INTRODUCTION

Les progrés fulgurants de la biologie moléculaire
et les importants travaux réalisés sur les drosophiles
ont permis d’envisager le développement de mous-
tiques génétiquement modifiés afin de réduire ou
supprimer leur capacité vectorielle pour les agents
pathogénes, en particulier les Plasmodium du palu-
disme humain (Besansky et al. 1992, James et al. 1992).
Cet article, aprés quelques rappels, présente les éta-
pes nécessaires pour arriver 4 un tel objectif, tente de
montrer quelles pourraient &tre les limites de cet
ambitieux programme et situe le rdle des
entomologistes médicaux de terrain dans cette re-
cherche sur les moustiques transgéniques.

DEFINITION D’UN ANIMAL
TRANSGENIQUE

Animal qui a intégré une séquence d’ADN d'in-
térét (un géne) introduitedansles cellules germinales,
et qui la transmet de génération en génération.

Différentd’un animal chimérique, ot1l'intégration

PET

du géne se fait dans des cellules déja différenciées.

POURQUOI DES MOUSTIQUES
TRANSGENIQUES ?

Objectifs:

Développer des souches de moustiques réfractai-
res aux parasites (s.l.), compétitifs sur le terrain en
vue d'un reldcher, ayant pour but une baisse ou un
arrét de la transmission.

Le géne introduit devra si possible étre dominant,
ainsi les hétérozygotes seront également réfractaires.

Génes cibles:

tousceuximpliquésdirectement ouindirectement
dans la transmission

exemples:

Hormones de développement, neuropeptides

«Systéme immunitaire» des moustiques
(mélanisation sous controle dela prophénoloxydase,
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cecropin, attractin, reconnaissance ou non des
sporozoites)

Genes impliqués plus directement dans la
capacité vectorielle: récepteurset enzymesauniveau
de la membrane péritrophique, de la paroi de I'esto-
mac, des glandes salivaires, etc....

Genes liés au comportement (préférences
trophiques,...).

COMMENT INTRODUIRE, ET FAIRE EXPRI-
'MER, UN GENE DANS UN INSECTE ?
L’EXEMPLE DE LA DROSOPHILE :

LES TRANSPOSONS

Définition des transposons
Ils existent chez les bactéries et les eucaryotes. Ce
sont des séquences d’ADN, codant généralement
pour une protéine, pouvantsedéplacerd’unsitea un
autre sur le chromosome, sans disparition de I'in-
formationdusiteoriginal, selon un mécanisme proche
de la réplication des rétrovirus. Iis possédent géné-
ralement une séquence inversée-répétée (IR) et par-
fois une séquence LTR (long terminal repeat).
Le P élément de la droscphile
Certaines drosophiles possédent un transposon
de 2900 paires de bases, avec 4 cadres de lecture dont
un codant pour une transposase. Il n'y a pas de LTR
mais une séquence IR. Ce transposon appelé P élé-
ment a été trés étudié. En raison des possibilités de
déplacement de ces séquences sur le génome on a
pensé a l'utiliser comme vecteur de génes.
La méthodologie & appliquer est la suivante:
Utilisation d"un vecteur de clonage: plasmide
bactérien, type pBR 322, contenant le P élément sans
le géne de la transférase + polylinker + promoteur +
marqueur de clonage.
Clonage du gene d’intérét dans P élément.
Microinjection du plasmide dans I’embryon
de drosophile (oeuf) avec un plasmide helper ex-
primant la transposase en trans mais ne pouvant pas
lui méme transposer (IR terminale incompléte).
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Sélection des insectes transgéniques (par .

marqueur ex Rosy, Adh, Neo,..).
Expression du geéne dans la souche
transgénique.

LE DEVELOPPEMENT DE MOUSTIQUES
TRANSGENIQUES

Historique:

Collins et al. (1986) obtiennent par sélection
une souched’An. gambige réfractaire aux Plasmodium.

Miller et al. (1987) réussissent la premiére
intégration stable (8 générations) d’un géne étranger
chez An. gambige (plasmide pUC hs néo, avec IR de P
élément de drosophile + promoteur de hsp70 + géne
de la résistance & néomycine).

McGrane et al. (1988) réussissent une
intégration stable sur Ae. triseriatus.

Morris et al .(1989) réussissent une intégration
stable sur Ae. aegypti.;

Dans tous les cas l'intégration est aléatoire, in-
dépendante du P élément, et trds insuffisante, de
I'ordrede 0,1%

Conclusion: le P élément de la drosophile ne se
comporte pascomme un transposon, etne peut pasétre
utilisé comme vecteur de géne pour les moustiques.

AM Fallon (1991): expériences réussies de
transfection avec polybréne ou Phosphate de Ca, de
cellules C6-36 et lipofection d’ADN via pUChsneo
dansdescellules germinalesd’ Aedes triseriatus etdans
des lignées cellulaires, mais le taux d’intégration
reste faible.

Développement

I-lifauttrouverunvecteur de géne performant
permetiant I'intégration dans I'ADN du mousti-
que

Les approches actuelles semblent étre les sui-
vantes:

1) recherche de transposons de moustiques,
du type P élément ou rétrotransposons (Bezansky
s'intéresse a la question sur An. gambiae et Crampton
sur Ae. aegypti, Mouchés sur Culex (1991)). Depuis
quelques mois les recherches se portent sur les
«Mariner transposable elements» présents en parti-
culier chez An. gambige (Kidwell 1993, Robertson
1993). L'objectif est la recherche de séquences
moyennement répétées chez les moustiques, puis la
comparaison avec des séquences déja connues chez
d’autres animaux.
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2) Vecteurs viraux (Xiong et al 1989) ex: virus
Sinbis recombinant avec promoteur + géne bactérien
(CAT). L’expression a été obtenue sur C6-36 et sur Ae.
triseriatus mais pas il ny a pas eu intégration . L’expres-
sion était transitoire, maximum & J4 chez les adultes.

3) Vecteurs bactériens (type Wolbachia, res-
ponsable del’incompatibilité cytoplasmique chezles
Culex,transmis par les femelles, Curtis 1992 a et b)

4) FLP-FRT du plasmide 2micronsdelalevure

FRT:2 séquences inversées, site de recombinaison,
FLP: recombinase qui reconnait ces sites

Morris(1991): expression possible chez Ae. aegypti
mais pas d’intégration dans le moustique.

lI- lifaut trouver des promoteurs et enhancers
efficaces et si possible endogenes: bonne ex-
pression, éventuellement spécifique de stades
ou tissus.

Type hsp70, promoteur trés fort de la drosophile.
Ce promoteur peut, par ailleurs, en partie servir de
marqueur d’intégration car les moustiques
transgéniques I'ayant intégré survivent mieux que
les autres aprés un choc thermique a 41°C

Evaluationdes promoteursdes métallothioneines
des drosophiles dans des cellules C6-36.

1I- It faut trouver les génes d'intérét agissant
sur la fransmission

-sélectionner, repérer dessouchesd’ Anophéles
«réfractaires s.1.» aux Plasmodium

, - rechercher le géne responsable {devient
possible grace a cartographie)

Exemples: Collins (1986) mélanisation des
socystes sous control de la prophénoloxydase.

IvV- Il faudra trouver des marqueurs de
‘intégration du géne, sipossible bienidentifiables
>our sélection (couleurs des yeux 2, ...)

V- lIfaudra étudier et résoudre les proklémes
le I&cher sur le ferrain

Curtis signale un seul cas de succes de lacher
I’ Anopheéles modifiés: males stériles d’ An. albimanus

Il vase poser de trés nombreux problémes. La liste
uivante, non exhaustive, en présente quelques uns:
Aés aux moustiques

* Faudra-t-il chercher & réduire le nombre de

noustiques infectés ou le nombre de sporozoites par
noustiques (dansle cas du paludisme) ? Le probléme
10sé est le méme que pour une lutte chimique, etla
olutiondépendra du niveau etdela périodicité dela
ransmission dans la zone «traitée».
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* Compétitivité des moustiques sur le terrain :
peut-8tre évitable si utilisation de transposons
endogeénes (c’est & dire de transposons présents dans
la population de moustique de la zone 2 «iraiter»)
Liés aux agents pathogenes

* Une modification des vecteurs pourrait en-
trainer une sélection des plasmodium échappant aux
mécanismes bloquant la transmission.

Liés & '’homme

* Production

* Problemes d’éthique : sécurité des souches
transformées, interactionsentre pathogenes,.controle
des souches transgéniques. Attentiona ne pasétre de
nouveaux apprentis sorciers!

* Dans le cas de moustiques compétitifs, ot et
comment les utiliser 2. Zones hypo/hyper-holo endémi-
ques(mémesquestionsque pourluttechimique, vaccins,..).

CONCLUSION: INTERVENTIONS POS-
SIBLES DES EQUIPES DE RECHERCHE DE
TERRAIN (OCEAC, OCCGE, ORSTOM,...)

Laroute estencore longue jusqu’au controled’une
maladie & transmission vectorielle par V'utilisation
d’insectes issus du génie génétique. Cependantil ya
peu de doute que d’ici quelques années des labora-
toiresne «mettent sur le marché» ce type de «produit».
A mon avis, la partie clonage, séquengage éventuel
des genes, devrait étre faite dans des laboratoire de
biologie moléculaire/génétique ayant déja une
grande expertise.dans ce domaine, et avec lesquels
les équipes de recherche de terrain pourraient col-
laborer étroitement. La connaissance du terrain, le
fait d’gtre sur place, en situation, fait des
entomologistes médicaux de terrain des maillons
incontournables de la recherche sur les moustiques
transgéniques. Leur participation se situe en amont
et en aval de la recherche strictement moléculaire, en
intervenant par exemple dans les domainessuivants:

En cmont

- Sélection de souches réfractaires de terrain
(élevages, tests)

- Identification de transposons sur des souches
sauvages.

- Etudes de terrain avant intervention (génétique
population, flux géniques, niveau de
transmission,.incidence palustre, morbidité..)

- Production de masse des moustiques

- Lacher
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En avai
' ~Suivi des populations demoustiquesapréslacher

(Bioécologie dont comportement résistance aux in-
secticides., génétique population, évolution du géne
d’intérét, niveau transmission,...)

- Suivi des populations humaines (morbidité,
parasito, immuno,...)

- Taux de reproduction de base, modélisation ?
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