime a
de la population masculine blanche.
Parmi cux cnviron 309, sont
dichromates, avec un taux similaire
d’absence de vision du vert ou du
rouge. Sur les 70 9, qui restent, on
compte un peu plus de 55 9, d’ano-
malies du vert pour moins de 15 9,
d’anomalics du rouge. On arrive
donc a la conclu ion surprenante
que, d’apres e de
athans et coll., 6 9, de la popula-
tion scraient porteurs d’un gene
hybride. Reste a comprendre le
mécanisme de formation de cet
hybride. l.es cxperiences de
athans et coll. semblent mettre en
jeu soit des non
équationnelles, soit des conversions
geniques  (voir  médecine[sciences
n” 4, vol. 1, p. 214). La possibilité
d’une mutation ponctuelle, jadi
comme la plus probable,
n’a €té reconnue qu’une fois sur les
25 sujets cxamings.
l.es travaux de Nathans et coll.
ouvrent enfin des perspectives inté-
ressantes du point de vue de I’évolu-
tion. I.’existence de trois variétés de
porteurs chacun d’un seul
type dc pigment, est relativement
récente. On 'observe chez ’homme,
les anthropoides et les singes de
I’Ancien Monde, mais les singes du
Nouveau Monde n’en ont que deux.
la des deux premiers
pigments remonte au moins a 500
millions d’années, alors que celle
des pigments vert ct rouge ne date
que d’environ 30 millions d’années.
donneées les similitudes de ces
deux derniers, une nouvelle dupli-
cation pourrait sc produire a la uite
d’un crossing over propice.  otre
vision s’affinera peut-étre encore
dans P'avenir, si les hommes sont
asscz  paticnts  pour  survivre
quelques millions
D.
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Identification du geéne
de la granulomatose chronique

I.a granulomatose chronique léthale de I'enfant est une maladie héréditaire
dont la forme la plus fréquente est transmise selon le mode récessif li¢ au
sexc : les gargons sont atteints, les femmes étant transmettrices. Les symp-
tomes comportent une sensibilité aux infections microbiennes ct fongiques
conduisant immanquablement a la mort. Les phagocytes du jeune malade
englobent normalement les germes mais nc les détruisent pas, probable-
ment parce qu’ils sont incapables dc stimuler, lors de la phagocytose, la
production d’anion supcroxyde ct de peroxydes. I.a base biochimique de
cette altération fonctionnelle des leucocytes n’est pas connue, la scule ano-
malie identifice ¢tant ’absence d’une protéine dc spectre simi-
laire a celui des cytochromes b. 1.’existence d’observations comportant des
délétions entrainant a la fois une granulomatose chronique et une
myopathie avait permis de déterminer que les genes de ces deux maladies
¢taient lies et situés dans la bande p21 du chromosome X. Les efforts consi-
dérables consentis pour le gene de la myopathiec de Duchenne
(DMD en anglais, pour Duchenne Muscular Dystrophy) curent dés lors de
rapides retombées sur I’étude du gene de la granulomatose (CGD en
anglais, pour Chronic Granulomatous Disease) qui tut isolé par unc approche
uniquement génétique sclon la stratégic générale suivante [1] :
Etape 1 : Des sondes génétiquement liées au locus « DMID » hybrident
avec ’ADN normal mais pas avec celui d’un malade atteint de « CGD »;
elles sont utilisées pour cribler une banque d’ADN génomique normal.
Etape 2 : Plusieurs clones sont ainsi détecté ; leur ADN est immobilisé sur
de filtres qui sont hybridés avec la copic ADD  des ARNm de cellules sup-
po ¢ées contenir le produit du gene CGID (lignée granulo-monocytaire).
Deux clones sont )
Etape 3 : .’AD  génomique identifie a I’étape 2 est . ¢ pour cribler
une banque d’AD ¢ de cellules granulo-monocytaire. De copies ADN du
messager sont isolées et leur séquence nucléotidique est déterminée.
Etape 4 : On vérifie que PADNc isolé a I’étape précédente hybride avec un
me sager de 5 kb present dans les cellule phagocytaires normales mais
ab ent dan le cellules de la plupart des ob ervations de « CGD ». De plus,
un malade atteint de « CGID », cette sonde d’ADDNc détecte une déle-
genomique de quelques centaines de ba'c .
I.a séquence en acides aminés deéduite de la séquence nucléotidique de
I’ADNc correspond a une protéine de 54000 de poids moléculaire qui
pourrait étre transmembranaire et glycosylée et qui ne ressemble a aucunc
autre connuc actucllement, notamment pas aux cytochromes b. Il est main-
tenant certain que 'obtention par génic génétique d’une grande quantité de
la protéine dont le deficit est responsable de la granulomatose permettra
d’en biologique, probablement enzymatique, ce qui
devrait definitivement établir les bases biochimiques de la maladie. [)’un
autre point de vue cette découverte marque au . 1 une date dans I'histoire de
la génétique et dc la pathologie moléculaire : ¢’est la premicre fois qu’un
gene responsable d’une maladic humaine ¢t non griace aux
connais ances sur produit, mais a partir informations
rccueillic  ursa’ ct sa geénctique.
n tel isolement du " dans la maladie permet secondairement
la structure et la fonction de la protéine pour laquelle il code... et
par conséquent de comprendre les mécanismes de 'atfection. Nul doute
que d’autres exemples remarquables ne tarderont pas a illustrer cette nou-
velle démarche, concernant la myopathic de Duchenne, la fibrose
du pancreéas ct la chorée de Hungtington notamment.
A K.
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La découverte du géne de la mucoviscidose

[.a mucoviscidose est certainement la
maladie héréditaire autosomique
récessive la plus fréquente (une nais-
sance sur 2000, un transmetteur sur
20) dans la populauon européenne.
Les manifestations de cette
affection grave, essenuellement pul-
monaires et pancréatiques, résultent
d'un épaississement des sécrétions
exocrines qui obstruent les voies
aériennes supérieures et prédisposent
aux infections bronchiques répétées.
Ces atteintes détruisent progressive-
ment le poumon et conduisent a une
msuffisance respiratoire létale, le
plus souvent avant 30 ans. Les études
électrophysiologiques les plus
récentes indiquent que, chez les
malades, le transport des 10ons a tra-
vers les membranes des cellules épi-
théhales est anormal. Lactivité du
canal a chlore (Cl-), qui semble sous
le controle d'un processus complexe
de régulation, est normalement sti-
mulée par les protéines kinases C et
A (c'est-a-dire dépendantes de
I'AMPc) ; cette activation fait défaut
chez les patients. Malgré ces progres,
la lésion biochimique primaire n’est
toujours connue, et une
approche alternative, celle de la
génétique inverse [1], a été mise en
ceuvre par plusieurs laboratoires
le but d’isoler le géne respon-
sable en partant de sa localisation
chromosomique.
Il y a un peu moins de 18 mois, en
avril 1988, la revue scientifique nord-
américaine Science, dans un article
mutulé « La course pour le géne de
la mucoviscidose touche a sa fin » (2],
commentait longuement les enjeux
de cette mtense compétition et les
rivalités des quelques  laboratoires
encore en piste. Le groupe dingé par
R. GB), avait
en effet laissé entendre un an plus
1oL, qu'tl avait 1solé le gene CF (de
cystic fibrosis, pour fibrose kystique
du pancréas, ou une
nouvelle qui avait découragé
des protagonistes. I1 s’agissait en fait
d'une séquence codant pour une pro-
téie (it related proten, IRP) sans
aucun rapport avec la maladie, mais
située, on le sait aujourd’hui, a quel-

ques 150 kilopaires de base (kpb) du
géne tant convolté. Trois ans aupa-

ravant, la découverte de la
tuon du gene CF sur le chromo-
some 7 avait brutalement accéléré la
course que viennent de gagner
Tsui, .R. Riordan (Universié

de Toronto, Canada), F.S.
(Umiversité du Michigan, et
leurs collaborateurs, ont, en
1987, regroupé efforts et compétences
sur le sujet. Dans sa parution du 8
septembre 1989, le méme journal,
Science, publie wois articles impres-
stonnants  décrivant  'idenufication
du gene, la nature de son produit, et
la de la principale
mutation responsable de la mala-
die [3-5]. 11 sagit d'un événement
majeur. Pour les
malades e tleurs famailles, cette décou-
verte donne immédiatement acces a
de nouveaux moyens de diagnostic et
permet d’espérer des jours meilleurs
en matere de prévenuon et de trai-
tement. Pour ceux qui essaient, a
I'aide de méthodes semblables, de
caractériser d’autres maladies généti-
ques, C'est un encouragement qui
vient a point tant sont ardues ces
approches et peuvent sembler aléa-

leurs succes.

La marche vers le géne. Depuis 1985,
a la suite des travaux des groupes de
L.C. Tsui, de R. White et R. Wil-
hamson, on savait que le gene CF est
situé entre  deux liés,
MET et (J3.11), séparés par
approximativement un a deux mil-
lions de paires de bases [6]. Pour pou-
voir, avec quelques chances de suc-
cés, commencer a marcher sur la
région, c'est-a-dire loner toutes les
séquences qu'elle conuent, 1l fallait
réduire cette distance en trouvant des
marqueurs plus proches. De la
bouche méme de Lap-Chee

dont la détermination et la ténacité
tout au long de I'entreprise a
saluer, le succes de la choisie
(a brute force approach) dépendait
avant tout des massifs mis en
jeu. Pour se rapprocher au maxi-
mum du géne convolté, son groupe
entreprit de saturer la région cible en

qui furent
et ordonnés a I'aide d’analyses phy-
siques et génétiques. Pas moins de
258 du chro-
7 furent 1solées [7], dont 53
en 7q31-32. Deux de ces
marqueurs (D7S5122 et D75340),
étroitement liés au geéne se 1éveé-
lérent contenus dans la région déh-
mitée par et D7S8. L'ordre des
marqueurs déterminé (MET-
1), la carte phy-
sique de la région établie a 'aide des
d’électrophorése en
champ pulsé (m/s n° 1, vol. 4, p. 46),
1l restait a passer au peigne fin cette
région du génome (environ
1 500 kpb).
Pour accélérer la recherche et res-
tremdre I'étendue de la zone a cibler,
les méthodes de marche
sur le chromosome furent doublées
de tentatives de saut a partir de cha-
que extrémité de la région. Cette
seconde approche, outre son intérét
pour rejoindre plus vite le but, per-
met de saffranchir des embtches
dressées par les régions «inclona-
bles » qui, on le maintenant,
peuvent sérieusement
sinon arréter la progression des mar-
cheurs. A cet effet, F. Collins avait
construit en 1987 une banque de
saut* constituée d'une collection de
séquences d’ADN  génomique
tantes d’'une centaine de kpb en
moyenne. Des séquences contigué’s
d’ADN sur une région de
280 kpb furent clonées a I'aide de ces
deux approches qui permirent d'iso-
ler quelques 49 clones de marche
(cosmides ou phages) et neut  lones
de saut, chacun permettant de fran-

* Banque de saut : technique qui consiste a
couper de grands fragments (autour de
100 kpb), a les recirculariser en liantleurs deux
extrémautés a un marqueur de sélection, puis a
cloner, aprés une nouvelle coupure, 'ADN des
deux extrémités maintenant réunies au mar-
queur. St un tel clone est détecté par hybrida-
tion avec une sonde de l'une des extrémaiteés,
UADN de Uautre extrémaité fournira lui-méme
une sonde a une région du
chromosome située, lUexemple pris ic1,
100 kpb plus loimn.
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Figure 1. Marche vers le géne de la mucoviscidose. Le point de départ est représenté a gauche sur le schéma et
correspond a la localisation de la sonde caractérisée par le groupe de L.C. Tsui comme la plus proche du géne CF. Les 280 kpb
séparant ce point du début du géne CFTR ont été franchies en marchant et en sautant (fleches courbes) sur le génome
en direction de DS 78. Le géne CFTR est représenté avec ses 24 exons et, sur la gauche du schéma, sous la ligne d‘échelle,
sont positionnées les trois séquences codantes conservées entre les espéces, dont IRF caractérisée par le groupe de
R. Williamson. Les cercles roses représentent les ilots HTF retrouvés dans la région qui, souvent, balise le début des génes.
7 cen = vers le centrometre, 7 qter = vers le télomére du bras long.

chir entre 30 et 70 kpb (figure 1).
Pour épingler les séquences codantes
CF, la suwatégie des z00-blots** fut
choisie en raison de sa relative faci-
lité et de ses succés antérieurs, notam-
ment pour la caractérisation du géne
de la myopathie de Duchenne. Qua-
tre régions contenant des séquences
nucléotidiques homologues a celles
d’autres especes (en l'occurrence le
beeuf, la souris et le poulet) furent
retenues comme de possibles candi-
dats, et les séquences conservées uti-
lisées comme sondes pour rechercher
leurs copies dans sept banques
d’ADNCc construites a partir ’ARN
messagers de plusieurs tissus : lignée
tumorale T84, cultures de cellules de
glandes sudoripares normales ou de
malades atteints de mucoviscidose,
pancréatiques ou pulmonaires. Les
trois  premiéres zones d’homologie
mter-especes révélerent la présence
d'une séquence répétée transcrite et
de deux geénes, dont IRP, déja épin-
glé par le groupe de Loondres grace
a la présence d'ilots HTF*** et, un
temps candidat, CE Cest la qua-
triéme région conservée ui autorisa
la péche, difficile mais réussie, d’un

1 clone contenant seulement
113 paires de bases (pb) du premier

exon du gene CF. Cette séquence
permit de reconstituer, en agengant
plus de 20 recombinants 1solés grace
a elle, le puzzle de 'ADNc complet
(6 129 pb) et, partant, de positionner
les 24 exons du gene sur 250 kpb de
génome. La ussulaire
des ARN messagers s’avere compati-
ble avec les données physiopatholo-
giques, de méme que le produit du
géne, une protéine de transport
membranaire, que ses découvreurs
proposent d’appeler CFTR (cystic
fibrosis transductor regulator).

Le CFTR. L. géne ainsi caractérisé
code pour une protéine de 1480
acides aminés dont la séquence indi-
que a I'évidence son appartenance a
une super-famille de protéines mem-
branaires. L.e CFT'R présente une
homologie structurale considérable
avec un ensemble de transporteurs
dépendants de I'ATP chez les
procaryotes, et plus récemment chez
les eucaryotes [8], telles les protéines
MDR (multidrug resistance), CQR
(chloroquine resistance) ou STEG6 (de
levure). 11 deux motifs répétés
formés d’'un domaine hydrophobe
transmembranaire, et une i1mpor-
tante région hydrophile exposant des
séquences consensus NBF

(nucleotide (ATP)-binding fold) pou-
vant lier 'ATP. Ces deux parties de
la protéine sont reliés par un
domaine cytoplasmique (domaine
R), codé par un grand exon unique,
présentant de nombreux résidus
chargés, contenant la majorité des
sites potentiels de phosphorylation
par les protéines kinase A ou C, d’ot
sa foncuon régulatrice probable
(figure 2).

Le role exact joué par cette protéine
reste a déterminer. Elle est tres pro-
bablement impliquée dans le trans-
port transmembranaire actif des 1ons
au niveau du pole apical des cellules
épithéliales. Il reste a établir sl

** 700 blot: technique qui se base sur le
contraste entre la conservation au cours de
U'évolution des séquences codantes et la non-
conservation des séquences introniques et
intergéniques pour identifier des fragments
exoniques ; seuls de tels exons peuvent hybri-
der en Southern blot avec des fragments
d’ADN d’espéces vaniées.

*** Jlots HTF : Hpa Il tiny fragments, ilots
contenant de nombreux sites de coupure par
l'enzyme de restriction, Hpa Il qui reconnait
la séquence 5’CCGG3’ lorsque les C sont
déméthylés. Des régions riches en CG démé-
thylées sont caractéristiques des séquences bor-
dantes 5’ des génes actifs, principalement ceux
a expression ubiquitaire.
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s’agit d’'un canal ionique, ou plutbt
d’un régulateur de I'activité d’un tel
canal, et si elle a par ailleurs d’autres
fonctions cellulaires sans rapport
avec le transport actif des ions. Quoi-
qu’il en soit, comme le suggerent les
données structurales, ’hydrolyse de
I'ATP et la phosphorylation par les
protéines kinases semblent néces-
saires a cette activité de transport
actif, et a sa régulation.

La comparaison de la structure des
clones ’ADN complémentaire obte-
nus a partir de cellules de glandes
sudoripares de sujets sains ou de
malades confirme ce que les études
génétiques antérieures avaient per-
mis de postuler, a savoir qu’une
majorité des patients sont porteurs
de la méme mutation. Il s’agit d’une
délétion de trois nucléotides de
I'exon 10 qui ampute la protéine
d’une phénylalanine en position 508
(AF;), c'est-a-dire au niveau d’une
des séquences NBE. Cette anomalie
pourrait empécher la liaison correcte
de I'ATP, ou perturber la dynamique
conformationnelle indispensable a
l'activité du CFTR, expliquant par
la les observations faites sur 'épithé-
lium bronchique des malades grace
aux expériences de patch-clamp [9].
Génétique de la mucoviscidose : pré-
vention et traitement. Les données de
I’analyse génétique apportent les
arguments les plus solides en faveur
du fait que le géne codant pour le
CFTR est bien le géne CE. Environ
70 % des défauts moléculaires obser-
vés chez les patients ou les transmet-
teurs sont constitués par la délétion
AF ;0. Une étude exhaustive des mar-
queurs ADN de la région a permis
d’établir une série d’haplotypes utiles
a la caractérisation des divers chro-
mosomes sains ou CFE La délétion
AF; est presque toujours associée,
sur les chromosomes CE a un haplo-
type majoritaire ou a ses dérivés ; en
revanche, elle n’est jJamais retrouvée
sur les chromosomes sains portant
cet haplotype. Cette observation rend
extrémement probable I’hypothese
qu’il s’agit d’'une mutation délétére,
et non d'un polymorphisme. En une
occasion, elle est retrouvée associée a
un haplotype différent, ce qui sug-
gére la survenue d’un événement
mutationel récurrent, phénomene
déja observé pour le géne B-globine.
Les autres lésions moléculaires
constituent un groupe hétérogéne et

Figure 2. Schéma de la protéine
CFTR, produit du géne CF. Les deux
régions transmembranaires sont sépa-
rées par une région de liaison poten-
tielle de I'ATP (NBF, nucleotide binding
fold) et par la grande sous-unité R. I
existe un autre domaine NBF a proxi-
mité de I'extrémité carboxyterminale de
la protéine. L'astérisque indique la posi-
tion de la AFg,g. (Modifié d'aprés [4])

restent a caractériser, mais l’analyse
génétique donne déja quelques clefs
importantes. Deux formes peuvent
étre distinguées cliniquement, PI
(insuffisance pancréatique), associée
a AF;q, et PS (sans insuffisance pan-
créatique). L’analyse génétique fait
apparaitre que les mutations respon-
sables de ces deux formes sont de
gravit¢ différente, et que le phéno-
type PS est dominant sur PL. L'iléus
méconial****, qui survient chez 5 a
10 % des nouveaux-nés, surviendrait
chez des sujets porteurs de la délétion
AF;y,, dans un contexte génétique ou
d’environnement qui reste a élucider.
Ces découvertes sont d’une trés
grande importance, a terme, pour la
compréhension de la biologie et de
la physiologie du systéme. Elles
concernent déja les patients et leurs
familles en bouleversant les données
sur lesquelles s’appuient les moyens
de prévention. Prés de 70 % des trans-
metteurs de la mucoviscidose peu-
vent d’ores et déja étre identifiés faci-
lement, a I'aide de la sonde spéci-
fique AF 5, par des techniques main-
tenant bien standardisées. En dépit
des problémes posés par la non-
caractérisation de 30 % des muta-

**xx lléus méconial : occlusion intestinale
néonatale due a l'épaississement du méco-
nium qui ne peut s’évacuer.

tions, rien ne s’oppose a ce que le
dépistage des transmetteurs soit mis
en place dés maintenant, en com-
mencant avec des échantillons ciblés,
judicieusement définis, de la popula-
tion. Bien sir, pour les mutations
encore inconnues du géne, 1l n’est
pas encore possible de s’affranchir
des méthodes d’analyse de liaison
génétique, et le diagnostic prénatal,
notamment, requiert pour sa mise en
ceuvre la maitrise des deux
approches. Cependant, la mucovisci-
dose est désormais accessible au
dépistage a grande échelle.

Cette percée laisse-t-elle envisager, a
moyen terme, la mise au point d’un
traitement curatif ? Certes, il est d’au-
tres maladies pour lesquelles le
défaut moléculaire est connu de lon-
gue date et que ’on ne sait toujours
pas guérir. Mais la connaissance de
la structure et du fonctionnement du
CFTR sont maintenant une ques-
tion de temps, et I'on peut raisonna-
blement espérer que I'on pourra a
terme agir avec efficacité contre les
effets délétéres du gene anormal en
modulant I'activité de son produit.
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Génie génétique, production de

Production par génie génétique
de protéines d’intérét biologique
et

La en grande quan-
tité d’hormones peptidiques, de
facteurs de coagulation, de protéi-
nes vaccinales... ou de tout autre
polypeptide d’intérét biologique
(interférons, interleukines, facteurs
de croissance, etc.), est le
domaine privilégié des biotechno-
logies utilisant les méthodes des
recombinants d’ADN, ou « génie
génétique ». Le principe de ces
méthodes est de transférer un
géne naturel « cloné » et plus ou
moins modifié in vitro, voire
méme un geéne artificiel synthétisé
chimiquement, dans une cellule
vivante qui servira a |’« expri-
mer » en la protéine biologique-
ment active désirée.

Les trois exigences requises pour
entreprendre une telle étude sont
celles de I’activit¢é du produit
obtenu, de son innocuité et de sa
production avec un rendement et
a des colts en faisant une
méthode concurrentielle de celles,
plus classiques, consistant a
I’extraire de tissus humains ou
animaux.

L’aspect quantitatif du probléeme
exige la construction de genes
hybrides auxquels ont été rajou-
tées différentes séquences exogenes
destinées a augmenter la trans-
cription du geéne, la stabilité¢ du
messager (et parfois de la pro-
téine), sa traductibilité et, chaque
fois que possible, a permettre
I’exportation de la protéine dans
le milieu extra-cellulaire (figure I,
page suivante). L’innocuité du pro-
duit requiert, notamment s’il

et thérapie génique

s’agit d’un facteur de substitution
a administrer a des malades, que
solent éliminées de la protéine a
utiliser toutes séquences protéiques
potentiellement immunogenes.
L’activité biologique exige enfin
dans un certain nombre de cas
que la protéine synthétisée subisse
toute une série de modifications
post-traductionnelles transformant
un précurseur inactif en principe
biologiquement actif : glycosyla-
tion, carboxylation, coupure pro-
téolytique, par exemple. Or, seu-
les les cellules eucaryotiques, et
parfois méme des cellules anima-
les différenciées, sont capables
d’effectuer ces opérations. En
I’absence de modifications post-
synthétiques indispensables, les
bactéries (et surtout E. coli) sont
les meilleures cellules productrices,
peut-étre concurrencées par les
levures qui sont elles, en plus,
capables d’effectuer certaines opé-
rations de maturation post-
traductionnelle (comme certains
types de glycosylation).

Les cellules animales sont plus dif-
ficiles a cultiver en trés grande
quantité et produisent moins de la
protéine désirée. Elles sont cepen-
dant le seul systeme utilisable
dans des cas comme la production
de facteurs de coagulation.

Thérapie génique : tendances
our demain.
&uoique la « chirurgie » et la
« greffe » des geénes n’aient encore
jamais été réalisées chez ’homme,
il nous a semblé difficile de clore
un « lexique » consacré a la géné-
tique moléculaire et a la médecine
sans au moins évoquer cet aspect.

médicaments

La manipulation génétique
d’embryons dans le but de rem-
placer un geéne absent ou défec-
tueux est techniquement conceva-
ble (quoique probablement treés
difficile) mais se heurte a de
redoutables probléemes éthiques.
Plus que le transfert direct de
geénes dans I’ceuf fécondé in vitro,
ce qui pourrait étre envisagé est
le traitement in utero du feetus
par linjection intra-amniotique de
particules virales contenant un
géne exogeéne destiné a remplacer
ou a complémenter celui du feetus
(voir plus loin). L’avantage d’une
telle approche serait de pouvoir
étre utilisée aprés un diagnostic
prénatal... son désavantage étant
de ne s’appliquer qu’a des mala-
dies dont les effets ne seraient pas
irréversiblement déléteres pour
I’embryon et le feetus jeune.

Plus proches sont probablement
les premieres tentatives de correc-
tion post-natale de maladies géné-
tiques monogéniques par auto-
greffe de cellules génétiquement
recombinées. Les affections types
qui pourraient bénéficier d’un tel
traitement sont les rares déficits
enzymatiques associés a un défi-
cit immunitaire sévére, tel le défi-
cit en adénosine désaminase. Une
restitution partielle de 1’activité
enzymatique serait suffisante pour
restaurer I'immunité. Il devrait
donc étre possible de prélever des
cellules souches médullaires des
malades, de leur transférer un
géene (ou un ADN complémen-
taire, comme dans le schéma de
la figure 1 B, page suivante) codant

pour l’adénosine désaminase, et m—

75



76
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Opérateur (ATG)

Shine Calgarno

Y Transcription

Kt Transformation d'une

' bactérie , sélection pour

: ‘ la résistance a I'antibiotique,
“induction” du promoteur

Séquences
stimulant la traduction
GT AG
.',"' 228 ADNc , LEEN .‘
* * K Amplification dans des
{  Enhancer TAA AATAAA bactéries, transfection
Peptide signal TAG de cellules eucaryotiques,

TGA ;: sélection pour la résistance

Résistance AB

de regreffer aux malades ces cel-
lules ainsi modifiées.

Selon le méme principe de resti-
tution partielle, on pourrait envi-
sager de transférer dans des cel-
lules variées (fibroblastes ou cel-
lules médullaires) un ADN com-
plémentaire codant pour un fac-
teur antihémophilique, la sécrétion
dans le sang circulant d’une fai-
ble quantité d’un tel facteur pou-
vant mettre les hémophiles a
I’abri des accidents hémorragiques
les plus graves. Une telle mani-
pulation dans le cas des maladies
moléculaires de 1’hémoglobine,
autrement plus fréquentes que les
déficits immunitaires secondaires a
une enzymopathie, est beaucoup
plus difficile. Il faudrait, en effet,

Transcription

Résistance Néo

modifier ici toutes les cellules sou-
ches de telle sorte qu’elles produi-
sent une quantité normale
d’hémoglobine normale... ce qui
semble aujourd’hui difficile.

Les vecteurs les plus étudiés
actuellement pour introduire un
gene exogene dans des cellules,
médullaires ou autres, sont des
rétrovirus dont tous les genes
potentiellement pathogeénes ont été
délétés et remplacés par le gene
a insérer dans le génome des cel-
lules 2 modifier.

Enfin, une derniére voie théorique
de transfert de géne dans l’orga-
nisme serait d’injecter au receveur
des particules virales infectieuses
contenant un génome recombiné
et capables de I’introduire dans

e

. a l'antibiotique G.418

différentes cellules. Ces particules
pourraient étre, la encore, rétro-
virales, ou bien dérivées de virus
a ADN provoquant normalement
des infections bénignes ou inappa-
rentes (certains adénovirus, ou des
virus associés aux adénovirus).
Les obstacles sont nombreux et
divers, comportant le risque qu’un
rétrovirus, méme non pathogene
par lui-méme, s’insére a proximité
d’un oncogene et l’active, et les
incertitudes persistent sur I’avenir
d’une infection par un virus 2
ADN dont le cycle normal ne
comporte pas d’intégration dans le
génome cellulaire et contre lequel
I’organisme doit développer une
réaction immunitaire.

A. K.



Figure 1. Construction de génes artificiels a visée biotechnologique. A) Transformation de cellules bactériennes.
L’ADN complémentaire du messager que I’'on veut exprimer a un haut niveau dans les cellules bactériennes (en géné-
ral E. coli) est placé sous le contréle d’'un promoteur bactérien inductible et fort. Il comprend, au-dela du site d’initia-
de la transcription : la séquence de Shine Dalgarno, indispensable a la fixation des ribosomes bactériens au mes-
sager, et donc & sa traduction ; un codon d’initiation de la traduction (ATG) ; une séquence codant pour un peptide
signal d’une protéine bactérienne, permettant la sécrétion du produit final du géne étudié dans le milieu de culture
bactérienne ; éventuellement, un ATG codant pour une méthionine et non utilisé comme initiateur de la traduction,
situé juste entre les séquences bactériennes a gauche (rectangle étroit) et eucaryotiques a droite (rectangle large).
Au-dela du codon de terminaison de la traduction (TAA, TAG ou TGA), un signal spécifique de fin de transcription
est indispensable dans un systéme procaryotique. Le plasmide dans lequel est intégré ce géne comprend au moins
une origine de replication (ORI) et un géne de résistance aux antibiotiques. Les bactéries sont « transformées » par
un tel plasmide recombinant qui leur confére la résistance a un antibiotique, ceci permettant d’éliminer les bactéries
non transformées. Le géne hybride n’est alors pas exprimé, le promoteur étant inhibé par la fixation d’un répresseur
(R) sur une région régulatrice appelée « opérateur ». Lorsque cette répression cesse (par exemple, parce que le répres-
seur est thermo-instable et que le milieu de culture est placé a une température le détruisant, ou bien par addition
d’une substance bloquant la fixation du répresseur sur |I’opérateur), le géne est transcrit trés activement et I’ARN est
traduit. Le produit protéique, grace a la présence d’un peptide signal de protéine bactérienne (m/s n° 6, vol. 2, p. 341)
est sécrété dans le milieu a partir duquel il peut étre purifié. Les restes de protéine bactérienne persistant aprés I’exci-
sion du peptide signal lors du passage transmembranaire du produit peuvent étre éliminés par clivage de la méthionine
rajoutée entre les séquences procaryotiques et eucaryotiques... a condition qu’il n’existe pas d’autres méthionines dans
le géne.
B) Transfection de cellules eucaryotiques. Le géne (ou plus souvent I’ADN complémentaire dépourvu d’introns) dont
on désire faire synthétiser le produit par des cellules eucaryotiques est placé sous le contréle d’'un promoteur et d’une
séquence stimulatrice (enhancer) forts et actifs chez les eucaryotes, tels par exemple des promoteurs et des enhan-
cers viraux (LTR du virus de Rous, séquences régulatrices de génes d’adénovirus ou de virus SV-40). Au-dela du site
d’initiation de la transcription, on peut introduire dans cette construction plusieurs types de signaux : une séquence
localisée dans la partie 5’ non codante du messager et destinée & en augmenter la traductibilité, comme cela a été
démontré dans le virus LAV-HTLVIII (ou HIV) (séquence TAR, m/s n® 5, vol. 2, p. 285). Au-dela de I’ATG initiateur
de la traduction il est, la aussi, possible d’introduire une séquence de peptide signal permettant la sécrétion du pro-
duit dans le milieu ; aprés le signal de fin de traduction, l'introduction d’une séquence comportant un intron, avec
ses séquences consensus d’excision-épissage (m/s n° 3, vol. 1, p. 158) est de nature & augmenter I’expression du
géne hybride ; enfin, la présence d’un signal de polyadénylation AATAAA est absolument indispensable a la stabilité
du messager. Le plasmide dans lequel est insérée cette construction peut étre similaire au précédent (ce qui permet
son « amplification » dans des cellules bactériennes) et comporter en plus le géne « Néo » qui code pour la résistance
des cellules eucaryotiques a I’antibiotique G 418. Ainsi, aprés amplification du plasmide dans des cellules bactérien-
nes, celui-ci est transféré par divers procédés (on parle alors de « transfection ») dans des cellules eucaryotiques en
culture. Le plasmide s’intégre alors au bout de quelques jours dans I’ADN chromosomique des cellules transfectées
qui sont sélectionnées grace a leur résistance au G 418. Les « clones » ainsi isolés sont testés pour la production
de la protéine codée par le géne introduit.
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tant acquis qu’il n’y a ni
indication ni légitumité a
la modification génétique
héréditaire de I'embryon
précoce (Tableaul),
au moins en l’état actuel de nos
connaissances, les efforts des « théra-
peutes géniques » se concentrent déja
depuis plusieurs années sur la théra-
pie génique somatique, c'est-a-dire
sur I'apport d’'un géne fonctionnel a
des cellules n’intervenant pas dans la
gamétogeneése et possédant un équi-
valent anormal du géne transféré.

l Les greffes

En un sens, les greffes d’organes pra-
tiquées pour traiter des maladies
héréditaires peuvent étre considérées
comme une thérapie génique, le but
en étant bien, au moins en partie,
I’apport d’un gene fonctionnel. A
dire vrai, ce sont méme pour l'instant
les seules thérapies géniques a avoir
fait la preuve de leur efficacité : greffes
de moelle osseuse pour des hémoglo-
binopathies graves ou des déficits
immunitaires congénitaux, greffes de
foie pour des affections en rapport
avec des troubles héréditaires du
métabolisme hépatique, voire greffes
de poumons ou de blocs coeur-pou-
mons chez des mucoviscidosiques,
etc. Les progrés extrémement rapides
réalisés dans le domaine des greffes,
I’apparition d’immunosuppresseurs
de plus en plus efficaces et de moins
en moins toxiques font des greffes
une réelleperspectivedans nombre de
maladies héréditaires. Les exigences
de compatibilité immunologique, le

manque de disponibilité des organes

a greffer, les risques de contamina-
tion virale des greffons, la nécessité
d’un traitement immunosuppresseur
et d'une surveillance prolongée des
malades greffés ne permettent cepen-
dant pas de considérer cette stratégie
autrement que comme un pis-aller
justifié par I'absence actuelle d’autres
perspectives.

Autogreffes de cellules
génétiqguement modifiées

Dans son principe, cette approche est
extrémement attrayante : il s’agit en
effet d’uuiliser les propres cellules du
malade (ce qui supprime tout pro-
bléme immunologique), de les modi-
fier par introduction du geéne sensé
compenser l’anomalie génétique,
puis de les réintroduire dans 1'orga-
nisme (figure 1). Avant méme de pas-
ser a l'expérimentation, des ques-
tions surgissent cependant. La
premiére est celle de I'inocuité de
I'introduction, au hasard dans le
génome, d’'un fragment d’ADN, le
plus souvent apporté par un vecteur
rétroviral(figure 2). Les risques
potentiels d’activation d’'un onco-
gene situé a proximité du site d’in-
tégration de 'ADN exogéne sont
bien sir diminués autant qu’il est
possible par utilisation de vecteurs
dont les enhancers (situés dans les
LTR, long terminal repeats) sont
inactivés. De plus, I'absence d’appa-
rition de cancers spontanés chez les
souris transgéniques ayant intégré,



Thérapie génique germinale
chez I'homme ?

« Fécondation in vitro
« Embryon — morula ou blastocyste

+ Prélévement d'un blastomeére, PCR

— atteint (homozygote, maladie récessive
hétérozygote, maladie dominante)

— sain

TRI, etnonTHERAPIE !

Tableau |. La thérapie germinale chez I'homme ne
serait envisageable qu'aprés un diagnostic de la
maladie sur des embryons issus de FIV et maintenus
in vitro jusqu'a un stade morula ou blastocyste. Le
diagnostic se ferait par utilisation de la PCR. Puisque
dans tous les cas, on se retrouverait devant un
mélange d'embryons sains et malades, c'est le tri
d'embryon qui s'imposerait, pas la thérapie génique.

rﬂéaAp.l_E GENIQUE
TYPE DE MALADIE

HEREDITAIRE ALLOGREFFE

Vecteur

Autogrefia in vivo

1 organe responsable

non atteint

(maladies de fa coagulation,
hypercholestérolémie,
oxalose,

déficit immunitaires)

=+ Fait

1 organe responsable et
atteint, greffable

{maladies de Ihémoglobine,
deficit en al AT, tyrosinemie,

glycogénose}

4+ (Moele) =+ Fait

Organe atteint

non greffable,

ou tous les tissus

{Tay Sachs, myopathie,
nucoviscidasa)

+

Tableau III. ”fypes de thérapie génique ou de greffe
d'organe adaptées a diverses situations de maladies
héréditaires.

Les cellules utilisables
pour la thérapie génique somatique

« Cellules souches médullaires - Fragiles

« Fibroblastes « Divisions limitées

« Kératinocytes « Sécrétion externe

« Cellules endothéliales

- Difficiles a transformer,
a établir

 Hépatocytes

« Durée de vie limitée (?)

* (7

» Lymphocytes

* Cellules nerveuses
embryonnaires

Tableau Il

Thérapie génique somatique

Réinjection

= Prélevement de
moelle, culture,

transfert de géne
( rétrovirus )

——= Heépatectomie partielle,
culture, stimulation,
transduction,
réimplantation (site ?)

Figure 1. La thérapie génique somatique peut
consister en un prélevement chez I'enfant atteint de
cellules malades (moelle osseuse ou hépatocytes,
par exemple), en l'introduction in vitro du géne
curateur, puis en la réimplantation des cellules
génétiquement modifiées.
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au hasard dans leur génome, des
séquences d’ADN non oncogéniques
semble indiquer que le processus
d’activation insertionnelle n’est pas
fréquent. Le risque théorique en per-
siste néanmoins et, quand bien
méme la méthode aurait par ailleurs
démontré son efficacité, resterait pro-
bablement un obstacle durable aux
autorisations larges d’essais chez
I’homme ; les décisions seraient alors
prises au cas par cas, tenant compte,
comme dans tout essal thérapeuti-
que, de lefficacité supposée, de la
gravité de l'affection a traiter et de
I’évaluation du risque potentiel.

Les incertitudes persistantes a pro-
pos des conséquences éventuelles
d’une insertion au hasard d’ADN
exogeéne dans le génome cellulaire
expliquent que beaucoup d’espoirs
solent désormais placés dans la
«recombinaison homologue » qui
permet d’intégrer un fragment
d’ADN au sein de la séquence homo-
logue de I'ADN chromosomique,
voire de réellement «réparer» un
géne modifié par mutation. L’ap-
proche consisterait ici a sélectionner
par culture n vitro les cellules des
malades siéges d’'un événement de
recombinaison homologue, comme
cela est décrit en détail dans l'article
de Valérie Lemarchandel et Xavier
Montagutelli (m/s n° 1, vol. 6, p. 18),
puis a réimplanter ces cellules. Mal-
heureusement, les récents résultats
obtenus par R.L. Brinster et al., en
collaboration avec R.D. Palmiter
(Philadelphie, PA, et Seattle, WA,
USA) indiquent que le processus de
recombinaison homologue peut s’ac-
compagner de l'introduction de
maintes mutations risquant d’inacti-
ver le géne que l'on désirait répa-
rer [1].

Une autre difficulté, évidente a prior:
et confirmée a posterior:, réside en
I’exigence que les cellules génétique-
ment modifiées soient, notamment,
des cellules souches douées d’autore-
nouvellement, et non des cellules
déja engagées dans une voie donnée
de différenciation terminale. Dans ce
dernier cas, en effet, on peut s’atten-
dre a la disparition rapide des cel-
lules modifiées, a la vitesse de leur
différenciation irréversible en des cel-
lules a durée de vie limitée.

Enfin, exigence supplémentaire, il
faut s’assurer que le gene transféré
s’exprime quantitativement a des

niveaux suffisants pour avoir une
réelle action curative. A la lumiére de
tous ces prérequis, il semblait proba-
ble, jusqu’a il y a une année, que les
maladies curables par I'intermédiaire
de cellules médullaires génétique-
ment modifiées seraient les premiéres
a faire 'objet de tentatives thérapeu-
tiques. Il ne s’agissait pas tant des
maladies moléculaires de I'hémoglo-
bine exigeant que les cellules modi-
fiées synthétisent la chaine de glo-
bine codée par le gene transféré en
quantité énorme, ajustée a la syn-
thése endogéne de la chaine non
intéressée par la maladie, que de
carences immunitaires rares dues a
des déficits enzymatiques intéressant
le métabolisme des nucléotides puri-
ques (adénosine désaminase et
purine nucléosides phosphorylase).
Les conditions semblaient particu-
lierement favorables: la moelle est
facile a prélever, le succés des greffes
de moelle indique que des cellules
souches sont bien présentes dans ces
prélévements, et beaucoup d’élé-
ments indiquent qu’une correction
partielle des déficits enzymatiques
devrait éwre suffisante pour suppri-
mer la carence immunitaire. En réa-
lité les difficultés expérimentales ren-
contrées chez I’animal furent
considérables, liées soit a I’altération
des cellules souches médullaires au
cours de la culture in vitro nécessaire
a I'infection par les rétrovirus recom-
binés, soit a la moindre infectabilité
des cellules souches comparées aux
cellules déja engagées dans les diffé-
rentes voies hématopoiétiques. De
plus, des réarrangements associés a
I'intégration de '’ADN exogene sont
apparus fréquents. Jusqu’a trés
récemment, par conséquent, on
n’était pas parvenu a maintenir
durant une longue période un haut
niveau d’expression de 'ADN exo-
géne transféré a l’animal d’expé-
rience via l'infection rétrovirale de
cellules médullaires [2]. Une série de
progres récents permettent néan-
moins d’étre plus optimiste. Il s’agit
de la simplification maximale des
vecteurs, de l'utilisation de promo-
teurs internes de préférence au pro-
moteur rétroviral des LTR et de la
limitation au strict minimum des
manipulations n vitro des cellules
médullaires.

De plus, I'infectabilité des cellules
souches par les rétrovirus peut étre

considérablement stimulée en provo-
quant leur entrée dans le cycle cellu-
laire grace a l'action de cytokines,
notamment les interleukines 3 et 6 [3,
4, 5]. Grace a ces perfectionnements,
des expressions trés prolongées de
génes exogenes introduits dans des
cellules médullaires greffées ont éié
obtenues chez la souris.

Les candidats «thérapeutes géni-
ques » se sont aussi tournés vers
d’autres cellules receveuses éven-
tuelles qui accepteraient de se laisser
modifier et d’engendrer in vivo des
lignées permanentes (Tableau I1I).
Les fibroblastes ne semblent pas de
bons candidats, car leur capacité de
division est limitée (m/s n° 7, vol. 3,
p. 425). Les kératinocytes ont quel-
ques propriétés intéressantes... mais
auraient plus tendance a sécréter les
produits des génes transférés a I'ex-
térieur, vers la peau, que dans la
circulation sanguine. Les cellules
endothéliales ont des propriétés trés
attrayantes : elles sont au contact
direct du flot sanguin, semblent
douées d’autorenouvellement et peu-
vent étre apportées par l'intermé-
diaire de greffons vasculaires (m/s
n°7, vol.5, p.511). Fibroblastes,
kératinocytes et cellules endothé-
liales génétiquement recombinés
peuvent non seulement apporter a
I'organisme des protéines dont elles
assurent habituellement la syntheése,
mais aussi des molécules normale-
ment produites par d’autres cellules.
Ainsi la production de facteur IX
normalement synthétisé par les
hépatocytes peut étre assurée par des
kératinocytes ou des cellules endo-
théliales qui vont le déverser en
quantité appréciable dans la circula-
tion [6].

Les lymphocytes entrent aussi dans
cette catégorie de cellules, poten-
tielles usines de production d’un fac-
teur manquant. Ils doivent étre mis
a part, principalement parce qu’ils
sont le premier type de cellules a
avoir été utilisé pour une expérience
de transfert de géne chez I’homme et
que nous possédons par conséquent
des premiéres indications sur leur
comportement aprés infection par
un rétrovirus transportant un gene
étranger, en l'occurrence un mar-
queur de résistance a un antibiotique
actif sur les cellules de mammiféres
(m/s n° 9, vol. 5, p. 698). 11 s’agissait
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de suivre le devenir de TIL (tumor
infiltrating lymphocytes) chez des
malades souffrant de mélanomes
métastasés. Ces lymphocytes peuvent
en effet, apres activation par l'inter-
leukine-2, avoir un effet antitumoral,
les échecs pouvant étre dus a I'inca-
pacité des TIL réinjectés de se
concentrer au niveau des tumeurs.
Quoiqu’il soit trés improbable avec
ces cellules de parvenir a une colo-
nisation définitive in vivo, les expé-
riences menées chez les malades
atteints de mélanome ont montré
qu’elles pouvaient survivre, dans de
bonnes conditions, plusieurs mois.
Faciles a prélever, faciles a injecter,
les lymphocytes sont donc peut-étre
une solution intéressante, soit que
I’'on envisage de traiter une maladie
génétique (par exemple un déficit
immunitaire) en répétant les injec-
tions de cellules génétiquement
modifiées, soit que la thérapie géni-
que soit utilisée, comme nous le ver-
rons plus loin, pour traiter une
maladie non génétique, éventuelle-
ment transitoire.

Les hépatocytes, malgré la difficulté
de leur manipulation in vitro et leur
faible degré d’infectabilité par les
rétrovirus, ont fait I’objet de nom-
breux essais de transfert parce que le
traitement de maladies héréditaires
variées du métabolisme nécessite une
correction de I’lanomalie dans ce type
cellulaire. La faisabilité des réim-
plantations d’hépatocytes, recombi-
nés génétiquement ou non, a été
démontrée. De telles mini-greffes ont
par exemple permis de faire apparai-
tre de la bilirubine conjuguée dans la
bile de rats Gunn déficients en UDP-
glucuronyl transférase, ainsi que de
I’albumine dans le sang de rats anal-
buminémiques (m/s n°5, vol. 3,
p.303).

En revanche, des hépatocytes infectés
par des rétrovirus contenant le géne
du récepteur des LDL et réinjectés
dans la cavité péritonéale de lapins
Watanabe, déficients en ce récepteur,
n’ont pas permis d’obtenir un résul-
tat appréciable et durable sur I’hy-
percholestérolémie de ces ani-
maux [7].

Par conséquent, si ’on peut considé-
rer que la réintroduction des hépato-
cytes ne pose pas de problémes par-
ticuliers, les niveaux d’expressions et
la persistance d’une telle expression
apres transfert restent de faible

importance. De plus, une stratégie
classique de thérapie génique effec-
tuée sur les hépatocytes nécessiterait
leur prélévement sur le malade par
hépatectomie partielle. Sans étre
impossible, la difficulté de chaque
étape rend probablement lointaine
I'application d’une telle approche.

I Les organoides

Trés récemment, plusieurs équipes de
la cote Est des Etats-Unis ont décrit
une technique remarquable qui
pourrait faciliter considérablement la
thérapie génique somatique, notam-
ment celle utilisant les hépatocytes :
1l s’agit de la création d’orga-
noides [8). médecine/science a lon-
guement traité de l’angiogenése,
préalable indispensable a la crois-
sance des tissus, normaux et tumo-
raux (m/s n°5, vol. 4, p. 318 et n° 7,
vol. 5, p. 516). Les facteurs angiogé-
niques sont nombreux ; beaucoup
d’entre eux ont la propriété de se fixer
a I’héparine ou a des glycosaminogly-
canes de la matrice extracellulaire. Ils
forment ainsi la famille des HBGF
(heparin-binding growth factors).
HBGF-1 est identique au FGF acide
(fibroblast growth factor) alors que
HBGF-2 est le FGF basique.

La formation d’organoides est sim-
ple (figure 3). Un support non résor-
bable et bien toléré par I'organisme,
le polytetrafluoréthyléne (PTFE,
Gore-Tex) est utilisé sous la forme de
fins filaments non tissés (« cheveux
d’anges ») ; il est incubé dans une
solution de collageéne de maniére a

recouvrir les fibres textiles de cette

protéine de la matrice extracellulaire,
puis dans une solution d’HBGF-
1/FGF acide. Ce dernier facteur de
croissance est si puissant que quel-
ques centaines de nanogrammes suf-
fisent. La mixture est alors implantée
dans la cavité péritonéale de rats. En
quelques semaines, de complexes
structures vasculaires (artériolaires,
capillaires, lymphatiques et vei-
neuses) se développent au sein d’un
mésenchyme abondant qui semble
aussi contenir, fait plus surprenant,
des formations nerveuses. Selon le
site d’implantation, I'organoide, qui
semble parfaitement viable aussi
longtemps que dure l'expérience
(plus de six mois) échange de nom-
breuses connections vasculaires avec
les tissus environnants, foie, rate,

péritoine, anses intestinales, etc. Des
hépatocytes en suspensions injectés
dans un organoide constitué s’y éta-
blissent et restent fonctionnels
durant toute la période d’examen,
c’est-a-dire six mois. Ils sont capables
de provoquer une diminution de
plus de moitié de la bilirubine séri-
que de rats Gunn.

Thérapie génique
de maladies génétiques
et non génétiques

Les indications de la thérapie géni-
que somatique par autogreffe de cel-
lules génétiquement modifiées
incluent des maladies génétiques et
des affections acquises. Les maladies
génétiques les plus accessibles a ce
traitement (Tableaw IIl) sont celles
qui sont secondaires au déficit d’'une
protéine circulante (maladies de la
coagulation, qu’ils s’agissent des
hémophilies ou des maladies throm-
botiques congénitales [9], déficits
hormonaux congénitaux, etc.) et
celles dans lesquelles un organe, le
foie par exemple est la cause de la
maladie, mais non sa victime : oxa-
lose ; maladie de Crigler-Najjar,
équivalent humain du déficit du rat
Gunn ; hypercholestérolémie fami-
liale ; anomalies du cycle de I’'urée ou
de la néoglucogenése, etc. [10]. Un
déficit hétérozygote en a-1 antitryp-
sine pourrait étre une indication de
thérapie génique selon ces méthodes,
afin d’éviter la destruction du tissu
pulmonaire et I’emphyséme. En
revanche, parce qu’il s’accompagne
d’un risque important de cirrhose et
d’hépatocarcinome par surcharge en
la protéine mutée, un déficit homo-
zygote de phénotype Z resterait, pour
I'instant, une indication de la greffe
hépatique (m/s n° 3, vol. 3, p. 181 et
n° 3, vol. 5, p. 182).

Les maladies non génétiques que
I'on peut envisager de traiter par
thérapie génique sont, en théorie,
nombreuses. Les cellules génétique-
ment modifiées sont ici considérées
comme des mini-usines de produc-
tion et de distribution d’une subs-
tance d’'intérét biologique : facteurs
thrombolytiques libérés par des cel-
lules endothéliales tapissant un gref-
fon vasculaire ; anticorps monoclo-
nal «humanisé» (c’est-a-dire
possédant des régions constantes
humaines) dans une immunothéra-



pie passive anti-infectieuse ou anti-
tumorale ; dérivés solubles de CD4
chez les malades atteints de SIDA,
facteurs neurotrophiques libérés par
des cellules neuronales embryon-
naires implantées dans le cerveau de
sujets atteints de maladies neurodé-
génératives [11], etc.

Injection
de particules virales

L’introduction directe d’un gene cor-
recteur dans I'organisme pourrait
permettre d’ajouter a la liste des can-
didats a une thérapie génique les
malades atteints d’anomalies hérédi-
taires nécessitant d’étre corrigées dans
une trés large proportion de leurs cel-
lules. C’est le cas, par exemple, des
mucoviscidosiques ou des myo-
pathes. Cette approche permettrait en
outre un traitement trés précoce par-
fois rendu nécessaire par I'apparition
de symptoémes dés la période néona-
tale. La thérapie génique directe se
heurte malheureusement a deux dif-
ficultés majeures. LL.a premiere est
celle déja soulevée des risques d’ac-
tivation d’oncogénes par l'insertion
des séquences introduites. I.a recom-
binaison homologue, qui a ce jour
n’'est pas controlée mais seulement
repérable ex vivo, ne peut ici étre uti-
lisée pour écarter ce danger. La
recherche de vecteurs viraux perfor-
mants mais présentant le minimum
de risques pathogénes est donc par-
ticulierement importante pour ren-
dre applicable cette stratégie. A cHté
des rétrovirus délétés de leurs
séquences régulatrices, les adénovirus
peuvent étre considérés comme de
bons candidats [12]. Il n’est cependant
pas exclu qu’ils puissent occasionner
des symptomatologies plus sévéres
que la classique rhinopharingite. La
seconde difficulté majeure de cette
approche est que les cellules germi-
nales ne sont pas a 'abri du traite-
ment. Méme l’absence de tropisme
d'un virus donné vis-a-vis des sper-
matozoides et des ovules n’'écarterait
pas tout danger car I'on sait bien que
le tropisme est plus lié a la possibilité
d’expression que de pénétration du
virus dans une cellule. Or le danger
est bien dans la pénétration et I'in-
tégration dans le germen de cet ADN
viral recombinant qui pourrait modi-
fier I’espéce. Par conséquent, s’il
s’avérait nécessaire, dans quelques cas

particuliers, d’opter pour cette stra-
tégie, 1l faudrait peut-étre envisager
d’adjoindre un traiternent contracep-
tif définiuf. Il faut mentionner
qu’une telle contraception est en fait
déja associée a des traitements de
maladies graves (chimiothérapies
anticancéreuses en particulier, can-
cers du sein hormono-dépendants,
certains cancers du testicule).

A cOté des vecteurs viraux, d’autres
véhicules ont été envisagés pour
introduire de ’ADN in vivo, mais les
résultats sont restés décevants. Citons
pour mémoire les liposomes, initia-
lement développés pour tenter des
thérapies enzymatiques. Ces véhi-
cules sont potentiellement intéres-
sants car ils devraient permettre de
cibler TADN vers un type cellulaire
donné et par conséquent d’éliminer
tout risque d’atteinte des cellules ger-
minales. Par exemple, les liposomes
portant a leur surface des glycopro-
téines dont les acides sialiques ont été
hydrolysés peuvent étre reconnus par
les récepteurs hépatiques des asialo-
glycoprotéines et permettre un
ciblage dans les hépatocytes [13]. 11
n’existe cependant pas assez de résul-
tats expérimentaux pour affirmer
qu'’ils constituent un outil adapté,
efficace et sans conséquences délétéres
propres.

En conclusion, en partie a cause des
difficultés rencontrées dans la mise au
point des thérapies géniques de défi-
cits héréditaires initialement suppo-
sés étre de bons candidats a une telle
approche thérapeutique, les cher-
cheurs se sont tournés vers la
recherche de transporteurs de genes,
de cellules cibles, et de modes de réin-
troduction dans I’organisme des cel-
lules corrigées, entiéerement nou-
veaux, tels les cellules endothéliales
et les organoides.

Cette évolution des méthodes envisa-
gées s’est accompagnée d’une dérive
progressive des indications de la thé-
rapie génique : alors que le traite-
ment par ces moyens des maladies
héréditaires les plus fréquentes et les
plus graves (mucoviscidose, maladies
de I’hémoglobine, myopathies, mala-
dies lysosomales avec encéphalopa-
thie, etc.) reste probablement encore
trés lointain, il est rfécemment apparu
que nombre de maladies acquises
pourraient bénéficier dans un avenir
proche de I'introduction de cellules
génétiquement modifiées Wl
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LEXIQUE

GENETIQUE MOLECULAIRE ET MEDECINE

Le locus des génes p-globine et
les perspectives de transfert de
genes dans les hémoglobinopathies

Certains types de thalassémie 3 et
de syndrome de persistance de
I’hémoglobine fcetale sont dus a
des délétions emportant de larges
régions d'ADN, dont une partie
du «locus B », c'est-a-dire de la
portion d’environ 60 kilopaires de
bases (kpb) comportant tous les

génes de typeB[l]: le gene
embryonnaireg, exprimé au
niveau du sac vitellin ; les génes

foetauxy (Ay et G'y), exprimés
dans le foie foetal; les genes
adultes 0 et B, exprimés dans les
érythroblastes adultes ; le pseudo-
géne yB, enfin, non exprimé.

Dans deux . de thalassé-
mie yB avec , le
anglais et le type °

(figure 1)[2, 3], le génep et ses
régions bordantes sont intacts;
dans la forme anglaise la délétion
s’arréte méme a environ 25 kpb en
5" du géne B. Quoique non modi-
fié, le gene B ne s’exprime cepen-
dant pas chez ces malades et sem-
ble dans une conformation
chromatinienne « inactive » (m/s,
suppl. au n°7, vol. 2, p. 11). En
pratique, la conformatlon chro-
maumenne d’'un géne est appreé-
ciée par son accessibilité a la

DNAse 1: lorsque la chromatine
entourant un gene est dense,
ADN est peu accessible a la
DNAsel, une nucléase, et est
donc peu digéré par cette enzyme.
En revanche, un gene actif est
entouré d’'une chromatine proba-
blement moins dense qui le pro-
tége mal contre la digestion par
la DNAsel. La formation de
complexes nucléoprotéiques dans
le voisinage des genes actifs (m/s,
n°7, vol.3, p.428 et n°8, vol. 3,
p.487) crée, de plus, des
contraintes dans le double brin,
éventuellement la formation de boudes

N ||
HH e Grac B |5 |p Locus B
= -~ . — Transgene
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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Figure 1. Locus p et mini-locus utilisé comme transgéne. Rectangles rouges = génes actifs,; rectangle blanc =
pseudogeéne ; zones ombrées = délétions effectuées pour construire le transgene ; fleches épaisses = sites d’hypersensibilité
a la DNAse 1 spécifiques des cellules érythroides mais ne changeant pas au cours du développement, fleches minces =
sites d’hypersensibilité a la DNAse 1 spécifiques des cellules érythroides et apparaissant parallélement a I'expression des
différents genes. L'importance de différentes délétions rencontrées dans des syndromes thalassémiques (formes anglaise
et hollandaise) et dans des syndromes de persistance héréditaire de I'hémoglobine fcetale (type 1 et 2) est matérialisée par
les barres sous |'échelle des tailles en kilobases. Les limites 5° des délétions 5" et 3’ des délétions 3" sont hors du locus p.
Dans les thalassémies de type anglais et hollandais, les génes non délétés ne sont pas exprimés et sont dans une conformation
chromatinienne «inactive ». Au contraire, dans les persistances héréditaires de I'hémoglobine faetale, les genes intacts sont
parfaitement actifs.



d’ADN exposant particuliérement
une région a la digestion nucléa-
sique ; ceci crée un site hypersen-
sible, dont des exemples sont
montrés sur la figure 1. 11 existe,
dans le locus B, différentes classes
de sites hypersensibles a la
DNAse 1, spécifiques de la diffé-
renciation érythroide. Certains
sont présents dés les premiers
stades de 1’érythropoiese em-
bryonnaire et persistent tout au
long du développement et de la
vie adulte; ils sont situés entre 6
et 18 kpb en amont du géne € (soit
a plus de 45 kpb en amont du
gene ), et a prés de 22 kpb en aval
du géne B[4, 6). D’autres sites
hypersensibles sont spécifiques
du stade développement, appa-
raissant parallelement a I'activa-
tion des genes en amont desquels
ils sont situés (figure 1). 11 faut
remarquer que dans les thalassé-
mies de type anglais et hollan-
dais, la région contenant les sites
situés en 5’ du locus P est délétée,
les autres sites n’apparaissam
plus au cours du développement.
Les délétions entrainant les syn-
dromes de persistance héréditaire
de I’hémoglobine foetale (PHHF)
de typel et 2 intéressent les
génes o et B [7]; les génes intacts,
particulierement ceux codant
pour les chainesy (Ay et Gy)
sont en revanche parfaitement
actifs, les sites d’hypersensibilité a
la DNAse 1 des régions non délé-
tées étant présents et apparaissant
selon la chronologie normale. La
figure I montre que le site hyper-
sensible a la DNAse |l situé en
aval du gene B, constant au cours
du développement, est intéressé
par les délétions entrainant les
PHHE Ces résultats suggéraient
qu’existaient, loin en amont des
geénes B, des régions dont la pré-
sence était indispensable a I'ex-
pression de tous les genes du
locus au cours de la ditférencia-
tion érythroide. Les sites hyper-
sensibles indépendants du déve-
loppement, décrits tout d’abord
par D. Tuan [4], semblaient de
bons candidats pour indiquer la
localisation précise de ces élé-
ments de contrdle régional.

Par ailleurs, en quelque sorte sur-
ajouté aux éléments discutés plus
haut, chaque gene actif du locus
posséde ses propres éléments de
controle. Le géne B, par exemple,
a un promoteur fonctionnant
mieux dans les érythroblastes
adultes que dans d’autres cellules
et un enhancer absolument spéci-
fique de la différenciation éry-
throide adulte, situé entre 600 et
800 pb en aval du géne. De plus,
un motif du troisiéme exon,
encore mal défini, coopérerait
avec les éléments précédents pour
stimuler I'expression du géne
dans les cellules érythroides [6, 8].
Quoique ces régions bordantes
situées de part et d’autre du
gene B permettent, a elles seules,
de commander une expression
spécifique des cellules érythroides
adultes, in vitro dans des cellules
en culture [9-11] ou in vivo dans
des souris transgéniques [6, 8, 11,
12], le niveau d’expression atteint
dans les souris transgéniques est
souvent trés bas par comparaison
a l'expression du gene endogéne
et varie considérablement d’une
souris a 'autre, probablement en
fonction du site d’intégration.
Des concentrations appréciables
d’hémoglobine issue du transgéne
ne sont atteintes que lorsque ce
dernier est intégré en de multiples
copies (m/s n°l, vol.3, p.49).
Cette faiblesse d’expression,
observée quelque soit le mode de
création des animaux transgéni-
ques [13, 14] constitue un obstacle
qui semblait insurmontable a la
tentative de traiter les malades
souffrant d’hémoglobinopathies
séveres (principalement de thalas-
sémie) par transfert de géne dans
les cellules médullaires.

[idée est venue a plusieurs labo-
ratoires, assoclant ces données
éparses, que la faiblesse de l'ex-
pression des transgenes B globine
pouvait étre la conséquence de
I’absence des éléments de
controles localisés loin en amont
du génef, au niveau des sites
d’hypersensibilité indépendants
du développement. Grosveld et
al. [6] ont donc construit, dans un
vecteur acceptant plus de 30 kpb

d’ADN exogene (un cosmide), un
«mini locus 3 » représenté sur la
figure I ; les sites hypersensibles
amont se trouvent rapprochés,
griace a une délétion, entre 6 et
20 kpb du géne . Une délétion
rapproche aussi le site hypersen-
sible aval. Des souris transgéni-
ques pour cette construction se
comportent de fagon remarqua-
ble: elles expriment toutes le
transgene, proportionnellement
au nombre de copies intégrées,
chaque copie contribuant pour
un niveau d’expression identique
a celuil du gene endogene ; I'ex-
pression est indépendante du site
d’intégration. Ces résultats s’in-
terprétent en supposant que,
comme le suggéraient les thalas-
sémies Y de type anglais et hol-
landais, la région des sites hyper-
sensibles amont est indispensable
a l'expression normale des génes
du locus B. Il pourrait s’agir d’'un
enhancer stimulé par des pro-
téines communes a toutes les
étapes de la différenciation éry-
throide et indispensable a la
modification de la chromatine de
la région du locus B, modification
elle-méme requise pour que s’ex-
priment, sous l'effet de protéines
transactivatrices caractéristiques
des différentes étapes de la diffé-
renciation érythroide, les diffé-
rents génes du locus. Chez la dro-
sophile, Gasser et Laemmli [15]
ont étudié en détail les relations
entre les genes transcrits et ’asso-
ciation de I'ADN a la matrice
nucl éaire, c’est-a-dire au
«squelette » du noyau. I’ADN
semble étre attaché a la matrice en
des sites disposés environ toutes
les 50 kpb ou plus[16], formant
ainsi des boucles qui pourralem
peut-étre correspondre aux unités
transcriptionnelles. Les sites d’at-
tachement peuvent coincider avec
la localisation des enhancers et
d’autres séquences de controle de
la transcription. On peut donc
faire I’hypothése que les régions
de contréle en amont du locus B
globine pourraient fonctionner
comme un enhancer et (ou) un
site de fixation a la matrice nucléaire,

ces fonctions étant nécessaires m—
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a l'acquisition par la chromatine
d’'une conformation permettant
I’'expression des geénes.

Quoiqu’il en soit des mécanismes
d’action des séquences activatrices
amont du locus B globine, leur
découverte ouvre d’importantes
perspectives pour la thérapeuti-
que génique des hémoglobinopa-
thies. I’équipe de R.C.Mul-
ligan [14] a montré qu’il était pos-
sible de prélever la moelle d’'une
souris, de I'infecter par un rétro-
virus recombinant contenant un
géne de B globine humaine, puis
de greffer cette moelle a I’animal
rendu aplasique par chimiothéra-
pie ou irradiation. Les cellules
souches infectées par le rétrovirus
recombiné permettent de repeu-
pler la moelle, notamment en cel-
lules de la lignée érythroide syn-
thétisant de la globine B hu-
maine. Le niveau d’expression
obtenu par Mulligan reste faible,
mais sa construction ne contenait
pas la région des sites hypersen-
sibles amonts. S’il était possible
de mieux délimiter les éléments
actifs de cette région, et ainsi de
les intégrer a proximité d’un
géne B dans une construction
rétrovirale qui ne peut guére
admettre plus de 7kpb d’ADN
exogene..., Nous ne serions peut-
étre pas ¢éloigné des premiers
essais thérapeutiques.

Axel Kahn
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Souris transgéniques
et modéles du diabéte

Le diabete insulino-dépendant de
typel est un désordre métabolique
résultant de I'absence de sécrétion
endogene dmsulme[l] Des méca-
nismes auto-immuns semblent
impliqués dans I'étiopathogénie de
ce type de diabéte aussi bien chez
I’homme [2] que dans les modeles
animaux que constituent les souris
NOD (non-obese diabetic) et les rats
BB. Les arguments en faveur de ces
mécanismes sont I'apparition d’une
auto-immunité cellulaire et humo-
rale caractérisée par une infiltration
leucocytaire des ilots du pancréas et
une production d’auto-anticorps
dirigés contre les cellules 8. La facon

dont procéde le systéme immunitaire
pour distinguer le so1 du non-soi, et
pour maintenir un état de tolérance
a I'égard des antigenes du soi, n’est
pas complétement comprise mais
I'on sait qu’il fait intervenir les molé-
cules de classell du complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH :
H2 chez la souris, HLA chez
I’homme) (voir lexique m/s n°4,
vol.4, p.118). L’'intervention du
locus H2-1 (figure 1) dans la prédis-
position au diabéte caractéristique de
la lignée de souris NOD vient, grice
a la technologie des souris
transgéniques® (note et figure 2,
p. 445), d’éwe démontrée [3]. Des études

génétiques avaient permis d’affirmer
que la susceptibilité au diabete est
sous le contréle d’au moins trois
génes dont I'un, localisé sur le chro-
mosome 17, est étroitement lié au
locus H2-K [4]. L’on savait par ail-
leurs que les souris NOD n’expri-
ment pas 'antigéne I-E. Des croise-
ments effectués entre des souris NOD
et des souris transgéniques C57BL./6
exprimant E @ permettent d’obtenir
des souris NOD Ea+ chez lesquelles
aucune autre modification du chro-
mosome 17 n’a été introduite. Ainsi
le fait que ces souris ne développent
pas de diabéte peut étre expliqué par
I'expression des molécules I-E dont

Chromosome 17

Classes des molécules
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par la région |

Organisation des
molécules
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dans la Immunitaire aux
polymeéres synthétiques vient par ail-
leurs d’étre clairement démontrée [5-
7]. Les conséquences de
des molécules I-E chez les souris
NOD permettent de proposer divers
mécanismes pour expliquer leur rle
dans la mise en place d’une
tolérance immunitaire: (1) elles
pourraient induire la productuon de
cellules suppressives qui bloque-
raient le développement d'une réac-
tion auto-immune des cel-
lules B; (2) elles pourraient
des épitopes identiques a des anti-
génes présents a la surface de la cel-
lule B. La tolérance vis-a-vis de ces
antigénes serait acquise via celle
développée précocément vis-a-vis des
molécules I-E. L.’absence de
I-E. chez les sourts NOD et une
expresssion de I'antigéne spécifique
des cellules B, postérieure aux
bilités d’'une tolérance
immunitaire, serait a l'origine du
processus auto-immun. Il faut noter
que les B
touchées par cette réaction. Ce
la conjonction d'un antigéne
spécifique du pancréas et d'une
absence de molécules I-F. qui provo-
querait la non-tolérance de
cet antigéne du A Tinverse, dans
le modele des rats diabétiques BB
comme dans les auto-
immuns humains, il n'y a pas défaut
expression anormalement loca-
le pancréas, de molécules
de I et de I
une relation de cause a effet entre
des molécules du CMH

*la technique des fut
présentée dans un numéro précédent de méde-
cine par C. Babinet [14]. permet
d’'obtenir des animaux qui possédent, en plus
du matériel qui leur est propre, un
géne supplémentaire ou « transgéne » qui a
été, le plus souvent par dans
leeuf fécondé, ajouté a leur patrimoine héré-
dutare. il est de construire des
chiménques composées d'un pro-
moteur A, capable de diriger l'expression d'un
géne le tissu A, couplées a une
codant pour une protéime B, l'on pewt obtenir
des animaux transgéniques exprimant
fiquement la protéine B dans le
nouveau héréditare est ainsi
a la descendance de l'animal

A Un

dans  cellules pdu etl’ap-
parition du diabéte auto-immun
par I'infiltration lympho-

En termes est-ce I'ex-
pression aberrante de molécules du
CMH et la présentation d’antigénes
de la B qui, sumulant des cel-
lules T spécifiques, entraine I'in-

gene Ea

injectées

micro-injection
de I'ADN

Animal transgénique
pour le géne Eq
Le transgene s'exprime dans les
tissus ou E est normalement
exprimé
Lymphocytes B monocytes
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filtration lymphocytaire ou bien I'in-
filtration Iapparition
des du CMH?
groupes ont récemment choisi la
des sourls transgéniques
pour ce probléme. Diffé-
rentes molécules de classe I (H-2K")
ou de classe II (I-E® et I-AY)[8-11]

A B

séquences
régulatrices
L |
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Figure 2. La technologie des souris transgéniques. Micro-injection de genes
(Eq) ou de séquences chimériques (séquences régulatrices d'un gene A — l'insuline
dans les cas décrits — couplées au géne B-T de SV40, I-A, I-E ou H-2k.



furent placées sous le contrdle du
promoteur de l'insuline et micro-
injectées dans des embryons de sou-
Une trés forte expression de ces
molécules fut obtenue dans les cel-
lules B du pancréas et comme l'atten-
daient  auteurs un diabéte se déve-
loppa chez les animaux transgé-
niques. Ces modeles n’ont cependant
pas les caractéristiques escomptées.
En effet, s1 a des degrés divers les
cellules B dégéneérent, aucun élément
permettant de rattacher cette dégéne-
rescence a un mécanisme auto-
immun n’est observé. En

il n’y a pas d'infiltrauon lymphocy-
taire du pancréas. De une tolé-
rance immunitaire vis-a-vis des
molécules H2 et I-E est rapportée.
Par conséquent, l'expression aber-
rante des molécules du CMH dans
les cellules B semble a elle seule
suffisante pour induire un diabéte
dont le mécanisme ne met pas en jeu
les cellules T. La tolérance vis-a-vis
des molécules codées par les trans-
genes pourrait résulter d'une expres-
sion précoce au cours du développe-
ment qui les fait considérer comme
protéines du A Tappui de
cette hypothese 1l faut citer le résultat
récent obtenu par Adams et al. [12].
Des lignées de souris transgéniques
exprimant l'antugene T de SV 40
dans cellules B des de
ont été obtenues par
micro-injection du gene T sous
contrble régulatrices
du geéne de I'insuline. I’antigéne T
est naturellement considéré, dans la
plupart de ces lignées, comme une
protéine du soi et n’induit par consé-
quent réaction immunitaire.
De facon tout a fait inauendue, les
auteurs virent apparaitre dans 'une
de leurs lignées des
anti-T circulant. Ils
démontrérent que, chez ces animaux,
pour une raison non élucidée, I'ex-
pression de T était retardée par rap-
port a celle observée chez les ani-

maux transgéniques sans
anti-T. On peut donc que
ce simple retard dans l'apparition
d’un antigene a la surface d’une cel-
lule entraine I’absence d’établisse-
ment d’'une tolérance immunologi-
que a son égard. Dans le diabete
juvénile insulinodépendant, des
un

antigéne présent a la surface des cel-
lules B. Il est possible, conformément
a 'expérience décrite,
qu’une expression retardée de cette
protéine, au-dela de la période per-
mettant le développement de la tolé-
rance immunologique, soit a l'ori-
gine de l'atteinte auto-immune.
Cependant, dans la plupart des cas,
les molécules codées par les trans-
génes n’induisent pas de
auto-immune et 'apparition du dia-
béte chez les animaux portant les
transgénes [-Ad, [-E" et H-2K" doit
avolr une autre origine. Il faut a ce
stade noter que les productions aber-
rantes des molécules I-E', T-A¢ et
H-2Kb dans le pancréas, si elles
entrainent toutes un diabéte, n’ont
pas les mémes conséquences histolo-
giques. Dans le premier cas, le pan-
créas est intact alors que dans les
deux derniers le nombre d’ilots est a
divers degrés réduit. tous les cas
la production d’insuline est dimi-
nuée. [’hypothése la plus probable
pour expliquer cette diminution est
qu'il existe une interaction entre les
molécules du CMH et les méca-
nismes de synthése, maturation ou
de I'insuline. Cela peut
impliquer une compétition quant a
l'uulisation des protéines et autres
composants nécessaires a ces Opéra-
tions ou une interaction directe entre
I'imsuline et les molécules du CMH.
On peut faire par exemple I'hypo-
thése que la pré-pro-insuline se fixe
au niveau du des molécules du
CMH dont le role est de présenter les
fragments peptidiques de 1'anti-
gene[13]. Cette interaction pourrait
perturber le reploiement de la molé-
cule dans le réticulum endoplasmi-
que ou l'appareil de Golgi ou bien
encore inhiber la protéase qui libere
le peptide C. La destruction progres-
sive des B pourrait résulter
d’une destructuration due a l'accu-
mulation de peptides dérivés de I'in-
suline non excrétée.
Un autre modele de souris diabéti-
que a été obtenu par
d’une séquence codant pour I'inter-
féron y (IFN), placée sous le contrdle
du promoteur de I'insuline [10], I'ob-
jectif étant d’induire une expression
des molécules de classe II équivalente
a celle que 'on observe aprés cer-
taines infections virales. Dans ce cas

un diabéte se développe avec une
réaction inflammatoire importante
dont lorigine peut étre
de la réaction auto-immune décrite
par Adams et al. [12]. Les molécules
du CMH induites par I'IFN pour-
raient dans ce cas étre produites plus
tardivement que dans les modeles
précédents (peut étre du fait de I'ex-
pression tardive dans l'ontogénese
des récepteurs de I'IFN), ou bien
I'interféron pourrait induire la syn-
thése d’'un peptide qui serait présenté
a la surface des cellules B par les
molécules de classe II, elles-mémes
induites par 'IFN. Ainsi les souris
transgéniques IFN constituent, outre
un modeéle de diabéte, un modéle de
I'inflammation créée par I'interféron
permettant de comprendre la cascade
des induites par la produc-
tion locale de cette substance.
En conclusion, les modeles obtenus
ne sont d’exactes copies phéno-
des diabétes humains insu-
linodépendants. Ils permettent d’éli-
miner [’hypothése selon laquelle
dans les cellules B des
molécules de classe II puisse, quel
que soit le stade ontogénique ou elle
se produit, déclencher une réaction
auto-immune. En revanche, ils met-
tent en évidence leur intervention
directe dans la perturbation de la
production d’insuline et probable-
ment leur rdle dans la réaction auto-
immune lorsque leur expression est
tardive ou lorsque leur présence
autorise la présentation de peptides
produits tardivement au de
I'ontogenese.

Pascale Briand
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G énétique moléculaire et sauce tomate

Les perspectives nouvelles des ARN antisens en génétique moléculaire végétale

Les industriels de I’agro-alimentaire
se trouvent devant un redoutable
dilemme : soit vendre des tomates
muares et savoureuses a souhait...
dont plus de la moitié sera écrasée au
cours des manipulations et du trans-
port, soit proposer des fruits verts,
durs, totalement insipides... mais
faciles a conditionner. Il que
ce soit cette derniére solution qui ait
é1é adoptée généralement aux
USA [1]. Le probléme vient de ce que
la maturation de la tomate s’accom-
pagne d’une synthése importante de
I’enzyme polygalacturonase, qui
digére les parois des cellules végé-
tales, effondre les travées assurant la
rigidité de I'architecture du fruit et
aboutit a cet objet mou ayant une
tendance naturelle a s’écraser, et pas
seulement sur le visage des acteurs,
des chanteurs... ou des premiers
ministres contestés. Jusqu’a présent,
la solution a un seul de ces pro-
blémes avait été trouvée : le fruit vert
traité a I’éthylene rougit... ce qui ne
modifie en rien ses pietres qualités
gustatives.

La solution génétique consisterait a
dissocier la maturation du fruit de
I’hyperactivité de I'enzyme responsa-
ble de son ramollissement. Cela est
maintenant possible — et en partie
testé par deux équipes anglaises —
grace a l'utilisation d’ARN antisens
complémentaire du messager de la
polygalacturonase[2]. La tomate
étant un dicotylédone, le systéme
classique de transformation par le
plasmide Ti de la bactérie du sol
Agrobacterium tumefaciens fonc-
tionne parfaitement. Des plantes
transgéniques ont par conséquent été
créées par introduction d’un trans-
géne constitué de ’ADN codant pour
I’ARN antisens, contr0lé par le pro-
moteur fort du géne de 'ARN 35S du
virus de la mosaique du chou-fleur
et terminé par 'exurémité 3’ du géne
de la nopaline synthase. Il s’agit la
d’une construction parfaitement
classique en génétique végétale...
hormis le fait qu’elle comporte un

ADN transcrit en un ARN antisens.
Les tomates transgéniques ont une
réduction de 90 % de l'activité de la
polygalacturonase, associée a une
diminution du méme ordre de la
concentration du messager. L.e méca-
nisme de cette baisse de la quantité
de messager peut étre une interfé-
rence de I'’ARN antisens avec la
maturation nucléaire des transcrits
primaires, ou une instabilité du mes-
sager cytoplasmique partiellement
double brin.

L’intérét de cette expérience dépasse
le douloureux probléme de la saveur
des tomates ; il est en fait de confir-
mer l'efficacité dans les plantes des
ARN antisens, déja démontrée de
fagon spectaculaire dans les pétunias
par une équipe néerlandaise. [.’ex-
pression, dans des pétunias transgé-
niques, issus d’une fleur parentale
rouge, d'un ARN antisens complé-
mentaire du messager de la chalcone
synthase (enzyme principale de la
synthése des flavonoides, responsa-
bles de la couleur de la fleur) aboutit
a des fleurs allant du rose au blanc [3,
4]. Des succés peuvent aussi étre obte-
nus avec le tabac.

Les raisons de ces succés répétés,
alors qu’'une méme approche s’est
révélée peu efficace chez les souris,
restent énigmatiques. On peut sup-
poser que le promoteur végétal uti-
lisé est trés fort. Peut-étre existe-t-il
également dans les plantes un sys-
téme nucléasique particuliérement
efficace pour dégrader '’ARN double
brin. Quoiqu’il en soit, nul doute
que cette stratégie, utilisant les ARN
antisens ou les ribozymes naturelle-
ment actifs dans les plantes (m/s
n°8, vol. 4, p.522), est appelée a
connaitre un impérieux développe-
ment en recherche végétale fonda-
mentale aussi bien qu’en biotechno-
logie lorsqu’il s’agira d’inhiber ou de
freiner I'expression d’'un géne aux
effets défavorables. Ainsi peut-on
imaginer des plantes pratiquement
imputrescibles, du café sans caféine
et du tabac sans nicotine ! Des ARN

antisens antiviraux pourraient aussi
protéger les plantes contre une
grande variété d’infections.
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Meécanismes moléculaires de la recombinaison homologue

La recombinaison homologue est un phénoméne
d’échange de matériel entre deux molécules d’ADN de
séquence trés voisine au cours duquel aucun nucléotide
n’est perdu ni ajouté.

Dans un premier temps, les molécules mises en jeu
s'apparient base a base dans la région d’homologie.

La molécule intermédiaire, qui réunit deux double brins
d’ADN recombinants, contient quatre brins d’ADN
échangeant leurs appariements au point de contact.
Cette structure en brins croisés est appelée « structure de
Holliday » (figure IA). L’existence de cette espéce molé-
culaire a été suggérée par la mise en évidence de régions
de double brins hétérologues, formées de deux mono-
brins qui ne sont pas exactement complémentaires, dans
les deux molécules d’ADN issues d’une recombinaison.
Un modéle moléculaire a permis de mettre en évidence
deux propriétés physiques de la structure de Holliday :
la migration des branches et l'isomérisation.

La rotation du squelette de la molécule permet aux
monobrins croisés de passer librement d'une hélice
d’ADN a l'autre. Le point d'intersection entre les deux
hélices peut donc se déplacer aisément grice a un
mécanisme de fermeture a glissiére au cours duquel des
bases équivalentes des deux molécules originelles sont
échangées : c’est le phénoméne de « migration des
branches » ou de « diffusion rotatoire » (figure IB). Une
région d’'une molécule d’ADN donnée peut donc se
déplacer d’'une hélice a Uautre en produisant des double
brins hétérologues plus ou moins étendus. Des brins
peuvent ainst étre échangés entre deux double brins
homologues d’ADN a une certaine distance de la cassure
oniginelle.

La seconde propriété physique de la structure de Hol-
liday est son aptitude a subir une isomérisation
(figure ITA). Un simple réarrangement stérique (deux
rotations successives de 180° d’'une moitié du complexe
moléculaire autour du point de croisement) place les
brins croisés « a l'extérieur » de la molécule et croise les
brins non recombinés (figure 11B).

L ultime étape de la recombinaison homologue est la
résolution de la structure de Holliday en deux molécules
double brins. Ce phénomeéne met en jeu des nucléases
et engendre deux types de paires de double brins : des
double brins non recombinants qui n’ont échangé
qu’une région monobrin (sans isomérisation de la struc-
ture de Holliday) et des double brins recombinants qui
résultent d’'un échange des quatre brins (aprés isoméri-
sation de la structure de Holliday).

Des études menées chez la levure ont montré que la
recombinaison n’est initiée que si une des deux hélices
d’ADN présente une discontinuité : cassure ou région de
séparation des deux brins. Deux modéles ont été pro-
posés, toujours chez la levure, afin d’expliquer la for-

mation de la structure de Holliday. Le premier modéle
a été établi par Meselson et Radding en 1975 et suggére
que la recombinaison est initiée par une cassure simple
brin de l'un ou lautre des double brins impliqués
(figure I1I). L'extrémité 3’ du brin interrompu est uti-
lisée comme amorce de replication par UADN polymé-
rase. Cette néosynthése implique un déplacement de
Uextrémité 5° du brin, qui errvahat alors Uautre double
brin dans la région d’homologie et donne naissance a
une structure tricaténaire (A). Le brin envahisseur du
double brin donneur déplace le brin homologue du
double brin receveur, et la région double brin hétéro-
logue est étendue grdce a la synthése du brin donneur,
concomitante de la dégradation du brin homologue
déplacé du double brin receveur (B). La structure de
Holliday est engendrée par ligation des extrémités 3’ du
brin néosynthétisé et 5° du brin dégradé (C, D, E).

Le second modéle a été proposé par Szostak et al. en
1983 (figure IV). Il implique la double cassure d’'un des
deux double brins et la création, par des exonucléases,
d’'une délétion bordée d’extrémités 3’ simple brin. Une
des extrémités 3’ emvahit lautre double brin(A), est
utilisée comme amorce de replication pour 'ADN poly-
mérase et déplace le brin homologue de la molécule
acceptrice (B). 1.a synthése d’ADN a partir des deux
extrémités 3’ de la molécule donneuse permet de com-
bler la délétion (C). Le phénomeéne de migration des
branches engendre deux jonctions de Holliday qui sont
ensuite résolues par l'action d’exonucléases (D).
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Figure |. Diffusion libre du poit de jonction entre
deux :es d’ADN recombinarrtes.
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Figure Il (en haut). /somévissBon et
résolution de la structuore de Hol-

: forrnation de
la structure de Holiday per cas-
sure simple brin.

Figure Il (& gauche). Le modédle de
Meseison-Radding

Figure IV (& droite). Le modédée de
Srostak et Orr-Weaver : forrnation
de la structure de Holliday per cas-
sure double brin.
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