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Animaux transgéniques :
une voie nouvelle

pour [‘étude

du déeveloppement

L’introduction de génes étrangers dans I’ceuf fécondé de souris
constitue une technique récente extrémement précieuse pour
étudier ’expression des génes au cours du développement et

de la différenciation tissulaire.

'un des problémes fonda-
mentaux posé a la biologie
moderne est celui de ’élu-
cidation des processus qui
permettent a une cellule
unique, I’ceuf, de donner naissance
a un organisme complexe comme
celui par exemple d’une souris.
En dépit de notre ignorance quasi
totale de ces processus, une conclu-
sion s’est dégagée d’un ensemble de
données obtenues par la biologie
moléculaire depuis que ’ADN a été
reconnu comme le dépositaire des
caractéres héréditaires : le dévelop-
pement d’un organisme résulte de
Pexpression diftérentielle et coor-
donnée dans le temps et dans Pes-
pace de différents genes ou groupes
de geénes. Deés lors, la question du
controle de lexpression des genes
devient P'une des questions-clés
dans ’étude du développement.
Différentes stratégies ont éteé
employées dans un passé récent
pour tenter d’y répondre : elles
reposent en particulier sur le
transfert de génes clonés dans des
cellules de types variés maintenues

en culture et sur P'étude de leur
expression dans différentes condi-
tions. Mais il est clair que I’étude in
vitro a ses limites : d’une part, un
grand nombre des types cellulaires
constituant un organisme ne peut
étre maintenu en culture, d’autre
part et surtout, ’étude du controle
de lexpression de ces génes au
cours du développement est impos-
sible dans ces cultures.

Obtention de souris
transgéniques

Une autre stratégie [1], mise en
ceuvre récemment et maintenant en
pleine expansion, a donc été
employée : le géne est injecté au
tout début du développement dans
un pronucleus de ’ceuf de souris
tout juste fécondé (figure 1, p. sui-
vante). Dans un nombre de cas peu
élevé mais tout de méme significatif,
le géne s’intégre avant la premiére
division de P'ceuf et va donc étre
transmis au méme titre que ’ensem-
ble des génes de ’ceuf hote a toutes
les cellules de ’organisme né de cet
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cuf. En principe, I’animal ainsi
obtenu, appelé transgénique, consti-
tue un systeme idéal pour I’étude de
’expression du gene en question :
en effet, celui-ci a été soumis a tous
les facteurs qui agissent normale-
ment sur son expression au cours du
développement. D’autre part il est
possible de mesurer cette expression
a tout moment et dans tout type cel-
lulaire. Si le géne injecté est
exprimé de maniére correcte, c’est-
a-dire au bon moment et dans les
cellules appropriées, on peut alors
envisager de répéter l’expérience
avec des versions modifiées du
geéne : cela doit permettre a terme
de découvrir les séquences d’ADN
jouant un role dans ’expression spé-

cifique d’un géne donné d’une part,
et dans la mise en route de son
expression au cours du développe-
ment d’autre part. Ajoutons enfin
que, du fait de son intégration dans
toutes les cellules de I’hdte et en
particulier dans celles de la lignée
germinale, le géne étranger est
transmis aux générations suivantes :
des lignées d’animaux transgéniques
peuvent donc étre maintenues.

La premiéere démonstration de I’in-
tégration stable d’ADN étranger
dans le génome d’une souris via ’in-
jection dans un pronucleus de ’euf
fécondé remonte a la fin de 'année
1980 [2]. Depuis cette date, plu-
sieurs genes ont été injectés (et leur
nombre ne cesse d’augmenter) et les

filtres
bande
radioactive
=]

F1: 50% avec I'ADN étranger
50% sans

- isolement de I'ADN
a partir de la queue des souriceaux
e

analyse de I'’ADN par

« Southern blot » révélé 3 I'aide
d’une sonde spécifique

de I’ADN microinjecté

®

croisement entre une souris
transgénique positive
et une souris témoin

analyse de I'expression
dans les différents organes

Figure 1. Schéma d’obtention et d’analyse des souris transgéniques.
(1) Quelques centaines de copies du géne étranger (ADN) sont injectées, a

l'aide d’une micropipette dans le pronucleus

d’un ceuf fécondé.

(2) Les ceufs ainsi traités sont réimplantés dans [oviducte d’une meére

« porteuse .

(3) Trois semaines aprés la naissance, de I'ADN est préparé a partir d'un petit

bout de la queue des jeunes souris.

(4) L'ADN est analysé par Southern Blot (Lexique médecine/sciences n° 2,
vol. 2) a I'aide d’une sonde spécifique du géne étranger, ce qui permet de repérer
les souris ayant intégré I'’ADN injecté (souris transgéniques).

(5) Analyse des souris transgéniques. a) Expression du géne exogéne dans les
différents organes (ARN messager, protéine). b) Croisement avec des souris
normales pour analyser la transmission du géne et éventuellement obtenir des

lignées de souris transgéniques.
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Tableau |
EXEMPLES D'EXPRESSION SPECIFIQUE °

APRES MICROINJECTION DE GENES ENTIERS *

géne lieu d'expression références
élastase | de rat pancréas exocrine [3]
B globine humaine lignée erythroide [24)
chaine légére de myosine de muscle squelettique [25]
rat
chaine légére x d'immuno- lymphocytes B 11, 13]
globuline (Ig)
chaine lourde p d’lg lymphocytes B et T [12, 13]
chaine Ea (géne d’histo- lymphocytes B et [16-18]
compatibilité de type Il) macrophages
antigéne HBs du virus de foie [21]
I'hépatite B
a-foetoprotéine de souris foie et sac vitellin [26]

* Les séquences infectées comprennent les séquences codantes et les séquences

adjacentes en 5’ et 3’ d’'un géne donné.

souris transgéniques correspondan-
tes ont été obtenues (tableau I). Le
cas du gene de Iélastase [3, 4]
meérite une mention particuliére, car
il illustre bien lintérét des souris
transgéniques dans la recherche des
séquences d’ADN impliquées dans
Pexpression tissulaire spécifique
d’un géne donné.

Il.e géne de l’élastase
\

L’élastase est une protéase jouant
un role dans la digestion et synthéti-
sée spécifiquement dans les cellules
du pancréas exocrine. Le géne pro-
prement dit et plusieurs kilobases
d’ADN adjacent en amont (5°) et en
aval (3') des séquences codantes ont
été injectés comme indiqué ci-des-
sus et plusieurs souris transgéniques
ont été obtenues [3). Comme il
s’agissait du géne de rat (géne exo-

€ne), son expression pouvait étre
etudiée sans que lexpression du
géne de souris (géne endogéne) ne
perturbe ’analyse : celle-ci a mon-
tré que toutes les souris exprimaient
I’élastase de rat en quantité égale ou
supérieure a celle de I’élastase de
souris. En outre, cette expression
n’était détectable que dans les cellu-
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les du pancréas exocrine. Ce résultat
indiquait clairement que le segment
d’ADN injecté contenait toutes les
séquences adjacentes (qu'on appelle
séquences cis) nécessaires a
I’expression spécifique de ce gene.
Dans une deuxiéme série d’expé-
riences [4], plusieurs constructions
ont été injectées dans ’ceuf, conte-
nant des séquences de plus en plus
courtes de la partie 5° du gene : les
auteurs ont ainsi pu montrer
qu'avec seulement 250 paires de
bases en 5 du géne, Pexpression
spécifique dans le pancréas était
conservée. Il reste a déterminer
quelle partie de ces 250 paires de
bases est nécessaire pour l’expres-
sion spécifique, mais il est intéres-
sant de constater~que cette région
contient une séquence conservée de
21 paires de bases, retrouvée -égale-
ment dans la région en 5" d’un autre
géne exprimé spécifiquement dans
le pancréas exocrine, la chymo-
trypsine.

L’expression spécifique d’autres
génes dans des souris transgéniques
a- été obtenue (tableau I) mais,
au-dela de ce résultat remarquable,
il faut noter un certain nombre
d’observations intéressantes faites

au cours de ces études. D’une part,
Pintégration de séquences étrange-
res dans PADN des souris transgé-
niques semble se faire en un seul
site (parfois deux) et le nombre de
séquences intégrées est variable (de
1 a parfois plus de 100); en outre,
lors d’intégrations de plusieurs
copies du géne, celles-ci sont trés
généralement disposées en tandem
dans le sens téte-queue (5" — 3’,
5" — 3’). D’autre part, méme s’il est
trop tot pour dire que l'intégration
se fait au hasard, il est clair que de
nombreux sites sont accessibles :
d’une souris transgénique a ’autre,
les sites sont toujours différents. Un
corollaire a ces observations, et qui
n’est pas sans conséquences, est que
Pintégration des génes exogénes ne
se fait pas par recombinaison homo-
logue avec le gene endogéne. Enfin,
Panalyse de I’ensemble des souris
transgéniques obtenues dans ce type
d’expérience a montré que le niveau
d’expression des génes exogénes
pouvait étre trés variable, par com-
paraison avec ’expression du géne
endogéne. L’interprétation plausi-
ble de cette derniére observation est
que lenvironnement chromatinien
du géne est important pour son
fonctionnement correct. C’est ainsi
que, si le gene s’intéegre dans une
région « silencieuse » du génome,
cela peut entrainer son absence
totale d’expression. A l’inverse, son
intégration dans une région chroma-
tinique trés active pour I’expression
dans un tissu donné peut avoir pour
conséquence directe une expression
erratique : C’est de cette maniére
qu’a été interprétée la présence de
B-globine synthétisée a partir d’un
géne exogeéne dans le tissu muscu-
laire d’'une souris transgénique [5].
L’ensemble de ces observations ren-
force I'idée que des interactions a
distance et liées probablement i la
structure globale de la chromatine
sont également importantes dans
Pexpression appropriée des genes.
Grace a I’étude des premiéres souris
transgéniques, deux faits remarqua-
bles ont donc été établis : 'intégra-
tion de PADN exogéne et ’expres-
sion spécifique sous certaines condi-
tions du geéne correspondant. Il
devient alors possible d’envisager
toute une série d’expériences desti-
nées a explorer le fonctionnement
de différents systémes intégrés —
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Figure 2. L’expression du géne de I'hormone de croissance dans une souris
transgénique peut entrainer une croissance double (a droite) de celle d’une
souris contréle du méme sexe et du méme age (a gauche).

par exemple le systéme immunitaire
ou les différents réseaux de régula-
tion hormonale — et le role fonc-
tionnel des produits de genes dont
diverses observations suggerent le
role fondamental — par exemple les
génes oncogenes — et ceci dans le
contexte de l’organisme considéré
comme un tout.

ILes génes hybrides

Les techniques de la biologie molé-
culaire permettent presque a vo-

lonté de «construire » des sé-
quences d’ADN composites, c’est-
a-dire faites de morceaux d’ADN
de provenances différentes.

C’est ainsi que I’on peut obtenir des
génes comprenant les séquences
régulatrices d’un géne A (en parti-
culier celles qui déterminent la spé-
cificit¢ du tissu) raboutées aux
séquences codantes d’un gene B. En
utilisant de telles constructions, on
peut donc forcer l’expression du
géne B dans le ou les tissus ou le
géne A est normalement actif (sa-
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Tableau Il
UTILISATION DE GENES HYBRIDES * DANS LES SOURIS TRANSGENIQUES
géne expression attendue dans : expression observée dans : références
insuline/antigéne T du virus | cellules B du pancréas id. (8]
SV40
métallothionine souris/hormone | principalement le foie **, le rein | principalement le foie et dans (7]
de croissance humaine et l'intestin et dans une moin- | une moindre mesure, le cceur,
dre mesure d’autres organes I'intestin et d’autres organes
B globine souris/B globine | lignée érythroide id. [27]
homme niveau faible
virus de la tumeur de la glande | glande mammaire glande mammaire et autres tis- [10]
mammaire de souris (MMTV)/ sus suivant les souris
proto-oncogéne myc
activateur chaine lourde lg/pro lymphocytes B id. (28]
to-oncogéne myc
promoteur du géne d’histocom- | tous les tissus & des degrés | id. [29]
patibilité H-2K/hormone de | variables
croissance humaine

* Les séquences injectées comprennent les séquences codantes d'un géne donné reliées aux séquences promotrices-
régulatrices d’un autre géne. ** Aprés induction par le cadmium.

bleau II). En somme, par le biais
d’une dérégulation artificielle de
Pactivité du géne B, on peut obtenir
des lumieres sur son role physiolo-
gique. Une illustration particuliére-
ment frappante de cette stratégie a
été fournie par Brinster, Palmiter et
leurs collaborateurs [6]. Ces auteurs
ont produit des souris transgéniques
ayant intégré un géne hybride
comprenant les séquences régulatri-
ces du géne de la métallothionine *,
liées a la partie codante du géne de
I’hormone de croissance. Dans la
plupart des cas, les souris issues des
ceufs ayant requ cet ADN conte-
naient une grande quantit¢ d’hor-
mone de croissance dans leur sang et
de plus devenaient « géantes »,
atteignant parfois plus de deux fois
le poids de souris témoins n’ayant
pas recu le géne. L’analyse de ces
souris a montré que I’expression du
géne de P’hormone de croissance

suivait dans une large mesure
Pexpression du géne métal-
lothionine endogéne c’est-a-dire

* Le géne de la métallothionine est normalement
exprimé dans tous les organes, principalement le
Sfoie, les organes sexuels et le cerveau. Aprés induc-
tion par les métaux lourds, son expression a lieu de
maniére prédominante dans le foie puis le rein et
Tintestin et 4 un moindre degré dans les autres
organes.
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que les séquences régulatrices du
géne exogéne étaient fonctionnelles
chez ces souris transgéniques : en
particulier la synthése d’hormone
de croissance était stimulée par les
métaux comme le cadmium ou le
zinc, a Dlinstar de ce qui se passe
pour le géne endogéne. Au-dela du
caractére spectaculaire de lobten-
tion de souris géantes, il faut souli-
gner l'intérét potentiel de ces ani-
maux dans I’élucidation des méca-
nismes physiologiques qui
interviennent dans la régulation de
la croissance d’un organisme. Dans
notre laboratoire, nous nous som-
mes intéressés au promoteur d’un
géne d’histocompatibilité (le géne
H-2K) qui fonctionne dans tous les
tissus. Nous avons fusionné ce pro-
moteur avec les séquences codantes
du géne de ’hormone de croissance
et obtenu des souris transgéniques
qui produisent de grandes quantités
de cette hormone dans leur sérum et
dont la croissance est considérable-
ment augmentée (figure 2). De
plus, nous avons montré que
Pexpression du géne hybride dans
les différents organes était proche
de celle du gene H-2 endogéne cor-
respondant. L utilisation de promo-
teurs ubiquitaires, comme celui de
la métallothionine ou des genes
d’histocompatibilité, permet donc

de faire synthétiser dans tous les
organes de ’animal le produit d’'un
géne, d’analyser leffet produit et
d’en tirer des enseignements inté-
ressants sur son role.

lLes oncogenes

La transformation d’une cellule
normale en cellule maligne est un
processus complexe et qui nécessite
plusieurs étapes [7]. Le role joué par
les oncogenes dans ce processus a
été largement documenté ces der-
niéres années. Les résultats récents
obtenus avec des souris transgéni-
ques pour différents oncogénes
permettent de penser qu’elles sont
également un outil de choix pour
’étude de la tumorigénése. En utili-
sant une construction ou le géne
codant pour I’antigéne T (un onco-
geéne du virus SV40, qui a notam-
ment pour effet d’immortaliser les
cellules qui le produisent) a été mis
sous la dépendance du promoteur
de linsuline (promoteur normale-
ment fonctionnel uniquement dans
les cellules B du pancréas) [8], des
souris transgéniques qui meéurent
toutes précocement de tumeurs du
pancréas ont été obtenues. La
recherche par immunofluorescence
de Plantigéne T dans les ilots de
Langerhans montre que seules les
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cellules B en produisent (et non les
cellules y ou 9) : chez les souris trés
jeunes, les ilots sont normaux mais
bientot les cellules B deviennent
hyperplasiques puis certaines d’en-
tre elles donnent naissance a des
tumeurs. Ainsi, en «ciblant» la
production de ’antigéne T a I'aide
du promoteur de [!insuline, on
démontre son role dans le processus
de transformation tumorale. Le fait
que toutes les cellules ne subissent
pas cette transformation indique
néanmoins que la production de
Pantigéne T ne suffit pas a provo-
quer la formation de tumeurs.

Dans d’autres expériences, le géne
codant pour I’antigéne T avec son
propre promoteur (celui que I’on
trouve dans le virus SV40) a été
injecté dans P’ceuf : les souris obte-
nues, qui ont intégré le géne, déve-

loppent immanquablement des
tumeurs du plexus choroide et
meurent vers l'age de quatre

mois [g]. Aussi bien les tumeurs
que les lignées cellulaires établies a
partir de celles-ci produisent
Pantigéne T. En revanche, les
autres tissus de ’animal produisent
peu ou pas d’antigéne T. Il est donc
probable que le promoteur naturel
du géne T se mette 4 fonctionner
sous l’influence d’un facteur produit
spécifiquement dans les cellules du
plexus choroide et que la synthese
d’antigéne T qui en résulte entraine
la formation d’une tumeur.

L’effet d’un autre oncogéne, ’onco-
géne myc, a été examiné dans des
expériences relevant de la méme
logique. Un. géne composite a été
construit qui comprend les séquen-
ces codantes de myc sous la depen-
dance de la région LTR (qui
contient des séquences promotrices
et des séquences activatrices) du
virus de la tumeur mammaire de la
souris [10]. Des souris transgéni-
ques obtenues avec cette cons-
truction ont développé des tumeurs
de la glande mammaire aprés une ou
deux gestations. Le géne exogéne
est exprimé dans différents organes,
mais 1l faut P’induction hormonale
liée a la lactation pour que le niveau
de production de myc soit suffisant
pour donner naissance a une
tumeur. Comme pour Pantigéne T
dans le cas des tumeurs du pan-
créas, la surexpression de myc ne
suffit pas pour entrainer la

transformation tumorale puisque
toutes les glandes mammaires de
P’animal ne sont pas le siége de
tumeurs.

Des expériences faites sur des cellu-
les en culture ont permis de montrer
que deux oncogénes agissent parfois
de concert pour provoquer la
transformation [7]. Les résultats
obtenus avec les souris transgéni-
ques pour les oncogénes T et myc
indiquent clairement quelle direc-
tion peut étre suivie pour élucider
les roles respectifs des différents
oncogénes dans la naissance des
tumeurs : en effet l’utilisation des
génes composites permet, comme
nous I’avons vu, de cibler ’expres-
sion d’un oncogéne. L’effet d’un
oncogene donné dans différents tis-
sus, ou de différents oncogénes dans
un méme tissu va donc pouvoir étre
examiné. De la méme maniére, il est
envisageable de faire produire deux
oncogenes par un meéme tissu et
d’examiner ainsi leur coopération
dans le processus de transformation
tumorale.

Le systeme
immunitaire

Les différents problémes que pose
le fonctionnement du systéme
immunitaire peuvent étre abordés
sous un jour nouveau, a l’aide des
souris transgéniques. Des travaux
antérieurs ont montré que le réar-
rangement des génes d’immunoglo-
bulines s’effectue spécifiquement
dans les lymphocytes B (les immu-
noglobulines sont constituées de
deux chaines lourdes et de deux
chaines légeres). Il en est de méme
dans les souris transgéniques ayant
intégré ces génes [11-15]. L’étude
de ces souris a permis, en particu-
lier, de montrer que ’expression par
le geéne exogéne d’une molécule
d’immunoglobuline entrainait la
répression du réarrangement du
geéne endogeéne [14, 15].

Une telle observation apporte une
explication au phénoméne dit
d’exclusion allelique qui se mani-
feste par le fait qu’un lymphocyte
donné ne produit qu’un type de
chaine légere et un type de chaine
lourde correspondant au réarrange-
ment d’un seul des deux alléles pré-
sents pour chacune des chaines. Des
souris transgéniques pour des geénes

impliqués dans les interactions entre
cellules du systéme immunitaire ont
également été produites [16, 17, 18].
En particulier, des souris incapables
de synthétiser une certaine classe de
molécules du systéme d’histocom-
patibilité ont été « guéries » par
Pintroduction dans leur génome des
génes codant pour ces molécules.

Mutagénése
par insertion

Non seulement, comme nous
I’avons vu plus haut, un géne étran-
ger peut s’exprimer dans des souris
transgéniques mais encore l’inser-
tion de ce géne peut par elle-méme
avoir un effet sur le fonctionnement
du génome des souris transgéniques
obtenues. L’ADN étranger peut par
exemple s’intégrer dans un gene
important pour le développement et
entrainer son inactivation. Lorsque,
par des croisements appropriés, des
souris homozygotes pour P’insertion
auront été obtenues, I’inactivation
totale du géne se manifestera par
une anomalie du développement
pouvant aller jusqu’a son arrét com-
plet (mutation léthale récessive).
L’intérét de ce type particulier de
mutagéneése tient a ce que l'on dis-
pose d’une sonde (’ADN étranger)
permettant de cloner le géne mute
et donc, a terme, d’établir une rela-
tion directe entre le fonctionnement
d’un géne donné et telle ou telle
étape du développement. Plusieurs
cas de ce type ont été décrits chez
les souris transgéniques. En particu-
lier, une équipe américaine a tout
récemment décrit un cas d’anomalie
de la formation des membres direc-
tement liée 4 une mutation induite
par linsertion d’une séquence
d’ADN étranger [19]. La mutation
a été localisée sur le chromosome 2.
De plus, les auteurs ont montré que
cette mutation était allélique avec
deux autres mutations indépendan-
tes apparues dans des élevages de
laboratoire et entrainant le méme
phénotype. Les séquences adjacen-
tes a I’insertion, représentant proba-
blement le géne dont le fonctionne-
ment a été perturbé, sont actuelle-
ment en cours de clonage. Ce géne
va donc, selon toute vraisemblance,
étre identifié sous peu et le role de la
(ou des) protéine(s) dont il gouverne
la synthese, étudié en relation avec
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la formation des membres.

Perspectives. La stratégie des
souris transgéniques ouvre donc de
larges voies pour I'étude des méca-
nismes moléculaires mis en ceuvre
au cours du développement : par la
caractérisation de séquences ’ADN
en cis des génes et intervenant dans
la régulation de leur expression dans
le temps et dans I’espace; par la pos-
sibilité, grace aux geénes hybrides,
de « cibler » ’expression de diffé-
rentes protéines dans différents tis-
sus et d’en tirer des enseignements
sur leur role; par la possibilité, grice
a Peffet mutagéne éventuel de I'in-
sertion, de découvrir les geénes
impliqués dans les processus de
morphogénése. Mais d’autres pers-
pectives se font jour : on peut envi-
sager d’inactiver spécifiquement le
fonctionnement de tel géne en pro-
duisant des animaux transgéniques
ayant intégré ce géne sous une for-
me telle qu’il produise un messager
« anti-sens » (celui-ci, en se combi-
nant avec le messager normal va
Pempécher de fonctionner). Ceci
devrait permettre par exemple de
créer chez I’animal des modeles de
maladies métaboliques. Dans le

méme ordre d’idée, on peut envisa-
ger d’introduire chez la souris le
génome de tel ou tel virus humain et
d’examiner les effets pathologiques
de Pexpression du génome viral.
Cest le but d’expériences tres
récentes effectuées par une équipe
de PInstitut Pasteur et une équipe
américaine qui ont montré que I'on
pouvait obtenir ’expression de I’an-
tigéne HBs du virus humain de I’hé-
patite B chez des souris transgéni-
ques ayant intégré une partie du
génome du virus [20, 21]. Enfin, si
la souris est 'animal qui a fourni a
ce jour le plus grand nombre d’ani-
maux transgéniques, il faut noter
Pintérét d’étendre cette méthodolo-
gie a d’autres animaux, notamment
des animaux d’élevage; en effet, des
applications d’une importance prati-
que considérable peuvent étre envi-
sagées, comme par exemple une
croissance accélérée ou ’obtention
d’animaux résistants a des maladies.
D’ores et déja, des lapins, des
cochons et des moutons transgéni-
ques ont été obtenus [22] et des
expériences sont en cours pour la
production de bovins transgé-

niques [23] g

Summary

DNA injected into the pronu-
cleus of a fertilized egg may be
integrated into the genome of
the animal having developped
from this egg. Such “transgenic
animals’ appear to be very use-
ful for the study of various
biological problems. To date the
experiments using these animals
have followed three main direc-
tions: (a) Analysis of the DNA
sequences flanking the gene and
involved in the control of its spa-
tial and temporal expression.
(b) Use of fused genes (con-
taining the regulatory region of
one gene fused to the coding
sequences of another one) has
permitted to target the expres-
sion of proteins to a given organ
and to study the potential biolo-
gical effect of this protein.
(c) Integration of a foreign DNA
into the genome of an animal
may disrupt the functioning of
an endogenous gene. In this
way, new mutants of interest in
the study of development, may
be obtained.





