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Qu'est-ce qu'un crible génétique ?

Une technique qui permet d'identifier les gènes impliqués dans un phénotype donné.
Elle consiste en 3 étapes :
1. production de nombreuses mutations
2. sélection des individus présentant un phénotype mutant
3. identification des gènes mutés responsables du phénotype mutant
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Crible historique 
de C. Nüsslein-Wolhard et E. Wieschaus

1980

Prix Nobel de Physiologie/médecine en 1995
avec E. Lewis
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Comment un oeuf 
se développe-t-il

en un individu 
complexe?



  

Comment un oeuf se développe-t-il
en un individu complexe?

Embryon His-YFP visualisé par 
SPIM (Selective Plane Illumination Microscopy)

P. Tomancak, Dresden

Quels sont les gènes impliqués ?
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sauvage

Recherche de 
mutants qui affectent 
le plan d'organisation 

du corps 

(=position /forme des 
trichomes)



  

Schéma des croisements

Balanceur homozygote
létal

 Hétérozygote
Phénotype sauvage

 Homozygote
Phénotype mutant



  

Production de  5.764 lignées de mouches
dont 4.217 lignées homozygotes létales

Identification de 7.600 mutations létales
dont 2.843 mutations causant une létalité embryonaire

dont 272 mutations causant des phénotypes embryonaires

Test de complémentation pour les mutations donnant les mêmes 
phénotypes :
48 groupes de complémentation contenant en moyenne 5.4 allèles
13 allèles qui sont complémentés par tous les autres mutants

= 61 gènes au total

Crible du chromosome 2

Nusslein-Volhard, Wieschaus (1984) Roux's Arch Dev 193: 267



  

Résultat : identification de différents types de gènes



  
EMBO reports 2, 12, 1083–1088 (2001)

Reconstitution du développement embryonnaire



  

Récemment : identification des enzymes de la 
voie de biosynthèse des hormones stéroïdes

HO

cholesterol

7dehydro
cholesterol

ketodiol (2,22,25dE)

ecdysone (E)

phm 

dib 

sad 

shd 

nvd

embryon

Larve L1

pupe

L2

adulte

L3

20E

spo, sro

(Chavez et al., 2000; Warren et al., 2002; Petryk et al., 2003; Niwa et al., 2004; 
Warren et al., 2004; Namiki et al., 2005; Yoshiyama et al., 2006)

20hydroxyecdysone (20E)

Mutants Halloween



  

Certains gènes impliqués dans le développement 
embryonnaire n'ont pas été identifiés

Gènes à effet maternel



  

Gènes à effet maternel

 ARNm déposés dans 
l'oeuf avant fécondation



  

Crible des gènes à effet maternel

Balanceur homozygote
létal

 Hétérozygote
Phénotype sauvage

 Femelle homozygote
 mutante

X           mâles

Analyse des embryons 
de la descendance



  

Crible des gènes à effet maternel

Balanceur homozygote
létal

 Hétérozygote
Phénotype sauvage

 Femelle homoozygote
 mutante

X           mâles

Analyse des embryons 
de la descendance

Les gènes à contribution maternelle 
dont les mutants sont létaux/stériles
ne sont pas identifiés (ex : Fz, Dsh, Apc, Nvd)



  

Certains gènes impliqués dans le développement 
embryonnaire n'ont pas été identifiés

Gènes à effet maternel

Gènes impliqués dans le développement des structures 
internes (cerveau, intestin, etc.)

Sauvage  roundabout commissureless



  

Certains gènes impliqués dans le développement 
embryonnaire n'ont pas été identifiés

Gènes à effet maternel

Gènes impliqués dans le développement des structures 
internes (cerveau, intestin, etc.)

Gènes redondants

Avec ces cribles, on ne peut détecter que la 
première fonction essentielle d'un gène.



  

1ère solution : réalisation de clones mitotiques

Flp = Flippase
FRT = Flippase Recombination Target



  

2ème solution : crible de supresseurs et d'enhancers 

Les individus a/a sont viables et fertiles.
Crible de phénotypes plus sévères (enhancers) ou 
moins sévères (suppresseurs)



  

Principes généraux sur les cribles 
génétiques

Les agents mutagènes

Les croisements

Les phénotypes analysés

Identification et validation des mutations impliquées



  

Les agents mutagènes (1)

Rayons X : mutations ponctuelles, cassures chromosomiques, 
aberrations, délétions, translocations, inversions, chromosomes 
dicentriques

Ethylmethane sulfonate (EMS) : très efficace et peu toxique, 
agent alkylant (surtout production de O6-alkyl-G, qui s'apparie 
avec T -> transitions GC vers AT), très peu de délétions et 
insertions

Chez la drosophile, l'EMS peut produire ~10-3 mutations par gène.
-combien de gènes mutés en moyenne sur un chromosome 

contenant 5000 gènes ?
- si 6000 chromosomes traités à l'EMS ont été générés, 

combien d'allèles par gène en moyenne devraient être disponibles 
dans ces lignées ?



  

Methylmethane sulfonate (MMS) : agent alkylant, moins efficace que 
l'EMS pour la drosophile, induit un peu plus de délétions que l'EMS.

N-nitroso-N-ethylurée (ENU) : agent qui éthyle les atomes d'oxygène (le 
O2 et O4 de T é transitions AT vers GC, le O6 de G → transitions GC vers 
AT), induit moins d'aberrations que l'EMS

Triethylmelanine (TEM) : induit des délétions
Formaldéhyde : induit des délétions

Eléments transposables dépourvus de transposase: s'insérent dans le 
génome, facilitent l'identification du gène

Les agents mutagènes (2)



  

Les mutagènes créent des individus mosaïques



  

Les croisements

Comme les mutagènes chimiques créent des individus mosaĩques,   
il faut toujours regarder la descendance

Cribles en F1 : cribles de suppresseurs et d'enhancers

Cribles en F3 : crible de mutations récessives

Cribles en F4 : crible des gènes à effet maternel 



  

Les phénotypes analysés

Morphologie, Physiologie, Comportement



  

Les phénotypes analysés

Morphologie, Physiologie, Comportement

Observation directe

Marquage (GFP, anticorps)

Sauvage       agamous-1

Sauvage mutant 1 mutant 2

str2::GFP



  

Identification et validation des mutations impliquées (1)

Zipperlen et al. Genome Biology 2005 6:R19   doi:10.1186/gb-2005-6-2-r19



  

Identification et validation des mutations impliquées (2)

La mutation est entre les marqueurs 2R096 et 2R109. 
Zipperlen et al. Genome Biology 2005 6:R19   doi:10.1186/gb-2005-6-2-r19



  

Identification et validation des mutations impliquées (3)

Test de complémentation avec des délétions ou des allèles mutants déjà 
connus



  

Identification et validation des mutations impliquées (3)

Test de complémentation avec des délétions ou des allèles mutants déjà 
connus

Analyse de l'expression des gènes candidats dans les mutants

Test de sauvetage de la mutation avec des transgènes

Niwa et al. (2010) Development 137, 1991

Séquençage et recherche de mutations (non sens, délétions, etc.)



  

Identification et validation des mutations impliquées (4)

Cas particulier des insertions d'éléments transposables

La PCR inverse



  

Un autres type de crible : le crible RNAi

UAS-RNAi

RNAi

Cellules humaines
Cellules de
drosophile

Boutros et Ahringer (2008) Nat Rev Genetics 9, 554



  

D'autres types de cribles

Cribles d'expression

Puces (microarrays) ou séquençage du transcriptome 

Hybridation in situ systématique de tous les gènes

Insertion d'éléments transposables pour créer des protéines 
fusion-GFP

Cribles sur les séquences

Gènes contenant des sites de fixation à certains ensembles de 
facteurs de transcription

Gènes contenant certains motifs protéiques



  

Quelques définitions

Une mutation peut être :
dominante, récessive
hypermorphe, hypomorphe/perte-de-fonction, amorphe/nulle, 
néomorphe
dominante négative



  

Quelques commentaires



  

Faire attention à l'interprétation des mutants
Activité d'une cellule du 

noeud sinusal

Cas 
normal

Noble, Denyer et al (1992) Roy Soc Biol 

www.inhalotherapie.com/ECG/

Disparition du courant i
b,Na

Le courant i
f 
 tamponne les effets. En fait, le 

courant  i
b,Na

 est responsable à 80% de la 

fréquence des battements du coeur.

→ Baisse de la fréquence cardiaque 
de seulement 10% 



  

Faire attention aux chromosomes utilisés

Roegiersr et al (2009) Genetics 182, 407

13 stocks sur 89 testés sont lgl-nuls 

Deux mutants létaux du gène Insensitive (exprimé dans les cellules 
précurseurs des organes sensoriels) (Reeves et Posakony, 2005) :
défauts de différenciation cellulaire identiques aux mutants lgl

En fait, ce phénotype est sauvé par le gène lgl !



  

Le TILLING
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