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Les YAC chez des souris transgéniques:
outils pour I'etude de la régulation
au cours du développement

Les mutations non pathologiques, se
traduisant au niveau phénotypique
par une production de I’hémoglobi-
ne feetale continuée au-dela des pre-
miers mois de la vie, ont toujours été
étudiées comme des modeles suscep-
tibles d’élucider le mécanisme nor-
mal d’expression séquentielle des dif-
férentes hémoglobines au cours du
développement. Presque toutes les
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mutations sousjacentes a ces persis-
tances héréditaires d’hémoglobine
foctale (HPHF pour hereditary persis-
tence of fetal hemoglobin) se divisent
schématiquement en deux groupes :
les formes 8 ou il y a délétion des
génes O- et B-globine, de longueur
variable, et les formes non délétion-
nelles OB présentant une mutation
dans la région promotrice de I'un

des genes Yy-globine. Les expériences
d’expression en lignées cellulaires ou
chez des souris transgéniques n’ont
jusqu’a présent permis que des hypo-
théses concernant les mécanismes en
cause (m/s n°7, vol. 7, p.740). Les
délétions pourraient toucher ou non
une zone critique pour la commuta-
tion normale du stade adulte au sta-
de foetal, ou opérer un rapproche-
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Figure 1. Mutations des loci globine étudiés. On a représenté sur la figure les
différents mutants clonés dans un YAC dont I'expression a été étudiée chez
des souris transgéniques. L’ensemble du locus [(-globine est représenté,
avec les génes de structure successivement exprimés au cours du dévelop-
pement, le pseudogene Y, la zone de régulation LCR, et le point X dont on
avait fait I'hypothése qu’il serait impliqué dans la commutation du stade
feetal au stade adulte car le phénotype est variable selon qu’il est inclus ou
non dans une délétion. A. Etendue des délétions spontanément produites
dans les YAC au cours des manipulations. Le fragment étudié chez des sou-
ris transgéniques est donc amputé d’une portion 3’ variable du locus [(-glo-
bine. B. Parmi d’autres, quatre modeéles naturels de délétion, identifiés par
une production anormale d’HbF, avec ou sans anémie (syndrome clinique
d’HPFH ou de B-thalassémie). L’extrémité 5’ de ces délétions est trés compa-
rable a celles des délétions qui se sont produites dans les YAC. C. Représen-
tation amplifiée de la zone promotrice des géenes y-globine. Des mutations
induisant une synthése anormale de chaine y-globine ont été trouvées en
amont des deux genes Gy- et Ay-globine dans une région correspondant a la
zone grisée,; la mutation étudiée ici, — 117Ay, est indiquée par une fléche.

cas le phénotype naturel d’HPFH
avec commutation vers le stade adul-
te retardée et tres graduelle, présen-
ce persistante de la chaine %y chez
I’adulte au taux d’environ 8% de
I’hémoglobine humaine. Plutot
qu'une activation du promoteur 2y,
ce résultat suggere l’existence nor-
male, au cours du développement,
d’un répresseur partiellement inhibé
par la mutation. Au cours des mani-
pulations, par ailleurs, quatre diffé-
rents YAC ont été produits qui pré-
sentent des délétions de la partie 3’
du locus B-globine trés comparables a
des mutants délétionnels spontanés.
Leur expression par des souris trans-
géniques a montré qu’en discordan-
ce avec le phénotype naturel, aucune
surexpression des genes foetaux a la
période adulte n’est observée. Ce fait
est mieux compatible avec la juxtapo-
sition, créée in vivo par la délétion,
d’une séquence enhancer et des genes
Yy qu’avec l'existence d’un segment
de séquence précis en 3’ du locus -
globine qui serait responsable de la
commutation. Peut-on a partir de 1a
déduire le mécanisme normal de
régulation des genes foetaux V-globi-
ne : extinction autonome comme cel-
le du gene &-globine, ou régulation
compétitive comme celle du géne -
globine ? L’ensemble des résultats
expérimentaux est plutdot en faveur
d’une régulation autonome des
genes y-globine
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ment anormal entre les génes foetaux
et une séquence activatrice. Quant
aux formes non délétionnelles,
I’hypothése est que la mutation aug-
mente, ou inhibe, la fixation d’un
facteur transactivateur [1]. La limite
de ces expériences a été I'utilisation
de constructions, fonctionnelles,
mais ¢éliminant peut-étre des
séquences régulatrices, et ne respec-
tant pas les distances et la structure
chromatinienne native. L’insertion
chez des souris transgéniques d’un
chromosome artificiel de levure
(YAC pour yeast artificial chromosome)
comportant la totalité du locus B-globi-
ne et la démonstration d’une régula-

tion d’expression correcte au cours
du développement répondaient a ces
difficultés [2, 3] (m/s n°11, vol. 9,
p. 1282). Une étape supplémentaire
vient d’étre franchie par I'équipe de
Stomatoyannopoulos a Seattle (WA,
USA) qui a utilisé cet abord pour étu-
dier chez des souris transgéniques
I’expression de mutants s’exprimant
in vivo par une HPFH [4]. Le mutant
utilisé a été une HPFH non délétion-
nelle dite de type grec, dénommé
-117 Ay™ YAC, car la mutation si¢ge
117 pb en amont du géne de globine
feetale *y et qu’un marquage (m) en
permet le suivi. Le phénotype obser-
vé chez la souris reproduit dans ce
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