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Septembre 1 992 : un art ic le  de 
l 'équipe de Daniel Cohen (CEPH­
Généthon) dans la très cotée revue 
Cell [ 1 ]  décrit une technique de fin­
gerprint (empreinte) de chromo­
somes artificiels de levure (YAC) .  
Appliquée à une échelle jusque-là 
in imaginable à la banque de  
<< Méga Yacs >> du CEPH, elle permet 
de déterminer les positions relatives 
de ces clones, et donc de construire 
la carte physique de l'ensemble du 
génome humain. La méthode, mise 
en œuvre à grand renfort d 'appa­
reillage sophistiqué et d ' informa­
tique, devrait, selon les auteurs, pro­
duire très prochainement un taux 
de couverture de 90 % .  L ' impact 
médiatique est considérable : on 
pensait  jusque-là que ces cartes 
n'étaient réalisables que chromoso­
me par chromosome, et qu'elles ne 
seraient pas é!<lblies avant plusieurs 
années. Aux Etats-Unis - jusque-là 
très largement  en tê te dans  ce  
domaine - ,  on  accuse le  coup ; tel 
patron de laboratoire rassemble son 
équipe et lui annonce qu'il va falloir 
changer de suj et pu i sque  les  
Français ont tout raflé . . .  Dans notre 
pays règne un certain triomphalis­
me ; des journalistes annoncent déjà 
que la carte est terminée, les gènes 
trouvés et que les applications médi­
cales vont suivre à brève échéance. 
Début mai 1 994 ,  à Cold  Spring 
Harbor, se  tient l 'annuel congrès 
Genome Mapping and Sequencing, de 
loin la mei l leure réunion sur le 
sujet .  Quelques mois plus tôt est 
paru dans Nature un court article 
présentant << Une carte physique de 

première génération du génome 
humain '' • signé par Daniel Cohen, 
I lya Chumakov et Jean Weissenbach 
[ 2 ] . Le bal isage présenté couvre 
entre 50 % et 80 % du génome et, 
malgré l ' extrême conc i sion de  
l ' exposé,  i l  semble  b ien que  les  
moye n s  emp loyés n 'o n t  p lus 
grand-chose à voir avec la méthode 
vantée dans Cell un an plus tôt. A 
Cold Spring Harbor - comme déjà à 
Kobe lors de Human Gene Mapping 
93, début novembre -, on constate 
que chaque Genome Center poursuit la 
construction de la carte physique de 
<< son >> chromosome, apparemment 
comme si de rien n 'était. Difficile de 
s'y retrouver dans cet imbroglio ; 
c'est cette situation complexe que je 
vais essayer d 'analyser dans cette 
Chronique, me fondant pour l 'essen­
tiel sur les publications des uns et 
des autres ainsi que sur les commu­
nications ou les << posters » présentés 
tout  récemment  à Cold Spring 
Harbor. 
Rappelons pour commencer les élé­
ments techniques de base. Une carte 
physique fiable et opérationnelle 
doit reposer, tout le monde s'accor­
de maintenant à le dire, sur l 'aligne­
ment de clones le long du génome. 
Elle représente chaque chromosome 
par  un  ensembl e  de segmen ts 
d'ADN clonés dont les positions rela­
tives sont connues, de préférence 
avec précision et certitude. Le proto­
type à cet égard est la carte du géno­
me d'Escherichia coli publiée en 1 987 
par Kohara et al. [3] : i l  avait déter­
m i n é  l a  carte de restr ict ion de 
3 400 phages contenant chacun un 
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segment d'ADN bactérien de 1 5  à 20 
kilobases et les avait positionnés le 
long des 4 700 kilobases du génome 
de la bactérie. Carte fiable puisqu'on 
peut reprendre n'importe lequel de 
ces clones et vérifier sa carte ainsi 
que ses recouvrements avec ses voi­
sins, carte utile puisque tout cher­
cheur intéressé par l 'examen détaillé 
d'une région du génome située par 
exemple à 37 minutes (la carte géné­
tique d'Escherichia coli emploie ces 
unités, liées au transfert d'informa­
tion entre bactéries par conjugaison) 
peut demander le ou les clones cor­
respondants et les étudier tout à loi­
sir. Les 4 76 clones représentant le 
« jeu ,, minimum pour couvrir ce 
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génome sont d'ailleurs maintenant 
d i s tr ibués  par  la fi rme Takara 
Biochemicals, sous forme d'un filtre 
contenant l 'ADN de ces clones et 
appelé the Escherichia coli gene map­
ping membrane. 
Quelques téméraires s 'étaient lan­
cés dès 1 987- 1988 dans la construc­
tion de telles cartes pour un chro­
mosome humain.  L'entreprise sem­
blait vouée à l 'échec : un chromo­
some moyen mesure une centaine 
de mégabases alors que les cos­
m ides - vecteurs les plus perfor­
mants à l ' époque - véhiculent au 
maximum 40 kilobases. C' étaient 
donc, au bas mot, dix mil le cos­
mides qu'il aurait fallu analyser en 
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Figure 1 .  Construction d'une carte physique par STS content mapping. Les 
STS, précédemment définis et positionnés le long du chromosome par 
analyse génétique (en haut), sont testés (par PCR) sur les YAC de la 
banque (en employant divers schémas de mélange afin de limiter le 
nombre de réactions à effectuer). Deux YAC, positifs pour le même STS, 
présentent a priori un recouvrement et l'on peut ainsi progressivement 
assembler des << contigs » (bas de la figure). 
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détail ,  tâche apparemment surhu­
maine d'autant que l 'on savait dès le 
départ certaines  régions  « inc lo­
nables » dans ces vecteurs. La carto­
graphie  p hysiq u e  d u  génome 
humain n 'est devenue réellement 
envisageable qu'avec l ' invention par 
Burke, Carle et Oison [ 4] des chro­
mosomes artificiels de levure (YAC, 
yeast artijicial chromosomes) capables 
de c loner  de s  segme n ts d 'ADN 
humain longs de  plusieurs centaines 
de k i lobases  : le n o mbre d e  
<< pièces » à assembler pour couvrir 
un chromosome est alors de l 'ordre 
du mil l ier ,  e t  chacun sait qu 'un  
puzzle à mille pièces est infiniment 
plus facile qu'un puzzle à dix mille 
pièces . . .  
Les Genome Centers américains, créés 
à partir de 1 989, se sont alors donné 
pour obj ec ti f  l ' é tabl i sseme n t  de 
cartes, chromosome par chromoso­
me. Parmi les stratégies employées, 
la plus généralement  admise fut 
celle du STS (sequence tagged site) 
content mapping dont le principe est 
représenté sur la figure 1. En bref, il 
s'agit d'abord de baliser le chromo­
some choisi par un millier de STS, 
petites séquences définies chacune 
par un couple d 'amorces PCR et 
uniques dans le génome.  Ces STS 
peuvent être obtenus en prenant des 
sondes déjà connues pour provenir 
de ce chromosome, en les séquen­
çant partiellement, en spécifiant un 
couple d'amorces à partir de cette 
séquence - et en vérifiant que ce 
dernier permet l 'amplification de la 
région choisie et d 'elle seule . Les 
STS peuvent aussi être des << microsa­
tellites » déjà déterminés lors de la 
cartographie génétique du même 
chromosome - ce qui offre l 'avanta­
ge d' intégrer ipso facto la carte phy­
sique et la carte génétique puisque 
les  ba l i ses  e m pl oyée s  son t  le s  
mêmes. Les STS servent alors au  cri­
blage par PCR d ' une  banque de 
YAC : banque spécifique du chromo­
some étudié si elle existe, banque 
générale sinon, la spécificité des STS 
assurant en  pr inc ipe l ' ob te n tion 
d'un YAC provenant du bon chro­
mosome. Si la position des STS le 
long du chromosome est connue, 
cela indique du même coup celle 
des YAC correspondants ; dans le 
cas contraire, i l faudra ordonner les 
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STS, soit  par cartographie  géné­
tique, soit à l ' aide d 'un << panel » 
d'hybrides somatiques contenant dif­
férentes régions du chromosome. 
Deux YAC contenant le même STS 
seront forcément chevauchants, et la 
dé termi nat ion de l eur  pos i t ion  
approximative par  hybridation in  
situ autorisera quelques vérifications. 
Ce processus est naturellement long, 
complexe et coûteux. Le < <  tarif '' 
q u ' app l iqua ient  le s  organ i smes  
comme l e  DOE ou  l e  N IH était de 
l 'ordre de dix;- millions de dollars 
( soixante millions de francs) pour 
un chromosome : cette somme per­
mettait de faire fonctionner durant 
trois ans un groupe d'une trentaine 
de personnes, équipé d'un outillage 
performant (séquenceurs, robots) , et 
devait aboutir à la carte physique du 
chromosome choisi ou, du moins, à 
des progrès très significa_tifs dans 
cette direction. Seuls les Etats-Unis 
sembla ient  s ' e ngager dans  cette 
course : au Royaume-Uni, l ' accent 
é tait  mis sur la génétique e t  les 
ADNe, le programme japonais sor­
tait à peine des limbes ; quant à la 
France ,  son Programme génome 
<< officiel » tardait à décoller tandis 
que Généthon,  tout nouvellement 
créé par l'AFM et le CEPH, parais­
sait cen tré sur la carte génétique 
( progra m m e  d i rigé  par Jean 
Weissenbach ) , les ADNe ( Genex­
press et Charles Auffray) et les ser­
vices - l ' impressionnante salle des 
< <  Markii ,, avec ses vingt automates à 
Southem blot destinés aux équipes qui 
souhaitaient << localiser » des mala­
dies. 
En réali té ,  Généthon, le CEPH et 
D a n i e l  Cohen  pré paraien t  u n e  
bombe. Le CEPH, au prix d'efforts 
prolongés et d'une remarquable per­
sévéranc e ,  avai t  c o nstru i t  u n e  
banque d e  YAC contenant d e  très 
grands segments, de l 'ordre de la 
mégabase : les fameux << Méga Yacs » .  
Et i l  se livrait à l 'assemblage simulta­
né de contigs de YAC sur l'ensemble 
du génome humain par la technique 
d'empreinte mentionnée plus haut. 
Le principe est simple (figure 2) : 
l 'ADN d'un clone de levure conte­
nant  un YAC est  coupé par une  
enzyme de  restriction qu i  produit 
une centaine de fragments. Ces der­
niers sont séparés par électrophorè-

se, puis transférés sur un filtre de 
nylon ,  lequel est ensuite hybridé 
avec une séquence répétée humaine 
(séquence Alu par exemple) qui va 
révéler une ou deux dizaines de 
fragments .  L 'opération est a ins i  
effectuée pour chaque YAC de la 
banque ; la  comparaison des  
empreintes permet de repérer ceux 
qui contiennent des fragments de 
tail le identique - ce qui indique 
qu'ils présentent sans doute un che­
vauchement .  Méthode largement 
employée, en Grande-Bretagne et 
aux Etats-Unis, pour l 'assemblage de 
<< contigs » de cosmides, elle n 'avait 
jamais été mise en pratique avec suc­
cès pour les YAC ; elle fut appliquée 
à très grande échelle à Généthon. 
Ce n 'était pas une mince affaire : i l  
fallait répéter l 'analyse sur plusieurs 
dizaines de milliers de YAC, dans des 
conditions autorisant une comparai­
son précise entre chacune de ces 
empreintes et chacune des cinquan­
te mille autres. Cela posa de redou­
tables problèmes de standardisation 
des expériences, sans parler des pro­
grammes et de la puissance informa­
tique nécessaires pour confronter 
cette multitude d'objets complexes. 
Au printemps 1 992, cet assemblage 
semblait en très bonne voie, ce qui 
susc i ta  l ' ar t ic le  de Cell . . .  et l a  
panique des concurrents. En  un  ou 
deux ans, l ' équipe de Généthon 
avait plus avancé que la douzaine de 
Genome Centers américains : il y avait 
de quoi pavoiser, et l 'on ne s 'en 
priva pas. 
La carte à 90 %, annoncée pour la 
fin de 1 992 [ 5 ] , se fi t pourtant 
attendre.  I l  est fréquent dans la  
recherche que les derniers 10  % 
d ' u n  projet  demandent  autant  
d 'efforts et de temps que les  pre­
miers 90 %. Ceux qui ont déterminé 
des séquences d 'ADN ou de pro­
téines ne me démentiront pas . . .  Mais 
la lettre publiée dans Nature fin 1 993 
[2] témoigne d'un net changement 
de stratégie .  Co-signée par Jean 
Weissenbach,  chef d'orchestre de 
l ' impeccable opération << carte géné­
tique » au Généthon, elle est en fait 
largement fondée sur une approche 
du type STS content mapping dans 
laquelle les microsatellites position­
nés pour la carte génétique jouent le 
rôle principal. Une astucieuse tech-
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F i g u re 2. Analyse des recouvre­
ments de YAC par empreinte (fin­
gerprint). L 'ADN de chaque clone 
de levure contenant un YAC est trai­
té par une enzyme de restriction, 
séparé sur gel, transféré sur filtre et 
hybridé avec une sonde répétée 
humaine comme << A lu >> (qui ne 
révèle pas les fragments d'A DN 
provenant des chromosomes de 
levure). Les positions des bandes 
obtenues sont comparées deux à 
deux ; la présence de plusieurs 
bandes u identiques » dans deux 
clones (bandes rouges entre la 1'" et 
la 2• colonne, bandes hachurées 
entre la 2" et la 3") donne une pré­
somption de recouvrement entre les 
clones correspondants. Pour une 
discussion détaillée de cette métho­
de, voir [ 1]. 

Figure 3. Zoom sur la carte phy-� 
sique. On voit, à gauche, une partie 
du bras long du chromosome 1 7, 
les barres horizontales repèrent la 
position des STS déterminée par 
cartographie génétique. Les quatre 
jeux de bandes sur la droite indi­
quent le taux de couverture de cette 
région au niveau 1 (un seul YAC joi­
gnant deux STS), 3 (trois YAC), 5 et 
7. Plus le niveau est élevé, plus la 
cou verture est c o mplète, m a is 
moins elle est fiable, du fait notam­
ment des problèmes causés par le 
chimérisme des YAC. (D'après [2].) 
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nique d ' hybridation des produits 
Alu-PCR de YAC avec les autres YAC, 
ou avec les mêmes produits obtenus 
à part ir  d ' hybr ides  somat iques ,  
donne des informations complémen­
taires, et l 'hybridation in situ effec­
tuée sur quelques centaines de YAC 
confirme les posi tionnements .  La 
méthode des fingerprints, qui devait à 
elle seule produire l 'essentiel des 
données, est reléguée à un rang 
secondaire. Le résultat final est une 
carte dont le taux de couverture et 
la fiabilité sont inversement corrélés 
(figure 3) : si l 'on se limite au cas où 
la jonction entre deux STS est assu­
rée par un seul YAC (niveau 1 ) ,  la 
couverture est de 1 0  % ; si 1 '  on 

admet en tre deux STS trois YAC 
positionnés par Alu-PCR ou finger­
print (niveau 3) , elle monte à 30 % ; 
au n iveau 7, elle approche 90 % ,  
mais l a  probabi l i té d ' erreurs est 
alors élevée. 
Pourquoi  tan t d ' i ncert itudes ? 
N'oublions pas l 'échelle de l 'entre­
prise : cinquante mille clones à étu­
dier par diverses techniques, c 'est 
colossal. Pensons à la facilité avec 
laquelle, dans nos laboratoires, on se 
trompe de clone, de marqueur de 
taille ou de boîte dans le congéla­
teur . . .  et l 'on imaginera l 'organisa­
tion quasi mi l i taire qui  s ' impose 
pour man ipu ler  m i l l e  foi s  p lus  
d 'objets en réduisant au minimum 
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les risques de confusion . Mais le pro­
blème est plus profond, il tient à la 
nature même des YAC et aux imper­
fections de ce système de clonage. 
Les chromosomes artificiels de levure 
ont joué un rôle primordial, et res­
tent encore irremplaçables (quoique 
BAC, PAC et autres MAC* commen­
cent à les concurrencer sérieuse­
ment) ; mais ils ont le gros défaut de 
présenter un chimérisme fréquent. 
Chimérisme, c 'est-à-dire que le seg­
ment d'AD inséré dans un YAC est 
en fait formé de deux (ou plus) frag­
ments provenant d'autant de régions 
du génome. Cet inconvénient a été 
repéré assez vite, mais sa fréquence 
est longtemps restée sous-estimée. 
On annonçait 1 0  % ,  15 %, peut-être 
20 % de chimérisme. En réalité, les 
mesures les plus récentes, rapportées 
dans un article de Buddy Brownstein 
(soumis pour publication) , indiquent 
un chimérisme moyen de 50 % - un 
clone sur deux contient deux seg­
ments d'origine différente. Cela est 
vrai pour p lus ieurs banques ,  e t  
même pour celle d e  Rakesh Anand 
(dite banque ICI )  que l 'on a cru 
longtemps épargnée par ce fléau. 
Fléau, c ' est bien le mot : car un 
clone chimérique dans un contig le 
fait « sauter >> d'un chromosome à un 
autre, ou - ce qui n'est pas mieux -
d'un point à un autre très éloigné 
sur le même  c hromoso m e .  Ce la  
d'autant plus que l'on cherche natu­
rellement à employer les YAC les 
plus longs possibles pour la carte 
physique (moiqs de pièces) et que le 
taux de chimérisme augmente fo_rte­
ment avec la taille . . .  Ainsi, selon Eric 
Lander ,  lorsq u ' un YAC cont ient  
deux STS, ces  derniers appartien­
nent à deux chromosomes différents 
dans 60 % des cas ! On voit le pro­
blème posé aux bâtisseurs de contigs, 
et les risques d'erreurs qui en résul­
tent pour les programmes d'assem­
blage les mieux conçus. 

* BAC, bacterial anificial chromosomes ; PAC, 
pombe artificial chromosomes ; MAC, mamma­
lian artificial chromosomes. Ces differents systèmes 
de clonage promettent de propager de grands segments 
d 'ADN exogène dans  des bactéries, da ns t..) 
Schizosaccharomyces pombe au même dans des cel-
lules de mammi.jeres - mais sont encore loin d 'être plei-
nement opérationnels. 
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C'est ainsi qu'une bonne douzaine 
de Genome Centers américains pour­
suivent des programmes de cartogra­
phie physique.  Le plus important, 
celui d 'Eric Lander, créé fin 1 992 
un peu à l ' image de  Généth o n ,  
semble bien reprendre tout à zéro 
puisque - sur les YAC du CEPH - il 
applique une tratégie pure et dure 
de STS content mapping appuyée ur 
une automatisation poussée (une  
impo ante machine permet d'effec­
tuer 1 47 456 ( 1  536 fois 96) réac­
t ions de PCR en paral lè le ) . Les  
autres centres, travaillant chacun sur 
un ou deux chromosomes, ont pris 
de opt ions  moins  extrê m e  . I l s  
emploient très largement les YAC du 
CEPH : la banque de Méga-Yac, mal­
gré es imperfections (qu'elle parta­
ge avec le s  autres banques ex is­
tantes) , reste la meilleure à ce jour 
grâce à la taille des fragments insé­
ré et à la couverture d 'ensemble. 
Le laboratoire des États-Unis ont 
d 'ailleurs fait preuve d'une grande 
efficacité pour la dupliquer et la dis­
tribuer dès qu'elle leur a été fournie 
par le CEPH.  Les Genome Centers 
s 'appuient également ur la carte 
publiée fin 1993. Peu e hasardent à 
lu i  fa ire  confiance  au-de là  d u  
niveau 3 ,  mais elle con titue u n  pre­
mier << bâti , (au sens des coutu­
rières) que l 'on vérifie, corrige, enri­
chit ,  et qui con titue le point de  
départ de cartes plus re  treintes mais 
plus ol ides .  Chacun s 'accorde à 
rendre hommage au CEPH non eu­
lement  pour l 'œuvre accompl ie ,  
mais  au s i  pour  la  rapidité avec 
laquelle les réactifs ( les YAC) ainsi 
que toutes les informations sur la 
carte (contigs, chemin d'un YAC au 
suivant, résultats du criblage par les 
ST . . . ) ont été mis à la dispo ition 
de la communauté. Paradoxalement, 
en raison du ous-développement 
informatique de la plupart des labo­
ratoire françai , ce donnée ont 
souven t  p lus  acce s ib le s  ou tre­
Atlantique que chez nous : leur  
abord ( libre) implique des ystèmes 
informatique (de préférence une 
station de travail) et ,  en tout cas, des 
compétences  dans  l ' e mplo i  de s  
ré  eaux qui sont, hélas, encore peu 
répandues en France. 
Le paradoxes apparents de la situa­
tion deviennent donc compréhen-

sibles. A l 'échelle d'un génome aussi 
complexe que celui de l 'homme, la 
différence entre carte génétique et 
carte physique tend à s'estomper : 
aucune des deux ne sera jamais com­
plètement  te rminée ,  chacune 
demandera toujours plus de  préci-
ion, de détails, et restera ujette à 

correction. Le placement d'un YAC 
devient probabiliste : il y a 90,99 ou 
99,9 chances pour cent que la po i­
tion donnée soit correcte, mais nous 
n'aurons jamais de certitude absolue 
sur 50 000 YAC répartis sur trois mil­
liards de nucléotides. Ainsi, la carte 
physique CEPH-Généthon n'est ni 
« la fin de l 'h istoire » (ce que n'a 
d 'ail leurs jamais prétendu Daniel 
Cohen) ni un « coup ,, raté. C 'est 
une entreprise dont les résultats tan­
gibles mais imparfaits ervent de sup­
port aux avancées suivantes - ce qui 
est,  au fond,  la finalité de toute 
recherche • 
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