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Un VIeUX débat 
Depuis qu ' il est question de séquen­
cer l 'ADN humain,  la discussion fait 
rage : faut-il déchiffrer l 'ADN géno­
mique « tout venant •• (qui d'après les 
estimations généralement admises, 
contient seulement quelques pour 
cent de séquences codantes) ou s 'atta­
quer en priorité aux seuls gènes, 
représentés par les clones d 'ADN 
complémentaires préparés à partir de 
1 'ARN messager extrait de cellules ou 
de tissus ? Nous avons plusieurs fois 
évoqué ce déjà vieux débat, et pré­
senté dans ces colonnes, il y a quel­
ques mois, le « deuxième souffle " du 
séquençage génomique [ 1 ] .  L' appro­
che par l 'ADNe a, elle aussi ,  beau­
coup de partisans et fait l 'objet de 
travaux menés avec des moyens nota­
bles . Plusieurs publications récentes 
dans Nature Genetics - qui s ' impose 
actuellement comme la meilleure 
revue semi-spécialisée du domaine -
nous donnent l 'occasion de faire le 
point. Notre tour d'horizon englobera 
également les premiers articles sur ce 
sujet parus depuis l 'été 199 1 ,  ainsi 
que les données plus récentes glanées 
à 1 ' occasion du congrès Hu man 
Genome, à Nice , en octobre dernier, 
ou lors d 'échanges avec les différents 
protagonistes de ce nouveau champ 
de recherches. 
La construction même des banques 
d 'ADNe - si elle est bien faite -
assure que l 'on va déchiffrer des 
séquences codantes et non des introns 
ou des séquences intergéniques. Aussi 
intéressants que soient ces derniers 
pour les partisans des isochores, voire 
les passionnés des fractales et de la 
« génétique numérique .. , leur signi­
fication biologique est obscure. Avan­
tage, donc, aux stragégies fondées sur 
le séquençage d'ADNe. Mais le 
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caractère à la fois partiel et redondant 
de la représentation des gènes dans 
toute banque d 'ADNe est immédia­
tement venu tempérer l 'enthousiasme 
des chercheurs .  On sait en effet que 
chaque cellule n'exprime qu'une par­
tie des cinquante ou cent mille gènes 
que renferme notre patrimoine géné­
tique : la banque d'ADNe correspon­
dante est donc forcément incomplète. 
De plus, les travaux de cinétique de 
réassociation de l 'équipe de John Bis­
hop, encore cités aujourd 'hui bien 
que remontant à 1974 [2 ] ,  ont clai­
rement mis en évidence trois classes 
d 'abondance parmi les ARN messa­
gers d 'une cellule . Les messagers très 
abondants comprennent un petit 
nombre d'espèces moléculaires dont 
chacune existe à des milliers ou des 
dizaines de milliers d 'exemplaires par 
cellule ; ils constituent 1 0  à 20 % de 
la masse totale de l' ARN messager. 
Viennent ensuite les ARNs moyenne­
ment abondants,  quelques centaines 
d'espèces différentes présentes, cha­
cune, à plusieurs centaines d' exem­
plaires par cellule et représentant 30 
à 40 % du total . Le reste correspond 
aux messagers rares ,  qui regroupent 
une ou même plusieurs dizaines de 
milliers d 'espèces ; on en trouve une 
ou deux molécules par cellule, parfois 
même moins . Ces chiffres, obtenus 
par des méthodes qui paraissent 
aujourd 'hui bien grossières, ont été 
pour l 'essentiel confirmés par les étu­
des plus fines menées depuis le début 
de l ' ère du clonage et restent la base 
de tout raisonnement .  
Une approche systématique par les 
ADNe, visant à dresser par ce biais 
un inventaire des gènes humains, 
suppose l 'analyse de très nombreux 
clones - pris au hasard dans une 
banque construite avec soin. L'opti-

que est différente de celle du scienti­
fique intéressé par une protéine par­
ticulière et qui en cherche le gène : 
il s 'agit ici, au contraire , d 'en exa­
miner le plus possible .  L 'écueil qui 
menace, dès lors, le séquenceur 
d'ADNe est celui de retomber fré­
quemment sur les mêmes clones ,  
ceux qui proviennent des messagers 
abondants et donc très représentés 
dans la banque.  Son inventaire va, 
du coup, se limiter aux gènes les plus 
exprimés dans le tissu duquel il est 
parti - gènes qui sont souvent déjà 
connus : du fait même de leur forte 
expression, ils sont plus facilement 
repérables et clonables que ceux dont 
le messager est rare . C 'est ainsi que 
le groupe de Peter Schimmel au 
MIT, qui s 'était lancé dans cette 
aventure au début des années 1 980, 
affichait un bilan assez décevant [ 3 ] .  
Ces chercheurs avaient établi une 
banque de muscle squelettique de 
lapin et séquencé plus de 1 50 clones 
tirés de cette collection : ils y trou­
vèrent , certes, les clones correspon­
dant à 1 3  des 19 protéines musculai­
res connues, mais ne découvrirent 
aucun gène jusque-là inconnu . . .  Cela 
a sans doute dissuadé beaucoup 
d'équipes de s 'engager dans cette 
voie - avant que les premiers résul­
tats du groupe de Venter ne remet­
tent à la mode ce genre d 'approche . 

La fin des années 1980 : program­
mes nationaux , progrès de la 
« normalisation » 

Le Programme Génome aux États­
Unis , officiellement inauguré fin 
1 990, avait , en réalité, déjà  débuté 
sous les auspices du DOE, du NIH 
e t  du HHMI ,  dès  1 987- 1 988 . I l  ne  fA ' 
comportait pas, avant 1 99 1 ,  de volet ,.... 
« ADNe .. , centré qu ' il était sur les ----
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cartes génétiques et physiques, sur 
l 'amélioration des technologies et sur 
le lancement de quelques projets de 
séquençage génomique : à l ' époque, 
Craig Venter proposait le séquençage 
de la bande q28 du chromosome X. 
Les programmes nationaux annoncés 
ou mis en route par plusieurs 
« petits " pays - Grande-Bretagne , 
Japon ou France - faisaient, eux, 
une part importante à ce type de 
recherche . Cela traduisait sans doute 
le désir d 'oc_çuper un < <  créneau '' peu 
investi aux Etats-Unis, et l ' impression 
que ce travail pouvait être effectué 
sans mettre en œuvre de très gros 
moyens . Des méthodes nouvellement 
élaborées semblaient aussi rendre ce 
travail plus fructueux . Nous faisons 
ici allusion à l 'égalisation ou << nor­
malisation '' des banques d 'ADNe -
procédé dont 1 'objectif est d 'arriver à 
ce que les différentes espèces molécu­
laires soient présentes à des fréquen­
ces comparables dans une banque 
donnée . 
Le principe de ces méthodes est assez 
si mple . On part d ' une banque 
d 'ADNe non normalisée, dont on 
prépare en masse les segments insé­
rés .  Ce mélange est dénaturé, puis 
placé dans des conditions où la réas­
sociation des brins complémentaires 
peut avoir lieu . Bien entendu , les 
espèces moléculaires abondantes, 
représentées à de très nombreux 
exemplaires dans le mélange de 
départ, se réassocient rapidement 
puisque la probabilité de rencontre 
des deux brins est élevée en raison de 
leur forte concentration . Les espèces 
rares, elles, se réassocient beaucoup 
plus lentement. De sorte que, après 
un certain temps de réassociation, les 
espèces abondantes sont majoritaire­
ment converties en ADN bicaténaire, 
au contraire des espèces rares. Un 
passage sur colonne d'hydroxy-apatite 
(qui sépare ADN simple brin et dou­
ble brin) donne alors un  mélange de 
fragments d 'ADN monocaténaires 
enrichi en séquences rares - ou , plus 
précisément, dans lequel l 'abondance 
des séquences fréquentes a été 
diminuée . 
La mise en œuvre de ce procédé est 
laborieuse. Les cycles de réassocia­
tions éliminent - c 'est leur but -
la majeure partie (en masse) de 
l 'ADNe, amenant le chercheur à tra-

vailler par la suite avec des quanti­
tés d 'ADN infinitésimales dont le 
maniement est délicat. C 'est, en fait, 
1 '  inclusion d 'une ou plusieurs étapes 
d 'amplification par PCR dans les 
protocoles qui a permis d 'aboutir à 
la construction de banques normali­
sées représentatives - publiées à peu 
près simultanément par une équipe 
japonaise [ 4] et par le laboratoire de 
Sherman Weissman à Yale (CO, 
USA) (5] . L'existence de ces ban­
ques , et la perspective de pouvoir 
appliquer les protocoles de << norma­
lisation " ainsi définis à toute banque 
particulière, ont certainement rendu 
l 'option ADNe plus attractive pour 
les décideurs scientifiques. Mais, 
curieusement, comme nous allons le 
voir, les travaux réalisés jusqu ' ici 
n 'ont guère fait appel à la normali­
sation . L'emploi de banques classi­
ques, dans lesquelles l 'abondance des 
clones reflète, plus ou moins, celle 
des molécules de messager dans la 
cellule de départ, 'avère très possi­
ble ; il est même préférable dans cer­
tains cas . . .  

Les EST (ou << signatures , ,  ou 
encore, << étiquettes ») entrent en 
scène 
C'est des États-Unis qu 'allait venir le 
premier résultat marquant. Ce fut 
une surprise : les travaux du groupe 
de Craig Venter, bien que conduits 
dans le cadre du NIH à Bethesda 
(MD, USA) n 'étaient pas financés 
par le programme génome ; C .  Ven­
ter lui-même n 'était guère en odeur 
de sainteté auprès de Jim Watson, 
son directeur prestigieux - mais un 
peu caractériel . . .  Et la controverse 
déclenchée par la demande de brevets 
aussitôt déposée par Venter et Reid 
Adler devait attirer l 'attention sur ces 
études, bien au-delà des cercles scien­
tifiques directement concernés. Nous 
n'évoquerons pas aujourd 'hui cette 
controverse,  déjà abondamment 
commentée . 
Le premier article du groupe de Ven­
ter, paru en juin 1 99 1 ,  montrait 
l 'efficacité de la méthode choisie [6] . 
Il s 'agissait tout simplement de pren­
dre, au hasard , des clones dans une 
banque d'ADNe (provenant du cer­
veau humain en l 'occurrence), et de 
faire, sur chacun de ces clones, < <  un 
coup '' de séquence : une seule lee-

ture sur un séquenceur de type 
Applied biosystems, donnant deux cents 
à trois cents nucléotides de séquen­
ces fiables à 97 ou 99 % .  Cette infor­
mation apparemment fragmentaire se 
révèle extrêmement utile. Comparée 
aux séquences enregistrées dans les 
bases de données, elle permet d 'éta­
blir si 1 'on est en présence d 'un gène 
déjà connu, ou d'une nouvelle entité. 
Elle autorise aussi la définition 
d 'amorces PCR pour l ' isolement du 
gène correspondant sous forme de 
cosmide ou de YAC , ainsi que la 
détermination du chromosome d 'ori­
gine grâce à un << panel " d 'hybrides 
monochromosomiques. L'on a ainsi 
obtenu un STS (sequence tagged site) 
repérant une séquence exprimée : 
c 'est ainsi que Venter a baptisé ces 
entités (EST, expressed sequence tags) . 
Enfin - du moins dans certains cas 
- la traduction en acides aminés du 
court segment d 'ADN lu peut don­
ner quelques idées sur la protéine. 
Ces données sont, de plus, obtenues 
à un coût très raisonnable : les divers 
laboratoires pratiquant en grand cette 
méthode avancent un prix de revient 
de 1 'ordre de dix dollars par éti­
quette . Rappelons que le séquençage 
complet d 'un ADNe de deux mille 
bases, au tarif optimiste d 'un dollar 
la base, coûte deux cent fois plus . . .  
C 'est ainsi qu'en quelques mois de 
travail, sans faire appel à des moyens 
techniques lourds, l ' équipe avait 
séquencé plus de six cents clones pris 
au hasard dans une banque d 'ADNe 
de cerveau . Trois cent trente sept de 
ces derniers étaient des entités jusque­
là inconnues. Ce n'était pourtant que 
le galop d 'essai puisque, un peu plus 
de six mois plus tard, la même 
équipe présentait deux mille trois cent 
soixante-quinze nouvelles séquences 
obtenues selon le même schéma opé­
ratoire [ 7 ] .  On pouvait dès lors pré­
voir que cette connaissance - certes 
schématique et partielle - allait, à 
bref délai, pouvoir s 'étendre à une 
fraction significative de nos cinquante 
ou cent mille gènes. D'autant que 
Craig Venter n 'était pas seul à sui­
vre cette voie . . .  

Les << étiqueteurs » amencains . . .  

L'acteur principal , au Nouveau 
Monde, est naturellement Craig Ven­
ter. Comme il eut l 'occasi�n de 
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Figure 1 .  Les options de séquençage d'ADNe. On a figuré un gène (en 
haut), I'ARN messager qui en dérive et la position des séquences effectuées 
par différentes équipes, celles de Craig Venter {6, 7], de James Sikela { 1  0]. 
Kenichi Matsubara { 1 1 1 et Robert Waterson { 1 4]. 

l 'expliquer lors du Human Genome 
Meeting de Nice en octobre 1 992 , il 
est venu à l 'ADNe par déception 
devant le peu de rendement (pour 
l 'ADN humain) du séquençage géno­
mique : ses articles récemment parus 
sur le sujet [8] soulignent en effet les 
difficultés de 1' identification des 
exons, et ne montrent ,  après 1 00 
kilobases de séquence, que cinq gènes 
dont deux déjà connus . . .  Au con­
traire , un travail équivalent fournit 
des centaines, sinon des milliers , 
d'expressed sequence tags (EST) . Sur le 
plan technique, il a choisi , dans un 
premier temps , l ' emploi de banques 
d'ADNe commerciales : elles se sont 
révélées de qualité médiocre , ce qui 
a entraîné un changement de tacti­
que . Qu 'elles soient commerciales ou 
<< maison ,, les banques proviennent 
d 'un amorçage au hasard sur l 'ARN 
messager, c 'est-à-dire que l 'endroit 
séquencé est placé de façon aléatoire 
dans la séquence - le plus souvent 
codante en raison de la prépondé­
rance de cette dernière dans 1 'ARN 
messager (mis n °  9, vol. 8, p. 966) 
(figure 1). Ce pari augmente la pro­
babilité d'obtenir une information sur 
la structure de la protéine correspon­
dante ; en revanche , elle peut abou­
tir à séquencer plusieurs morceaux du 
même ADNe, clonés dans différents 
plasmides - sans que l 'on ne s 'en 
aperçoive tant que ces séquences par­
tielles ne se recouvrent pas. Dans une 
étude effectuée avec le groupe de 
Michael Polymeropoulos [9] , une 
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petite cinquantaine de ces EST ont 
été localisés sur le génome humain.  
Localisés est d 'ailleurs un terme un 
peu fort , puisque, en fait ,  il ne s 'agit 
que d'une ,, assignation ,, chromoso­
mique, réalisée par réaction PCR 
(amorces définies à partir des séquen­
ces déjà déterminées) sur un jeu de 
cellules hybrides homme-souris, ou 
homme-hamster, contenant chacune 
u n  seul  chromosome humai n .  
L ' information ainsi obtenue est par 
trop imprécise pour être utile en elle­
même, mais elle permet d 'entamer 
ensuite la localisation fine de chaque 
clone sur un panel spécifique du chro­
mosome auquel il appartient. 
Une autre équipe d 'outre-Atlantique, 
celle de James Sikela [ 1 0] ,  a publié 
des travaux similaires menés d'une 
façon un peu différente : ces auteurs 
ont choisi d'obtenir la séquence de 
l 'extrémité 3' de l 'ARN messager, en 
amorçant la synthèse de l 'ADNe par 
de l 'oligo dT et en le clonant dans 
un vecteur directionnel (figure 1). 
Dans ce cas, les séquences portent 
presque toujours sur la région 3' non 
cod ante de l' ARN messager, et sont 
directement comparables, tant à 
l ' intérieur du laboratoire qu'avec les 
autres groupes ayant pris la même 
option. De plus ,  la grande ·divergence 
de ces séquences non codantes entre 
l 'homme et la souris, et leur fréquent 
polymorphisme, facilitent leur locali­
sation ultérieure précise sur le 
génome . L 'équipe a ainsi séquencé 
un peu plus de mille clones, dont 

plus de neuf cents semblent corres­
pondre à des gènes jusque-là incon­
nus : il faut dire qu ' il avait été pro-
cédé à une étape de '' précriblage ,, 
pour éliminer les clones les plus 
abondants, parmi lesquels se retrouve 
la plus forte proportion de gènes déjà 
connus .  Comme pour l ' équipe de 
Venter, la localisation chromosomi-
que est une étape limitante : une 
vingtaine seulement des clones 
séquencés a été localisée . . .  

. . .  l 'approche japonaise . . .  
Le pr9gramme Génome du ministère 
de l 'Education japonais (le << Mon-
busho >>) incluait dès 1 990 une com-
posante ADNe notable . je  la vis en 
œuvre dans le laboratoire de Kenichi 
Matsu bara au prin te rn ps 1 99 1 .  
C 'était un petit projet ,  mené à 1 ' épo­
que par deux ou trois jeunes cher­
cheurs et dont la conception rn ' avait 
fort intéressé ; les premiers résultats 
ont paru récemment dans Nature Gene-
tics [ 1 1 ] .  .... L'originalité de cette équipe est 
d 'employer le séquençage , non seu-
lement pour découvrir de nouveaux 
gènes, mais aussi pour évaluer le 
spectre d'expression d 'un tissu donné. 
A cet effe t ,  la banque est établie de 
façon à refléter le plus fidèlement 
possible la composition de 1 'ARN 
messager du tissu - en clonant 
volontairement des segments assez 
courts (deux à trois cents nucléotides) 
à partir de l 'extrémité poly A du 
messager. Les clones sont alors pris 
au hasard et séquencés selon les 
modalités maintenant classiques du 
cycle sequencing suivi d 'un passage sur 
séquenceur Applied. L'équipe réperto-
rie alors les séquences << redondantes >> 

(trouvées plus d 'une fois) et celles qui 
sont << solitaires >> , les compare aux 
banques de données et effectue quel­
ques contrôles pour vérifier que les 
valeurs de fréquence trouvées lors de 
1 'analyse des clones reflètent bien la 
réal i té au n 1 veau de l '  A R N  
messager . . .  
Sur 982 clones ainsi séquencés, 468 
appartiennent à cette catégorie des 
<< solitaires > >  ; c 'est là que l 'on trouve 
les quatre cinquièmes des séquences 
nouvelles .  Les clones redondants, 
eux, constituent la moitié de l 'échan­
t i llon mais ne renfe rment que 
1 73 espèces distinctes ,  dont trois très ---• 
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fréquentes. La majorité de ces espè­
ces est , elle aussi , nouvelle ( 1 3 5  sur 
1 73) .  On voit que si l 'on cherche des 
gènes encore inconnus, il vaut mieux 
sélectionner des séquences peu expri­
mées, peu représentées dans les ban­
ques : c 'était d 'ailleurs assez évident 
a priori, mais les chiffres précisent ce 
point .  Finalement ,  l 'on retrouve les 
trois classes de fréquences décrites 
jadis par l 'équipe de Bishop : trois 
espèces constituent à elles seules 
10 % du total des clones (donc, tou­
tes choses égales par ailleurs, 10 % 
de la masse de 1 'ARN messager cel­
lulaire) ; elles représentent, dans cette 
cellule, la classe des messagers " très 
abondants '' · Les 1 70 autres séquen­
ces redondantes forment la classe 
« moyennement abondante " : 40 % 
du total ; les solitaires correspondent,  
quant à eux, aux messagers rares .  
Bien entendu,  la frontière entre 
" moyennement  abondant  " e t  
« rare " est floue e t  arbitraire : si 
l 'équipe avait séquencé 2 000 ou 
5 000 clones au lieu de 1 000, cer­
tains des solitaires seraient devenus 
redondants ! Les auteurs explorent 
d 'ailleurs cette question en prenant 
quelques clones solitaires et en les uti­
lisant comme sonde sur 8 800 ou 
26 400 clones de la même banque . 
Dans cette expérience, certains des 
clones testés ne sont pas retrouvés : 
ils sont réellement rares.  D 'autres 
sont rencontrés de une à cinq fois, ce 
qui permet d 'estimer leur abondance. 
L 'examen des clones reliés à des 
gènes déjà connus, une petite cen­
taine d 'espèces représentée par 2 1 4  
clones, permet d 'aller plus loin : dans 
la mesure où la fonction est , dans ce 
cas, connue ou soupçonnée , ces don­
nées définissent une sorte de carte 
transcriptionnelle (figure 2) de la cel­
lule étudiée , qui est une lignée hépa­
tocytaire . On voit ainsi apparaître les 
gènes impliqués dans la synthèse des 
protéines, une douzaine d 'espèces 
constituant un quart des clones ,  les 
gènes liés à diverses autres fonctions 
dans le cytoplasme et les organites 
(une quarantaine d'espèces, un quart 
des clones également) ,  et les protéi­
nes impliquées dans la sécrétion : un 
troisième quart des clones, contenant 
une quinzaine d 'espèces distinctes. Le 
quatrième quart , quant à lui ,  se 
répartit entre protéines nucléaires, de 

Nombre de clones Nombre d'espèces 
(quantité d'ARNm) (diversité) 

1 57 Synthèse protéique 1 1 5  

� Cytosquelette 0 
1 59 Cytoplasme et organites 1 37 

� Noyau [IJ 
0 Membrane 0 
1 61 Protéines sécrétées 1 1 8  

OD Fonction inconnue 0 
0 20 40 60 80 0 1 0  20 30 40 

Figure 2 .  Spectre d'expression d'une lignée hépatique. Certains des résul­
tats publiés par Je groupe de Kenichi Matsubara [ 1 1]  sont ici représentés sous 
forme graphique : à gauche, le nombre de clones (sur les 2 14 identifiés) appar­
tenant aux diverses catégories, et à droite, Je nombre d'espèces différentes 
pour chacune d'elles. Soulignons que, par la force des choses, cette statisti­
que ne porte que sur les séquences correspondant à des gènes déjà identi­
fiés, et que ce spectre est donc susceptible de se modifier fortement dans 
le futur. 

membrane, du cytosquelette . . .  Ce 
spectre, bien que partiel puisque la 
plupart des clones ne sont pas iden­
tifiés - donc pas rattachés à une 
fonction - donne néanmoins une 
bonne idée de ce qui se passe dans 
la cellule étudiée. Il n 'est pas très 
surprenant qu'une cellule d 'origine 
hépatique synthétise beaucoup de 
protéines sécrétées, mais il est inté­
ressant de constater que près de 
30 % des messagers moyennement 
abondants sont des transcrits spécifi­
ques du foie. La spécificité tissulaire 
est donc nette : les partisans du cri­
blage différentiel ou des banques 
soustraites, souvent attaqués sous pré­
texte que tous les gènes seraient plus 
ou moins transcrits dans tous les tis­
sus, en tireront quelque réconfort . 
Quant à la forte présence des facteurs 
de synthèse protéique (entre autres,  
le facteur d 'élongation 1 a ,  qui ,  avec 
22 clones, remporte la palme de la 
séquence la plus représentée), elle est 
liée au fai t  que la cellule de départ 
est une lignée établie, et n 'a  pas été 
retrouvée dans une banque construite 
directement à partir de foie lors de 
travaux plus récents de la même 
équipe . 
L' idée directrice de cet exercice, dont 
les premiers résultats sont promet­
teurs, est de répéter la détermination 

pour chacun des 200 types cellulaires 
qui suffiraient à constituer notre 
corps selon 1 'ouvrage classique de 
Bruce Alberts : " Molecular Biology of 
the Cell. " Cela devrait fournir un 
ensemble de spectres de transcription, 
dont l ' interprétation deviendra de 
plus en plus riche au fur et à mesure 
que plus de séquences seront connues 
et que les gènes correspondants 
auront été étudiés . Les 200 000 
séquences ainsi déterminées donne­
ront à la fois une moisson de gènes 
et des informations biologiques pré­
cises .  Notons qu'à 10 dollars le 
<< coup de séquence , ,  le montant 
total du projet s'établit à quelques 
millions de dollars , un chiffre raison­
nable comparé au séquençage d'un 
seul chromosome humain qui , en 
l 'état actuel des techniques, revien­
drait à une ou plusieurs centaines de 
millions. Et un tel exercice sur les 
ADNe se prête aisément à un fonc­
tionnement relativement décentralisé 
et collaboratif impliquant de nom­
breux laboratoires ; il peut ainsi jouer 
un rôle d 'animation utile dans le 
monde japonais de la recherche. 

. . . et les autres 
Les travaux rapportés ci-dessus ne 
rendent pas compte de l 'ensemble des 
entreprises de séquençage systémati-
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que d 'ADNe en cours de par le 
monde. Mentionnons le petit groupe 
des ADNe qui fonctionne dans le 
cadre du « Centre de ressources , du 
programme Génome britannique . Il a 
à son actif plus d'un millier de 
séquences nouvelles, bloquées pen­
dant quelque temps par le dépôt de 
demandes de brevet effectuées à titre 
conservatoire par le Medical Research 
Council - à mon avis bien mal ins­
piré . . .  Plus près de nous, le projet 
< <  Genexpress '' de Charles AuJfray 
(CNRS, Villejuif et Généthon, Evry, 
France), a produit huit mille séquen­
ces dont plus de trois mille sont uni­
ques et nouvelles, et ont été enregis­
trées dans les banques de données 
EMBL et Genbank. Ce dépôt a été 
entouré d'une certaine solennité, et a 
donné lieu à une ceremonie, à 
l 'UNESCO, destinée à frapper les 
esprits et à marquer l 'opposition de 
ses protagonistes aux procédures de 
brevetage. D'autres programmes en 
cours, en Europe et ailleurs, permet­
tent d'estimer que l 'on dispose déjà 
de plus de vingt mille EST humains 
- nombre respectable ,  si on le rap­
proche du total estimé de nos gènes , 
cinquante à cent mille, et du nom­
bre de gènes humains clonés à la fin 
des années 1 980, moins de deux 
mille . Encore que ces divers chiffres 
ne soient pas tout  à fai t  
corn parables . . .  

Combien d ' EST ,  combien de 
gènes ? 
Il est instructif d'examiner le résul­
tat des < <  croisements , auxquels se 
sont livrés certaines de ces équipes.  
Le groupe de Matsubara, par exem­
ple , a comparé ses cinq cents << nou­
velles •• séquences aux deux mille six 
cents de Venter : vingt-trois seule­
ment sont communes. Faut-il en 
déduire que les deux sous-ensembles 
(les banques d'ADNe employées) se 
recouvrent très peu , ou qu 'elles cor­
respondent à l 'échantillonnage d 'un 
capital de plusieurs centaines de mil­
liers de gènes différents ? Non, car 
comme nous l 'avons noté, les séquen­
ces de Matsubara proviennent en 
principe de l 'extrémité 3 '  de l '  ARN 
messager, alors que celles de Venter 
sont prises au hasard le long de la 
molécule (figure 1). Le recouvrement 
réel pourrait aller jusqu' à  vingt ou 
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trente pour cent ; la comparaison des 
séquences de Sikela (elles aussi en 3 ') 
avec celles du groupe japonais sera de 
ce point de vue révélatrice. Bref, les 
données n ' imposent pas pour le 
moment une remise en cause du chif­
fre généralement admis de cinquante 
à cent mille gènes chez l 'homme ; et 
leur accumulation indique bien 
qu 'une fraction substantielle de cet 
ensemble sera prochainement  
<< étiquetée , . 
Il serait naturellement souhaitable 
que, pour aider aux comparaisons, 
les laboratoires s 'accordent sur la 
région à séquencer. Ce n'est pas le 
cas actuellement ; la zone qui présen­
terait le maximum d'avantages est la 
regwn 5 '  du messager puisque, 
compte tenu de la faible longueur, 
quand elles existent, des séquences 5' 
non codantes, elle donnerait des 
informations sur la structure de la 
protéine (figure 1). Mais cela suppose 
des banques d 'ADNe full length, dans 
laquelle chaque molécule de messager 
serait représentée par un transcrit 
inverse complet - ce qui est encore 
difficilement faisable aujourd'hui. On 
peut penser que les travaux d'étique­
tage stimuleront le séquençage com­
plet de clones d 'ADNe, ce qui facili­
tera les recoupements nécessaires. En 
tout état de cause, l 'archivage de ces 
séquences partielles doit être rapide 
afin de permettre les comparaisons 
entre laboratoires .  Cet archivage est 
bel et bien réalisé pour les séquences 
de Venter : le droit des brevets amé­
ricains - au contraire du droit fran­
çais - autorise en effet la publica­
tion des résultats avant obtention des 
brevets . Mais le délai entre l 'obten­
tion d 'une << signature , et son archi­
vage est encore trop long, certaines 
informations recuei l l ies par les  
auteurs (comme les  homologies avec 
d 'autres gènes qu' il s  ont décelées en 
interrogeant les banques de données) 
sont perdues dans des bases comme 
EMBL, et tout le système doit être 
amélioré pour faciliter son accès . 

La plus-value de la localisation 
chromosomique et de la génétique 
Comme nous l ' avons signalé, la loca­
lisation chromosomique des << étiquet­
tes , ne suit pas , et de loin, leur 
obtention . Il est en effet relativement 
aisé de charger les produits de réac-

tion de trente clones sur un  appareil 
Applied Biosystems et d 'en tirer trente 
séquences ; en revanche, la réalisation 
d'un nombre équivalent de Southern 
blots ou , pire , d 'hybridations in situ 
représente un travail beaucoup plus 
lourd. Au surplus, la sensibilité de la 
méthode FISH (fluorescent in situ hybri­
dization) est encore très << limite , pour 
des petites sondes . Pourtant ,  l ' infor-
mation de localisation chromosomique 
est capitale, et à plus d'un titre. Tout 
d 'abord, c 'est elle qui transforme 
l 'EST en un repère qui peut servir 
à l ' intégration des cartes physiques, 
génétiques et transcriptionnelle s .  
Mais, de plus, la connaissance de  la 
zone chromosomique d 'où provient 
un EST, jointe à un minimum 
d'informations sur le tissu dans lequel 
il est exprimé,  permet d ' intéressants 
croisements avec les données de la 
génétique clinique . N 'oublions pas 
que l 'homme est l 'organisme dont la 
pathologie est  la mieux étudiée, que 
trois ou quatre mille maladies géné­
tiques sont connues, que plusieurs 
centaines d 'entre elles sont localisées 
sans que pour autant le gène en 
cause ait été isolé .  Parmi les EST 
nouvellement déterminés ,  certains 
vont fatalement se situer dans le seg­
ment chromosomique où << doit , -
d'après l 'é tude génétique - se trou­
ver le gène responsable de telle ou 
telle maladie . Cela ne prouve pas que 
l 'EST corresponde à ce gène ; mais 
il devient à tout le moins un candi­
dat sérieux. 
A l ' heure actuelle , les méthodes qui 
permettent de placer des ADNe sur 
le génome restent lourdes et lentes .  
L'emploi d 'hybrides somatiques ne 
définit que le chromosome d 'origine, 
et coûte dix fois plus cher - d'après 
les estimations de Craig Venter -
que l 'obtention de la séquence ; 
l 'hybridation in situ de ces petites son-
des réclame une adaptation de la 
technique pour presque chaque clone, 
contrairement à la localisation de cos­
mides ou de YAC qui fonctionne en 
routine, dans des conditions définies 
une fois pour toutes . L 'avenir, en 
fait, est aux < <  fùtres polytènes , * ,  qui 
exploitent avec élégance les travaux 
de cartographie physique dans les­
quels s 'es t  récemment  i l lustrée 
l 'équipe de Daniel Cohen [ 1 2 , 1 3 ]  
(mis n °  8, vol. 8, p .  881). L e  concept ---
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vient du nématode, dont la carte 
physique est pour l 'essentiel terminée. 
Le groupe de John Sulston a pu ainsi 
réaliser des fùtres sur lesquels sont 
disposés un peu plus de 900 Y AC 
représentant l 'ensemble des cent 
mégabases de ce génome . Puisque la 
carte physique , et donc la position de 
chacun des Y AC sont connues, ces 
derniers ont pu être déposés sur le fù­
tre dans l 'ordre dans lequel ils se 
trouvent sur la carte des six chromo­
somes de C. elegans. Ainsi la simple 
hybridat ion d ' une sonde un  
ADNe par exemple - sur ce fùtre va 
normalement révéler deux ou trois 
points adjacents : ce seront les deux 
ou trois YAC (recouvrants) qui con­
tiennent la séquence correspondante . 
La position de ces points détermine 
le chromosome et la position de la 
séquence sur ce dernier, à une ou · 
deux centaines de kilobases près. Elle 
indique aussi quels clones le cher­
cheur doit demander à Sulston s ' il 
souhaite examiner l 'environnement de 
son ADNe ou rechercher d 'autres 
gènes à proximité . . .  Les projets de 
type EST sur le nématode font natu­
rellement bon usage de cette possibi­
lié . C ' est ainsi que le groupe de 
Waterston a récemment positionné 
670 ADNe : . 606 n'ont posé aucun 
problème, les autres présentant des 
séquences répétées qui compliquent 
quelque peu 1 'opération [ 1 4 ] .  
Le chromosome 2 1  humain a été 
complétement cartographié, l 'ensem­
ble de notre génome est en passe de 
l 'être ; rien ne s 'oppose en principe 
à ce que des < <  fLitres polytènes >> 
humains soient préparés.  Le projet 
< < Genexpress > >  devrait logiquement 
en bénéficier, et ainsi intégrer ses 
ADNe dans la carte physique.  Cela 
ne sera pas immédiat, car il reste à 
définir la position exacte des contigs 
obtenus par l 'équipe de D.  Cohen, à 
établir un << jeu minimum » de Y AC 
(inut ile d'en mettre trente mille sur 
les fLitres, cinq ou ix mille devraient 

• Le nom de " filtre polytène " fait référence à la dro­
sophile. Dans cel organisme, les chromosomes polytè­
nes des glandes salivaires ont depuis très longtemps 

facilité la localisation de gènes par hybridation in 
situ : ils sont en effet constitués d 'environ 
4 000 copies d 'ADN répliqué sur place, les signaux 
obtenus sont donc très nets el la localisati011 aisée -
comme avec les filtres auxquels, par analogie, john 
Sulston a donné leur nom. 

suffire) . . .  et à installer la logistique de 
fabrication et de distribution de ces 
fi ltres qui seront à coup sûr très 
demandés ! Mais existe-t-il une meil­
leure manière de montrer l 'utilité des 
approches génomiques lourdes, et de 
répondre aux critiques qui prétendent 
que ces travaux ne présentent pas 
d' intérêt biologique ? • 

Bertrand R. Jordan 
Directeur de recherche au Cnrs, responsa­
ble du groupe de génétique moléculaire 
humaine. CIML, Inserm/Cnrs, case 906, 
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Morphogenèse et gènes régulateurs 
du développement 

Françoise Dieterlen (Institut d'Em­
bryologie cellulaire et moléculaire, 
Nogent-sur-Marne) 
Introduction 
Muriel Umbhauer (Université P. et 
M. Curie, Paris) 
Régionalisation de l'expression de la 
ténascine en réponse aux inducteurs 
du mésoderme 
Hubert Condamine (Institut Pasteur, 
Paris) 
Homéogènes et développement du 
poisson zèbre 
Patrick Charnay (École Normale 
Supérieure, Paris) 
Analyse moléculaire de la segmen­
tation du cerveau postérieur 
A n n e - H é l è n e  M o nsoro (Institut 
d'Embryologie cellulaire et molécu­
laire, Nogent-sur-Marne) 
Ouox 8, un homéogène impliqué 
dans l 'établissement de l 'organisa­
tion dorsa-ventrale des vertébrés 
Thierry Jaffredo (Institut d'Embryo­
logie cellulaire et moléculaire, 
Nogent-sur-Marne) 
Intégration et expression de vec­
teurs rétroviraux de type A L  V chez 
l 'embryon d'oiseau : implications 
pour le lignage cellulaire et le trans­
fert de gènes in vivo 
Marie-Aimée Teil let (Institut d'Em­
bryologie cellulaire et moléculaire, 
Nogent-sur-Marne) 
Transfert d'une épilepsie d'origine 
génétique par greffe embryonnaire 
de certaines vésicules cérébrales 
chez le poulet 

La séance aura lieu à 16 h 30, 
au Collège de France, 

1 1, place M. Berthelot, 75005 Paris !Salle BI 
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