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précisé par recombinaison homologue 

Le proto-oncogène c-myb est l ' équiva­
lent cellulaire de l 'oncogène viral 
v-myb du virus de la myéloblastose 
aviaire AMY. Le virus E26, qui 
induit des leucémies des lignées myé­
loïdes et érythroïdes , contient égale­
ment v-myb associé à v-ets. Au cours 
du développement, c-myb est exprimé 
très précocement, notamment au 
niveau des cellules ES (embryonic stem 
cells). Les transcrits c-myb sont parti­
culièrement abondants dans les orga-

nes hématopoïétiques mais sont éga­
lement détectés dans une grande 
diversité d 'autres tissus, par exemple 
le cerveau , le côlon, etc . La protéine 
Myb est localisée dans le noyau et a 
toutes les caractéristiques d'un fac­
teur transcriptionnel reconnaissant 
des cibles spécifiques d 'ADN. Plu­
sieurs équipes associée,s de Cincin­
nati, dans l 'Ohio, aux Etats-Unis ( 1 ] ,  
viennent de  préciser les fonctions du 
gène c-myb par recombinaison homo-
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logue [2] . Pour ce faire, le gène néo 
a été intégré au milieu du sixième 
exon de c-myb. Le vecteur utilisé pour 
cette recombinaison contenait le gène 
néo entouré de 8 kb de séquence c­
myb en 5 '  et de 1 ,65 kb en 3 ' .  Après 
électroporation des cellules ES et 
sélection pour la résistance à l ' anti­
biotique G 4 18  (conférée par le gène 
néo), un test PCR, confirmé par une 
analyse en Southern blot, devait révé­
ler que 1 140 des clones résistants 
avaient subi un événement de recom­
binaison homologue. Il s 'agit là 
d'une proportion très remarquable­
ment élevée , dépassant largement les 
chiffres habituellement publiés qui 
sont plutôt de l 'ordre de 1 événement 
de recombinaison homologue sur 200 
à 1 000 événements de recombinaison 
au hasard . Il se peut que l 'activité 
transcriptionnelle du gène c-myb dans 
les cellules ES, améliorant son acces­
sibilité par modification de la confor­
mation chromatinienne locale, soit à 
1 'origine de cette très grande fré-

••• Correction de la mutation 
drépanocytaire par recombinaison 
homologue. La recombinaison homo­
logue est habituellement utilisée pour 
inactiver des gènes au sein desquels 
on insère des fragments d'ADN qui 
en interrompent la continuité. Cette 
même méthode est ,  cependant ,  
potentiellement utilisable pour rem­
placer un fragment d 'ADN muté par 
son équivalent normal . Des études 
antérieures avaient montré la faisabi­
lité de cette approche en restaurant 
la fonctionnalité d'un gène HGPR T 
(h ypoxan th ine-guan ine-phos pho­
ribosyl- transférase) partiellement 
délété [ 1 ,  2 ] .  En revanche , un essai 
de correction d'une délétion partielle 
du gène codant pour une molécule de 
classe II du complexe majeur d'histo­
compatibilité (gène Ecx), siège égale­
ment d 'une délétion partielle, avait 
abouti à l 'obtention d 'une lignée de 
souris transgéniques ayant accumulé 
plusieurs mutations ponctuelles au 
niveau du gène Ecx corrigé pour la 
délétion. Dans ce dernier cas , la 
méthode utilisée était la micro­
Injection dans des œufs de souris et 
non le transfert par électroporation 
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quence de la recombinaison homo­
logue dans ce cas. Les souris paren­
tales chimères et leurs descendants 
hétérozygotes sont tout à fait nor­
maux. En revanche, les souris 
homozygotes pour l' interruption inac­
tivatrice du gène c-myb ne se dévelop­
pent pas au-delà du quinzième jour. 
Jusqu 'à ce stade, le développement 
est strictement normal, avec, notam­
ment, une érythropoïèse embryon­
naire normale au niveau de la mem­
brane vitelline (yolk sac). En revan­
che , l 'hématopoïèse ne s 'établit pas 
au niveau du foie fœtal qui ,  chez le 
fœtus, est le site majeur de produc­
tion des cellules du sang. Ces résul­
tats indiquent que la présence de c­
myb n'est pas indispensable au déve­
loppement précoce de l'embryon ni 
à la différenciation ultérieure de 
structures dans lesquelles il est 
exprimé . En revanche, c-myb est 
absolument requis pour l 'établisse­
ment de l 'hématopoïèse fœtale au 
niveau du foie . Puisqu'il semble 
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dans des cellules ES  (embryonic stem 
cells) [ 3 ] .  L'équipe de O .  Smithies 
(Seat t l e ,  WA, USA) et de 
P. W.  Popovitch (San Diego, CA, 
USA) [ 4 J vient maintenant de 
démontrer qu ' il était possible de cor­
riger la mutation (3 '  responsable de 
la drépanocytose . La globine (3 '  dif­
fère de la globine (3 A par la muta­
tion (3 6Giu -+ V al . Cette expérience 
a été pratiquée en utilisant des cel­
lules hybrides,  dérivées de cellules 
murines érythroleucémiques et ne 
contenant plus que le simple chromo­
some humain n° 1 1  sur lequel est 
localisé le locus (3 .  Après électropora­
tion et sélection pour la résistance au 
G 4 1 8  (due à la présence du gène néo 
placé dans la construction de telle 
sorte qu ' il s ' intègre en amont du 
promoteur du gène {3-globine), les 
événements de recombinaison homo­
logue furent sélectionnés par PCR.  
La  fréquence de  l 'événement de 
recombinaison homologue était rare 
(un clone sur 9 700 clones résistants 
au G 4 1 8) .  Les deux résultats inté­
ressants concernant 1 'expression du 
gène {3-globine humaine au niveau de 
ce clone sont que , d 'une part , 

(quoique des données dérivées de 
1 ' étude de chimères caille-poulet 
n'aillent pas dans ce sens [3])  que les 
cellules souches hématopoïétiques de 
la membrane vitelline soient les pré-
curseurs des cellules responsables de 
l 'hématopoïèse hépatique fœtale, ce 
résultat indique que les micro­
environnements de la membrane 
vitelline et du foie fœtal imposent 
aux cellules souches hématopoïétiques 
un phénotype différent, et par con-
séquent des exigences spécifiques 
quant à l 'expression de gènes de 
régulation . La similitude entre le 
phénotype des mutants homozygotes 
pour l ' interruption du gène c-myb et 
les souris W/steel (mis n ° 10, vol. 6, 
p. 1 016) est frappante et peut suggé-
rer que c-myb contrôle, d 'une manière 
ou d 'une autre, l 'expression du gène 
c-kit (impliqué dans la mutation W) 
codant pour un récepteur dont le 
ligand est le produit du gène steel. 

A.K . 

comme attendu, la mutation drépa­
nocytaire était corrigée et que , 
d'autre part , malgré l ' insertion du 
gène néo utilisé comme marqueur de 
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perturbée . Ces résultats sont intéres­
sants car ils démontrent qu 'un évé­
nement de recombinaison homologue 
peut corriger une mutation ponctuelle 
sans indu ire , artéfactuel lemen t ,  
d'autres mutations dans l e  gène ainsi 
recombiné . L 'utilisation dans un but 
de thérapie génique somatique de cel­
lules corrigées ex vivo par ce moyen 
peut théoriquement s 'envisager et 
aurait, naturellement, tous les avan-
tages par rapport à des méthodes uti-
lisant l ' intégration au hasard , avec 
son cortège d ' incertitudes quant à 
l ' effet éventuel sur des gènes proches 
du site d ' intégration. 
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