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Compétition transcriptionnelle
dans les thalasséemies

En 1985, Smithies et al. démon-
traient la possibilité d’insérer une
séquence d’ADN exogene dans le
gene de Pglobine d'un chromo-
some 11 humain introduit par
fusion cellulaire dans des cellules
érythroleucémiques de souris (cellu-
les MEL). Le choix des séquences
de recombinaison permet de cibler
cette insertion de facon précise, et
le couplage de I'ADN inséré a un
géne conférant la résistance a la
néomycine (gene néo) permet de
vérifier son expression correcte (m/s
n°8, wol I, p.445 et [1]). Par la
suite, il fut démontré que des genes
insérés dans le locus B-globine subis-
salent la méme activation transcrip-
tionnelle que le géne de B-globine
lui-méme lorsque les cellules MEL
étaient traitées par l'inducteur de
diftérenciation hexaméthylénebisacé-
tamide (HMBA), alors que des

geénes insérés au hasard étaient
insensibles a cette induction.

Dans un travail récent, I'équipe
d’O.H. Smithies (Chapel Hill, NC,
USA) a appliqué cette technique de
recombinaison homologue a une
étude de la thalassémie murine,
modeéle animal d’étude de la thalas-
sémie humaine. Il existe, en effet,
une relative homologie entre les
génes du complexe B-globine chez
la souris et chez 'homme. Le fonc-
tionnement du complexe B-globine
humain est bien connu, avec
I'expression successive d'un geéne
embrvonnaire, puis de deux geénes
foetaux, enfin une commutation
périnatale et I'expression de deux
senes adultes, le géne B et le géne
g. dont les taux d’expression respec-
tifs sont dans un rapport d’environ
9798 %/2-3 %. Dans le modele

murin, il y a quatre genes: deux m———
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génes embryonnaires bhl et y dont
I'expression cesse vers le 16-17¢ jour
de gestation, et deux génes adultes
b1 (B majeur) et b2 (B mineur), res-
ponsables chacun pour environ
80% et 20% de I’hémoglobine
adulte. On a, par ailleurs, décrit une
thalassémie spontanée chez la sou-
ris, et démontré qu’elle était due a
une délétion de 3709 pb englobant
le géne majeur ainsi que les régions
régulatrices en 5 du geéne.

Employant la technique d’insertion
ciblée par recombinaison homolo-
gue, dans des cellules embryonnai-
res ES, les auteurs ont introduit
dans le deuxiéme exon du geéne
majeur de PB-globine un géne neo,
sous contréle d’'un promoteur tk,
interrompant de ce fait la séquence
du géne normal. Aprés les contro-
les nécessaires, les cellules compor-
tant linsertion ont été injectées
dans des blastocystes et ceux-ci réim-
plantés dans 'utérus d’'une femelle
pour assurer leur développement.
Aprés croisement avec des femelles
saines, quelques animaux chimeéres
ont transmis la mutation induite,
sans aucune manifestation phénoty-
pique dans la premiére génération
d’hétérozygotes. Deés la deuxiéme
génération, en revanche, sont appa-
rus des homozygotes pour le géne
interrompu. Ils présentaient tous
une anémie profonde, létale in utero
ou dans les quatre heures suivant la
naissance, avec les signes cytologi-
ques d’une thalassémie grave:
hypochromie, poikilocytose, cellules
nucléées dans la circulation périphé-
rique. Le phénoméne s’est reproduit
a toutes les générations successives
chez les homozygotes, et on a pu
montrer qu’il commencait des le
18¢ jour de gestation, quand cessait
I'activité des génes embryonnaires
(3].

Une comparaison s’imposait avec la
thalassémie spontanée, apparem-
ment nettement moins grave, puis-
que la moitié environ des homozy-
gotes survit a I’age adulte. Dans
cette forme délétionnelle, on a sug-
géré une augmentation compensa-
toire de l'activité du géne mineur
b2, puis de la chaine polypeptidique

msmmmm correspondante. Des expériences de
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Figure 1. Facteurs intervenant dans I'expression des génes adultes chez
la souris. Les fleches représentent les interactions probables entre le LCR dis-
tal et les promoteurs de chaque géne. Du haut en bas: 1. Le chromosome
normal sur lequel les deux génes adultes (b1 et b2) sont activés successive-
ment. 2. Le chromosome présentant une délétion ; I'activité du LCR s’exerce-
rait ici sur le gene b2 sans aucune compétition. 3. Le chromosome dont le
gene majeur b1 est interrompu par insertion du géne néo. Ici, I’action du LCR
peut s’exercer sur le géne b1 inactif (b1*), sur le gene néo et sur le gene b2,
d’ol une compétition aboutissant a une moindre activation de b2 que en cas
de délétion de b1. De plus, une compétition pourrait également exister au
niveau de la traduction entre les messagers b1*, néo et b2, seul ce dernier
donnant une globine fonctionnelle. bh1 et y: génes embryonnaires.

dosage de ’'ARNm, puis de la pro-
téine, ont, en effet, montré que ce
mécanisme de compensation joue
probablement au niveau de la trans-
cription puis de la traduction. Les
travaux encore préliminaires effec-
tués par comparaison chez des ani-
maux présentant a I’état hétéro-
zygote, soit une délétion de bl
(Hbb 1), soit un gene bl inter-
rompu (Hbb ™®2) montrent que le
geéne b2 intact produit au total plus
de protéine dans le premier cas que
dans le second.

Ce phénomeéne paradoxal a pu étre
rapproché d’observations faites en
pathologie humaine. La notion
d’'une augmentation vicariante de

I’hémoglobine A, au cours des tha-
lassémies est un signe classique, et
méme de valeur diagnostique.
L’augmentation observée se situe
dans la fourchette 3,5-6,8 %. Une
série de cas identifiés ces derniéres
années signale cependant des aug-
mentations se situant entre 7 % et
12 %. Dans tous les cas, la mutation
thalassémique comporte une délé-
tion de taille variable, mais affectant
toujours la région promotrice en 5’
du géne B-globine. Quelques obser-
vations ont pu étre faites chez des
sujets qui, outre la B-thalassémie,
étaient hétérozygotes pour une
mutation du geéne d-globine, laquelle
permettait donc de différencier
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I'expression des deux alléles. On a
ainsi pu démontrer que les muta-
tions délétionnelles du promoteur [3
s’accompagnent d'une augmentation
de I’hémoglobine A, trés largement
majoritaire en as, alors que d’autres
mutations retentissent de facon
égale en s et en trans[4, 5].

C’est a partir de toutes ces données
que Smithies propose un modéle,
faisant I'hypothése que cette simili-
tude d’expression entre maladie ani-
male et maladie humaine évoque un
mécanisme commun. Il est admis
que les séquences stimulatrices du
LCR situées loin en amont de
I'ensemble des geénes du complexe
B-globine, et conservées a travers les
espéces, agissent successivement sur
les promoteurs des différents génes
de globine (m/s n° 3, vol. 8, p. 255).
Ces séquences du LCR peuvent éga-
lement interagir avec des promo-
teurs hétérologues, et donc ceux des
genes insérés artificiellement. Dans
le cas d’une [-thalassémie murine
délétionnelle, son action peut s’exer-
cer sur le géne b2 sans compétition
et stimuler la transcription. En pré-
sence d'un geéne interrompu par

une insertion, aucune séquence pro-
motrice n’est supprimée, et il y a
méme addition d'un promoteur
inséré. Il y aurait donc compétition
pour les facteurs transcriptionnels.
Au niveau de la traduction, 'TARNm
utile entrerait en compétition pour
différents facteurs, non seulement
avec 'ARNm o, mais aussi avec les
ARNm non traduisibles, d’ou une
exacerbation possible du syndrome
thalassémique (figure 1). Le méme
raisonnement peut étre transposé
aux données de la pathologie
humaine.

Il est évident que des études préci-
ses de production des ARNm prove-
nant des différents cas de figure
sont encore nécessaires. Le modéle
semble cependant séduisant. Evo-
quant un mécanisme de méme type,
on serait également tenté d’expli-
quer les observations bien connues
faites en ce qui concerne les oO-
thalassémies. La forme délétionnelle
la plus fréquente -o*" /ot ne
s'accompagne, a I'état hétérozygote,
d’aucune symptomatologie; il y a
spontanément augmentation de pro-
duction du geéne hybride unique

formé. Chez les hétérozygotes pour
le mutant du geéne o, Constant
Spring, o“*a/o, on observe, en
revanche, un syndrome thalassémi-
que mineur, le geéne o, en 3§
maintenant une synthése faible.
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HEE Le gene de Pataxie de type
Friedreich avec avitaminose E est
sur le chromosome 8. Le gene de la
forme commune de 'ataxie de Frie-
dreich est localisé sur le chromo-
some 9 en 9ql13-q21. Un syndrome
trés proche, d’hérédité autosomique
récessive, englobe, avec les mémes
symptomes, une avitaminose E. Il a
suffi a une équipe internationale
(Tunis, Strasbourg, CEPH, Milan,
Rome, Tirana) de trois grandes
familles consanguines tunisiennes
pour établir la localisation du géne
sur le bras long du chromo-
some 8 [1]. Cette localisation a
ensuite €été confirmée par trois
autres familles, une tunisienne, une
italienne, une albanaise. La méthode
utilisée, qui permet de déterminer
m/s n° 12 vol. 9, décembre 93

un locus génétique avec un nombre
tres restreint de familles, est appe-
lée « cartographie d’homozygotie »
(homozygoty mapping). Elle a été théo-
risée en 1987 [2] et a nouveau
récemment [3] car elle n’avait pas
encore eu d’applications pratiques.
Nous nous bornerons ici a en don-
ner le principe. Quand un sujet pré-
sente sur un de ses alleles un défi-
cit récessif, il transmet a sa descen-
dance, outre cet allele déficient, le
segment d’ADN voisin dans son
ensemble ; un consanguin, frére ou
cousin, a des chances, s'il est por-
teur du méme gene déficient réces-
sif, de posséder autour du geéne ce
méme segment; si, aprés une ou
deux générations, a la suite d’un
mariage consanguin, le géne se

retrouve a I’état homozygote, il y a
des chances que le segment soit lui
aussi transmis a I’état homozygote ;
la présence de plusieurs marqueurs
homozygotes augmente beaucoup la
probabilité de signification. On con-
coit que la condition indispensable
de cette recherche soit la possession
de marqueurs d’hétérozygotie a
proximité du geéne d’intérét, condi-
tion qui commence maintenant a
étre remplie.
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