Document généré le 9 aott 2025 02:23

M/S : médecine sciences

Comment localiser un géne morbide sans étude de liaison
génétique?

Cell complementation as an alternative to analysis of genetic
linkage to identify altered genes

Pascale de Lonlay

Volume 19, numéro 5, mai 2003

Neurosciences

URI : https://id.erudit.org/iderudit/006616ar

Aller au sommaire du numéro

Editeur(s)

SRMS: Société de la revue médecine/sciences
Editions EDK

ISSN

0767-0974 (imprimé)

1958-5381 (numérique)

Découvrir la revue

Citer cet article

Lonlay, P. d. (2003). Comment localiser un géne morbide sans étude de liaison
génétique? M/S : médecine sciences, 19(5), 527-528.

Tous droits réservés © M/S : médecine sciences, 2003 Ce document est protégé par la loi sur le droit d’auteur. L’utilisation des
services d’Erudit (y compris la reproduction) est assujettie a sa politique
d’utilisation que vous pouvez consulter en ligne.

https://apropos.erudit.org/fr/usagers/politique-dutilisation/

Cet article est diffusé et préservé par Erudit.

J °
e r u d I t Erudit est un consortium interuniversitaire sans but lucratif composé de

I'Université de Montréal, 'Université Laval et I'Université du Québec a
Montréal. Il a pour mission la promotion et la valorisation de la recherche.

https://www.erudit.org/fr/


https://apropos.erudit.org/fr/usagers/politique-dutilisation/
https://www.erudit.org/fr/
https://www.erudit.org/fr/
https://www.erudit.org/fr/revues/ms/
https://id.erudit.org/iderudit/006616ar
https://www.erudit.org/fr/revues/ms/2003-v19-n5-ms529/
https://www.erudit.org/fr/revues/ms/

REFERENCES

1. Luckasson R, Coulter DL,
Polloway €A. Mental
retardation: definition,
classification and systems
of supports. Washington
DC: American Association
on Mental Retardation,
1992.

. Flint J, Wilkie AOM. The
genetics of mental
retardation. Br Med Bull
1996; 52: 453-64.

. Raynham H Gibbons R, Flint
J, Higgs D. The genetic basis
for mental retardation. 0/
Med 1996; 89: 169-75.

4. Chelly J, Mandel JL.

Monogenic causes of X-
linked mental retardation.

N

(=]

o

o

Nat Rev Genet 2001; 2:
669-80.

. Stromme P, Mangelsdorf ME,

Shaw MA, et al. Mutations
in the human ortholog of
Aristaless cause X-linked
mental retardation and
epilepsy. Nat Genet 2002;
30: 441-5.

. Bienvenu T, Poirier K,

Friocourt G, et al. ARX, a
novel Prd-class-homeobox
gene highly expressed in the
telencephalon, is mutated
in X-linked mental
retardation. Hum Mol Genet
2002; 11: 981-91

. Lander €S, Botstein D.

Homozygosity mapping: a
way to map human
recessive traits with the

DNA of inbred children.
Science 1987; 236:
1567-70.

. Gschwend TP, Krueger SR,

Kozlov SV, Wolfer DP,
Sonderegger P.
Neurotrypsin, a novel
multidomain serine
protease expressed in the
nervous system. Mol Cell
Neurosci 1997; 9: 207-19.

. Wolfer DP, Lang R, Cinelli P,

Madani R, Sonderegger P.
Multiple roles of
neurotrypsin in tissue
morphogenesis and nervous
system development
suggested by the mRNA
expression pattern. Mol Cell
Neurosci 2001; 18: 407-33.

10. Molinari F, Rio M,

NOUVELLE

Comment localiser

un gene morbide sans étude
de liaison génétique ?

Pascale de Lonlay

> Cette question se pose de plus en plus
souvent pour les maladies génétiques
dites orphelines car les études de liaison
génétique sont souvent tres limitées ou
impossibles du fait de la petite taille des
familles ou de I’hétérogénéité génétique.
Cest le cas des maladies mitochon-
driales, qui, bien que relativement fré-
quentes (1/10000 naissances environ)
[1], sont extrémement hétérogeénes tant
sur le plan clinique que génétique. On ne
connait pas encore tous les genes codant
pour des protéines mitochondriales chez
I’homme, mais on peut estimer qu’il en
existe plusieurs centaines. On ne
s’étonne donc pas alors de rencontrer
des maladies mitochondriales dues a des
genes « privés » [2]. Cette caractéris-
tique rend I’identification des génes res-
ponsables de ces maladies par liaison
génétique extrémement difficile et réali-
sable uniquement dans les familles de
grande taille.
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Complémentation fonctionnelle

par transfert de chromosome

Pour contourner cette difficulté, le
groupe d’A. Munnich a élaboré une
approche de complémentation fonction-
nelle par transfert de chromosome [3]. Le
principe de cette approche est d’intro-
duire, dans des cellules issues de patients
et mises en culture, en 'occurrence des
fibroblastes, les différents chromosomes
humains et d’observer les conséquences
de ce transfert sur le phénotype des cel-
lules. Les chromosomes humains sont
porteurs d’un gene de sélection, le plus
souvent codant pour une protéine de
résistance a un antibiotique. Une correc-
tion du déficit enzymatique de la chaine
respiratoire dans les clones obtenus mon-
trera que le chromosome introduit porte
le géne qui est muté chez le patient. Les
chromosomes humains sont obtenus par
fragmentation de hybrides
stables homme-rongeur ne contenant

cellules
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gqu’un seul chromosome humain. Les
microcells contenant ce chromosome sont
ensuite fusionnées avec les fibroblastes de
patients
déficit de la chaine respi-

ratoire (Figure 1). Cette

présentant un

technique n’avait été uti-
lisée auparavant qu’une
seule fois avec succes
dans le domaine des maladies mitochon-
driales [4] et a été trés améliorée par
Iutilisation d’un milieu sélectif dans
lequel les cellules défici-

taires meurent en

quelques jours (). Ce (=) mss

milieu, dépourvu de %3
p- 409

sucres, impose aux cel-
lules de ne vivre que sur ce
qui est produit par leur chaine respira-
toire et permet une discrimination rapide
de lefficacité de la complémentation sur
la fonction mitochondriale. Ainsi, seules
survivront les cellules qui auront intégré
le chromosome normal portant le géne
dont "anomalie est, dans les cellules du
patient, responsable du déficit, sans qu’il
y ait besoin d’appliquer une sélection par
un antibiotique. La seule présence d’un
clone permet d’identifier le chromosome
en cause et I'étude biochimique de ce
clone ne fait que confirmer qu’il y a bien
eu correction du déficit.
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Complémentation fonctionnelle

par transfert de fragments

de chromosomes

Une fois qu’un chromosome a été identifié,
on est malheureusement encore assez loin
d’avoir trouvé le gene responsable de la
maladie. Les lignées Genebridge 4 (GB4) du
Généthon, qui ont permis le séquengage du
génome humain, ont ensuite été utilisées
pour identifier de petites régions chromo-
somiques. Le panel GB4 est constitué de 93
lignées homme-rongeur qui sont des
hybrides d’irradiation, chacune contenant
environ un tiers du génome humain [5].
Pour chaque patient, une vingtaine de ces
lignées a été utilisée. Dans chaque analyse,
ces lignées ont été fragmentées pour don-
ner des microcells contenant des morceaux
de chromosomes humains, et ces frag-
ments ont été ensuite fusionnés avec les
fibroblastes des patients. La encore, I'utili-
sation du méme milieu sans sucres permet
une sélection directe des cellules dans les-
quelles une chaine respiratoire fonction-
nelle a été restaurée. La comparaison du
contenu génétique des différentes lignées
qui ont survécu et abouti a la production
d’un clone permet alors de définir la région
commune minimale qui contient le géne en
cause. Si cette approche de complémenta-
tion fonctionnelle par transfert de chromo-
some ou de fragments de chromosome est
relativement séduisante, elle n’en demeure
pas moins extrémement lourde. Il faut en
effet effectuer le transfert des 23 chromo-
somes humains (22 autosomes et le chro-
mosome X) puis celui d’une vingtaine de
lignées GB4. Par ailleurs, le temps requis
pour I'apparition de clones est souvent
supérieur a un mois. La lourdeur de ce tra-
vail a conduit a n’étudier que deux patients
et, pour chacun d’entre eux, il a été pos-
sible d’identifier un locus, 'un en 12 p13 et
I'autre en 7p21. La taille des régions chro-
mosomiques identifiées est tout a fait
comparable a ce que I'on pourrait obtenir
par des études de liaison génétique puis-
qu’elle représente respectivement 4 et 12
Mb. A Pheure actuelle, aucun géne candi-
dat évident n’est présent dans cette région
et une étude systématique des genes de la
région devra étre envisagée.
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Cette approche représente donc une alter-
native de choix pour localiser un gene
morbide associé a une maladie récessive
dans des cas sporadiques ou de tres
petites familles. Il y a cependant plusieurs
contraintes et limites a son utilisation. La
premiére condition est que les cellules du
patient doivent exprimer le déficit enzy-
matique et I’on sait que les déficits de la
chaine respiratoire ne s’expriment dans
les fibroblastes que chez la moitié des
patients seulement. Ces cellules doivent,
par ailleurs, étre tres rapidement contre-
sélectionnées dans le milieu sélectif et la
encore une mortalité rapide n’a pu étre
montrée que pour la moitié des cellules
étudiées. Enfin, les lignées

faudra alors augmenter le nombre de
lignées utilisées.

Quoi qu’il en soit, les résultats de ce tra-
vail sont assez prometteurs et permettent
d’envisager une application plus large
pour localiser les genes atteints dans les
maladies mitochondriales. €nfin, dans la
mesure ol un phénotype cellulaire est
facilement analysable et ou une sélection
des cellules corrigées pour ce déficit est
possible, il sera alors envisageable d’utili-
ser cette approche dans d’autres maladies
génétiques. ¢

Cell complementation

as an alternative to analysis of genetic
linkage to identify altered genes

GB4 ont une stabilité qui
n’est pas parfaite et il est
toujours possible qu’une
partie du matériel géné-
tique humain contenu
dans ces lignées soit perdu
en cours d’expérience.
Seules les lignées donnant
un résultat positif seront
donc retenues. Pour amé-
liorer le niveau d’informa-
tion qui résulte de cette
approche et réduire une
région chromosomique, il
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Figure 1. Principe de la complémentation fonctionnelle par transfert de chromosome. PEG: poly-

éthylene glycol.



