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80  GENIE GENETIQUE

Apres les tout premiers stades du développement embryonnaire, seule la technique rétrovirale peut étre
utilisée pour introduire des génes in vivo. Aprés infection in situ de 'embryon, la présence des provirus
peut étre détectée par leur expression si un géne marqueur décelable au niveau de la cellule individuelle
est inclus dans le RVR. L'activité f3-galactosidase codée par le géne LacZ d’E coli peut servir de marqueur
puisqu’etle n‘interfére ni avec la croissance cellullaire ni avec la différenciation des cellules multipotentiel-
les. Cela s'applique non seulement a la forme cytoplasmique de I'enzyme (Sanes et al 1986) mais aussi a
une forme & localisation périnucléaire construite en adjoignant le peptide signal de I'antigéne T de SV40
(Bonnerot et al 1987). Les RVR LacZ ou I'expression de I'enzyme dépend d’'un promoteur ubiquitaire
peuvent servir de géne traceur pour le lignage des cellules au cours de 'embryogénése puisqu’a un
événement d’'intégration unique correspondra un groupe de cellules marquées d'origine clonale. L'utilisa-
tion de ce mosaicisme génétique a déja permis d'analyser le lignage de plusieurs tissus de la souris.

Ce type de marqueur sert aussi d’indicateur utile pour étudier in vivo directement les facteurs impliqués
dans la régulation de I'expression des génes, notamment dans les trois premiers stades du développe-
ment embryonnaire (Bonnerot et al 1987).
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Le développement du génie génétique permet d’envisager le clonage puis la production industrielle de
n'importe quelle protéine bien que les difficultés technigues ne soient pas négligeables au niveau du
vecteur d’expression ou de I'obtention d’une protéine active.

L'ingénierie des protéines, c’est-a-dire la modification de la séquence d'une protéine par délétion,
insertion ou remplacement d’acides aminés, est une trés nouvelle technologie dont les principes sont
connus {Garnier 1985, Robson et Garnier 1986) et dont les applications thérapeutiques ou industrielles
commencent a voir le jour. Des exemples sont donnés en distinguant trois cas rencontrés dans la
pratique : celui ou la structure tridimensionnelle de la protéine est connue, celui ou seulement la structure
d’'un homologue est connue, et enfin celui ou seule la séquence en amino-acides est connue.

Dans le cas ou la structure tridimensionnelle est connue, ce sont souvent des enzymes, un certain
nombre de propriétés peuvent étre I'objet de modification. La stabilité thermique peut étre augmentée par
Iintroduction d’un nouveau pont disulfure (Perry et Wetzel 1986). On peut aussi former de nouvelles
liaisons hydrogénes, de nouveaux ponts salins a la surface de la protéine ou améliorer les contacts entre
résidus d'acides aminés hydrophobes. La résistance aux agents oxydants, source d’'inactivation, peut étre
accrue par le remplacement d’un résidu facilement oxydable comme la cystéine par un résidu non
oxydable tel que Ala ou Ser ou le remplacement d’une Met par Ala, Gin, Val, lie ou Leu ou celui du Trp par
Phe ou Tyr. C'est le cas du remplacement de Met,,, de la subtilisine par Ala qui rend cet enzyme trés
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résistant aux agents oxydants et permet d’envisager de I'utiliser comme enzyme de détergent {Blow et a/
1986). La résistance a |’action des métaux lourds peut étre modifiée par le remplacement d’acides aminés
avec lesquels ceux-ci réagissent comme les résidus Cys, Met ou les groupes carboxyles a la surface de la
protéine. La stabilité vis-a-vis du pH peut étre déplacée en altérant la charge globale en surface de la
protéine ou en remplagant un résidu chargé par exemple Aspgy, de la subtilisine par Ser au voisinage du
site actif (Blow et a/ 1986). La spécificité du substrat d’un enzyme peut étre modifiée : le remplacement de
Gly,s Par Lys dans la subtilisine change sa spécificité vis-a-vis des substrats comportant un résidu Glu
(Blow et al 1986).

Dans le cas ou la structure tridimensionnelle d’'un homologue est connue, on peut alors modeler par
graphique moléculaire la structure de la protéine que I'on veut étudier sur celle de I'homologue dont la
structure est connue. L'on tient compte des insertions et délétions nécessaires tout en donnant aux parties
identiques ou homologues de la séquence les coordonnées des parties similaires de la structure connue.
On affine I'opération de modélisation par une minimisation de I'énergie. C’est selon cette méthode qu‘un
modele de structure 3 D de la thrombine a été établie d'aprés la structure de I'élastase {(Robson 1980) et
celui de la rénine a partir de la pepsine d’endothia (Sibanda et a/ 1984) dans le but d‘analyser la structure
de site actif et modéliser alors des inhibiteurs actifs respectivement dans ces deux exemples contre des
cas de thrombose ou d’hypertension (Courtney et al 1985).

Dans le cas ou seule la séquence en acides aminés est connue, il est possible, dans une premiére étape
d’utiliser les données biochimiques connues comme par exemple les modifications du site actif de
I'a-anti-trypsine reconnu pour étre sensible a I’oxydation.

On peut également se servir de modéles structuraux développés a partir de la séquence en acides
aminés seule. Des considérations simples de répartition de résidus hydrophyles le long de la séquence et
la synthése d'un grand nombre de peptides a permis de mettre au point un vaccin synthétique
neutralisant le virus de la fievre aphteuse en associant deux fragments peptidiques : résidus 141-158 aux
résidus 200-213 de la protéine virale de I'enveloppe VPI {Dimarchi et al 1986).

Pour le produit p28sis de I'oncogéne v-sis du sarcome simien, analogue du facteur de croissance des
plaquettes sanguines (PDGF), la simulation de la structure tertiaire par minimisation de I'énergie
combinée a I'utilisation des prédictions de structures secondaires de GOR (Garnier et al 1978) ont permis
de localiser les épitopes continus a la surface de la protéine avec une grande précision offrant ainsi la
possibilité de modéliser de nouveaux vaccins synthétiques (Robson et a/ 1985). Plus récemment, la
modélisation de la structure du récepteur de I'EGF (facteur de croissance des cellules epithéliales) a été
faite d’aprés les homologies de séquences internes et externes et I'identification des familles de structures
supersecondaires (Fishleigh et a/ 1987).
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