
,

s efficaces
cacité. Les
ules d’ADN
es facteurs
l’efficacité

ontrolled
o integrate
eads to
prove the

nt des
C. R. Biologies 326 (2003) 51–64

Revue / Review

Recombinaison homologue et ciblage de gène

Homologous recombination and gene targeting

Élodie Bieta, Lionel Larueb, Marie Dutreixa,∗

a ‘Recombinaison et instabilité des génomes’, UMR 2027 CNRS–Institut Curie, bâtiment 110, 15, rue Georges-Clémenceau
91405 Orsay cedex, France

b Génétique du développement des mélanocytes’, UMR 146 CNRS–Institut Curie, bât. 110, 91405 Orsay cedex, France

Reçu le 28 novembre 2002 ; accepté le 17 décembre 2002

Présenté par Jean Rosa

Résumé

La genèse de lignées cellulaires et d’animaux modèles mutants ainsi que le développement de thérapies génique
requièrent la mise au point de techniques permettant de modifier les génomes précisément et avec une grande effi
stratégies idéales utilisées dans ce but se fondent sur la capacité des cellules à intégrer dans leur génome des moléc
exogènes par recombinaison homologue. L’efficacité de ce mécanisme moléculaire est faible chez les mammifères. L
limitant la fréquence des événements de recombinaison homologue et les stratégies développées afin d’améliorer
des techniques de ciblage de gène sont présentées dans cette revue.Pour citer cet article : É. Biet et al., C. R. Biologies 326
(2003).
 2003 Académie des sciences/Éditions scientifiques et médicales Elsevier SAS. Tous droits réservés.

Abstract

Gene therapy and the production of mutated cell lines or model animals both require the development of efficient, c
gene-targeting strategies. Classical approaches are based on the ability of cells to use homologous recombination t
exogenous DNA into their own genome. The low frequency of homologous recombination in mammalian cells l
inefficient targeting. Here, we review the limiting steps of classical approaches and the new strategies developed to im
efficiency of homologous recombination in gene-targeting experiments.To cite this article: É. Biet et al., C. R. Biologies 326
(2003).
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Gene targeting permits precise and controlled m
ifications of a given locus. It is commonly used
achieve gene disruption, replacement or modificat
This technique is based on the natural ability of
karyotic cells to integrate an exogenous DNA mo
cule into their genome by homologous recombinati
The efficiency of random integration and homologo
recombination varies from species to species.

In this review, we will focus on the major applica
tions of gene targeting, on the limitations of curre
strategies and the new strategies developed to o
come those limitations.

Gene targeting is a powerful tool with many app
cations in public-health research. It can be used to
activate a gene encoding a protein of unknown fu
tion, resulting in the production of mutant cells lin
for the functional characterisation of orphan gen
The use of gene targeting in embryonic stem (ES) c
results in the production of engineered ES cells t
can be introduced into a blastocyst, in which they c
tribute to embryonic development, leading to the p
duction of genetically modified animals. Such anim
may be used for the characterisation of genes enco
proteins involved in processes that cannot be inve
gated in cell lines, typically genes displaying a spa
temporal pattern of expression regulation during e
bryonic development. This technique can also be u
to produce model animals bearing mutations simila
those involved in human genetic diseases. Model
imals are useful not only for studies of diseases,
also for the development of therapeutic strategies.
side the ethical questions that are still raised, the
vitro differentiation of ES cells can also be used
produce genetically modified tissues for human g
therapy. It results in perfect correction of the mutat
causing the disease, without disturbing the rest of
genome.

However, if they are to be widely used as a th
apeutic strategy, and even as a laboratory tool, g
targeting protocols must be greatly improved. The
ogenous therapeutic nucleic acid fragment, also ca
the targeting vector, must be delivered very efficien
to the nucleus of targeted cells. Once this has been
complished, the targeting vector must recombine w
its target in a precise and efficient homologous re
tion. This reaction requires the whole set of recom
nation proteins and the DNA mismatch repair syst
(MMR). Unfortunately, such reactions occur at a f
quency of roughly one event per 105 to 108 treated
cells. This reflects not only the low general capacity
mammalian cells to perform homologous recombi
tion, but also the 1000 times higher frequency of r
dom integration in such cells. It is still unclear wh
determines whether the targeting vector is directe
homologous recombination or to random integratio

The efficiency of a gene-targeting experiment
pends on the properties of the target and vector an
the recombination activities of the targeted cells. T
location of the genomic target and its transcriptio
activity are not clearly correlated with the efficien
of the homologous recombination. However, the tar
primary sequence may affect the efficiency of the re
tion. Indeed, some repeated sequences seem to d
the process of homologous recombination by affec
the formation, stabilisation and resolution of interm
diate joint molecules formed during the recombinat
reaction. Classical targeting vectors, such as repl
ment vectors, are several kilobases long DNA mo
cules that are homologous to the target on both s
and bear a selectable maker between the two hom
gous ‘arms’. It has been shown that the length and
level of sequence identity between the vector and
genomic target are of major importance for efficie
gene replacement. As the region of sequence sim
ity and the quality of the match between the two
quences increases, so the efficiency of targeting is
proved.

The low efficiency of current protocols for gen
targeting experiments makes it necessary to carry
selection steps to isolate the targeted cells. To by
the long and costly selection steps and the design
straints (requirement for selectable markers) that t
impose, ways to increase the frequency of homolog
integration and/or to inhibit random integration of t
targeting vector must be found. The new strategies
signed to increase the efficiency of gene targeting
of three main types: alterations to the genomic tar
the use of new kinds of targeting vector and modifi
tion of cellular recombination activities.

As double-strand breaks are known to initiate h
mologous recombination, strategies facilitating
specific cutting of the targeted locus provide a me
of stimulating the efficiency of gene targeting. Inspir
from natural rare-cutting endonucleases such as I-
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from S. cerevisiae, chimeric artificial meganuclease
are beginning to be developed. These bi-functio
molecules consist of an endonuclease and a z
finger DNA-binding domain, able to bind only th
targeted locus. Such systems have been show
be efficient with an episomal substrate inXenopus
oocyte cells. Triplex-forming oligonucleotides (TFO
which bind polypurine–polypyrimine duplexes in
sequence-specific way, can also be used to targe
genomic DNA. The TFO may be coupled to a DN
damaging agent such as psoralen. The damage ca
by UVA activation of psoralen, and even by the TF
itself, stimulates recombination in the vicinity of th
genomic target of the TFO. The TFO can also be c
pled to a targeting vector, leading to the rapid form
tion of the early intermediates of the recombinat
reaction and their stabilisation, thereby increasing
efficiency of the targeted recombination reaction.

The use of small synthetic oligonucleotide vect
for gene targeting has also been widely developed.
single-stranded nature of these molecules is kn
to have a recombinogenic effect. Moreover, the p
sibility of producing oligonucleotides from modifie
bases has raised hopes of promising new types of
geting vector such as chimeric RNA/DNA oligon
cleotides (RDO) or modified DNA oligonucleotide
(ODN). These molecules are much more stable in
cell than the classical single-stranded DNA molecu
However, experiments involving these new types
vector suffer from a lack of reproducibility, due to cu
rently unknown limiting factors.

A large number of studies have focused on
effects on gene-targeting efficiency of the overp
duction or inhibition of the production of protein
involved in homologous recombination. It has be
shown in human cells that overproduction of the c
tral recombination proteins, HsRad51 and its bac
ial homologue RecA, stimulates homologous reco
bination between a targeting vector and the geno
target. Modulation of the level of production of se
eral other genes, such asRAD54, and theRAD51par-
alogues,BRCA1, BRCA2, p53andBLM remains to be
investigated. Inactivation of the proteins known to
active in the NHEJ pathway during recombination
repair has no effect on gene-targeting efficiency. T
suggests that random integration events depend o
tivities that are currently unknown and require inves
gation.
d

-

1. Introduction

Les expériences de ciblage de gène, égalem
nommées expériences de mutagenèse dirigée, pe
tent de modifier une séquence d’ADN spécifique
son locus génomique de manière précise et con
lée. Ces manipulations peuvent induire une perte
un gain de fonction. De manière plus précise, e
peuvent conduire à l’invalidation d’un gène par sa
létion complète ou par la création de mutations p
subtiles, au remplacement du gène par un autre g
ou par une séquence quelconque d’ADN, ou enc
à la correction d’une mutation. Il a été mis en é
dence que les levures et les cellules de mammif
ayant incorporé des molécules d’ADN exogènes s
capables d’intégrer ces fragments d’ADN au sein
leur génome par recombinaison homologue [1,2].
mécanisme moléculaire permet l’échange d’inform
tion génétique entre une séquence chromosomiqu
dogène, la cible à modifier, et une séquence exog
portant une région homologue à la cible. La séque
exogène est choisie et introduite dans la cellule
l’expérimentateur. Comparativement, les événem
de recombinaison homologue sont plus rares dan
cellules mammifères que dans les levures, et l’inté
tion aléatoire de séquences exogènes dans le gé
des cellules mammifères est beaucoup plus fréqu
que l’événement de recombinaison homologue.

Le but de cette revue est triple, il est de mont
l’intérêt de réaliser des expériences de ciblage
gène, de montrer les limites de cette technologie
de dresser un bilan des principales stratégies utilis

2. Les applications des techniques de ciblage de
gène

Au cours des deux dernières décennies, les t
niques visant à modifier les génomes de mammifè
ont énormément progressé. Ces techniques prése
un intérêt majeur pour les industries pharmaceutiq
et agroalimentaires, ainsi que pour de nombreux
maines de la recherche en biologie fondamental
appliquée à la médecine. En matière de santé publi
la possibilité de modifier précisément un génome p
met d’étudier la fonction et la régulation de gènes
sociés à certaines pathologies génétiques, de crée
organismes modèles et de mettre au point les théra
géniques.
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2.1. Production de lignées cellulaires mutantes et
d’organismes modèles

Un très grand nombre de lignées cellulaires m
tantes et d’organismes modèles ont été créés pa
nie génétique depuis une quinzaine d’années. La
des programmes de séquençage des génomes hu
et murins devrait être associée à un essor encore
considérable de la génomique fonctionnelle. Le
cours aux techniques de ciblage de gènes va perm
d’inactiver totalement ou partiellement la fonction
protéines inconnues, afin de déterminer leur rôle.
pendant, l’étude fonctionnelle d’un gène menée d
des lignées cellulaires en culture ne prend pas
compte la complexité des organismes vivants pluri
lulaires. Typiquement, la fonction des gènes dont l’
pression est régulée spatio-temporellement au c
du développement embryonnaire est impossible à
dier de manière physiologique dans des lignées de
lules en culture. En appliquant l’ensemble des te
niques de génétique moléculaire modernes, il est
sible de produire des mutants murins après avoir
ployé les techniques de mutagenèse dirigée sur
cellules embryonnaires souches (ES). Des lignée
cellules ES ont été établies à partir de rongeurs com
la souris ou le rat, et à partir de primates comme
singes Rhésus ou l’homme [3]. Les cellules de
lignées maintiennent leur totipotence en culture.
cellules ES murines peuvent être génétiquement m
fiées in vitro, puis réintroduites dans un blastocyste
elles vont contribuer au développement de l’embry
Ces expériences conduisent à la production d’anim
génétiquement modifiés. Elles permettent en part
lier l’obtention d’animaux modèles présentant des m
tations similaires à celles connues dans des path
gies génétiques humaines. Ces animaux sont d’une
lité majeure pour l’étude du développement des
thologies, mais aussi pour la mise au point de thé
pies.

2.2. Thérapies géniques et cellulaires

Un grand nombre de syndromes et de patho
gies humaines, dont de nombreux cancers, résu
de mutations génétiques héréditaires, acquises ou
radiques. Ces mutations conduisent à la synthès
protéines défectueuses ou à une dérégulation de
expression. Elles peuvent provoquer des perturbat
-

s

t
-

r

des mécanismes moléculaires et cellulaires fondam
taux. Les thérapies classiquement proposées vise
traiter les symptômes engendrés par les défauts
nétiques et non leur cause. La thérapie génique c
l’origine de la pathologie. Elle consiste à apporter u
copie fonctionnelle du gène muté ou d’un autre g
codant pour une activité thérapeutique, ou encore à
parer la mutation qui est à la source du désordre p
siologique.

La complémentation de la mutation par l’app
d’un gène fonctionnel est la stratégie de théra
génique la plus développée à l’heure actuelle. E
consiste à introduire dans les cellules mutées un
teur d’expression capable de conduire à la synth
d’une « protéine-médicament » compensant le dé
génétique. L’expression du gène introduit est gé
ralement transitoire, mais peut devenir continue s
vecteur d’expression s’intègre dans le génome d
cellule au niveau d’un locus favorisant sa transc
tion. Bien que cette stratégie présente des avant
de par sa simplicité apparente, elle présente un
tain nombre d’inconvénients. Pour un bon contr
de l’activité du gène thérapeutique, il est nécess
d’introduire non seulement la partie codante du g
mais aussi les séquences régulant son expression
ne sont pas nécessairement caractérisées. Par ail
en s’intégrant de manière aléatoire dans le géno
le vecteur peut perturber ou inactiver l’expression
gènes. Les conséquences peuvent être catastroph
Des rejets des cellules « soignées » peuvent égale
s’observer. Enfin, cette stratégie n’est envisage
que pour le traitement de défauts génétiques de na
récessive.

Une seconde stratégie, qui consiste à remplac
gène muté par son allèle sauvage, ne présente a
de ces inconvénients : en permettant la correction
défaut génétique, elle fournit une solution idéale p
la thérapie génique. Elle n’est ni vue, ni reconn
par l’hôte. Les techniques de ciblage de gène utilis
pour ce type d’application doivent permettre de d
vrer des molécules d’acide nucléique correctrices
qu’aux noyaux des cellules ciblées avec une gra
efficacité. Une fois dans le noyau, les molécules d
vrées doivent être capables de corriger la mutation
manière efficace et précise, sans engendrer d’autre
arrangements dans le génome.
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3. Les techniques actuelles de ciblage : systèmes
mécanismes et facteurs limitants

Une expérience de ciblage de gène peut être
coupée en trois étapes. La première étape consi
délivrer au noyau de la cellule à modifier une mo
cule d’acide nucléique portant la modification à int
duire, le vecteur de ciblage. Ce vecteur devra tra
ser la membrane cytoplasmique, le cytoplasme e
membrane nucléaire. Les différentes méthodes ac
lement utilisées, ou en cours de développement,
décrites plus en détail par Luo et Saltzman [4]. S
vant la lignée cellulaire et la nature de la moléc
exogène, une même méthode aura une efficacité
riable. Un protocole précis doit donc être mis au po
pour chaque système. Cette mise au point expérim
tale dépend du type cellulaire, du type de molécu
introduire, de la qualité des produits de culture ce
laire et de la dextérité de l’expérimentateur.

Au cours d’une deuxième étape, la molécule
livrée au noyau pourra être intégrée dans le gén
après une réaction de recombinaison homologue
sa cible. À ce jour, et ceci quel que soit le locus ou
lignée cellulaire étudiée, l’événement de recombin
son homologue a lieu à une fréquence faible (10−8 à
10−5). Cette faible fréquence est inhérente à l’activ
de recombinaison des cellules de mammifères. Elle
certainement également associée aux techniques d
blage de gène utilisées.

Des stratégies permettant la sélection des cell
recombinantes ont été développées [5–8]. Après c
étape de sélection et d’après la littérature, la p
haute fréquence de recombinaison homologue obte
atteint 80 % [9]. Il est à noter que la moyenne
beaucoup plus basse, de l’ordre 0,3 à 1 % des cel
sélectionnées.

La sélection des cellules recombinantes est lon
coûteuse et traumatisante pour les cellules. Le
veloppement de techniques permettant d’augme
l’efficacité de la recombinaison homologue dans
cellules de mammifères permettrait de réduire, vo
d’éviter, cette dernière étape. La fréquence d’un é
nement de recombinaison homologue ciblé dépen
trois facteurs : la nature la cible à modifier, la natu
de la molécule exogène introduite et les activités
recombinaison de la cellule.
-

3.1. Influence de la nature de cible

Les expériences de ciblage de gène dans les cel
ES ne paraissent pas être réalisables avec une effic
semblable à tous les loci génomiques. À la fin des
nées 1980 et au début des années 1990, les auteu
essayé de rechercher des hypothèses permettant
pliquer ces différences. Une corrélation entre le niv
d’expression des gènes dans les cellules ES et l’ef
cité de recombinaison homologue a par exemple
évoquée. Il a été montré que l’efficacité de ciblage
gène fortement expriméhprt est 16 fois supérieure
celle du proto-oncogèneint-2 faiblement exprimé [6]
Mais une autre étude a cependant montré une abs
de corrélation entre le niveau d’expression d’un g
et sa fréquence de recombinaison avec un vecteu
ciblage [10]. La localisation de la cible dans le g
nome, indépendamment de son niveau d’express
ne semble pas non plus être un facteur détermi
la fréquence des événements de recombinaison ho
logue [11]. Les variations de l’efficacité du ciblage o
servées d’un gène à l’autre pourraient être expliqu
par une différence dans leur séquence primaire.
taines séquences de l’ADN ont des propriétés pa
culières vis-à-vis des protéines de la recombinais
Il a notamment été mis en évidence que la proté
RecA d’E. coli et son homologue chez les mamm
fères, Rad51, impliqués dans l’initiation des réactio
de recombinaison, se fixent de manièrent préférent
sur certaines séquences répétées de l’ADN puis i
bent la réaction d’échange de brin [12,13]. In vivo,
séquences répétées de type microsatellites inhibe
recombinaison chez la levureS. cerevisiae[14]. De
plus, le ciblage de la E-cadhérine dans les cellules E
été effectué en utilisant deux vecteurs de ciblage id
tique à l’exception du «bras gauche » d’homolog
Le « bras gauche », soit incluait, soit n’incluait pas
séquences répétées du promoteur de la E-cadhé
Le taux de recombinaison était de 0,5 % avec les
quences répétées et de 10 % sans ces séquences
et résultat non publié). Il est donc probable qu’une
action de ciblage de gène impliquant une région co
portant de telles séquences, extrêmement représe
dans les génomes, ne soit pas efficace.

Les réactions de ciblage de gène pourraient ég
ment être limitées par la dilution de la cible dans
génome. Une fois la molécule exogène introduite d
le noyau de la cellule à modifier, elle doit recherc
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sa cible dans l’ensemble du matériel génétique.
pendant, ni l’augmentation de la quantité de vecte
de ciblage introduits dans les cellules [11], ni celle
nombre de cibles dans le génome de la cellule [
ne conduisent à l’amélioration de l’efficacité du
blage de gène dans les cellules de mammifères.
expérience de co-transfection transitoire de vecte
entrant en compétition pour la même cible, un s
d’entre eux portant l’information nécessaire à la
lection des recombinants, a confirmé que la reche
d’homologie n’est pas une étape limitante dans les
périences de ciblage de gène [17]. La stabilité des
termédiaires précoces de recombinaison et/ou leu
solution seraient donc les principales barrières aux
périences de ciblage de gène.

3.2. Le vecteur du ciblage

La taille de la molécule d’acide nucléique porta
la modification à introduire, le vecteur de ciblage, p
être de plusieurs kilobases ou plus réduite (de quelq
dizaines à quelques centaine de bases ou de pair
bases). Les techniques classiques de ciblage de
ont majoritairement recours à des vecteurs de cib
contenant deux « bras » d’homologie, dont la ta
totale est de 3 kb. L’utilisation de vecteurs de ta
inférieure à 1 kilobase (kb) sera décrite plus loin.

3.2.1. Mécanismes de recombinaison impliqués d
les réactions utilisant des vecteurs de ciblage de
grande taille

Initialement, deux types de vecteurs de recombi
son homologue pour les cellules de mammifères
été décrits : les vecteurs d’insertion (ditsends-inou de
type O) ou les vecteurs de remplacement (ditsends-out
ou de type�) [5].

Les vecteurs d’insertion sont des plasmides por
un gène codant pour une activité sélectionnable et
homologie à la région ciblée du génome (Fig. 1A).
linéarisation d’un tel vecteur au niveau de l’homolog
qu’il partage avec le génome ciblé stimule son ins
tion dans ce génome [7,18,19]. La totalité du vect
est intégrée dans le génome selon une réaction s
laire à celle décrite par Szostak pour la réparation
cassures double brin par recombinaison homolo
[20]. Les extrémités générées par la cassure son
gradées pour donner des extrémités simple brin
tantes 3′-OH (Fig. 1, A1). Une de ces extrémités env
e
e

-

hit le duplex homologue ciblé et s’hybride avec le b
qui lui est complémentaire pour former un ADN h
téroduplexe (ADNh). Le deuxième brin du comple
intact s’hybride réciproquement avec le brin comp
mentaire de la molécule portant la cassure (Fig
A2). Les deux extrémités 3′-OH hybridées permetten
d’initier une synthèse d’ADN pour restaurer les ext
mités dégradées (Fig. 1, A3). Deux jonctions de H
liday sont ainsi formées. Leur migration va étendre
régions hétéroduplexes. Une résolution asymétr
des jonctions conduit à l’intégration du vecteur e
la duplication de la région ciblée (Fig. 1, A4). Le
mésappariements éventuellement présents dans le
gions d’ADNh sont réparés par le système de rép
tion des mésappariements (MMR) [21].

À la différence des vecteurs d’insertion, les ve
teurs de remplacement conduisent à un échange
réciproque de l’information génétique : à la fin de
réaction de recombinaison, l’information initialeme
portée par la cible est perdue au profit de celle p
sente sur le vecteur (Fig. 1B). Les événements de
combinaison impliquant un vecteur de remplacem
sont le plus fréquemment expliqués par un double é
nement decrossing-overse produisant à chaque e
trémité du vecteur [22]. Leung et al. suggèrent l’ex
tence d’un autre mécanisme pour le ciblage de g
par un vecteurends-out[23]. Ces auteurs ont montr
chez la levureS. cerevisiae, l’existence d’un intermé
diaire de recombinaison constitué par un long hété
duplexe, de 2 à 4 kb, créé par l’assimilation d’un b
du vecteur par le duplex chromosomique homolo
(Fig. 1, C2). Les mésappariements contenus dan
long ADNh seraient corrigés par le MMR pour abou
au produit final de la recombinaison (Fig. 1, B4). Da
le système de Leung et al., le long hétéroduplexe
tentiellement formé comprend un mésappariemen
seulement cinq paires de bases. La formation du
ADNh pourrait être inhibée par la présence d’un b
d’hétérologie de taille plus importante sur le vecte
de ciblage.

La recombinaison des vecteurs d’insertion et
remplacement avec leur cible génomique utilise d
vraisemblablement des voies similaires, impliqu
non seulement la machinerie de la recombinai
homologue, mais aussi la voie de la réparation
mésappariements.



É. Biet et al. / C. R. Biologies 326 (2003) 51–64 57

large bloc
Le vecteur
les régions
ne activité
n du vecteur
ar les
t à
ervé est
sur
Fig. 1. Mécanismes impliqués dans le ciblage de gène par un vecteur d’insertion (A), un vecteur de remplacement portant un
d’hétérologie à la cible (B), un vecteur de remplacement portant une hétérologie à la cible de quelques bases seulement (C).
est représenté en noir, la cible génomique en gris. Les zones d’homologie qu’ils partagent sont représentées par un trait épais,
hétérologues par un trait fin ou un X. Sur le vecteur de remplacement (A), la boîte blanche représente un gène codant pour u
sélectionnable. Pour plus de simplicité, ce marqueur n’est pas représenté dans les figures décrivant les étapes conduisant à l’insertio
dans sa cible génomique. (1) : Dégradation des extrémités 5′ du vecteur de ciblage. (2) : Invasion du duplexe génomique homologue p
extrémités 3′-OH du vecteur de ciblage. (3) : Néosynthèse d’ADN initiée à partir des extrémités 3′-OH de la molécule lésée conduisan
la formation de deux jonctions de Holliday. (4) : Résolution des jonctions de Holliday. Le mode de résolution majoritairement obs
indiqué par des flèches plus épaisses. (3′) : Formation d’une longue région hétéroduplexe. (4′) : Réparation du mésappariement présent
l’hétéroduplexe. Le sens de réparation majoritairement observé est indiqué par la flèche plus épaisse.
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3.2.2. Influence de la séquence du vecteur
Quelle que soit la nature du vecteur, la taille et

degré d’homologie qu’il partage avec sa cible sont
facteurs déterminants pour la réaction de ciblage
gène [24]. Un vecteur portant 9 kb d’homologie
conduire à une efficacité de ciblage 20 fois supérie
à celle observée avec le même vecteur portant se
ment 4 kb d’homologie avec la cible génomique [
L’homologie peut être répartie sur les deux bras
vecteur, mais la fréquence des événements de re
binaison infidèle augmente lorsqu’un des deux bras
d’une longueur inférieure à 1 kb [25]. Ceci est tr
probablement lié aux événements de dégradation
ceptibles de se produire naturellement aux extrém
du vecteur. L’existence de petites divergences de
quence entre la cible génomique et la région hom
logue portée par le vecteur de ciblage contribue ég
ment à la faible fréquence des événements de reco
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nces
naison homologue [24]. Une divergence de 1,2 % e
un vecteur d’insertion et sa cible entraîne une di
nution d’un facteur 6 de l’efficacité d’intégration à
cible [26]. L’utilisation de séquences isogéniques à
lignée cellulaire à modifier paraît donc préférable [2
Par ailleurs, la taille des blocs d’hétérologie portés
un vecteur de ciblage modifie certainement l’efficac
de la réaction de ciblage. En utilisant des vecteurs
tant, comme seule hétérologie, la modification à in
duire dans le génome, la fréquence des événemen
ciblage de gène devrait être améliorée.

3.3. Limitations inhérentes à l’activité cellulaire de
recombinaison non homologue

L’efficacité des expériences de ciblage de gène d
les cellules de mammifères n’est pas seulement l
tée par la faible efficacité de la voie de recombinai
homologue. La fréquence élevée des événemen
recombinaison non homologue est également un
dicap majeur à l’obtention de cellules modifiées
manière ciblée. Au cours des expériences de cib
de gène, les recombinants obtenus résultent ma
tairement d’événements de recombinaison non ho
logue se produisant à des loci non ciblés du géno
Dans les cellules de mammifères, la recombinai
illégitime est en effet de l’ordre de mille fois plu
efficace que la recombinaison homologue [2,11].
mode de recombinaison illégitime le mieux caracté
est lenon-homologous end-joining(NHEJ). Le NHEJ
permet la jonction de deux extrémités d’ADN pos
dant très peu ou aucune homologie de séquence. L
qu’une cassure double brin est formée dans la cel
elle peut être réparée par recombinaison homolo
ou par NHEJ et la manière dont se produit le ch
entre les deux voix de réparation reste inconnue
stade du cycle cellulaire semble être un facteur mo
lant ce choix dans les lignées de cellules leucémiq
de poulet induites par un virus aviaire (cellules DT4
[28]. Cependant, il a été montré que la recombin
son homologue et le NHEJ peuvent être couplés d
la réparation d’une même cassure dans des cellule
mammifères [29]. Ces deux modes de recombina
pourraient agir de manière séquentielle au cours
processus de réparation de la cassure [30,31].
e

-

4. De nouvelles stratégies pour une meilleure
efficacité de ciblage de gène

Afin d’améliorer les techniques actuelles de cibla
de gène, de nouvelles stratégies permettant d’augm
ter l’efficacité de la recombinaison homologue et
de diminuer l’efficacité des mécanismes de recom
naison illégitime sont développées. Ces stratégies
vent être divisées selon trois axes : un premier visa
stimuler la recombinaison homologue en touchant
cible génomique, un deuxième visant à créer de n
veaux vecteurs de ciblage plus efficaces et un der
visant à modifier les activités cellulaires de manièr
favoriser les événements de recombinaison ciblée

4.1. Introduction de dommage dans la cible

Il a été montré que la présence d’un dommage d
l’ADN, en particulier une cassure double brin, au
mente la fréquence des événements de recombina
homologue. La création de cassure à l’aide d’enzy
de restriction à site de coupure rare comme I-SceI
mule la recombinaison intra-chromosomique et le
blage de gène de 10 à 10 000 fois [32,33]. Cep
dant, la création d’une cassure au niveau du gèn
blé par le biais d’une méganucléase classique néce
l’introduction préalable d’un site de reconnaissan
pour cette enzyme. Cette étape consistant elle-m
en un ciblage de gène, cette stratégie n’est pas a
tageuse. Le récent développement de méganuclé
chimériques permet, en théorie, de cliver de man
spécifique un gène ciblé non modifié. Ces méga
cluéases chimériques sont constituées d’un dom
endonucléase et d’un domaine de fixation à l’ADN
séquence spécifique en doigt de zinc. Leur efficac
été démontrée sur un substrat de recombinaison é
mal dans des ovocytes de xénope [34]. Le dévelop
ment de protéines en doigt de zinc possédant une
affinité et une spécificité pour une cible unique dans
génome donnera la possibilité de stimuler le ciblage
gène par introduction d’une cassure double brin au
veau de n’importe quel locus du génome [35,36].

Les oligonucléotides capables de former des trip
hélices d’ADN (TFO pourtriplex-forming oligonu-
cleotides) couplés à des agents endommageant l’AD
sont d’autres outils permettant de diriger des do
mages à des sites spécifiques du génome. Les
forment des triples hélices, au niveau de séque
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Fig. 2. Utilisation de molécules bi-fonctionnelles comportant
TFO pour le ciblage de gène. La molécule bi-fonctionne
est constituée d’un oligonucléotide (TFO, en blanc), capa
de former une triple hélice avec une cible génomique poly
rine/polypyrimidine (en blanc à points noirs) et d’un ADN (en noi
points blancs) portant la modification à introduire de manière cib
(X) dans le génome. Ces deux éléments sont reliés par un ad
teur, dont la nature diffère selon les systèmes. Le TFO interagit
sa cible génomique par des liaisons de Hoogsteen (losanges),
que l’ADN vecteur du ciblage interagit avec le duplexe homolog
par l’intermédiaire de liaison Watson–Crick (traits verticaux).

particulières du génome comprenant uniquement
bases puriques sur un brin et des bases pyrimidiq
sur l’autre brin [37]. Ces séquences sont retrouv
en moyenne tous les 1 000 pb dans les génome
vertébrés, ce qui permet en théorie de pouvoir
bler n’importe quel gène [38]. Le couplage de pso
lènes aux TFO est largement utilisé (pour une rev
voir [39]). L’activation des psoralènes par les UV
induit la formation de lésions (monoadduits et po
tages inter-brins) au niveau de la région ciblée pa
TFO. Ces lésions stimulent la recombinaison ex
chromosomique et intra-chromosomique [40,41].
formation de la structure en triple hélice paraît p
mettre à elle seule une stimulation locale de la rec
binaison [42]. Pour tirer partie de cette propriété,
systèmes bi-fonctionnels, incluant, d’une part, un T
stimulant le ciblage de gène et, d’autre part, une m
cule portant la modification à introduire dans la cib
ont été développés (Fig. 2) [43–46]. Dans ces s
tèmes, l’affinité du TFO pour sa cible permet en ou
d’accélérer la formation des intermédiaires préco
de la réaction de recombinaison et de les stabiliser

4.2. Utilisation de petits vecteurs simple brin

Les vecteurs classiquement utilisés sont de long
molécules d’ADN double brin. L’utilisation de vec
teurs simple brin paraît intéressante, car les évé
ments de recombinaison sont naturellement ini
grâce à des extrémités d’ADN simple brin. Cepend
les difficultés inhérentes à la production de longs AD
simple brin et leur faible stabilité dans les cellules r
dent l’utilisation de ces molécules assez complexe

L’utilisation pour le ciblage de gène de courts fra
ments d’ADN simple brin d’environ 500 nucléotide
(SFHR pourSmall Fragment Homologous Replac
ment) a été testée. Ils ont permis de corriger avec
efficacité importante (dans 1 % des cellules trans
tées par le vecteur) une petite délétion de 3 pb d
le gène CFTR des lignées de cellules humaines
transformées ou primaires [47,48]. La nature des
canismes moléculaires impliqués dans l’utilisation
ce type de vecteur n’a pas été étudiée, mais elle
certainement rattachée au modèle proposé par Le
et al. ([23] décrit plus haut). Il est à noter que l’uti
sation de fragments d’ADN double brin de tailles
milaires a permis d’obtenir la correction d’une mu
tion non-sens dans des myoblastes de souris en cu
avec une efficacité de 15 à 20 % [49]. Ceci sugg
que l’état simple brin du vecteur n’est pas requis p
obtenir une fréquence de ciblage de gène élevée.

L’utilisation de courtes molécules oligonucléo
diques comme vecteurs pour le ciblage de gène e
plus en plus développée. Ces molécules sont synt
sées chimiquement, ce qui permet d’y introduire fa
lement des nucléotides modifiés qui augmentent
stabilité dans les cellules. Les RDO (RNA/DNA Oli-
gonucleotides) sont des oligonucléotides chimériqu
d’environ 70 nucléotides, composés de bases ribo
cléiques modifiées (2′-O-méthyl) et de bases désox
ribonucléiques (Fig. 3). Leur séquence primaire l
permet de former une structure en double éping
cheveux. Ils ont été utilisés pour corriger ou introdu
des mutations ponctuelles dans des cellules de m
mifère en culture et, in vivo, dans des animaux et
plantes (pour une revue, voir [50]). Lors d’une étu
menée in vitro dans des extraits cellulaires de cellu
humaines, il a été montré que la partie 2′-O-méthyl
ARN de ces oligonucléotides facilite et stabilise
formation des intermédiaires précoces de recombi
son [51]. Les mécanismes précis sur lesquels repo
le ciblage de gène par les RDO ne sont pas con
mais ils impliqueraient des voies de recombinais
homologue et de réparation de l’ADN [52]. Dériva
des RDO, des oligonucléotides chimères de struc
plus simple ont été utilisés avec succès pour le cib
de gène [53]. Ces molécules, nommées ODN, s



60 É. Biet et al. / C. R. Biologies 326 (2003) 51–64

DO
tide
ag)
aux

logue
erme
ions

ion
s le

iques

yribo
ex-

u-
sys
c-

urs
au-

s
orts
limi-
être
de

ch-
ifie
pro
, de

e re
vé-

per-
upe
ure
e :

s
en-

on,
ins
ure
ces
de

mo-
, qui
e de
des

e de
se
fré-
tait
cel-

-
t de
sur-
o-
re-

ion
ac-
s,
ci-

sion
de
ci-
uée
est
rna-
uc-
a pas
pro-

-
ible

leur

es

tels
t
Ce-
régu-
r ne
Fig. 3. Utilisation de petits oligonucléotides chimères de type R
pour le ciblage de gène. La molécule RDO est un oligonucléo
comportant 50 à 80 nucléotides de type ribonucléique (zig-z
et désoxyribonucléique. Les traits noirs épais correspondent
séquences composées de bases désoxyribonucléiques homo
à la séquence ciblée. La séquence ces oligonucléotides leur p
d’adopter une structure en double épingle à cheveux. Des rég
hétérologues à la cible (traits noirs fins) facilitent la format
de cette structure secondaire. La modification à introduire dan
génome ciblé (X) est portée par des bases désoxyribonuclé
entourées de ribonucléotides.

composées de quelques dizaines de bases désox
nucléiques. Elles comprennent en plus, à chaque
trémité, quatre bases ribonucléiques modifiées (2′-O-
méthyl), qui ont pour fonction de protéger l’oligon
cléotide contre les exonucléases. Dans un même
tème, l’efficacité de correction d’une mutation pon
tuelle par un RDO ou un ODN peut aller de plusie
cellules corrigées sur 100 cellules transfectées à
cune cellule corrigée pour 106 cellules transfectée
([54] et nos propres résultats non publiés). Des eff
permettant de comprendre quels sont les facteurs
tant la reproductibilité de ces expériences doivent
fournis, afin de permettre une utilisation effective
ces molécules prometteuses.

4.3. Modulation des activités cellulaires

Une troisième stratégie visant à améliorer les te
niques actuelles de ciblage de gène consiste à mod
le niveau d’expression des gènes codants pour les
téines participant aux processus de recombinaison
manière à stimuler la fréquence des événements d
combinaison homologue ou à diminuer celle des é
nements illégitimes.

Des études génétiques et biochimiques ont
mis de mettre en évidence chez la levure un gro
de gènes impliqués dans la réparation des cass
double brin de l’ADN par recombinaison homologu
s
t

-

-

r
-

-

s

le groupe d’épistasie ScRAD52[55]. Des homologue
structuraux de ces différents gènes ont pu être id
tifiés chez les vertébrés et leur similarité de foncti
démontrée in vitro, ainsi que la capacité de certa
d’entre eux à complémenter des mutants de lev
suggèrent une conservation dans la fonction de
gènes de la levure à l’homme. La sur-expression
certaines de ces protéines, en particulier les ho
logues de Rad51, Rad52, Rad54, Rad55 et Rad57
participent aux étapes d’appariements et d’échang
brins, pourrait permettre d’augmenter la fréquence
événements conduisant au ciblage de gène.

Il a été montré que la sur-expression deRAD51
dans des cellules humaines augmente la fréquenc
ciblage de gènes à deux loci différents [56]. L’analy
des recombinants ainsi obtenus a montré que la
quence des événements d’intégration illégitime é
identique dans des cellules sauvages et dans des
lules sur-exprimant hsRAD51, alors que les événe
ments de recombinaison homologue ciblés étaien
deux à trois fois plus fréquents dans les cellules
exprimant hsRAD51. Ce résultat suggère que la pr
téine Rad51 est impliquée dans les réactions de
combinaison ciblée et que son niveau d’express
est limitant. La sur-expression de l’homologue b
térien deRAD51, RecA, dans des cellules murine
permet également la stimulation des réactions de
blage de gène [57]. En revanche, la sur-expres
de RAD52, qu’elle soit associée ou non à celle
RAD51, provoque une réduction de l’efficacité de
blage de gène [58]. La protéine Rad52 est impliq
dans différentes voies de recombinaison [59]. Il
possible que sa surproduction stimule une voie alte
tive à celle utilisé par le ciblage de gène. La surprod
tion des autres protéines accessoires de Rad51 n’
été testée, mais l’inactivation de chacune de ces
téines (Rad54, Rad51B, Rad51C, Rad51D, XRCC1,
XRCC3 [60–62]) provoque une diminution de l’effi
cacité de recombinaison entre un vecteur et une c
génomique homologue. Il est donc possible que
surproduction stimule le ciblage de gène.

La modification de l’expression de certains gèn
extérieurs aux groupes d’épistasieRAD52mais reliés
au mécanisme de la recombinaison homologue,
queBRCA1, BRCA2, p53 ou BLM, paraît égalemen
intéressante à tester (pour une revue, voir [63]).
pendant, les effets délétères engendrés par la dé
lation de l’expression de suppresseurs de tumeu
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favorisent pas le développement de ces stratégies
même, une sur-expression de hsRad51ayant été dé
crite dans différentes lignées de cellules cancéreu
il n’est pas exclu que la modification de l’expressi
de ce gène entraîne, parallèlement à une améliora
de l’efficacité du ciblage de gène, la transformat
des cellules ainsi manipulées [64,65].

Il est également possible d’améliorer les techniq
de ciblage de gène en diminuant l’activité cellula
de recombinaison illégitime. Des expériences de
blage de gène ont été menées dans des lignées
cientes pour des protéines du NHEJ [66]. La fréque
de ciblage n’est augmentée dans aucune des lig
mutantes testées (cellules ES de souris Ku70−/−,
XRCC4−/− et DNA-PKcs−/−), alors que la répa
ration par recombinaison homologue de cassures
duites par l’endonucléase I-SceI est fortement a
mentée dans la lignée Ku70−/−. Cette observation
ainsi que d’autres études menées dans des lignée
ficientes dans la voie de NHEJ [67,68], laissent pen
à l’existence d’une voie alternative de recombinais
illégitime. La caractérisation de cette voie ainsi q
celle des systèmes régulant l’utilisation des différen
voies de recombinaison sont des axes de recherch
bénéficieront certainement aux techniques de cib
de gène.

Il a cependant été mis en évidence une stratégie
mettant de diminuer l’activité de recombinaison illé
time dans des cellules de mammifères. Elle consis
inhiber une protéine nucléaire capable d’ajouter
polymères d’ADP-ribose sur des protéines, la po
(ADP-ribose)-polymérase (PARP), qui est activée
présence de cassures double brin de l’ADN [69]. L’
hibition de la PARP par le 3-méthoxybenzamide
MB) permet de diminuer la fréquence des événem
de recombinaison illégitime et par ce biais d’augm
ter la proportion de recombinants issus d’événem
de recombinaison homologue lors d’expériences de
blage de gène [70]. Il est à noter que l’observation
cet effet dépend du mode de transfection utilisé p
délivrer le vecteur de ciblage au noyau.

5. Discussion

La production des animaux modèles porteurs
mutations génétiques, similaires à celles retrouv
dans des pathologies humaines d’origine généti
ainsi que la mise au point de thérapies géniques
,

-

s

-

i

ficaces constituent deux voies de recherche d’e
majeur. Ces deux applications requièrent la mise
point de techniques permettant de modifier les
nomes de manière fine, contrôlée et avec une gra
efficacité. Les techniques classiques de ciblages
gène ne conduisent à l’obtention de recombinants
difiés de manière ciblée qu’avec une fréquence
faible. La majorité des recombinants obtenus est is
d’événements de recombinaison illégitime se prod
sant en un locus aléatoire du génome. De ce fait,
approches classiques excluent la possibilité de g
rer des recombinants ne présentant pas un phéno
sélectionnable. Diverses stratégies permettant d’o
nir une efficacité de ciblage suffisante pour se disp
ser de l’étape de sélection et de criblage ont été
cemment développées. Cependant, il faut prêter a
tion aux effets délétères que ces nouvelles appro
sont susceptibles d’avoir sur le génome, en particu
si elles doivent être appliquées à la thérapie géni
L’utilisation de molécules capables d’endommage
cible, notamment celle de psoralènes, est problé
tique, de part, leur action mutagène. La modificat
de l’expression de gènes impliqués dans la recom
naison génétique, même si elle n’est envisagée
sous une forme transitoire, est également problé
tique. La plupart de ces gènes jouent un rôle très
portant dans le métabolisme de l’ADN et une déré
lation de leur expression pourrait entraîner des d
mages et réarrangements chromosomiques létau
cancérigènes. L’approche offrant un maximum de
reté est celle qui consiste à utiliser des vecteurs
recombinogènes que les vecteurs classiques. Le
tites molécules simple brin, naturelles ou synthétiqu
semblent posséder cette propriété. Le développem
de leur utilisation et des méthodes permettant de
délivrer efficacement au noyau des cellules à mod
pourrait être la solution idéale pour le ciblage de gè
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