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A la recherche

de genes impliques

dans le developpement
embryonnaire de la souris :
le «piégeage » de géenes

La recherche de genes essentiels au développement
embryonnaire de la souris a été abordée par la mise en
ceuvre de stratégies variées. Comparée a toutes ces
approches, la stratégie de piégeage de genes présente un
important avantage : elle associe I'isolement et la caractéri-
sation moléculaire d’un gene a I’étude de son profil
d’expression ainsi qu’a la détermination de sa fonction in
vivo. Au-dela d’'un moyen d’identification des genes impli-
qués dans le développement de la souris, cette stratégie
ouvre la voie a la constitution de véritables banques de cel-
lules, étiquetées chacune dans un gene différent, base de
départ nécessitant ensuite une analyse détaillée gene par
gene. Par ailleurs, les informations relatives au profil
d’expression des genes piégés devraient permettre d’élargir
Pintérét du piégeage de genes a la production d’animaux
chimeres ou la réalisation de greffes. En outre, le piégeage
d’une activité transcriptionnelle particuliére pourrait servir
a I’expression ectopique de genes d’intérét ou a la destruc-
tion spécifique d’une structure embryonnaire ou d’un
lignage cellulaire donnés.

a compréhension des méca-
nismes moléculaires qui sous-
tendent I’organisation et le
développement de I’embryon
de souris requiert I'identifica-
tion des genes impliqués, la caractéri-
sation de leurs profils d’expression,
ainsi que la détermination de leurs
roles au cours du développement.
Chez la souris, environ mille génes
ont été identifiés, par des méthodes

génétiques ou biochimiques [1], ce
qui ne représente qu’une petite frac-
tion des 50 a 100000 genes estimés
faire partie du génome des mammi-
feres. Il est donc important de déve-
lopper de nouvelles stratégies per-
mettant ’acces, si possible sans
restriction, a I’ensemble des génes.

Au cours des dernieres années, la
recherche de génes essentiels au

développement embryonnaire de la m—
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souris a été abordée par la mise en
ceuvre de stratégies variées. La plus
répandue a certainement été celle
qui a consisté a identifier de nou-
veaux genes chez la souris sur la base
de leurs similitudes de séquences
avec des genes déja caractérisés chez
d’autres organismes comme la droso-
phile, le nématode ou le xénope
(pour revue, wvoir [2]). Souvent, la
fonction méme de ces génes a été
conservée au cours de I’évolution:
ainsi, les connaissances acquises chez
un organisme peuvent aider a la
compréhension des mécanismes
controlant certains aspects du déve-
loppement chez un autre (pour
revue, voir [3]).

D’autres voies de recherche des
geénes impliqués dans des phéno-
menes de différenciation cellulaire et
de développement consistent en la
réalisation de banques soustractives
d’ADN complémentaires (ADNc) ou
encore en des expériences de diffe-
rential mRNA display. Ces techniques
permettent, en principe, I'isolement
d’ARNm représentés spécifiquement
dans un type cellulaire donné, dans
un organe particulier, ou a un stade
donné du développement embryon-
naire. Ces banques peuvent étre éla-
borées a partir de cellules différen-
ciées et de leurs précurseurs comme,
par exemple, les cellules souches
embryonnaires et les cellules diffé-
renciées provenant de corps
embryonnaires [4]. Une autre
approche de I'étude de la différen-
ciation cellulaire et du développe-
ment réside en l'utilisation de
banques soustraites a partir de tissus
différents, tels que l'ectoderme, le
mésoderme, I’endoderme et la ligne
primitive composant I’embryon au
moment de la gastrulation [5]. Usant
au départ de la méme procédure,
B.Bettenhausen et A. Gossler ont uti-
lisé des séquences spécifiques d’une
banque d’ADNc d’embryons de
10,5 jours de développement pour
réaliser des hybridations in situ, sur
des embryons de méme stade, et
ainsi détecter et isoler les clones don-
nant des profils restreints a un type
cellulaire ou spécifiques d’une
région particuliere de I’embryon [6].
L’ensemble de ces stratégies permet
I’isolement de génes, connus ou
inconnus, mais présente une limita-
tion importante: en effet, ces straté-

messsm—n gics ne donnent aucun renseigne-
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ment sur la fonction biologique des
genes isolés. Il faut pour cela utiliser
une étape supplémentaire d’inactiva-
tion de ces génes chez ’animal.
Comparée a toutes ces approches, la
stratégie de piégeage de geénes, déve-
loppée chez la souris a I'origine par
Gossler et al. et ultérieurement par
plusieurs autres laboratoires [7-10],
présente un important avantage, car
elle associe I'isolement et la caractéri-
sation moléculaire d’un géne a
I’étude de son profil d’expression
ainsi qu’a la détermination de sa
fonction in vive. Cette stratégie
repose sur l'introduction de
«piéges» a génes dans le génome des
cellules embryonnaires souches (cel-
lules ES): celles-ci ont la capacité
remarquable de coloniser un
embryon hote, y compris sa lignée
germinale, ce qui permet le transfert
a I'animal d’une modification géné-
tique introduite dans leur génome
[11]. Cette stratégie constitue ainsi
une extension naturelle de la muta-
genese par insertion mais permet, en
outre, de muter spécifiquement et de
maniere délibérée les régions du
génome transcriptionnellement
actives.

I Le piégeage de géenes

Le principe général des stratégies de
piégeage, qu’il s’agisse de piéger des
séquences régulatrices (enhancer-trap)
ou des genes (gene-lrap), repose sur
Iintroduction dans le génome d’un
gene rapporteur dépourvu d’une par-
tie ou de la totalité de ses éléments de
controle transcriptionnel. L’expres-
sion du géne rapporteur dépendra
donc des éléments de régulation agis-
sant en cis de I'unité de transcription
a l'intérieur ou a proximité de
laquelle I'insertion aura eu lieu et
sera donc le reflet fidele de I’expres-
sion de cette derniére. A la suite de
certains événements d’intégration, la
«construction-pieége » aura pu inter-
rompre un gene endogene et donc se
comporter comme un agent muta-
gene. L’insertion de cette séquence
étrangere représente un « hamecon »
moléculaire et facilite ainsi le clonage
ultérieur du géne muté.

Les vecteurs de piégeage

De facon générale, tous les vecteurs
de piégeage possedent, d’'une part,

un gene rapporteur qui d’ordinaire
est le géne bactérien lacZ (son acti-
vité est facilement décelable et n’est
pas affectée par de larges fusions a
I’extrémité amino-terminale) et,
d’autre part, un géne codant pour
une protéine de résistance a un fac-
teur de sélection, généralement la
néomycine phospho-transférase. On
trouve trois catégories principales de
constructions-pieges qui sont pré-
sentées schématiquement dans la
figure 1 avec, d’une part, les
séquences génomiques minimales
requises pour leur transcription et,
d’autre part, les produits protéiques
synthétisés en conséquence.

On distingue tout d’abord le piege a
séquences régulatrices (figure 1A) qui
met en ceuvre un geéne rapporteur,
portant un codon ATG de début de
traduction et un signal de polyadény-
lation, dirigé par un promoteur mini-
mal (idéalement une boite TATA et
un site de début d’initiation de trans-
cription). Le géne rapporteur ne sera
donc transcrit que s’il s’est intégré au
voisinage de régions activatrices agis-
sant en cis.

Il existe ensuite les pieges a promo-
teurs, qui contiennent le géne rap-
porteur (avec ou sans codon ATG)
dépourvu de séquence promotrice
(figure 1B). Pour qu’ils soient fonc-
tionnels, les piéges a promoteurs doi-
vent s’intégrer dans un exon (dans la
bonne orientation et dans la phase
de lecture du geéne), ou encore dans
la partie 5’ terminale transcrite mais
non traduite du gene si le vecteur
possede un codon ATG. Lorsque
I'intégration d’un piége a promo-
teurs survient dans un intron, aucune
expression n’est observée puisque le
processus d’épissage des ARN
entraine son élimination.

L’avantage du piége a genes par rap-
port au pieége a promoteurs est qu’il
possede, fusionné en 5’ terminal du
géne rapporteur, un site accepteur
d’épissage (figure 1C). Des travaux
antérieurs avaient montré que des
sites donneurs et accepteurs d’ori-
gine différente peuvent interagir
fonctionnellement [12]. Ainsi, dans
les cas ou l'insertion s’effectue dans
un intron, la présence du site accep-
teur d’épissage dans la construction
permet d’engendrer un transcrit de
fusion comprenant une partie de lon-
gueur variable du géne endogene
suivie du gene rapporteur. Le fonc-
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Figure 1. Présentation des principaux types de construction utilisés. Les
extrémités de chacune des constructions, représentées aprés intégration
dans le génome, sont indiquées par des fléches verticales. Chaque construc-
tion comprend un gene rapporteur, la (-galactosidase (rectangles rouges) et
un gene de sélection, ici un géne de résistance a la néomycine (neo, rec-
tangles grisés). Dans le cas de la construction A, I'expression du géne rap-
porteur dépend de la présence, dans les séquences génomiques flanquantes,
de séquences régulatrices (schématisées par un rectangle R); dans le cas des
constructions B, C et D, I'expression dépend de l'intégration fonctionnelle a
l'intérieur d’un géne. Pour le piege a promoteurs (B), cette expression
dépend de l'intégration en phase dans une séquence exonique (ou dans les
régions non codantes, mais dans ce cas le gene rapporteur doit posséder
son propre site ATG de début de la traduction). Pour les piéges a génes (C et
D), I'adjonction d’un site accepteur d’épissage en 5’ de la construction per-
met I'expression du géne rapporteur méme quand l’'intégration a lieu dans
un intron. Dans les constructions A, B et C I'expression de neo dépend d’un
promoteur (Pro) actif dans les cellules ES; dans la construction D, au
contraire, I'expression de neo qui est fusionné aux séquences codantes LacZ
(B geo) dépend du promoteur du gene dans lequel la construction s’est inté-
grée. Rectangles roses hachurés: exon endogéne; rectangles rouges: géne
lacZ; Pro: promoteur constitutif; Pro min: promoteur minimal; PolyA: signal
de polyadénylation; SA: site accepteur d’épissage,; SD: donneur d’épissage.
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tionnement des pi¢ges a genes,
comme celui d’ailleurs des pieges a
promoteurs, dépend évidemment du
sens de leur intégration. S’il n’y a pas
de codon ATG dans le geéne rappor-
teur, celui-ci ne sera exprimé que si
I’événement d’épissage le place dans
la phase de lecture du gene endo-
gene.

L’organisation des premiers vecteurs
placait le geéne de sélection sous le
contrdle indépendant d’un promo-
teur constitutivement actif dans les
cellules ES, tel celui des génes thymi-
dine kinase (tk), phosphoglycérate
kinase (pgk-1) ou B-actine humaine
(hba) [7, 8, 10]. Cela permettait de
sélectionner positivement toutes les
cellules ayant intégré la construction
introduite mais exigeait un second
criblage pour repérer les événements-
piéges fonctionnels. Plus récemment,
la création d’une construction-piége,
composée d'un geéne de fusion entre
le géne conférant la résistance a un
antibiotique et le géne lacZ, a rendu
possible la sélection directe et exclu-
sive des événements d’insertions fonc-
tionnels, autrement dit, dépendants
de T'activité d’'un promoteur endo-
gene [8, 13]. Dans ce cas de figure,
tout clone cellulaire sélectionné in
vitro pour sa résistance a I’antibio-
tique correspondra a une insertion
dans un gene exprimé dans ces cel-
lules ES et synthétisera la P-galac-
tosidase (figure 1D).

Mise en ceuvre de la stratégie
de piégeage

L’introduction du vecteur-piége dans
les cellules ES se fait généralement
par électroporation de la construc-
tion plasmidique linéarisée [14] ou
par infection a l'aide de rétrovirus
défectueux MuLV (pour murine leuke-
mia virus), c’est-a-dire dont les
séquences promotrices et enhancer du
LTR (long terminal repeat) ont été délé-
tées [15]. Les événements de pié-
geage sont repérés in vitro et les
insertions choisies, selon des critéres
qui sont développés ultérieurement.
Ces mutations peuvent aussi étre
introduites chez I’animal, via I’obten-
tion de chimeres, engendrées par
I'injection de quelques cellules dans
des blastocystes qui sont ensuite
implantés chez des souris porteuses.
Les premicres expériences de pié-

geage chez la souris ont été publiées m——
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par les groupes de A. Joyner et J. Ros-
sant en 1989 [7]. Deux types de vec-
teurs étaient utilisés: un piege a
séquences régulatrices et un piege a
geénes. Si le rendement en événe-
ments de piégeage est plus élevé avec
le premier, les événements mutation-
nels y sont aussi plus rares. La lignée
Etll, issue de ce travail et étudiée en
détail par la suite [16], en est un bon
exemple: la construction piége a
séquences régulatrices s’est insérée a
une distance de 2,5kb d’un geéne
mais sans qu’il en résulte une pertur-
bation de la fonction.

En revanche, dans le cas du piege a
genes, le recrutement «obligé» d’un
promoteur de géne endogeéne
entraine, dans la majorité des cas, la
création d’un transcrit hybride com-
posé d’une portion du gene inter-
rompu, ce qui en facilite le clonage.
Ainsi, le piége a geénes constitue un
puissant mutageéne. C’est principale-
ment pour ces deux raisons que 'uti-
lisation de constructions piege a
genes tend a se généraliser aux
dépens des pieges a séquences régu-
latrices.

En résumé, la stratégie de piégeage
de genes dans les cellules ES se dis-

tingue par trois avantages impor-
tants.

1. Le gene rapporteur lacZ d’Escheri-
chia coli, qui code pour la B-galactosi-
dase (dont 'activité est révélée par une
coloration bleue en présence d’un sub-
strat chromogene, le X-gal), permet de
suivre dans les embryons chimeres le
profil d’expression du gene dans
lequel la construction s’est insérée.

2. L’événement d’insertion a la
potentialité d’étre mutagene ; il
entraine en effet I'interruption de
I'unité de transcription. L’analyse du
phénotype des souris porteuses de la
mutation a I’état hétérozygote et
homozygote permet alors d’obtenir
des informations sur la fonction du
gene piégé.

3. La formation d’un transcrit de
fusion entre la région 5’ du messager
endogene et le géne rapporteur,
dans les cellules dans lesquelles le
géne piégé est exprimé, permet le
clonage du géne concerné par 'utili-
sation de la technique de 5° RACE
PCR (rapid amplification of cDNA ends)
[17], ou par la construction de
banques d’ADNc mises en route a
partir de la séquence du géne rap-
porteur [18].

Le choix des stratégies
de criblage

Lorsqu’ils ont obtenu des clones de
cellules ES modifiés génétiquement,
les expérimentateurs effectuent une
étape de criblage des événements de
piégeage afin de choisir ceux dont ils
poursuivront I’analyse. Au cours de
ces dix derniéres années, des évolu-
tions, a la fois dans la conception des
vecteurs de piégeage et dans la straté-
gie de tri des genes piégés, se sont
dessinées que nous allons examiner.
Le but des équipes qui se sont inté-
ressées initialement au piégeage de
genes était de trouver de nouveaux
genes nécessaires au développement
de I'embryon de souris et de les
caractériser. Aussi ont-elles mis en
ceuvre un criblage direct par ’ana-
lyse in situ de I'expression du gene
rapporteur afin d’identifier les génes
exprimés et réglés au cours du déve-
loppement embryonnaire. En pra-
tique, cette expression était analysée
dans les embryons chimeéres au cours
de la gastrulation ou encore a des
stades plus avancés dans I’organoge-
nése, soit entre les jours 7,5 et 12,5
du développement [7, 8, 19-21].

Figure 2. Profil d’expression du géne rapporteur lacZ dans des embryons E 10,5 (x 1000) de trois lignées phléal obte-
nues a partir d’une construction piége codant pour une protéine hybride de résistance a la phléomycine et a la (3-
galactosidase. A. Lignée TK5, I'activité B-galactosidase est observée dans le cceur et le foie, dans des cellules éparses
sur I'embryon et dans des cellules hématopoiétiques. Ce profil a été retrouvé chez 45% des clones indépendants
obtenus avec cette construction. B. Lignée TK14, le géne rapporteur est dans ce cas exprimé de maniére trés large,
presque ubiquitaire. C. Lignée TL15, cette lignée présente un marquage plus restreint, spécifique du systéme ner-
semmmmmmm VeUx (central et périphérique). C: cceur; F: foie; SNC: systéme nerveux central.
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Notons ici que, d’'une maniére géné-
rale, il ne semble pas qu’un tissu par-
ticulier ait été exclu du marquage ou
tres préférentiellement marqué; une
exception cependant concerne des
observations que nous avons faites
avec la construction piége a geénes
Phleal [13]. Celle-ci est constituée
d’une fusion entre le geéne sh-ble
codant pour une protéine de résis-
tance a la phléomycine et le gene
lacZ. Nos résultats montrent que
45 % des événements pieéges indépen-
dants analysés présentent un profil
d’expression trés voisin au jour 10,5
du développement (dans le coeur, le
foie et la lignée hématopoiétique)
(figure 2). La raison de ce biais n’est
pas claire mais pourrait étre due a
une insertion préférentielle du piege
a geéne dans une région chromoso-
mique particuliere.

Si 'on considére I’ensemble des tra-
vaux publiés a ce jour, on constate
que les résultats obtenus sont généra-
lement concordants et sont a I'image
de ceux présentés dans 1'étude la
plus étendue, celle réalisée par les
équipes de A. Joyner et de J. Rossant
(Toronto, Canada). Au total,
279 clones indépendants de cellules
ES transformées par une construc-
tion piege a geénes et exprimant le
gene rapporteur lacZ ont été criblés.
Dans ces clones, les génes piégés se
répartissent de la maniére suivante:
un tiers présente une expression res-
treinte a un type tissulaire ou a des
structures embryonnaires particu-
liéres, un autre tiers des geénes pos-
séde une expression ubiquitaire ou
touchant un grand nombre de tissus
différents et le dernier tiers com-
prend des genes pour lesquels aucun
marquage n’est observé aux diffé-
rents stades de développement étu-
diés [21].

De maniere générale, forts de l'idée
que I'expression du géne rapporteur
reflete I’expression du geéne endo-
gene dans lequel I'insertion s’est opé-
rée, les expérimentateurs se sont
intéressés aux geénes piégés dont
I’analyse de l’expression dans les
embryons chimeres révélait des pro-
fils réglés de facon dynamique au
cours du développement. Cette étape
leur permettait de sélectionner, avant
I’analyse moléculaire, un géne dont
I’expression touchait un lignage cel-
lulaire précis, un tissu ou une struc-
ture embryonnaire particuliéere.

m/s n°11, vol. 14, novembre 98

Cette démarche a permis, par
exemple, a une équipe japonaise
s’intéressant plus particulierement
aux genes impliqués dans la morpho-
genese du cerveau, d’isoler jumonyi,
un nouveau geéne essentiel pour la
formation du tube neural [22].

Ce type de présélection possede ses
propres limites. En effet, les informa-
tions apportées par les expériences
de mutations par recombinaison
homologue nous suggeérent que le
profil d’expression d’un geéne n’est
pas nécessairement un bon indica-
teur de sa fonction [23]. Une étape
supplémentaire est donc nécessaire,
a savoir I’établissement de lignées de
souris afin de repérer les phénotypes
des homozygotes avant de décider
quel geéne cloner. Les études utilisant
ce crible requiérent un travail inten-
sif, des moyens importants, particu-
lierement en animalerie, et deman-
dent généralement un temps tres
long entre 'expérience de transfec-
tion et la caractérisation d’'un gene.
Les expérimentateurs s’orientent
donc actuellement vers d’autres
modes de criblage que nous allons
décrire.

Tri apres différenciation

Dans ce cas, le crible consiste a analy-
ser I’expression du géne rapporteur
dans les cellules ES avant et apres dif-
férenciation ex vivo. Il est établi
depuis longtemps que les cellules ES,
privées de facteurs inhibant leur dif-
férenciation (comme le LIF, leukemia
inhibitory factor) et cultivées dans cer-
taines conditions, ont la propriété de
former des corps embryonnaires
composés d’ectoderme et d’endo-
derme. Ces corps embryonnaires
peuvent a leur tour évoluer en un
grand nombre de types cellulaires
différenciés incluant les lignages
hématopoiétiques, cardiaques et ner-
veux, mais de manicre quelque peu
chaotique et difficile a reproduire
[26, 27]. Cependant, dans les années
récentes, des conditions de culture
ont commencé a étre mises au point
permettant d’induire, majoritaire-
ment et de maniere reproductible, la
différenciation des cellules ES vers
un lignage particulier [28-33]. L’ana-
lyse de I'expression du geéne rappor-
teur au cours de ces cultures permet
alors de détecter les genes piégés,
réprimés dans les cellules ES, mais

activés lors de la différenciation.
Dans certains cas, les auteurs repe-
rent simplement des genes activés ou
inhibés apres différenciation [34-36].
Une autre approche pourrait consis-
ter a utiliser deux vecteurs: un pre-
mier marquant spécifiquement un
type cellulaire donné a I'aide d’un
géne rapporteur dirigé par un pro-
moteur spécifique du tissu choisi
(voir par exemple [33] pour le cas
des myocytes cardiaques) et un
second portant une construction-
piége comportant un autre géne rap-
porteur ainsi qu’un gene de sélection
dirigé par un promoteur constitutif.
Si dans un clone de cellules ES dou-
blement transformées et engagées
dans une voie de différenciation, il
est possible d’observer la co-expres-
sion des deux types de marqueurs,
tout indique alors le piégeage de
genes activés au cours du processus
de différenciation ou bien de génes
spécifiques du type cellulaire étudié.
Une approche tout a fait similaire
consiste a effectuer un marquage
avec des anticorps spécifiques d’un
type cellulaire donné. II suffit alors
de rechercher la co-expression du
geéne rapporteur contenu dans le
piége a geénes avec ces marqueurs
pour identifier des geénes exprimés
spécifiquement au cours de la diffé-
renciation du type cellulaire consi-
déré. Cette approche a été utilisée
dans le cas des cellules nerveuses
[87], des cellules neuronales et
gliales, des chondrocytes ou des myo-
cytes [38]. Dans ces deux expé-
riences, chacun des geénes sélection-
nés in vitro dans les cellules ES
différenciées s’est révélé exprimé in
vivo dans les tissus prédits.

Tri apres réponse a un inducteur

Un second crible peut consister en la
sélection ex vivo de cellules ES chez
lesquelles I'événement de piégeage
implique des geénes inductibles. En
effet, il est possible de faire agir une
substance ou un facteur de crois-
sance dans le milieu de culture des
cellules ES: ’examen de P'activité du
géne rapporteur, avant et apres ajout
de I'inducteur, permet alors d’identi-
fier des genes inductibles ou répres-
sibles directement par cet inducteur
ou, indirectement, en aval d’une cas-
cade de transmission du signal cellu-

laire. Plusieurs travaux, faisant sou- s
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vent appel a des systémes expérimen-
taux de sélection ingénieux, utilisent
cette approche. L’acide rétinoique a
été utilisé pour sélectionner des
geénes dont l'activité transcription-
nelle est influencée positivement ou
négativement par cet agent dans les
cellules ES [39]. Apres ce criblage,
les expérimentateurs montrent que
95 % des génes piégés ont un profil
d’expression restreint in vivo et réglé
(entre les jours 8,5 et 11,5 de déve-
loppement) contre les 30 % observés
ordinairement sans cette induction.
De plus, aucun clone ne conduit a
I’expression constitutive du gene rap-
porteur alors qu'un pourcentage
relativement élevé (environ 30 %) est
observé lors d’un crible direct de
genes actifs dans les cellules ES [8,
21].

Il faut mentionner également ici des
expériences effectuées dans d’autres
types cellulaires que les cellules ES
mais qui pourraient étre appliquées a
ces dernieres; en effet, elles illustrent
I'utilisation de nouveaux types de vec-
teurs de piégeage comportant des sys-
temes particuliers de sélection, desti-
nés a identifier des génes induits ou
réprimés dans une séquence donnée
d’événements cellulaires. Ainsi, on
peut citer la mise au point d’un sys-
teme de sélection conditionnel per-
mettant de piéger les génes impliqués
dans le processus apoptotique dans
une lignée de cellules hématopoié-
tiques cultivées en l'absence d’inter-
leukine-3 [40]. De méme, la stratégie
de piégeage a été mise en ceuvre pour
isoler les génes réglés par les gluco-
corticoides dans des cellules hypophy-
saires [41], par les lipopolysaccha-
rides dans les cellules du lignage
lymphoide B [42] ou par MyoD dans
une lignée fibroblastique [43].

Constructions-pieges
pour la sélection de genes codant
pour un type particulier de protéines

Toutes les approches que nous avons
décrites jusqu’a présent étaient fon-
dées sur l'intégration du piege a
génes dans une unité de transcrip-
tion, quel que soit par ailleurs le type
de protéine codée par cette dernieére.
Une alternative intéressante consiste-
rait a utiliser des constructions-pieges
concues pour piéger spécifiquement
des geénes codant pour un type parti-

s culier de protéines. Un bon exemple
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de cette approche originale est fourni
par ’étude de Skarnes et al. [47].
Ceux-ci cherchaient a identifier des
génes codant pour des protéines
sécrétées ou transmembranaires,
dont un nombre croissant d’études
ont montré ces derniéres années
I'importance dans le développement
précoce de I'embryon de souris (voir
par exemple dans [48-50]). Ils ont
tout d’abord démontré que les vec-
teurs picges classiques mais porteurs

entrainent une inactivation de la >
galactosidase (probablement liée a
une orientation non fonctionnelle de
celle-ci vers la lumiére du réticulum
endoplasmique) et que, par consé-
quent, les génes piégés contenant
cette séquence sont exclus des cribles
classiques (figure 3). En revanche,
I’adjonction dans le vecteur piege
d’une séquence transmembranaire
(TM) permet de restaurer I’activité
de la B-galactosidase qui est cette fois

en 5’ d’une séquence signal (SS) ancrée dans la membrane du réticu-

A

= Cytoplasme

Orientation
inactive

I Cytoplasme

Orientation
active

= Cytoplasme

SS ™

pA

—>
™

— R A
pat

Orientation
inactive

Figure 3. Vecteurs réalisés dans le but de piéger spécifiquement des génes
codant pour des protéines sécrétées ou ancrées dans la membrane.
A. Construction classique porteuse en 5’ d’une séquence signal (SS) qui est
responsable de la localisation de la [(-galactosidase qui est fusionnée au
géne néo (Bgeo) dans la lumiere du réticulum endoplasmique (RE). Dans
cette situation, I'enzyme est inactive. B. Construction utilisée pour piéger les
protéines excrétées ou membranaires. L’ajout d’un segment (TM) transmem-
branaire & une construction classique permet, si cette construction est insé-
rée en aval d’une séquence signal, de repérer l'activité [(-galactosidase
puisque, dans ce cas, la protéine est ancrée dans la membrane du réticulum
endoplasmique mais orientée vers le cytoplasme: ainsi, I’enzyme conserve
son activité. C. Lorsque le géne piégé ne contient pas de séquence signal, la
séquence transmembranaire oriente la [3-galactosidase dans la lumiére du
réticulum endoplasmique la rendant inactive. Les fleches verticales indiquent
les limites de la construction. Rectangles roses: construction-piege, rec-
tangles gris: exon endogéne,; pA: site de polyadénylation,; SA: site accep-
teur d’épissage,; SD: site donneur d’épissage. (D’aprés [47].)
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lum, mais orientée vers le cytoplasme
(figure 3). Sur la base de ces observa-
tions, Skarnes et al. ont utilisé un vec-
teur-piege porteur en 5 d’une
séquence TM (figure3B): ainsi
devraient étre piégés et spécifique-
ment identifiés les génes porteurs
d’une séquence SS et donc codant
pour des protéines sécrétées ou
constituées en partie d’'un domaine
transmembranaire. De fait, I’analyse
de cinq sur six des insertions obte-
nues a montré qu’elles avaient eu lieu

dans ce type de génes [47].

Le piégeage généralisé et la création
de cellules ES «étiquetées »

Dans les expériences de piégeage
que nous avons décrites jusqu’ici,
seuls étaient examinés les genes
exprimés dans les cellules ES; cela
vaut évidemment lorsque le piege a
génes comprend une fusion du géne
de sélection et du géne rapporteur.
Dans les pieges dans lesquels les
deux genes sont indépendants, tous
les événements d’intégration sont

sélectionnés et seule une minorité de
ces événements correspondra a
I'intégration dans un gene actif, cette
intégration étant identifiée par la
coloration bleue en présence de X-
gal. Pour les événements n’entrai-
nant pas I'expression du géne rap-
porteur, la situation est plus
problématique, car la majorité de ces
événements correspond a une inté-
gration en dehors d’un gene. Aussi,
pour tourner la difficulté, Yoshida et
al. (Iharaki, Japon) et Niwa el al.
(Kumamoto, Japon) ont construit
des vecteurs pieges contenant en 5’
le gene lacZ, précédé d’un site accep-
teur d’épissage, et dans lesquels Ia
cassette de résistance a la néomycine
est dépourvue de séquences de poly-
adénylation. En conséquence, le
piege a genes doit utiliser des
séquences de polyadénylation endo-
genes pour que la résistance a la néo-
mycine s’exprime [24, 25]. Cette
«astuce » doit donc permettre d’enri-
chir en événements de piégeage
pour lesquels Dl’intégration du
«piege» a eu lieu dans des unités de

transcription, que celles-ci soient
exprimées ou non dans les cellules
ES. Les résultats obtenus dans ces
deux études sont intéressants mais il
restait cependant a analyser un plus
grand nombre d’insertions afin de
vérifier que cette approche permet
de piéger des genes de maniere effi-
cace, qu’ils soient ou non exprimés
dans les cellules ES. De fait, ce scéna-
rio a été validé treés récemment dans
une étude [63] utilisant des vecteurs
batis sur le principe que nous venons
de décrire (figure 4). De plus, dans
cette étude, une fois les clones ES
sélectionnés, un systeme de séquen-
cage direct des produits de RACE-
PCR a été mis au point (voir aussi
[46]). Deux mille clones ont été ana-
lysés de cette maniere correspondant
a autant de genes «étiquetés ». L’ana-
lyse comparative, a 1l’aide des
banques de données, des EST (expres-
sed sequence tags) ainsi obtenus a mon-
tré que 18 % correspondent a des
génes déja connus, 10% a des EST
humains ou murins, 10 % a des
séquences de type Bl, B2 ou élé-

I
i
I
1
1
I
| | ,
I
I
I
1
I
L 4

!

Transcrit de fusion n°1

MAAAAAAAAAAAAAAAAAN AAAAAAn

A LTR SA IRES pBgeo pA  PGK puro SD LTR
CRIE= I Vecteur rétroviral
\ — /, de piégeage
T _/2,,——/’3/
—— e - Geéne endogéene
B 1 LTR SA IRES geo pA  PGK puro SD LTR 2 3
- i RS ] g B - - --

Transcrit de fusion n°2

Figure 4. Structure d’un vecteur permettant le piégeage de génes dans les cellules ES, indépendamment de leur
expression. A. Le vecteur utilisé est de type rétroviral (LTR: long terminal repeat) et contient, de 5’ en 3’, un accep-
teur d’épissage (SA), une séquence IRES (internal ribosomal entry site), une séquence codant pour une protéine de
fusion B-galactosidase/protéine de résistance a la néomycine (Bgeo) suivie d’un site de polyadénylation (pA), le pro-
moteur de la phosphoglycérate kinase (PGK) suivi des séquences codant pour une protéine de résistance a la puro-
mycine (puro) et, enfin, un site donneur d’épissage (SD). B. Exemple d’intégration du vecteur rétroviral dans le pre-
mier intron d’un géne contenant trois exons. Deux transcrits de fusion sont attendus: (1) I'un contenant les
séquences 5’ du géne piégé et celles de [Bgeo, (2) I'autre contenant les séquences puro et les séquences 3’ du géne
piégé, y compris le site de polyadénylation. Ainsi, que le géne piégé soit exprimé ou non dans les cellules ES, ce type

d’intégration sera sélectionné en présence de puromycine. (D’apres [63].)
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ments transposables et, enfin, 61 %
ne correspondent a aucune séquence
contenue dans les banques de don-
nées.

I Conclusion

Depuis sa description initiale en 1989
[7], 1a stratégie de piégeage de génes
chez la souris s’est considérablement
développée. De nouveaux vecteurs
ont été décrits, des méthodes de
sélection pour un type particulier de
genes ont été mises au point et diffé-
rentes approches pour le criblage de
genes ont été éprouvées. Au total, les
prédictions initiales sur la possibilité
d’effectuer un trés large «balayage »
du génome de la souris et, plus spéci-
fiquement, d’identifier de nouveaux
genes du développement ont été lar-
gement vérifiées. La majorité, sinon
la totalité, des geénes de la souris
paraissent susceptibles d’étre «éti-
quetés» par un geéne rapporteur et,
la plupart du temps, ce dernier
semble reproduire fidelement
I’expression du gene piégé. Les résul-
tats globaux obtenus dans des expé-

riences dans lesquelles un nombre
(relativement) élevé d’insertions ont
été étudiées [8, 21, 44, 45, 51], ren-
dent bien compte de ces potentiali-
tés : ainsi, parmi 279 insertions dans
des geénes exprimés dans les cellules
ES, au moins 30 % concernent des
genes dont I'expression est réglée au
cours du développement embryon-
naire [21]. Par ailleurs, comme nous
venons de le voir, dans une étude
extensive concernant plus de
2000insertions, le séquencage des
EST correspondants a montré que
pres des deux tiers correspondaient a
des séquences non répertoriées dans
les banques de données [63]. Enfin,
le transfert, in vivo, de 42 insertions
dans des génes exprimés dans les cel-
lules ES a montré que pres de la moi-
tié d’entre elles entrainait une léta-
lité & I’état homozygote, indiquant le
caractere essentiel de ces génes pour
le développement de I’embryon [8,
18]. L’importance de la stratégie de
piégeage pour isoler ce type de gene
est confirmée par I’examen des résul-
tats obtenus par différents groupes
qui ont étudié in vivo les génes qu’ils

avaient piégés (Tableau I). Cinquante
pour cent des genes mutés présen-
tent un phénotype létal embryon-
naire.

Nous nous sommes intéressés dans cet
article a la mise en ceuvre de la straté-
gie de piégeage de geénes comme
moyen d’identification des genes
impliqués dans le développement de
la souris. Cependant, il faut noter, au-
dela de ce but spécifique, que cette
stratégie ouvre la voie a la constitution
de véritables «banques» de cellules
ES, «étiquetées» chacune dans un
gene différent. Du fait des progres réa-
lisés dans la mise en ceuvre des tech-
niques de 5 et 3’ RACE-PCR d’une
part, et dans les techniques de séquen-
cage, d’autre part [46], ce sont autant
d’EST qui pourront étre identifiés et
caractérisés. Par ailleurs, les informa-
tions relatives au profil d’expression
des génes piégés devraient permettre
d’élargir 'intérét du piégeage de
genes a l'utilisation d’'une expression
particuliere du geéne rapporteur lacZ,
dans des études de lignage cellulaire,
pour la production d’animaux chi-
meres ou la réalisation de greffes [52,

Tableau |

GENES ISOLES PAR PIEGEAGE DANS LES CELLULES ES ET ANALYSES CHEZ L'ANIMAL

Lignée Type de construction Gene Phénotype Reéférences
et localisation
El11 piege a séquences nouveau, et /1, viable [16]
régulatrices famille brahma
GT4-1 piege a genes nouveau, chr* 16 mort a la naissance [10]
GT4-2 piege a genes nouveau, chr 4 retard croissance ou létal [10]
Fug-1 piege a promoteurs homologue de RNA 1 létal a jour 6,5 [58]
(rétrovirus) (S. cerevisiae), chr 15
Rosa 5 piege a genes TEF-1, chr 15 létal a jour 11,5 [18]
(rétrovirus)
Rosa 3-7 piege a genes BTF3 létal a jour 6,5 [59]
(rétrovirus)
GT cordon bleu piege a genes nouveau, cobl, chr 11 viable [60]
Jumoniji piege a genes nouveau, jmj létal a jour 15,5 [22]
J3A3 piege a genes eck, chr 4 viable [61]
(rétrovirus)
1.114 piége a génes nouveau viable [39]
1.163 piege a genes nouveau viable [39]
I. 193 piege a genes nouveau viable [39]
R. 140 piege a genes nouveau létal a jour 12,5 [39]
ST 534 piege a genes
(secretory trap) lar, chr 7 viable [47]
ST 531 piege a génes PTPk, chr 10 viable [47]
(secretory trap)
PGT1.8 piege a genes aE caténine létal au stade blastocyste [62]

* chr: chromosome.
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53]. De plus, a I'image des systemes
mis en ceuvre chez la drosophile, orga-
nisme chez lequel les stratégies de pié-
geage ont permis de grandes avancées
dans I’étude génétique [54-56], le pié-
geage d’une activité transcriptionnelle
particuliére pourrait servir également
chez la souris a 'expression ectopique
de genes d’intérét ou a la destruction
spécifique d’une structure embryon-
naire ou d’un lignage cellulaire don-
nés [57].

Il ne faut cependant pas perdre de
vue que le but final de la stratégie de
piégeage est d’accéder a la fonction
des genes piégés; de ce point de vue,
la disposition de banques de cellules
ES «étiquetées» constitue certes une
base de départ remarquable (profil
d’expression et version mutée du
gene), mais 1’élucidation de la fonc-
tion suppose ensuite une analyse
détaillée (phénotype lié a la muta-
tion d’insertion, éventuellement pro-
duction d’autres types de mutations,
réseaux de régulation en amont et en
aval du gene étudié, mécanismes
d’action de la protéine produite,
etc.) et cette analyse ne peut évidem-
ment étre effectuée que gene par
gene, chacun d’entre eux ayant ses
spécificités propres B
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Summary

Gene trap strategies

for the identification

of developmentally important
murine genes

The availability of mouse embryo-
nic stem (ES) cells, which have the
remarkable ability to colonize the
germline of an host embryo has
opened the opportunity to transfer
genetic modifications, selected in
cultured cells, to the living animal.
In this paper, is described a stra-
tegy of gene identification which
uses particular constructs called
trapping vectors basically made
with a reporter gene, generally
B-galactosidase devoid of regulatory
sequences, and with a cassette
containing a selection marker.
After transfer into ES cells, the
reporter gene may be expressed
only when integrated in the correct
orientation into a transcription
unit. B-galactosidase expression can
then be monitored not only in ES
cells but also in chimeric mice, the-
reby uncovering the pattern of
expression in vivo of the «trapped »
endogenous gene. Thus the trap-
ping strategy has several virtues: (1)
the reporter gene reveals the
expression profile of the gene in
which the construct has been inte-
grated; (2) the construct, which
interrupts the transcription unit,
behaves as a mutagen; (3) the syn-
thesis of a fusion transcript made
of endogenous and reporter gene
sequences, facilitates the cloning of
the cDNA of the trapped gene.
Due to these virtues, this strategy
has become a privileged way to
identify genes, whose expression is
developmentally regulated and the-
refore likely candidates to be
important in development. More
generally, this strategy could serve
to tag any endogenous gene, and
therefore provide a way of creating
whole genome EST libraries.
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