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Modifications génétiques
animales et végétales:
méthodes de transgéneéese

et expression des transgénes

P> La transgénése est un moyen
essentiel pour étudier le role des
genes dans |"expression des
fonctions biologiques ainsi que
leur fonctionnement. Elle permet
également d’envisager des
applications biotechnologiques
diverses. Bien que vieille de
vingt ans chez les animaux et de
dix-sept ans chez les végétaux,
elle souffre encore de limites
techniques qui sont
progressivement repoussées.
L'expression des transgenes est
souvent mal controlée. C’est
surtout le cas lorsque des genes
étrangers sont ajoutés dans des
sites quelconques des génomes.
L'expression est considérée
comme satisfaisante lorsque le
transgene est exprimé dans toutes
les lignées, d’'une maniere qui
respecte la spécificité du
promoteur utilisé et, dans I'idéal,
en fonction du nombre de copies
intégrées. De nouveaux outils,
qu’il est encore nécessaire de
perfectionner, permettent de
mieux utiliser la transgénese pour
des études fondamentales et de
développer diverses applications
dans les domaines médical et
agronomique. <

a transgénése, comme le
transfert de gene isolé dans
des cellules en culture, est
une suite logique a l'isole-
ment des fragments d’ADN
portant une information génétique. En
effet, seule une cellule ou mieux un
organisme entier sont susceptibles de
fournir certaines informations sur les
mécanismes qui contrdlent |’expres-
sion des genes. Ce fait a été révélé,
sans qu’on le percoive bien, des les
premieres expériences de transgé-
nese. Le gene de globine utilisé s’est
en effet avéré inactif a |’état de trans-
geéne. Cette observation incompré-
hensible a I"époque a conduit une
décennie plus tard a définir la notion
de LCR (locus control region). Tout
ceci est encore plus vrai lorsque I'on
cherche a définir le role des genes
dans I'expression des fonctions biolo-
giques. La transgénése est donc par
essence le retour du gene isolé dans
son contexte naturel complexe qu’est
I"organisme.
La transgénése comprend deux opé-
rations distinctes: |’addition et le
remplacement de géne. La premiére
est trés largement pratiquée et chez
plusieurs especes. Pour des raisons
d’ordre technique la seconde com-
mence seulement a étre mise en
ceuvre chez des espéces autres que la
souris.

Louis-Marie Houdebine

L.M. Houdebine: Biologie du développe-
ment et biotechnologie, Institut national de
la recherche agronomique, 78352 Jouy-en-
Josas Cedex, France.

L’addition de gene, réalisée pour la
premiére fois en 1980-1982, a rapi-
dement montré que le transfert de
géne n’était pas fondamentalement
trés difficile, a condition toutefois de
mettre en ceuvre la technique de
microinjection qui est un peu déli-
cate. Le fait que les souris qui abri-
taient un gene d’hormone de crois-
sance exogeéne avaient une
croissance augmentée a fortement
frappé les esprits, dans la mesure ot
la modification de caracteres phéno-
typiques paraissait relativement
simple a obtenir de cette maniére.
Tres rapidement, toute une série
d’applications potentielles ont été
proposées qui deviennent petit a petit
des réalités. Le remplacement de
gene chez des animaux entiers n’est
venu que dix ans plus tard et a été
réservé a la souris jusqu’a 1999. La
transgénese expérimentale est désor-
mais une des opérations incontour-
nables dans |’étude des genes
(figure 1). Ceci ne va faire que
s’accentuer avec la possibilité désor-
mais offerte d’identifier systématique-
ment I'ensemble des génes d’un
génome.

Le succes de la transgénese dépend
encore pour une part de la maitrise
de certaines techniques. L’addition et
le remplacement de gene sont des
techniques laborieuses mais standar-
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Figure 1. Principales utilisations des génes isolés. Les génes peuvent étre isolés par les méthodes classiques de clo-
nage (1), par l'utilisation de marqueurs microsatellites (2) ou par la séquence systématique des ADNc et des
génomes (3). Les génes isolés peuvent étre étudiés en tant que tels, utilisés pour réaliser des diagnostics et de la
sélection ainsi que pour produire les protéines correspondantes et procéder a une thérapie génique ou a une trans-

géneése.

disées chez la souris. Il n‘en est pas
de méme pour d’autres especes,
notamment pour les oiseaux et les
gros mammiferes. Chez les plantes,
I’addition de génes est largement uti-
lisée mais est plutot laborieuse
lorsqu’elle met en ceuvre la biolis-
tique. Le remplacement de gene chez
les végétaux n’est encore qu’une
curiosité de laboratoire.

Une des limites de la transgénése par
addition de genes réside dans le fait
que beaucoup de transgeénes ne fonc-
tionnent pas de maniére satisfaisante.
Il apparait de plus en plus clairement
que ceci est di a l'incapacité des
expérimentateurs a construire des
genes actifs, et a la méconnaissance
qu’ils ont encore de ce que sont réel-
lement les mécanismes de controle
de I’expression génétique. La transgé-
nése apporte dans ce domaine une
moisson d’informations essentielles
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dont elle est directement bénéfi-
ciaire.

Malgré ses imperfections, la transgé-
nése a été largement adoptée par les
expérimentateurs ainsi que par cer-
tains industriels. Environ 1000 genes
ont été modifiés par recombinaison
homologue chez la souris [1]. La pre-
miére protéine recombinante issue du
lait doit étre mise sur le marché cette
année. Le rejet hyperaigu que subit un
organe de porc transplanté chez un
primate est en grande partie maitrisé
grace a deux transgenes. Plusieurs
dizaines de plantes transgéniques des-
tinées a la consommation humaine
sont sur le marché ou en cours
d’expérimentation. Des animaux
transgéniques sont également préts a
étre proposés aux consommateurs.
Cet article se propose de faire le point
sur |’état des techniques et des réali-
sations mettant en ceuvre la transgé-

nese. Il exclut délibérément les modi-
fications du génome de la souris par
recombinaison homologue, déja trai-
tée dans un numéro précédent [1].
Pour plus ample information, les lec-
teurs peuvent consulter plusieurs
ouvrages ou dossiers concernant les
animaux [2-5] ou les plantes transgé-
niques [5-6].

Les techniques
de transfert de géne

L’obtention de lignées d’organismes
transgéniques suppose qu’un gene
étranger ait été transféré de maniere
telle qu’il soit présent dans les
gametes pour pouvoir étre transmis a
la descendance. Ce but peut étre
atteint de plusieurs maniéres qui
dépendent de |'organisme concerné
et de la maitrise que I'on a des diffé-
rentes techniques de la reproduction.



Le transfert de géne
dans les gametes

La microinjection de gene dans les
ovocytes des animaux ne conduit pas
fréquemment a I'intégration de I’ADN
étranger. L’introduction d’une parti-
cule rétrovirale recombinante recou-
verte de |’enveloppe du VSV (vesicu-
lar somatitis virus) entre la zone
pellucide et la membrane de |'ovo-
cyte conduit au transfert et a I'intégra-
tion des geénes du vecteur. L'enve-
loppe du virus VSV permet une haute
efficacité d’infection, et I'intégration
est facilitée par |’absence de mem-
brane nucléaire de |'ovocyte au
moment choisi pour réaliser |'infec-
tion [7]. Les contraintes inhérentes
aux vecteurs rétroviraux font que
cette technique, actuellement appli-
quée a la vache seulement, est peut-
étre plus intéressante que la microin-
jection dans les pronoyaux mais
moins performante que le protocole
mettant en ceuvre le transfert de
noyau.

La mise en contact direct des sperma-
tozoides avec des solutions d’ADN,
suivie d’une fécondation in vitro ou in
vivo, n’a conduit qu’a I’obtention
d’un trés petit nombre d’animaux
transgéniques. Plusieurs invertébrés
marins, des poissons, des poulets, une
vache et un porc transgéniques ont pu
étre obtenus de cette maniere. Dans
beaucoup de cas, les génes intégrés
étaient tres profondément réarrangés
et inexploitables. Il se pourrait qu’une
activitt. DNAsique localisée en péri-
phérie des spermatozoides les protége
contre une invasion intempestive par
des genes étrangers. Une inhibition
de cette enzyme permettrait peut-étre
a ce procédé d’étre utilisable. Une
méthode mise au point chez le
xénope [8], et étendue trés récem-
ment a la souris [9], consiste a per-
méabiliser préalablement la mem-
brane du spermatozoide avant de
I"incuber en présence d’ADN et de
procéder a une fécondation par ICSI
(intracytoplasmic sperm injection).
Lefficacité du procédé dépend alors
du rendement de I'ICSI. La maturation
des cellules précurseurs des sperma-
tozoides in vitro, suivie d’un transfert
dans des testicules adoptifs, pourrait
en principe permettre une addition ou
un remplacement de génes. Tous ces
points ont été décrits dans un article
récent [10] et traités dans un congres

spécialisé dont les présentations ont
été publiées dans un numéro récent
de la revue Molecular Reproduction
and Development [11].

Le transfert de géne dans les gamétes
végétaux n’est pas opérationnel.

Le transfert de gene
dans les embryons
au stade une cellule

Les embryons sont des cellules relati-
vement précieuses, chez les mammi-
feres en particulier. Seules des
méthodes permettant un haut rende-
ment d’intégration des genes étran-
gers sont donc acceptables dans ce
cas.

Chez les mammiferes, Iinjection de
quelques milliers de copies du gene
isolé se fait couramment dans les pro-
noyaux (figure 2A). Cette technique
perd trés nettement de son efficacité
chez les gros mammiféres, du fait de
la rareté relative des embryons et des
femelles adoptives, mais aussi du
faible taux d’intégration de I’ADN
étranger. Pour contourner ces difficul-
tés, les embryons peuvent étre obte-
nus apres maturation des ovocytes et
fécondation in vitro. Aprés microin-
jection, les embryons sont cultivés
jusqu’au stade blastocyste, ce qui
permet une élimination spontanée
des embryons non viables et un tri
des transgéniques, si 'on a pris soin
d’introduire un géne marqueur avec
le gene d’intérét. Ce protocole, qui a
fait ses preuves chez la vache, a été
presque aussitdt remplacé par la tech-
nique mettant en ceuvre le transfert
de noyau. La microinjection de genes
dans I’embryon de poulet, qui ne
peut avoir lieu que dans le cyto-
plasme car les pronucléus sont invi-
sibles, impose que I'embryon achéve
sont développement aprés avoir été
transféré dans le jaune d’un ceuf non
fécondé. Ce procédé ne permet que
rarement une intégration du gene
étranger. Le transposon Mariner de la
drosophile s’est avéré performant
pour obtenir des poulets transgé-
niques [12].

Chez la plupart des poissons, les
embryons sont abondants. Ils sont
obtenus naturellement par féconda-
tion ex vivo et ils se développent de
maniere autonome. lls sont de ce fait
protégés par une coque et contien-
nent une réserve nutritionnelle, ce
qui rend la cellule peu accessible.

Des injections de plusieurs millions
de copies du géne dans le cytoplasme
conduisent a l'obtention d’individus
transgéniques en assez grand nombre
mais, le plus souvent, fortement
mosaiques. Chez certaines espéces
comme le poisson zébre, la microin-
jection ne permet que tres difficile-
ment d’obtenir des individus transgé-
niques. L’utilisation d’un transposon
s’est avéré d’une bonne efficacité
[13].

Chez la drosophile, le transposonP
est un outil extrémement performant
pour transférer des génes étrangers
[14]. De méme, un vecteur dérivé du
transposon piggy Bac permet d’obte-
nir des vers a soie transgéniques [15].
Le nématode Caenorhabditis elegans
peut étre rendu transgénique aisé-
ment par injection directe d’ADN
dans le syncytium de la gonade [16].
Chez les invertébrés marins, diverses
techniques incluant la microinjection
de gene et la biolistique pratiquée sur
des embryons sont mises en ceuvre
pour obtenir des lignées d’animaux
transgéniques [17].

Chez les végétaux, le transfert de
gene dans les embryons s’est avéré
difficilement praticable et cette
approche méthodologique n’est pas,
en pratique, utilisée.

Le transfert de gene
par l'intermédiaire de cellules

Les cellules dans lesquelles on a
transféré des genes peuvent étre un
intermédiaire intéressant pour engen-
drer des organismes transgéniques.
Ceci n’est possible que dans la
mesure ol les cellules ont la capacité
de participer ensuite au développe-
ment de I'embryon.

e La formation de chiméres

a partir de cellules multipotentes

Les cellules multipotentes ont par
essence la capacité de pouvoir parti-
ciper au développement d’un
embryon. Elles peuvent étre obtenues
a partir de la masse cellulaire d’un
blastocyste (cellules ES) ou des cel-
lules primordiales germinales d’un
foetus (cellules EG). Certains mar-
queurs, comme la phosphatase alca-
line, définissent en partie au moins le
caractere multipotent. En pratique,
des cellules sont considérées comme
multipotentes si elles peuvent coloni-
ser une morula ou un blastocyste
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Tableau I. Les principales étapes dans I'obtention des animaux et des plantes transgéniques.

Date Espece
1980 Souris
1982 Drosophile
1983 Tabac
1985 Lapin, Mouton, Porc
1986 C. elegans
1987 Truite
1988 Tabac
1988 Vache
1989 Souris
1989 Poulet
1990 Tabac
1993 Souris
1997 Souris
1997 Poisson zebre
1998 Souris
1998 Mouton
1999 Xénope, Souris
1999 Poulet
1999 Mais et Tabac
1999 Mouton
1999 Vache
1999 Vers a soie

Méthode

Microinjection

Transposon P

Infection avec le plasmide Ti
Microinjection
Microinjection
Microinjection

Biolistique dans le noyau
Microinjection

Recombinaison homologue dans les cellules ES - chiméres

Infection par vecteur rétroviral
Biolistique dans les chloroplastes
Transfert de YAC

Transfert d'un chromosome humain
Transposon TC1 de saumon
Vecteur épisomal circulaire

Transfection de cellules somatiques — embryons par clonage
Incubation des spermatozoides avec I’ADN et ICSI

Transposon Mariner

Inactivation de géne par recombinaison homologue
Recombinaison homologue dans les cellules somatiques — embryons par

clonage

Infection de I'ovocyte par un vecteur rétroviral

Transposon piggy-Bac

aprés y avoir été introduites par
microinjection, puis participer au
développement de I'embryon et a la
formation des gameétes (figure 2B).
Des cellules fraichement prélevées
sur un embryon ont de telles proprié-
tés. Pour pouvoir participer a une
transgénese, les cellules multipo-
tentes doivent étre cultivées pendant
des temps suffisamment longs pour
que soient sélectionnés les clones qui
ont intégré un gene étranger ou dans
lequel un gene a été remplacé par
recombinaison homologue. Seules
quelques lignées de cellules ES de
souris permettent d’atteindre ces buts.
Des lignées de cellules ES de poulet
[18] et plusieurs lignées de cellules
EG, notamment de porc [19], sont
capables de participer au développe-
ment de I'embryon et de donner nais-
sance a des animaux chimériques
potentiellement transgéniques. Dans
aucun cas toutefois, sauf chez la sou-
ris, les cellules multipotentes culti-
vées ne se sont avérées capables, de
maniére reproductible, de transmettre
leur génotype en participant a la for-
mation des gametes. Ces échecs répé-
tés viennent de notre méconnais-
sance de ce qu’est réellement une
cellule multipotente, en tout cas une
cellule capable de participer a la
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genese de I'ensemble des tissus d’une
chimeére [20, 21]. Les études dans ce
domaine sont poursuivies depuis une
dizaine d’année. La possibilité de
transférer des genes par la technique
de clonage des embryons a quelque
peu réduit 'intérét d'utiliser les cel-
lules multipotentes et la génération
de chimeres.

e [’obtention de clones

a partir de cellules différenciées

Une approche a priori plus simple
que la production de chimeéres a par-
tir de cellules multipotentes consiste,
en principe, a recréer un embryon et
un organisme entier a partir d’une
cellule plus ou moins différenciée.
Chez les plantes, ce phénoméne a
été décrit et maitrisé bien avant que
le transfert de geéne puisse étre envi-
sagé. Des cellules du méristeme d’un
certain nombre de végétaux peuvent
redonner naissance a des plantes
entieres in vitro. Ce procédé, défini
il y a un demi-siécle, est trés cou-
ramment utilisé pour cloner les
plantes d’intérét agronomique ou
ornemental. Cette propriété remar-
quable est a I'origine de la transgé-
nése chez les plantes. Le transfert du
géne étranger peut se faire dans les
cellules avant que celles-ci se multi-

plient pour donner une plante
entiere. Chez les dicotylédones, un
vecteur plasmidique dérivé de la
bactérie Agrobacterium tumefaciens
permet de véhiculer un gene étran-
ger jusqu’au génome de la cellule.
Chez les monocotylédones, le trans-
fert de génes est le plus souvent réa-
lisé par biolistique. Ce procédé
consiste a projeter a haute vitesse
des microbilles métalliques enrobées
d’ADN. Ces projectiles traversent la
paroi cellulosique et la membrane
plasmique et délivrent ainsi leur
ADN dans la cellule. Cette opération
doit étre suivie du tri des cellules qui
ont intégré le gene étranger et de la
production d’une plante transgé-
nique. Ces deux méthodes sont trés
intensément utilisées pour procéder
a des additions de genes.

Ce n’est que trés récemment que le
clonage des animaux a partir de cel-
lules différenciées a pu étre obtenu,
et avec lui une nouvelle maniére de
procéder au transfert de genes. Le
clonage par transfert de noyau a été
obtenu il y a cinquante ans chez le
xénope. Cette méthode a été étendue
aux ruminants domestiques il y a
environ vingt ans, dans le but d’accé-
lérer le progres génétique. Le rende-
ment de |'opération est resté trop



Tableau Il. Les principales étapes clés des applications de la transgénese.

Date Espece

1985 Lapin, porc, mouton
1985 Souris

1987 Différentes plantes
1987 Lapin

1988 Tabac, pomme de terre
1990 Tabac

1990 Mouton

1991 Truite

1991 Tabac

1994 Porc

1996 Souris

1996 Lapin

1997 Porc

1998 Différentes plantes
1999 Riz

2000 Chevre

Application

t-PA dans le lait
Résistance aux insectes
a-antitrypsine dans le sang
Albumine humaine
Résistance a un herbicide
a-antitrypsine dans le lait
Croissance

Vaccin contre I'hépatite B

Inhibition du complément humain (xénogreffe)
Anticorps humain par immunisation

Modeéle d’athérosclérose

Croissance (animaux exploitables)

Anticorps

Supplémentation en vitamine A et en fer
Mise sur le marché d’antithrombine Ill humaine

Croissance (animaux non exploitables)

faible pour lui permettre d’avoir un
véritable impact dans les élevages. Le
clonage ne paraissait par ailleurs pos-
sible qu’a partir de cellules embryon-
naires fraiches. Il y a environ cinq
ans, la méthode a été appliquée de
maniére plus extensive mais sans
véritable modification, pour tenter de
simplifier la transgénése. Des clones
de moutons ont été ainsi obtenus a
partir de cellules pluripotentes issues
de cellules embryonnaires cultivées,
puis de cellules fcetales et somatiques
différenciées. Cette méthode a été
immédiatement mise a profit pour
procéder a l’addition de gene. Le
gene du facteur IX humain a ainsi pu
étre transféré a des moutons [22], en
utilisant 2,5 fois moins d’animaux que
ce qu’exige la microinjection dans les
pronoyaux. Cette méthode offre plus
de souplesse a I'expérimentateur. Elle
permet de choisir le sexe de I'animal
donneur de noyaux, de sélectionner
des clones cellulaires ne comportant
que des geénes étrangers intacts et en
nombre de copies limité. Elle permet
enfin de faire naitre plusieurs ani-
maux génétiquement identiques, et
non mosaiques, méme a partir de cel-
lules congelées. Des chévres transgé-
niques ont été obtenues essentielle-
ment de la méme maniere [23]. La
méthode est actuellement étendue a
d’autres espéces et notamment a la
vache.

Le remplacement de gene par recom-
binaison homologue a ensuite été
rapidement envisagé, en utilisant éga-
lement la technique de clonage des

embryons par transfert de noyau. Les
expérimentateurs devaient affronter
pour cela deux difficultés prévisibles:
le faible taux de recombinaison
homologue dans les cellules soma-
tiques par rapport aux cellules ES
[24], et le nombre limité de cycles de
division que peuvent subir les cel-
lules primaires non immortalisées,
méme foetales. En dépit de ces diffi-
cultés, plusieurs moutons ont pu étre
obtenus chez lesquels des génes ont
été remplacés [25]. La méthode est
actuellement étendue a la chévre, a
la vache, au porc, au lapin, et a la
souris. Son efficacité dépend surtout
de la maitrise du clonage que l'on a
pu acquérir chez ces animaux. Des
porcs transgéniques clonés, tres atten-
dus, ont été trés récemment obtenus a
partir de cellules différenciées. Le
remplacement de geéne est donc
devenu possible chez toutes les
especes chez lesquelles le clonage est
lui-méme possible.

Le transfert de géne
dans les organites cellulaires

Deux organites cellulaires, les mito-
chondries chez les animaux et les
chlorophastes chez les plantes sont
des cibles pour le transfert de gene.
Des fragments d’ADN étranger peu-
vent étre transférés dans des mito-
chondries isolées, et les mitochon-
dries peuvent étre introduites par
microinjection dans des cellules
hotes. Ceci peut permettre d’étudier
le role du génome mitochondrial, en

particulier dans la survenue de cer-
taines maladies humaines [26].

Le transfert de géne dans les chloro-
plastes présente davantage d’intérét,
pour plusieurs raisons. La premiére
est que le génome chloroplastique
contient beaucoup plus de génes que
celui des mitochondries. Il existe par
ailleurs 10000 chloroplastes par cel-
lule, environ. Le transfert de gene
dans les chloroplastes est possible, et
les plantes qui en résultent sont quali-
fiées de transplastomiques. L’ADN
étranger peut étre introduit par biolis-
tique, par une transfection a I'aide du
polyéthyleneglycol ou par un systeme
particulier de microinjection [27, 28].
L’ADN étranger peut s’incorporer
dans le génome chloroplastique par
recombinaison homologue. Outre
I’étude du génome chloroplastique, le
transfert de gene ainsi pratiqué per-
met une expression trés intense des
transgenes, jusqu’a 100fois plus que
celle obtenue avec le méme géne
incorporé dans le génome principal.
Ce fait est évidemment di essentielle-
ment au grand nombre de chloro-
plastes que contient chaque cellule.
Les chloroplastes, comme les mito-
chondries, sont par ailleurs d’origine
maternelle. Le pollen ne transmet
donc pas le gene étranger incorporé
dans les chloroplastes. Ceci offre une
sécurité tres élevée pour I’environne-
ment, quoique celle-ci ne soit pas
totale dans la mesure ou quelques
chloroplastes paternels se retrouvent
parfois dans le zygote, comme c’est
le cas pour quelques mitochondries.
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Figure 2. A. Méthodes de transfert de géne dans les gamétes et les embryons. L’ADN peut étre introduit dans le
spermatozoide par contact direct mais surtout aprés altération de la membrane plasmique. Dans ce deuxiéme cas, la
fécondation doit étre réalisée par ICSI. Des vecteurs rétroviraux peuvent apporter un géne étranger dans le génome
des ovocytes apreés introduction des particules infectieuses entre la zone pellucide et la membrane plasmique. Chez
les mammiféres, la microinjection de quelques milliers de copies du géne isolé dans un des pronucléus conduit a
I’établissement de lignées transgéniques. Chez les vertébrés inférieurs et les invertébrés, les pronucleus ne sont pas
accessibles. L’injection de plusieurs millions de copies du gene doit avoir lieu dans le cytoplasme.

B. Transfert de géne via les cellules ES et formation d’embryons chiméres. Cette technique, surtout utilisée depuis
plus de dix ans pour inactiver des genes cellulaires, ne peut pas étre exploitée chez d’autres espéces, car la trans-
mission a la descendance de la mutation provoquée dans les cellules ES n’a pratiquement jamais lieu.

C. Transfert de géne via la technique de clonage. Des cellules fcetales sont transfectées avec des genes étrangers
pour procéder a une addition ou un remplacement de géne. Les cellules sélectionnées sont ensuite utilisées pour
engendrer des animaux clonés transgéniques. Cette technique permet de procéder plus simplement a une addition
de géne, surtout chez les animaux peu prolifiques. C’est la seule technique disponible actuellement pour obtenir un
remplacement de géne par recombinaison homologue chez les espéeces autres que la souris.
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Le transfert de géne
a l'aide de vecteurs épisomiques

Les vecteurs capables de se repliquer
de maniere indépendante du génome
principale offrent des avantages théo-
riques trés importants. L’utilisation
intense des plasmides, des phages,
des cosmides, des BAC et de YAC
dans les bactéries et les levures est la
pour le prouver. De tels vecteurs sont
en principe transférés et transmis
avec une efficacité maximale.
L’obtention d’animaux ou de plantes
transgéniques deviendrait aisée avec
ces outils. Les vecteurs épisomaux
sont par ailleurs souvent présents
sous forme de plusieurs copies indé-
pendantes dans les cellules. Les genes
insérés dans les vecteurs épisomaux
ne subissent pas l'influence d’'élé-
ments de la chromatine puisqu’ils
n‘en font pas partie. lls ne sont donc
soumis qu’a I’action limitée des com-
posants du vecteur. Il y a par ailleurs
de bonnes chances que ces effets
soient évaluables avec fiabilité dans
des cellules en culture, et transpo-
sables a I’échelle d’un organisme
entier.

La recherche de vecteurs épiso-
miques est poursuivie entre autres
afin d’optimiser la thérapie génique.
Il serait extrémement confortable,
pour la thérapie génique comme pour
la transgénese, de pouvoir disposer
de vecteurs stables, autorépliqués,
transmis et bien actifs des lors qu’ils
ont été introduits dans une cellule.
Un vecteur épisomique linéaire doit
comprendre au minimum une origine
de réplication de I'ADN, un centro-
mere et des télomeres. Des vecteurs
appelés HAC (human artificial chro-
mosomes) contiennent de tels élé-
ments prélevés sur des chromosomes
humains. Ces vecteurs sont d’un
maniement difficile en raison de leur
grande taille [29].

Un vecteur épisomique circulaire n’a
pas besoin de télomere. La construc-
tion logique de tels vecteurs n’est
actuellement pas possible, car les ori-
gines de réplication des génomes
végétaux et animaux ne sont définis
que de maniere imprécise. Cela tient
au fait que ces origines de réplication
sont réparties sur des fragments
d’ADN pouvant atteindre plusieurs kb
sans séquences consensus bien repé-
rables. Les centromeres cellulaires
ont par ailleurs une taille qui les rend

peu maniables. Des régions chromo-
somiques relativement courtes, ainsi
que des éléments de vecteurs viraux,
ont une certaine capacité a autorepli-
quer un ADN circulaire dans les cel-
lules animales. Une combinaison de
tels éléments a permis d’obtenir un
vecteur épisomal navette, capable de
s’implanter chez des souris avec une
trés haute efficacité, d’étre de nou-
veau transférable ensuite a des bacté-
ries puis a des embryons de porcs et
encore une fois a des bactéries [30].
Ce vecteur est toutefois instable chez
la souris et ce d’autant plus qu’il
contient des génes étrangers.

Un certain nombre de virus, et
notamment les herpés, se maintien-
nent a I’état latent dans le noyau sous
forme circulaire. Des éléments du
génome du virus d’Epstein Barr (EBV)
nécessaires au maintien du génome
viral ont été identifiés. Ces éléments
sont une origine de réplication et une
région d’ADN capable de fixer la pro-
téine EBNAT1, elle-méme codée par le
génome viral. La protéine EBNAT se
fixe a I'’ADN viral, et également a des
protéines nucléaires. Cet ensemble
joue donc le réle de pseudocentro-
meére, de maniére relativement peu
spécifique. L’origine de réplication du
virus EBV n’est en revanche fonction-
nelle que dans des cellules de pri-
mates. La recherche systématique de
séquences du génome humain sus-
ceptibles de contenir des origines de
réplication chromosomiques et
capables de compléter le systeme du
virus EBV a été réalisée par plusieurs
laboratoires. Elle a conduit a identi-
fier des fragments de chromosome
humain dont I'un permet, associé au
vecteur épisomal dérivé du virus EBV,
un maintien de I’ensemble non seule-
ment dans des cellules humaines,
mais également dans des cellules
murines et chez des souris transgé-
niques [31]. Il est vraisemblable, mais
non prouvé, que les fragments de
génome humain ont apporté une ori-
gine de réplication tandis que le sys-
teme EBV assure le transfert du vec-
teur dans les cellules filles par son
pseudocentromere.

La mise au point de tels vecteurs est
d’une grande importance pour la
transgénese comme pour la thérapie
génique. lls représentent par ailleurs
un outil potentiellement trés intéres-
sant pour les biologistes. Relative-
ment peu de recherches sont toutefois

effectuées dans ce domaine, sans
doute en raison des risques d’échec
nombreux qu’il comporte. Ces vec-
teurs comportent des risques qui peu-
vent étre maitrisés. lls sont, a l'ori-
gine, également des plasmides
bactériens, et sont donc susceptibles
de se disséminer de maniere sour-
noise en passant des cellules ani-
males aux cellules bactériennes, en
particulier celles du tube digestif, et
réciproquement. La simple délétion
de l'origine de réplication bacté-
rienne des vecteurs, avant de les
transférer dans des cellules euca-
ryotes, doit suffire a supprimer tout
risque.

L’'expression
des transgenes

De maniere paradoxale, alors que ce
probleme s’est posé des les premieres
expériences de transgénese chez la
souris puisque le géne de globine
transféré est resté inactif, le nombre
d’études sur cette question est relati-
vement limité. Ceci tient au fait que
les utilisateurs de la transgénese ont
rapidement remporté des succes suffi-
sants pour ne pas perfectionner un
outil par essence trés complexe. Les
expérimentateurs utilisant des souris
transgéniques ne souhaitent souvent
qu’exprimer un géne étranger de
maniére relativement modeste pour
en évaluer les effets. Les construc-
tions de gene peu sophistiquées suffi-
sent souvent pour obtenir 10000 a
50 000 molécules de protéine recom-
binante par cellule. L'obtention de
plusieurs lignées de souris transgé-
niques suffit donc généralement pour
atteindre ce but. Les lignées ne
répondant pas au probleme sont tout
simplement éliminées, sans que
soient étudiées les causes du dysfonc-
tionnement du transgene.

La situation est encore plus nette dans
le domaine végétal. La relative facilité
qu’il y a a obtenir des plantes trans-
géniques a permis trés rapidement
aux industriels de s’emparer des tech-
niques sans chercher a les perfection-
ner. Plusieurs raisons indépendantes
ont toutefois incité a étudier "expres-
sion des transgenes de maniere systé-
matique. Les expérimentateurs se
contentent de moins en moins de
transgenes dont |'expression et les
effets biologiques sont imprévisibles
et ininterprétables. L’obtention de
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gros animaux transgéniques, qui est
coliteuse, ne peut pas avoir pour stra-
tégie unique d’engendrer un grand
nombre de lignées pour ne retenir
que les meilleures. Les groupes,
notamment industriels, qui souhaitent
exprimer des transgénes a un trés
haut niveau ne peuvent se satisfaire
de l'imprévisible.

Aprés de nombreuses observations,
un certain nombre de régles plus ou
moins empiriques ont fini par émer-
ger. Un geéne étranger ajouté a un
génome fonctionne d’autant moins
bien qu’il contient plus de
séquences d’ADN d’origine non
eucaryote, qu’il est intégré sous
forme de multicopies et qu’il est plus
proche des centroméres ou des télo-
meéres de son hote. Il est par ailleurs
impossible de prévoir de maniere
fiable le fonctionnement d’une
construction de géne devenue trans-
gene a partir des données obtenues a
I’aide de cellules transfectées.
L’expérience montre qu'il est judi-
cieux de faire une distinction entre
la faculté intrinseque qu’a une
construction de transcrire un gene et
son efficacité a |’état de transgene.
La premiére propriété peut étre éva-
luée a l'aide de cellules et la
seconde ne peut |'étre qu’in vivo, ce
qui complique et ralentit considéra-
blement les expérimentations.

L’influence de la région transcrite
des transgénes

Diverses études ont démontré qu’un
intron au moins devait accompagner
un ADNc dans un transgene. Un seul
intron placé devant ’ADNc peut suf-
fire [32, 33]. Les introns ne sont pas
équivalents en raison des signaux
d’épissage plus ou moins proches des
séquences consensus qu’ils contien-
nent [34]. Les introns, et essentielle-
ment les plus proches du site d’ini-
tiation de la transcription,
contiennent souvent des sites de fixa-
tion pour des facteurs de transcrip-
tion. Ceux-ci participent donc a
I'ouverture de la chromatine de part
et d'autre du site d’initiation de la
transcription et au contréle de la
transcription. Des éléments capables
de fixer des facteurs de transcription
peuvent étre ajoutés a l'intérieur des
introns. De tels éléments peuvent trés
notablement stimuler I'expression des
transgenes [33].
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L’épissage alternatif des exons pour
former ’ARNm m(r est un phéno-
mene fréquent qui permet de synthé-
tiser des protéines différentes a partir
d’'un méme gene. La construction de
gene apporte de multiples signaux
inconnus, dont certains induisent
des épissages intempestifs qui
conduisent a la synthese de pro-
téines tronquées. Des logiciels per-
mettent d’identifier les sites cryp-
tiques d’épissage des ADNc
susceptibles d’interagir avec les
signaux des introns qui les précedent
ou les suivent. Cela ne permet pas
de prévoir si les épissages indési-
rables auront lieu ou non. La nature
et I'état physiologique des cellules
controlent en effet ces phénomenes.
Ainsi, le géne de I"hormone de crois-
sance humaine associé au promoteur
du géne WAP (whey acidic protein)
de souris conduit a la synthése
d’ARNm fonctionnel dans la glande
mammaire de souris et de porc, mais
a un ARNm tronqué chez le lapin
transgénique [35]. L’empirisme reste
donc en partie la regle dans ce
domaine. Un des roles des introns
est de permettre a I’ARNm mature
d’étre transporté dans le cytoplasme.
Un certain nombre de genes n’ont
pas d’intron et sont pourtant bien
exprimés. Certains ARNm contien-
nent une séquence qui favorise leur
passage dans le cytoplasme [36]. Le
role éventuel de telles séquences
dans l'expression des transgenes ne
semble pas avoir été évalué.

Les régions 5'UTR (untranslated
region) des genes contiennent parfois
des éléments régulateurs de la traduc-
tion et notamment des IRES (internal
ribosome entry site). L’addition d'IRES
peut favoriser la traduction des
ARNmM dans certains cas [37]. En
regle générale, les régions 5’"UTR doi-
vent étre peu structurées, et donc étre
riches en AU plutdt qu’en GC.

Le codon initiateur doit de préférence
se trouver dans la séquence consen-
sus GCCA/GCCAUGG définie par
M. Kozak [38].

L’addition d’un peptide signal est
nécessaire si l'on veut qu’une pro-
téine qui n’est pas naturellement
sécrétée le soit.

Chaque groupe d’espéeces vivantes
utilise préférentiellement certains
codons plutot que d’autres [39]. Des
mutations des codons permettant de
se conformer a l'usage de la cellule

qui décrypte '’ARNm peuvent amé-
liorer considérablement I’expression
des transgenes. L’élimination des
séquences CpG des ARNm est égale-
ment souhaitable. Ces structures,
abondantes notamment dans certains
geénes procaryotes, sont autant de
sites de méthylation qui peuvent
contribuer & inactiver le transgene.
Les séquences CpG sont particuliére-
ment inhibitrices lorsqu’elles sont
situées dans la région promotrice des
transgenes.

Les IRES sont connues pour permettre
la traduction du deuxieéme cistron des
ARNm bicistroniques. Il semble que
ces structures soient essentiellement
des stimulateurs de la traduction plu-
tot que des éléments capables de
recruter de novo des ribosomes.
Quoiqu’il en soit, les IRES n‘ont pas
toutes la méme efficacité. Il est par
ailleurs nettement préférable de pla-
cer les IRES a environ 80-100 nucléo-
tides aprés le codon de terminaison
du premier cistron [37]. Il faut par
ailleurs considérer le fait que les
ARNm bicistroniques sont souvent
nettement moins bien exprimés,
notamment le second cistron, que les
ARNmM monocistroniques. En fonction
du probléeme a résoudre, il peut étre
intéressant de préparer des génes
bicistroniques, ou au contraire de
faire exprimer deux genes complets
indépendants associés au préalable
dans une seule construction ou plus
simplement coinjectés.

Les régions 3’UTR des ARNm
contiennent parfois des séquences
qui controlent leur stabilité. Il peut
donc étre avantageux de les retirer ou
au contraire d’en ajouter dans les
constructions de gene.

Les terminateurs de la transcription
ne sont pas tous équivalents. L’expé-
rience montre que ceux provenant
des genes d’hormone de croissance
humaine ou bovine, du géne de la -
globine et de quelques autres sont
généralement fiables.

Une solution qui s’avére parfois satis-
faisante consiste a introduire un
ADNc a l'intérieur d’un gene et
notamment du géne correspondant.
L’ADNc peut se retrouver ainsi
entouré des meilleurs éléments régu-
lateurs du gene. Cette approche n’est
malheureusement en rien générali-
sable tant sont complexes les interfé-
rences des signaux en partie inconnus
que recelent les genes.



L’influence des régions entourant
la partie transcrite

L’essentiel des éléments qui contro-
lent I’expression des génes se situent
en amont du site d’initiation de la
transcription (figure 3). 1l est de plus
en plus admis que ces éléments com-
prennent le promoteur proprement
dit, situé au voisinage immédiat du
site d’initiation de la transcription.
C’est cette région qui participe direc-
tement a la formation du complexe
de transcription. Sa puissance dépend
des éléments qui la composent. Des
régions distales ou trés éloignées
constituent ce que |I'on nomme glo-
balement des amplificateurs. Il appa-
rait de plus en plus que les amplifica-
teurs ne reglent pas tant l'intensité de
I’expression des génes que sa fré-
quence. Il semble qu’un complexe
d’initiation de la transcription se
forme et se disloque de maniére alter-
native. Les amplificateurs ont surtout
pour role de stabiliser ces complexes,
ce qui se traduit globalement par un
niveau élevé de transcription.

Les transgenes sont généralement
bien exprimés lorsque de longs frag-
ments d’ADN génomique obtenus a
partir de banques de BAC ou de YAC
sont utilisés. L’expression d’un trans-
gene est considérée comme satisfai-
sante lorsque celui-ci est actif dans
toutes les lignées d’animaux ou de
plantes transgéniques, qu’il ne
s’exprime que dans les cellules dans
lesquelles le promoteur est naturelle-
ment actif et que son niveau d’expres-
sion est dépendant du nombre de

copies intégrées. Les grands fragments
d’ADN possedent souvent toutes ces
propriétés. Cette approche est pos-
sible si I’on souhaite exprimer un
gene dans son état natif. Il est en prin-
cipe possible mais laborieux d’insérer
une construction de gene a l'intérieur
d’un vecteur BAC ou YAC qui s’est
avéré bien exprimé a I'état de trans-
gene. Le succes de cette approche
n’est toutefois pas, assuré [40]. Une
autre possibilité peut consister a insé-
rer le géne étranger a l'intérieur d’un
géne de I’hote par recombinaison
homologue, soit directement soit par
I"intermédiaire d’un site loxP préala-
blement intégré dans ce site [41]. Le
succés ne peut, la non plus, étre
assuré dans tous les cas.

Des travaux menés avec quelques
genes, notamment ceux du locus de la
B-globine de mammiferes et de poulet,
du géne du lysozyme de poulet et du
gene du récepteur TCR, ont conduit a
établir un certain nombre de notions
sur le role des régions régulatrices dis-
tales des genes. Les régions situées de
part et d’autre du gene du lysozyme de
poulet sont indispensables pour obte-
nir un fonctionnement satisfaisant des
transgeénes associés. Ces régions
contiennent divers éléments dont des
MAR (matrix attached region). Les
MAR sont des séquences le plus sou-
vent riches en AT, qui se lient a la
matrice nucléaire sur laquelle sont
concentrés des facteurs de transcrip-
tion. Les MAR induisent une activité
topoisomérase censée favoriser
I"ouverture de la chromatine. Les MAR
ont été qualifiées d'isolateurs. Il est en

effet généralement admis que si un
transgene s’exprime dans des tissus
dans lesquels il devrait rester silen-
cieux, et s'il n’est pas fonctionnel, c’est
qu’il subit dans son site d’intégration
I'influence des régions voisines de la
chromatine. Cette interprétation
contient sans doute une part de Vvérité
mais ne saurait expliquer tous les faits
que I'on observe. Il est ainsi peu vrai-
semblable qu’un transgene controlé
par le promoteur du gene EFTa
humain soit peu ou pas exprimé dans
6lignées d’animaux transgéniques sur
6 [42].

Les effets bénéfiques des régions
contenant des MAR ont donc été
attribués initialement aux MAR elles-
mémes jusqu’a ce qu’une étude systé-
matique révele qu’ils étaient dus a
d’autres régions voisines [43].

La notion de LCR (locus control
region) s'est progressivement impo-
sée. Les LCR sont des régions qui bor-
dent des genes ou des groupes de
genes et qui leur permettent d’étre
exprimés a un niveau intense et spé-
cifique. Les LCR sont des régions qui
contiennent des sites hypersensibles a
la DNAsel, plus ou moins spéci-
fiques de types cellulaires. Elles sont
pour cette raison considérées comme
des ouvreurs de chromatine, permet-
tant aux genes et aux transgenes asso-
ciés d'étre accessibles aux divers fac-
teurs qui assurent la transcription. Le
LCR du locus de la B-globine joue ce
role vis-a-vis des genes du locus.
L’effet bénéfique des régions régula-
trices distales des génes est également
supposé provenir de l'action d’isola-
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Figure 3. Structure consensus d’un géene. Sous sa forme native comprenant de longues séquences flanquant la région
transcrite, un géne est en général bien exprimé sous forme de transgéne. Les constructions de géene classiques
contiennent souvent des ADNc plutét que des génes natifs et ne comportent que des séquences génomiques relati-
vement courtes. Les régions qualifiées d’isolatrices permettent d’empécher la chromatine de se refermer au niveau du
transgéne souvent reconnu comme étranger par la cellule. Les isolateurs qui comprennent des éléments variés per-
mettent souvent une expression fiable et spécifique des transgénes. Les autres éléments des génes (amplificateurs,
introns, régions non traduites) contribuent également a I'expression des transgenes. MAR: matrix associated regions.
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teurs des genes. Cette notion est bien
établie chez la levure et chez la dro-
sophile [44]. Un tel isolateur a été
identifié dans la région 5'HS4 du LCR
du locus de la B-globine de poulet
[45]. Cette région n’est pas, a propre-
ment parler, un stimulateur de la
transcription. Elle permet d’annuler
les effets stimulants d’un amplifica-
teur lorsqu’elle est placée entre cet
amplificateur et un promoteur [45].
La région 5'HS4 maintient la chroma-
tine ouverte au niveau du géne asso-
cié en favorisant I'acétylation des his-
tones et en s’opposant a la
méthylation de I’ADN [46]. Elle per-
met a des transgénes exprimés dans
le foie [47], dans I"'ensemble des tis-
sus [42] ou dans la cellule mammaire
[48] d’étre exprimés de maniere
intense et fiable. Les effets de
séquences comme la région 5'HS4
sont donc assez bien décrits [49, 50]
mais leur mécanisme d’action n’est
pas encore compris: il est difficile de
faire une distinction claire entre un
effet positif qui maintiendrait la chro-
matine ouverte et une action inhibi-
trice qui s’opposerait a I'extinction du
transgene par la chromatine [51].
L’intervention du facteur CTCF, qui se
lie a une séquence spécifique de
I’ADN, joue un role essentiel dans
I’effet isolateur et également, de
maniére intéressante, dans le controle
des genes soumis a I'empreinte géné-
tique [52].

Des faits accumulés ces dernieres
années tendent a montrer que
I"extinction des transgenes est due
aux transgenes eux-mémes. Selon
leur structure, les transgenes semblent
étre reconnus par la cellule comme
des éléments étrangers indésirables.
Celle-ci, ne pouvant se débarrasser
aisément des intrus, met en ceuvre
des mécanismes qui vont les inacti-
ver. Il est vraisemblable que les
mécanismes mis en jeu sont égale-
ment ceux qui inactivent les transpo-
sons et les rétrovirus [53, 54]. Un fait
particulierement démonstratif est
venu étayer une telle hypothese. Un
transgene bordé par la séquence loxP
et intégré sous la forme d’un concaté-
meére de 100 copies n’est pas exprimé
chez la souris. La réduction du
nombre de copies a un par I'enzyme
Cre, qui recombine les séquences
loxP, se traduit par une activation du
transgeéne [55, 56]. L’inactivation par-
tielle ou totale du transgene, qui se
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traduit par une expression bigarrée ou
nulle, est donc due pour une grande
part au transgene lui-méme. Ces
effets sont neutralisés par les longues
séquences d’ADN génomique qui
entourent les genes, ou par des
régions identifiées jouant le role
d’ouvreurs de chromatine et/ou d'iso-
lateurs [57]. Une meilleure connais-
sance de ces éléments devrait pro-
gressivement conduire a la
construction de vecteurs d’expression
compacts et fiables.

L’expression ectopique des trans-
geénes est généralement considérée
comme résultant de I'effet activateur
des amplificateurs des génes voisins.
Il est vraisemblable alors que les iso-
lateurs réduisent ces effets. Il ne peut
étre exclu que les faibles expressions
anormales des transgenes soient dues
a une transcription cryptique a bas
bruit, dans la région du génome dans
laquelle s’est intégré le gene étranger
[58, 59]. Ce phénomene a été tres
rarement étudié. Il pourrait avoir des
conséquences importantes pour
I'expression des transgenes. Il est en
effet désormais admis que des ARN
double-brins, ayant une longueur
d’au moins 500 bp pour chaque brin,
peuvent induire une extinction du
gene correspondant (voir plus loin).
La transcription des deux brins d'un
transgéne pourrait dans certains cas
conduire & son inactivation.

Les vecteurs particuliers
pour I'expression des transgenes

La recombinaison homologue est tres
largement utilisée chez la souris pour
inactiver spécifiquement des genes
[1]. Elle peut a priori étre appliquée
aux especes chez lesquelles le clo-
nage par transfert de noyau est mai-
trisé.

Le remplacement de gene n’est en
pratique pas possible chez les végé-
taux dans la mesure ol la recombi-
naison homologue est un phénomene
particulierement peu fréquent. Une
recombinaison homologue a toutefois
été observée chez Aspergillus awa-
mori a I'aide du plasmide Ti d’Agro-
bacterium tumefaciens [60]. La
recombinaison homologue classique,
pratiquée dans les cellules animales a
I'aide de relativement longs fragments
d’ADN [1], n’est donc en pratique
pas possible chez les plantes. Le cli-
vage ponctuel de 'ADN cellulaire

provoqué expérimentalement induit
le systeme de réparation, ce qui aug-
mente la fréquence de recombinaison
homologue. Ceci ne suffit toutefois
pas pour envisager aisément la
recombinaison homologue chez les
végétaux.

Des études menées depuis plusieurs
années ont révélé que des structures
mixtes composées de ribo- et de
désoxyribo-nucléotides ont une capa-
cité particulierement élevée de se
recombiner spécifiquement avec
I’ADN cellulaire. Ces structures appe-
lées RDO (ribo-desoxyribo-oligonu-
cleotides) ont ainsi été capables de
muter tres spécifiquement le gene de
la B-globine, le gene du facteur IX, le
gene de la tyrosinase et quelques
autres. Bien que non totalement mai-
trisée, cette technique parait tres
séduisante. Il ne semble toutefois pas
qu’une recombinaison homologue ait
pu étre observée apres les microinjec-
tions de RDO dans des embryons de
mammiféeres. Des travaux encore peu
nombreux mais convaincants indi-
quent que les RDO peuvent induire
une recombinaison homologue chez
les végétaux [61]. Ce procédé ouvre
des perspectives particuliérement
intéressantes. 1l faut toutefois noter
qu’avec cet outil, la recombinaison
homologue ne porte que sur une tres
courte séquence de quelques nucléo-
tides seulement. La méthode ne per-
met donc que des inactivations de
gene, et plus généralement des muta-
tions ponctuelles.

L’utilisation du systéme bactérien
RecA permet a un simple brin d’ADN
de muter spécifiquement une région
correspondante par recombinaison
homologue. Ce procédé peut virtuel-
lement étre appliqué pour la mutation
spécifique de gene chez une plante
ou chez un animal [62].
L’inactivation de transgene peut se
faire autrement qu’en le mutant par
recombinaison. Des ARN ou des oli-
gonucléotides formant des triple-
hélices avec des régions oligopyrimi-
diques de I’ADN, s’opposent a la
transcription du gene [63, 64]. Les
ARN antisens simple brins et les ribo-
zymes peuvent également, dans cer-
tains cas, arréter l’expression des
transgénes en inactivant leurs ARNm
[63].

Une notion nouvelle particulierement
intéressante va peut-étre fournir de
nouveaux outils pour inactiver spéci-



fiquement les ARNm. Il est mainte-
nant bien établi que certains trans-
genes s’inactivent progressivement,
ou inactivent des genes qui compor-
tent des séquences homologues, par
un processus appelé cosuppression
[65, 66]. De maniére quelque peu
inattendue, cet effet se propage chez
les plantes dans I’ensemble de I'orga-
nisme [67]. Les mécanismes mis en
jeu ne sont encore que partiellement
connus. lls mettent en ceuvre des
ARN double-brins qui induisent une
destruction sélective de I’/ARNm cor-
respondant et, dans certains cas, une
inactivation des genes en grande par-
tie due a leur méthylation [53, 54].
Chez les animaux, ce phénoméne a
été observé chez C. elegans et chez
la drosophile, mais aussi chez le pois-
son medaka et méme chez la souris
[68]. La synthese d’ARN double brin
contenant deux éléments de
500bases en position inverse grace a
I'effet d’un transgene est particuliere-
ment aisée. Ce mécanisme, qui pour-
rait étre un élément naturel important
de la régulation de I'expression géné-
tique, pourrait devenir un outil remar-
quable pour le controle expérimental
des genes. Il reste a vérifier que la
présence d’ARN double brin n’induit
pas la formation d’interféron et
I’apoptose des cellules.
L’inactivation des effets d'un gene
peut enfin s’exercer au niveau des
protéines par la surexpression d’un
transdominant négatif. Un analogue
du facteur de transcription NF-kB
peut ainsi inactiver I'action de cette
protéine dans certaines cellules seule-
ment, sans compromettre la vie de
I’animal [69].

Plusieurs systémes permettant le
contrble des transgenes par des
agents exogenes n’agissant pas du
tout sur les genes endogénes ont été
décrits [3]. Le plus utilisé d’entre eux
repose sur le controle des transgenes
par la tétracycline et ses dérivés.
Dans sa version originale, ce systeme
comporte au moins un inconvénient.
L’expression basale en absence de
I'inducteur est relativement élevée.
Un systeme plus sophistiqué, mettant
en ceuvre non seulement un géne
activateur mais également un gene
inhibiteur agissant alternativement,
permet un contrdle plus strict des
transgeénes par la tétracycline [70,
71]. Chez les plantes, un systéeme
inductible par I"éthanol pourrait

s’avérer exploitable a |’échelle agro-
nomique [72]. Ce systéeme tétracy-
cline est fonctionnel dans certaines
plantes comme le tabac, tandis qu’un
autre fondé sur |'utilisation des glu-
cocorticoides comme inducteur est
efficace dans d’autres.

I Conclusions

Malgré ses imperfections, la transgé-
nese est déja un outil trés exploité par
les biologistes et de plus en plus par
les biotechnologistes. Les uns et les
autres souhaitent une amélioration de
certaines de ces techniques. Les
oiseaux transgéniques demeurent
encore peu utilisés tant le transfert de
gene reste difficile chez ces espéeces.
Quelques espéces candidates pour la
transgénése n’ont encore fait I'objet
que d’un nombre d’études limité. Ces
espéces présentent pour la plupart un
intérét plus biotechnologique que
fondamental. En ce qui concerne les
animaux, les modeles pour I'étude
des fonctions biologiques et des
genes vont vraisemblablement conti-
nuer a étre la souris, la drosophile,
Caenorhabidis elegans et le medaka,
auxquels devrait s’adjoindre le pou-
let. D’autres especes comme le rat, le
lapin et le porc sont nécessaires pour
certaines études particulieres. Chez
les plantes, I’arabidopsis et le tabac
vont continuer a étre tres sollicités
pour des études impliquant la trans-
génese.

De nombreuses applications de la
transgénése sont déja en cours. Elles
ne peuvent que s’amplifier. Elles
seront d’autant mieux acceptées que
les outils mis en ceuvre seront plus
précis et plus fiables m
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Summary

Genetic modifications in animals and plants:
methods of gene transfer and transgene expression

Gene transfer to generate transgenic animals and plants has been performed
for the first time in 1980-1982 and 1983 respectively. Transgenesis has been
extended to other mammals (rat, rabbit, pig, goat, s%eep and cow), to lower
vertebrates (chicken, fish, xenopus) and to invertebrates (Drosophila, C. ele-
gans). Direct ﬁene microinjection into one-cell embryos, originally defined in
mouse, is still the most frequently used method for most animal species.
Gene transfer into sperms or oocytes is only marginal. The use of the animal
cloning by transfer of nuclei from previously transfected cells led to the gene-
ration of transgenic sheep and goats. Gene replacement by homologous
recombination has been restricted essentially to mouse until 1999. It is based
on the use of embryonic stem cells (ES cells) and the generation of chimeric
animals. The technique of embryo cloning allowed in 1999 the generation of
sheep having a gl.;ene specifically replaced by homologous recombination.
Transgenesis in plants appeared soon as relatively easy to manage, at least in
some species, via the Ti vector from Agrobacterium tumefaciens and later by
using biolistic. The expression of transgenes is often badly controlled. This is
mainly the case when foreign genes are added at any site in genomes. A
satisfactory expression is observed when the transgene is expressed in all the
lines, according to the specificity of the promoter used and ideally as a func-
tion of copy number. These conditions are often met when the foreign gene
is flanked by long genomic sequences or when it is inserted into a selected
site. Vectors allow a conditional expression of transgenes which depends on
exogenous inducers, such as tetracycline, having no action on the host genes.
Several systems allow a transgene to interrupt specifically the expression of a
cellular gene at its mRNA level or via the overexpression of a transdominant
negative protein. These tools which still have to be improved favour the use
of transgenesis for basic studies and for various biotechnological applications
in medecine and agriculture.
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