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De I’ADN aux genes:
un éventail de techniques

Anouk Courseaux, Michel Fontes, Pierre Szepetowski

Drfférentes méthodes permettent
aujourd hui d’isoler spécifiquement
des genes a partir de grandes
régions d’ADN génomique.

Leur principe repose,

soit sur lidentification d’ADN
complémentaire correspondant

aux séquences transcrites

a partir de UADN génomique cible,
soit sur la reconnaissance d éléments
fonctionnels impliqués dans
Uexpression des genes.

Les progres réalisés dans ce domaine
ont déja pernus d’isoler des génes
associés a des maladies tant
monogéniques que multifactorielles
(cancers familiaux du sein

et du colon, obesite,

maladie de Huntington,

syndrome de Menkes, ataxie-
télangiectasie, elc.).

P. Szepetowski.
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epuis quelques années, de

nombreux génes impli-

qués dans des maladies

héréditaires tant monogé-

niques (mucoviscidose,
chorée de Huntington) que multi-
factorielles (obésité, cancer du sein)
ont pu étre identifiés grace aux pro-
gres réalisés dans le domaine du
«clonage positionnel». Le principe
de cette méthode repose, dans un
premier temps, sur la mise en évi-
dence d’une liaison génétique entre
le phénotype d’une maladie donnée
et des marqueurs génétiques dont la
localisation chromosomique est
connue, permettant ainsi de circons-
crire la région dans laquelle doit étre
recherché le(s) geéne(s) candidat(s).
Les efforts de recherche investis
dans la construction de cartes géné-
tiques détaillées du génome humain
ont permis, aujourd’hui, d’atteindre
une résolution d’environ un centi-
morgan (1 cM correspond environ a
1000 kilobases (kb)) [1, 2]. La locali-
sation d’un locus morbide peut égale-
ment étre obtenue par I'identification
de remaniements chromosomiques
(perte d’hétérozygotie, translocation,
amplification...). L’étape suivante
consiste en I’obtention de clones
d’ADN génomique représentatifs de
la région d’intérét, travail grande-

ment facilité par I’existence de
banques ordonnées de cosmides ou
mieux de chromosomes artificiels de
levure (YAC) couvrant tout ou partie
du génome. La recherche de génes
est alors effectuée a partir de
I’ensemble de clones chevauchants
(contig) s’étendant généralement sur
plusieurs centaines de kilobases. Les
domaines exprimés ou exons ne
représentant que 1% a 5% de 'ADN
génomique total, tout le probléme
est d’isoler spécifiquement ces
séquences géniques.

Il y a encore quelques années, on ne
disposait que de moyens peu sen-
sibles. La présence de séquences
transcrites était généralement recher-
chée directement par hybridation de
petits fragments d’ADN génomique
sur Northern blot ou par la mise en évi-
dence d’ilots CpG, séquences situées
au voisinage de nombreux geénes.
Une autre stratégie consistait a
rechercher les exons sur la base de la
conservation de leur séquence entre
différentes espéces. Ainsi le géne de
la mucoviscidose (CFTR) (m/s n°8,
vol. 5, p. 589) [3] mais aussi tout
récemment le géne de I’hypoplasie
surrénale congénitale liée a I'X (m/s
n°4, vol. 11, p. 634) (DAX1) [4] ont-ils
pu étre identifiés. Cependant, ces

méthodes, lourdes et fastidieuses, m———
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nécessitent notamment le sous-clona-
ge systématique de grandes régions
d’ADN en petits fragments. De telles
difficultés ont conduit au récent
développement de nouvelles tech-
niques de recherche de genes adap-
tées a I’étude de grandes portions du
génome. Ces nouvelles méthodes
peuvent étre classées en deux grands
groupes: celles permettant I'identifi-
cation d’ADN complémentaires
(ADNc) correspondant aux ARN
messagers (ARNm) issus de la région
d’intérét, et celles fondées sur la
reconnaissance d’éléments fonction-
nels impliqués dans I’expression
(exons, sites de polyadénylation,
régions régulatrices...) (figure 1).

l Le criblage direct

Les collections de phages ou de cos-
mides représentatives de régions
chromosomiques définies, obtenues
par différentes techniques (chromo-
some isolé par cytofluorométrie de
flux, microdissection, hybrides soma-
tiques, contigs de YAC...), sont de plus
en plus fréquemment ordonnées sur
filtres a haute densité, facilitant ainsi
leur manipulation. La présence de
séquences transcrites sur chaque clo-
ne peut étre décelée directement par
hybridation d’ADNc marqué (5], les
clones positifs servant alors de sup-
port a la recherche d’exons (figure 2).
Des criblages successifs avec plusieurs
types d’ADNCc (origines tissulaires dis-
tinctes, différents stades de dévelop-
pement d’un organe) permettent
I’obtention de cartes transcription-
nelles et différentielles de la région
génomique considérée.

A Tinverse, il est possible d’utiliser
de grands fragments d’ADN géno-
mique marqués (YAC par exemple)
pour cribler des banques d’ADNc.
Une telle approche présente deux
inconvénients majeurs: les fragments
génomiques correspondant a des
séquences exprimées ne représen-
tent qu’'une faible proportion de
I’ADN génomique total utilisé com-
me sonde; par ailleurs, la grande
densité en séquences répétées, qu’il
n’est pas toujours aisé d’éliminer,
contribue a la détection de nom-
breux faux-positifs. Cette stratégie
s’est néanmoins avérée payante pour
isoler le géne de la neurofibromatose
de type I (NFI), en utilisant I’”ADN
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Figure 1. Principe du clonage positionnel.

d’un YAC situé dans la région d’inté-
rét et couvrant un point de transloca-
tion chez un sujet atteint [6], ainsi
que pour cloner APC, un des génes
de susceptibilité aux cancers colorec-
taux, a partir de YAC représentatifs
de la région 5q21 [7, 8].

Néanmoins, et c’est la leur principal
inconvénient, ces techniques d’hybri-
dation demeurent peu sensibles,
puisque seuls les génes fortement
exprimés seront détectés.

d’ADNc

C’est pourquoi fut proposée, il y a
quelques années, une méthode per-
mettant un enrichissement en ADNc
correspondant aux geénes présents
sur les YAC d’intérét. De TADN géno-
mique (YAC purifiés sur gel, par

I La sélection directe

exemple) est hybridé avec le produit
d’amplification par PCR d’une
banque d’ADNc, aprés épuisement
des séquences répétées et riboso-
miques. L’ADN cible est immobilisé
sur filtre avant hybridation [9, 10],
ou sur billes magnétiques apres
hybridation [11] (figure 3). Les ADNc
appariés spécifiquement aux exons
correspondants sur le(s) YAC sont
alors élués et les produits d’élution
amplifiés par une nouvelle PCR
(oligonucléotides plus internes). Un
second tour de sélection, réalisé dans
les mémes conditions, aboutit fina-
lement a I’obtention d’une mini-
banque d’ADNc enrichie en
séquences géniques présentes sur
le(s) YAC de départ. L’intérét de cet-
te méthode est parfaitement illustré
par le tout récent clonage du géne
BRCAI responsable de la prédisposi-
tion a certaines formes familiales de
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cancers du sein et de I'ovaire [12].
Un autre exemple est fourni par des
travaux portant sur un ensemble de
YAC chevauchants, construit dans le
but d’isoler des génes de la bande
ql13.3 du chromosome X humain
[13, 14]; soixante-dix pour cent des
clones sélectionnés proviennent
effectivement du contig utilisé, soit
une densité d’'une séquence transcri-
te tous les 180 kb. Parmi les cing
geénes finalement obtenus, I'un est
impliqué dans le syndrome de Men-
kes, alors qu'un autre, XNP, vient
d’étre associé au syndrome de retard
mental avec o-thalassémie [15].

L’enrichissement en ADNc est géné-
ralement de I'ordre de plusieurs mil-
liers de fois (jusqu’a 100000 fois),
rendant ainsi possible la détection de
transcrits présents au départ a moins
d’une molécule pour un million. Qui
plus est, la technique de sélection
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directe posséde intrinséquement un
pouvoir de normalisation: les trans-
crits faiblement représentés dans la
banque de départ sont enrichis @ un
taux supérieur a celui des transcrits
initialement abondants [13]. Bien
entendu, un géne ne pourra étre iso-
1é que s’il est représenté (ne serait-ce
que tres faiblement) dans la banque
d’ADNc utilisée. Ce type de proble-
me peut étre contourné grace a I'uti-
lisation d’un mélange de banques
d’ADNCc d’origines tissulaires diverses
et/ou correspondant a différents
stades du développement embryon-
naire [16]. Cette technique est appli-
cable a des régions chromosomiques
étendues, bien que, comme on pou-
vait s’y attendre, I’enrichissement
décroisse avec I’augmentation de la
taille de ’ADN génomique utilisé:
une expérience de sélection directe
réalisée a partir de la microdissection

Figure 2. Criblage direct d’une
banque génomique ordonnée. A.
Une sonde d’ADNc simple brin, syn-
thétisée par transcription inverse
d’ARN poly(A*), est incubée en pré-
sence d’ADN génomique de haut
poids moléculaire couplé a de la cel-
lulose diazotée (ADN-cellulose) pour
éliminer les séquences fortement ré-
pétées. B. L’hybridation des filtres de
la banque génomique ordonnée per-
met I'identification de clones positifs.
C. Aprés digestion enzymatique des
clones sélectionnés, les fragments
de restriction contenant des exons
sont détectés par hybridation de
Southern blots avec la sonde d’ADNc
précédemment utilisée.

d'un amplicon localisé en 12q13 a
permis d’obtenir des taux d’enrichis-
sement variant selon les ADNc de
120 a 860 [17].

Le taux de clones correspondant
effectivement a des génes présents
dans la région génomique d’intérét
dépend, bien évidemment, de la
qualité des banques d’ADNc utili-
sées. En effet, la présence de clones
«contaminants » (vecteur non
recombinant, ARN ribosomique,
ADN génomique copié par la trans-
criptase inverse) peut diminuer
grandement le rendement de la
sélection directe. Dans un autre
ordre d’idées, il n’est pas rare d'iso-
ler des ADNc qui, quoique n’étant ni
ribosomiques, ni pourvus de
séquences répétées, ne correspon-
dent pas a un géne présent sur
'’ADN génomique mais a un pseudo-
géne (le géne pouvant étre localisé emmm—
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dans une autre région chromoso-
mique) ou a un membre d’une
méme famille génique. Générale-
ment, ce type de faux-positifs n’est
éliminé qu’avec difficulté aprés ana-
lyse complete des ADNc sélectionnés.

Utilisation
de lignées hybrides

Des techniques, reposant a la fois
sur la reconnaissance d’éléments
fonctionnels et sur I’identification
d’ADNc, permettent d’isoler sélecti-
vement les génes d’une région géno-
mique humaine donnée contenue
dans un hybride cellulaire interspéci-
fique. Apreés extraction des ARN
totaux, la synthése d’ADNc est amor-
cée, grace a des oligonucléotides spé-
cifiques des séquences consensus
d’épissage, a partir des ARN messa-
gers immatures non épissés (hnARN)
[18]; I’enrichissement en clones
d’origine humaine est obtenu par cri-
blage de la banque d’ADNc a l'aide
de séquences répétées humaines
généralement présentes dans les
introns. La synthése des ADNc
humains peut également étre amor-
cée en utilisant des oligonucléotides
spécifiques des séquences répétées
humaines Alu [19]. Toutefois, un
géne ne pourra étre isolé que si son
expression est compatible avec le
type cellulaire de I’hybride soma-
tique, et ce a un niveau suffisant pour
étre représenté dans la banque
d’ADNc, ce qui limite bien évidem-
ment le champ d’application de ce
type de méthode.

l Les ilots CpG

La recherche de génes par la localisa-
tion d’flots CpG (encore appelés ilots
HTF) a déja fait I’objet d’une revue
dans ce méme journal [20]. Rappe-
lons que ces séquences hypométhy-
lées sont localisées au voisinage
immédiat d’environ 60 % des génes.
De nouvelles techniques, permettant
le clonage direct des séquences adja-
centes aux ilots CpG, ont permis
d’obtenir des résultats prometteurs.

Cross et al. [21] décrivent une métho-
de (figure 4) consistant a fixer sur une
matrice mixte d’agarose et de nickel
la protéine de rat MeCP2. Cette pro-
téine a la propriété de se lier aux
fragments d’ADN fortement méthy-

mmssssm 1és. Dans un premier temps, les sé-
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Figure 3. lllustration des techniques de sélection directe d’ADNc. A. L’ADN
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bridé avec les produits d’amplification PCR de la banque d’ADNc. B. L’ADN
génomique biotinylé (B) est hybridé en milieu liquide avec la banque d’ADNc
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Figure 4. Purification de fragments contenant des ilots CpG par colonne d’af-

finité.

quences génomiques naturellement
trés méthylées sont éliminées par ad-
sorption spécifique sur la matrice.
L’étape suivante consiste en la méthy-
lation spécifique in wvitro, a I'aide
d’'une méthyl-transférase bactérienne,
des ilots CpG. Les fragments conte-
nant ces séquences artificiellement
hyperméthylées, contrairement au
reste de 'ADN génomique, peuvent
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alors se fixer sur une nouvelle matri-
ce. Suit alors une phase d’élution a
forte concentration saline permettant
de récupérer une collection de frag-
ments enrichie en ilots CpG et donc
potentiellement en séquences exo-
niques. A partir ’ADN humain total,
les auteurs montrent que parmi vingt
clones analysés, cinq correspondent

effectivement a des transcrits présents
dans le tissu lymphoblastoide.

Une autre méthode, décrite par
Valdes et al. [22], repose sur le prin-
cipe du systéme «vectorette» tradi-
tionnellement utilisé pour isoler les
extrémités des YAC. Il s’agit ici de
cliver spécifiquement 'ADN d’un
YAC a l'aide d’'une enzyme dépen-
dante de la méthylation, reconnais-
sant les ilots CpG. La ligation de cas-
settes aux extrémités des fragments
de restriction ainsi produits permet,
ensuite, I’amplification par PCR de
séquences d’ADN situées entre,
d’une part, un oligonucléotide spéci-
fique de la cassette et, d’autre part,
un oligonucléotide spécifique des sé-
quences répétées humaines Alu.
Bien entendu, le succés de I'opéra-
tion dépend de la distance séparant
I'flot CpG d’une séquence Alu;
néanmoins, cette restriction doit étre
relativisée du fait de ’avénement de
la «PCR longue distance ».

Ces résultats, certes encourageants,
demandent cependant a étre confir-
més par des études ultérieures. Quoi
quil en soit, les méthodes de clona-
ge des ilots CpG présentent un avan-
tage commun, a savoir que la détec-
tion des geénes est indépendante de
leur spectre d’expression tissulaire.
En revanche, seuls 60 % des génes
sont potentiellement accessibles. De
plus, les régions 5 terminales de
nombreux génes sont sous-représen-
tées*, voire non représentées, dans
les banques d’ADNc. En outre, de
par leur richesse en CG, les sondes
dérivées de tels clones donnent sou-
vent des signaux parasites (notam-
ment sur les contaminants ARNr),
entrainant la détection de nombreux
faux-positifs.

I L’amplification d’exons

Chez les mammifeéres, les génes sont
généralement constitués d’exons et
d’introns; lors de la maturation des

* Le fragment génomique contenant des ilots ChG
est censé contenir également une partie (le plus sou-
vent la partie 5°) de la séquence transcrite du géne
potentiellement adjacent. Ce fragment est utilisé
pour cribler une banque d’ADNc. Les banques
d’ADNc sont souvent sous-représentées pour les par-
ties 5° des génes, d'ow le risque de cribler cette
banque sans détecter la séquence d’ ADNc corvespon-
dante.

1711



Amp

—mmmme- Fragment on
génomique
contenant un
exon

———~ Exon vectoriel pSPL3
1/2 sites BstXI 6031 bp
= Fragment
génomique SD/ SA
sans exon SV 40 early Site de clonage

Clonage shotgun des fragments génomiques
Sélection des recombinants
Transfection dans les cellules Cos7

SD SA SD SA

Maturation de I'ARN

C—i—— —t |

Les 1/2 sites BstXl sont interrompus

Les 1/2 sites BstXI sontjoints par épissage

par I'exon (pas d'exon dans la séquence génomique)
Purification de I'ARN
Synthése d'ADN
complémentaire double-brin
Digestion par BstXI
Nested-PCR

dusp2 dUsA4
—— >

Figure 5. Représentation schématique de la méthode d’amplification des exons internes. L’ADN génomique est pu-
rifié aprés électrophorése en champs pulsés, puis digéré et sous-cloné de fagon au hasard (shotgun) dans le site de
clonage multiple localisé dans I'intron du vecteur de «capture » (pSPL3). Les recombinants sélectionnés sont grou-
pés et transfectés dans des cellules Cos7. Les ARN totaux, produits gradce a la présence du promoteur des génes a
expression précoce de SV40, sont récupérés 24 heures plus tard. Des demi-sites BstXl sont présents de chaque cété
de l'intron flanquant les sites donneur (SD) et accepteur (SA) de pSPL3. Une digestion BstXl permet d’éliminer les
faux-positifs, c’est-a-dire les molécules ne contenant pas d’exon interne. Un premier brin d’ADN complémentaire
(ADNc) est synthétisé par transcription inverse, puis amplifié par 2 tours de PCR successifs en utilisant des oligonu-
cléotides spécifiques du vecteur (SD6, SA2 et dUSD2, dUSA4). On parle de nested PCR car les deux couples succes-
sifs d’amorces nucléotidiques sont emboités.

ARN messagers, les mécanismes
d’épissage cellulaires induisent la
jonction des exons et I’élimination
des introns. La méthode d’amplifica-
tion d’exons, appelée également
exon-trapping, est fondée sur la recon-
naissance de sites d’épissage fonc-
tionnels et permet d’isoler des exons
directement a partir d’ADN géno-
mique. Les améliorations successives
apportées a la technique originelle
[23] ont abouti a la génération de
messmms deux méthodologies qui différent
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par la séquence (cible) génomique
reconnue.

La premiére technique permet de
«capturer » sélectivement des exons
internes complets [24], ceux-ci étant
encadrés par des sites accepteur et
donneur d’épissage (figure 5). L’étape
initiale consiste a sous-cloner des
fragments d’ADN génomique dans
un plasmide de «capture »; les plas-
mides recombinants sont alors sélec-
tionnés dans E. coli. Le vecteur le
plus communément utilisé, pSPL3,

possede une cassette contenant un
promoteur transcriptionnel, ainsi
que 2 exons artificiels (un exon 5’
avec un site donneur et un exon 3’
avec un site accepteur d’épissage)
encadrant le site de clonage. La pré-
sence d’un exon interne complet au
sein d’un fragment génomique sous-
cloné permet la formation d’un géne
chimérique constitué de cet exon et
des deux exons vectoriels, ceux-ci
jouant les roles d’exon initial et ter-
minal. L'unité de transcription ainsi

m/sn°12, vol. 11, décembre 95
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Figure 6. Représentation schématique de la méthode d’amplification des exons terminaux. Des fragments de res-
triction d’ADN génomique sont sous-clonés dans le vecteur pTAG4 digéré par Nrul et la méme enzyme que celle uti-
lisée pour la digestion de I'’ADN cible. La double digestion de pTAG4 permet de laisser une extrémité franche en
amont du promoteur des génes précoces de SV40 et une extrémité cohésive en aval du second exon. Le site Nrul est
trés difficile a relier, tandis que I'extrémité cohésive se lie facilement a la méme extrémité cohésive, ce qui permet
de réaliser des concatémeéres d’ADN cible flanqué de chaque cété par pTAG4. Le produit de ligation est directement
transfecté dans les cellules Cos7 pour permettre la transcription du concatémeére linéaire. Un premier brin d’ADNc
est synthétisé par transcription réverse grace un oligonucléotide poly(dT), puis amplifié par PCR.

formée conduit a la production d’un
ARNm hybride lorsque transfectée
dans des cellules mammiféres compa-
tibles avec le systéme de transcription
du vecteur. L’exon interne ainsi cap-
turé est amplifié sélectivement par
RT/PCR a partir de I’ARN total des
cellules transfectées, les amorces uti-
lisées étant spécifiques des deux
exons du vecteur.

Cette méthode présente néanmoins
quelques imperfections, I'une d’elles
étant que la petite taille des exons
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internes capturés (20-200 bases) rend
délicate leur utilisation directe pour
des expériences d’hybridation ulté-
rieures; une autre étant le «risque »
d’isoler indépendamment plusieurs
exons d’'un méme géne. Pour remé-
dier a ces problémes, Krizman et Ber-
get [25] ont développé un autre type
de vecteur, pTAG4, permettant non
plus la capture des exons internes
mais celle de I’exon terminal d’un
géne. La cassette de «capture» est,
ici, une unité de transcription incom-

plete dont le dernier exon est absent
(figure 6). Les fragments d’ADN géno-
mique sont censés étre donateurs
d’un exon terminal (flanqué d’un
site accepteur d’épissage et d’un
signal poly(A)) pour permettre au
vecteur d’engendrer un ARNm hybri-
de stable apres transfection dans des
cellules cos 7. La majorité des génes
des vertébrés ne contient qu'un seul
exon terminal, ce qui permet de
n’obtenir qu'un seul type de clone
par géne. Cette méthode présente, m—
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en outre, les avantages d’éviter 1’éta-
pe de sélection des plasmides de
«capture » recombinants, et de per-
mettre ’isolement des séquences
transcrites directement a partir d’un
YAC [26]. Plus étendues que les
exons internes, ces séquences peu-
vent aller de 200 a 2500 paires de
bases. Il faut cependant souligner
que les exons terminaux sont consti-
tués en partie de la région 3’ non tra-
duite des génes, certes spécifique de
ceux-ci, mais riche en séquences
répétées humaines telles que des élé-
ments Alu et LINE.

En résumé, ’approche par amplifica-
tion d’exon interne ou terminal pré-
sente I’avantage d’étre indépendante
de I'expression naturelle du géne a
partir duquel un exon est dérivé. Le
rendement de cette technique dé-
pend principalement de la complexi-
té de TADN de départ; en moyenne
on peut espérer isoler un exon tous
les 25 a 85 kb. A priori, seuls les génes
sans intron ne sont pas détectables; a
I'inverse, des faux-positifs peuvent
étre obtenus du fait de la présence
de sites cryptiques d’épissage.

Cette méthode a déja été utilisée
avec succes pour isoler de nombreux
génes, parmi lesquels ceux qui sont
responsables du syndrome de Men-
kes (m/s n°3, vol. 9, p. 316), de la ma-
ladie de Huntington (m/s n°4, vol. 9,
p. 488), de la neurofibromatose de
type 2 (m/s n°4, vol. 9, p.484), d’un
certain type d’obésité murine (m/s
n°12, vol. 10, p. 1337) [27-30].

Méthodes bio-
informatiques

Le séquencage a grande échelle peut
finalement représenter une alternati-
ve tentante, du fait de I’émergence
de nouveaux programmes informa-
tiques de traitement des données ob-
tenues. Deux types d’approches sont
utilisés pour prédire la présence de
séquences codantes: une approche
globale reposant sur la détection de
phases ouvertes de lecture et une ap-
proche locale fondée sur I'identifica-
tion de motifs fonctionnels tels que
les promoteurs, les sites d’épissage,
les sites initiaux et terminaux de tra-
duction, les signaux poly(A). Plu-
sieurs algorithmes sont d’ores et déja
disponibles et accessibles par cour-
rier électronique (GRAIL, BLASTX,

GenelD, SORFIND entre autres). Les
utilisateurs peuvent soumettre leurs
séquences et recevoir en retour une
analyse de la position d’exons poten-
tiels avec une attribution a un brin,
une phase de lecture préférentielle,
et une évaluation qualitative de Ia
prédiction. Dans la mesure ou la sé-
quence génomique est déterminée
dans le seul but de localiser des
exons candidats dans une région as-
sociée a un phénotype donné, Clave-
rie [31] propose de ne plus ordon-
ner les séquences obtenues les unes
par rapport aux autres, évitant ainsi
le sous-clonage successif en phages A
puis en M13 et I’étape de traitement
des données correspondant. Il est en
effet possible de sous-cloner direc-
tement de facon shot-gun en phage
monobrin M13 des régions de 100 a
500kb et d’utiliser les séquences sans
les ordonner pour une recherche in-
formatique d’exons potentiels au
sein de chaque séquence. Une cou-
verture de séquence de deux fois se-
rait suffisante pour atteindre une
probabilité supérieure a 0,9 de détec-
ter les exons d’une région géno-
mique donnée; cela est parfaitement
illustré par le cas du géne du syndro-
me de Kallman, précédemment iden-
tifié grace aux protocoles de sé-
quences classiques (m/s n°9, vol. 7, p.
980) [32]. Bien que paraissant étre
une méthode lourde, cette stratégie
présente I'intérét d’utiliser des proto-
coles d’expériences bien établis pou-
vant étre entiérement automatisés, la
seule limitation étant en fait la capa-
cité de séquencage d’'un laboratoire.

I Que choisir?

Si nous nous replacons dans le cadre
du clonage positionnel, quelle mé-
thode faut-il adopter lorsque la ré-
gion d’intérét a été définie et les
clones génomiques obtenus? Et faut-
il n’en utiliser qu’une? A I’heure ac-
tuelle, il est encore difficile de défi-
nir une attitude logique en étudiant
les choix des équipes qui ont récem-
ment identifié des génes associés a
des maladies héréditaires. Le géne
BRCALI a été isolé par sélection direc-
te [12], le géne obese par amplifica-
tion d’exons [30], et le géne DAXI
par les anciennes méthodes de locali-
sation d’ilots CpG et de recherche de
conservations de séquence [4]... L’es-

sentiel est-il donc de choisir une mé-
thode, et de s’y tenir? En fait, quand
c’est possible, il est sans doute avan-
tageux d’utiliser simultanément plu-
sieurs méthodes différentes. Les
études actuellement en cours mon-
treront-elles la complémentarité des
techniques de sélection directe et
d’amplification d’exons? En fait, cer-
taines des méthodes que nous avons
décrites ont déja été employées en-
semble: par exemple, aprés criblage
direct avec des ADNc marqués, les
cosmides positifs sont étudiés par am-
plification d’exons afin d'y détecter
les séquences géniques [5]. De plus,
les concepts sous-tendant la mise au
point de ces techniques peuvent aus-
si s’interpénétrer: Sedlacek et al.
[33], en appliquant a des cosmides la
sélection directe, non pas d’ADNc,
mais de fragments d’ADN géno-
mique d’une espéce différente, ne
font finalement rien d’autre que re-
chercher des conservations de sé-
quence entre deux especes... En at-
tendant que le séquencage, qui est le
but ultime des «projets Génome », et
son traitement informatique, soient
plus performants, on ne peut que
tenter, tres schématiquement, de dé-
finir des situations extrémes, entre
lesquelles les nuances les plus sub-
tiles seront envisageables. Si I’on n’a
aucune idée précise du type de tissu
dans lequel le géne recherché peut
étre exprimé, les méthodes reposant
sur les ADNc ne semblent pas trés in-
diquées. Si la région d’intérét est tres
étendue (contig de YAC, région mi-
crodisséquée), les techniques d’am-
plification d’exons semblent actuelle-
ment moins bien adaptées que celles
de sélection directe. Ces deux
exemples, volontairement tres simpli-
fiés, ne doivent pas faire oublier que
le probléme ne se pose pas seule-
ment pour le choix de la méthode de
recherche de génes, mais aussi en
amont, lors du clonage positionnel
dans les maladies multigéniques, et
en aval, pour déterminer, parmi les
geénes isolés, lequel est impliqué dans
la maladie étudiée B
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Note ajoutée aux épreuves

Depuis la rédaction de cette revue,
plusieurs articles sont parus, qui
montrent effectivement la complé-
mentarité des techniques de sélec-
tion directe et d’amplification
d’exons (Harshman et al. Hum Mol
Genet 1995; 4: 1259-66 et Yaspo et
al. Hum Mol Genet 1995; 4: 1291-
304). Les deux techniques ont éga-
lement permis I'isolement d’exons
différents d’'un méme géne, celui
de l’ataxie-télengiectasie (Savitsky
et al. Science 1995; 208 : 1749-53).
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Summary

From DNA to cDNA: how to isolate
genes from large genomic regions

While considerable progress has
been made in mapping of the hu-
man genome, approaches are now
needed to identify the genes
contained within large genomic re-
gions. Traditional techniques, in-
cluding identification of CpG is-
lands, detection of conserved
sequences and direct screening of
cDNAs libraries, are effective but
very laborious. More powerful me-
thods, such as exon trapping,
cDNA selection, and computatio-
nal analysis of genomic sequences,
are now available. A combination
of several different methods
should be required to isolate most
transcribed sequences from a gi-
ven region.
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