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I) RESlJKE DU RAPPORT DE LA MISSION KFFEcnJEE PAR 
DR. R.CIBOTTI A TOBITAK (DPfnll/87/042/11-03) 

La mission effectuee a Gebze (Turquie) du 24 Fevrier au 11 Mars 1993 avait 
pour objectif de consolider les capacites technologiques de TOBITAK dans le 
domaine de la production de souris transgeniques (Tg). Cette mission est la 
troisieme effectuee a TOBITAK avec des objectifs similaires. ma is c 'est la 
premiere effectuee sous la responsabilite du Dr. R. cibotti. 

Dans le but d 'accompl i r rapidement et avec succes ma mission, mon approche 
fut la suivante: 

1) analyser le travail deja accompli par le personnel sur le terrain 
(staff-Tg) apres deux missions ONUDI, afin d'evaluer quels etaient les 
aspects techniques a renforcer. 

2) ecouter attentivement l'analyse de la situation telle que decite par les 
responsables du departement de Biologie, et tenter d'expliquer ma 
demarche de travail. 

3) apres une synthese approfondie des informations recueillies, proposer 
avec souplesse. une methode de travail efficace, ayant des objectifs 
clairs, credibles, realistes et pouvant etre atteints a court terwe. 

4) suivre chaque etape experimentale e~ corrigeant et en analysant les 
erreurs commises par le personnel, en effectuant souvent les mises au 
point necessaires. 

5) informer les responsables du departement au sujet de !'evolution de la 
mission. 

Les recommandatio~s principales que je tiens a formuler aux responsables 
du departement de Biologie, apres une connaissance precise de la situation sur 
le terrain sont les suivantes: 

1) Selectionner rigoureusement le staff-Tg en fonction des qualifications 
techniques et intellectuelles necessaires en accord avec la complexite des 
technologies employees. 

2) Poursuivre et approfondir la formation du personnel. Dans ce sens je 
propose de recevoir en stage de specialisation a Paris sous les auspices de 
l 'ONUDI, Benan Dirn;tiirk, Ph.D. (en poste a TOBITAK depuis huit mois) ayant fait 
preuve d'excellentes aptitudes techniques et intellectuelles. 

D'autre part, je suggere aux responsables de l'ONUDI, en charge da projet, 
de bien vouloir considerer une nouvelle echeance pour la finalisation Jes 
objectifs (phase de consolidation des acquis suggeree). 

Le projet de production de souris transgeniques a TOBITAK se trouve apres 
cette troisieme mission a nouveau relance. Les recornmandations du consultant ne 
sont destinees qu'a le consolider, il serait done utile de les prendre en 
consideration. 
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II) INTRODUCTIOR 

Depuis cinq ans, les responsables et le staff du departement de Biologie 
a TOBITAK te~tent de dominer la technologie de production de Souris transgeniques 
(Tg). Ce departement a pour principal objectif l'assimilation d'une serie de 
techniquP.s biotechnologiques. On peut citer comae autre exemple, la production 
d'anticorps recombinants. Ces technologies devront etre principalement utilisees 
au service de la recherche appliquee dans les domaines de l'etude de la 
8-Thalasemie (maladie des hematies), oubien en recherche fondamentale dans le 
domaine des genes suppresseurs du cancer. 

Le present rapport est redige pa!' Ricardo Cibotti. Ph.D .• travaillant 
actuellement a l'Institut Pasteur de Paris dans l'Unite 277 de l'INSERM (Institut 
National de la Sante et de la Recherche Kedicale), sous la direction du 
Professeur Philippe Kourilsky. Ce rapport concerne la troisieme mission 
referencee DP/TUR/87/042/11-03 effectuee a TOBITAK (Gebze, Turquie) du 24 Fevrier 
au 11 Mars 1993. dans le but de contribuer au transfert de la technologie de 
production de souris transgeniques. Precisons que seule cette derniere mission 
a ete effectue sous ma responsabilite. 

Les resultats obtenus sont les suivants: 

Les conditions technologiques optimales pour la production des souris Tg 
ont ete assimiles par une partie du staff-Tg. Les erreurs observees aux 
differentes etapes de cette technologie ont ete corrigees. Les conditions 
materielles et d, equipement ont ete evaluees et quelques requetes sont form.tlees 
dans ce rapport. 

Deux seminaires ont ete tenus. Le premier lie a l'analyse des conditions 
optimales permettant l'obtention des souris Tg fut restreint au staff-Tg. Le 
second, relatif a l'etude au moyen de souris Tg de la tolerance illlllllnitaire, fut 
delivre a I 'ensemble du departement de Biologie, et nous avons releve avec 
beaucoup d'interet les questions tres pertinentes soulevees par !'assistance 
constitutee notamment par de brillants Post-Doc. 

Ce dernier point est a souligner, car il constitue l'un des aspects tres 
positifs observes au niveau du departement, la presence de Ph.D. formes en Europe 
et aux USA constituant un extraordinaire potentiel hwaain. 

Un stage de specialisation dans le domaine de la transgenese a ete 
sollicite a l'institut Jacques Konod a l'Universite de Paris VII et a l'Institut 
PASTEUR de PARIS pour Benan DINCTORI<. Ph.D. par les responsables du departement. 
Je suis pret a soutenir cette demarche aupres de l'Universite de PARIS £t de 
l'lnstitut PASTEUR, et je sollicite les responsables de l'ONUDI afin que cette 
requete soit prise en consideration. 
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III) RAPPORT D'ACTIVITE. 

A} Analyse de la situation au debut de la llission. 

L'obtention des souris Tg peut etre schematiquement divisee en cinq 
grandes etapes: 

1) production du transgene a microinjecter. 

2) collecte des oeufs de souris et leur selection. 

3) la microinjection au niveau du pronucleus des oeufs de souris. 

4) la transplantation des oeufs de souris au niveau de femelles adoptives 
pseudogestantes. 

5) le criblage des souriceaux nes afin de detecter l'integration du 
transgene au niveau du genome, grace aux techniques de Southern Blot et 
de PCR. 

Le consultant a immediatement detecte une serie d'erreurs techniques au 
niveau de ia troisieme etape, pour ce qui concerne la microinjection des oeufs 
de souris. Par ailleurs il a constate que les etapes •moleculaires• (la premiere 
et la derniere) et les etapes 2 et 4 etaient correctement effectue. 

B) Les erreurs tectmiques. 

Ceux qui connaissent en profondeur la technologie de production de souris 
transgeniques savent que la microinjection des oeufs de souris est l'etape la 
plus difficile a dominer. En effet, il faut produire des instruments de 
microinjection performants. Les pipettes de microinjection doLrent posseder une 
pointe d'un diametre ne depassant jamais le micrometre (Hogan et Lacy) car le 
pronucleus doit etre injecte avec un volume de transgene ne depassant pas les 2 
pl. 11 est done necessaire. de faire preuve d 'une grande precision dans le 
maniement de l 'etireuse de pipettes, appareil permettant de produire des 
instruments avec de telles caracteristiques. 

D'autre part le dispositif de controle du positionnement des oeufs 
(seringue reliee a une pipette de soutien) du laboratoire Transgene a TO'BITAK est 
inadapte et a remplacer absolument (voir en ARREXE B la liste du materiel 
demande). L"l defaillance de ce syste111e complique enormement le positionnE:ment du 
pronucleus male au niveau du plan equatorial de l'oeuf de souris. En synthese 
cette etape de microinjection n'etait absolument pas assimilee par le staff-Tg. 

C) Les aises au point tectmiques. 

Le consultant a explique et realise la mise au point de l 'eti reuse de 
pipettes afin de produire des instruments adaptes aux contraintes imposes par le 
materiel biologique. 11 a longuement explique comaent evaluer les 
caracteristiques des aiguilles de microinjection et comment les moduler. 11 a 
sui vi 1 'evolution et la progression de tous ces aspects aous l 'angle de 
l'assimilation de la formation par le staff-Tg. Il a par la suite change le 
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dispositif de controle du positionnement des oeufs avec les moyens disponibles 
sur place (ce qui malheureusement est loin d'etre suffisant). Par la suite, 
!'explication de la methode necessaire pour microinjecter le pronucleus avec 
succes a ete donnee, ainsi bien evidement que le guidage de I 'evolution du 
staff-Tg dans ce domaine. 11 a suivi jour apres jour, les progres effectues par 
une partie du staff. en assistant et intervenant rapidement lorsque des •pannes• 
se declaraient. 

D' autre part. le consultant a sui vi les experiences de criblages de 
souriceaux. 11 a propose des methodes de travail nouvelles et plus rapides. 
notatment la PCR, et il a redige les protocoles de travail en analysant tous les 
facteurs sensibles. Deux experiences ont ete effectue sous son controle. Tl a 
decide par ailleurs. grace aux communications par ordinateur, de continuer de 
suivre les futures experiences. 

D) Les t!iscussions scientifiques. 

Des discussions scientifiques ont ete tenues principalement avec les Ph.D. 
travaillant a TOBITAK et notamment avec Benan Din~turk. Les sujets abordes 
etaient lies a la creation de modeles biologiques en utilisant des Souris 
transgeniques. Plusieurs possibilites sont en cours d'analyse et seront 
developpees au futur. 

E) Conclusion. 

Des progres considerables ont ete realises par une partie du staff. Les 
erreurs effectuees ont ete corrigees. 11 est maintenant etabli. pour le personnel 
forme. dans quell es conditions les experienr .. s de microinjections et de criblages 
doi?ent etre effectuees afin d'obtenir rapidement des souris Tg. 

IV) RECOMMANDATIONS. 

Les recoanandations principales que je tiens a formuler aupres des 
responsables du departement de Biologie de TOBITAK, apres une connaissance 
precise de la situation sur le terrain sont les suivantes: 

1) Que !'accent soit mis sur une selection tres rigoureuse du staff-Tg en 
appelle a developper ces techniques de point:e. fonction des qualifications 
techniques et intellectuelles necessaires en accord avec la complexite des 
technologies employees. 

2) Poursuivre et approfondir la formation du personnel. Dans ce sens, je 
propose de recevoir en stage de specialisation a Paris et sous les auspices de 
l'ONUDI, Benan Din~turk, Ph.D .. en poste a TO~ITAI< depuis huit mois. Celle-ci a 
fait preuve d'excelientes conditions techniques et intellectuelles. 

D'autre part, je suggere aux responsables de l'ONUDI, en charge du projet, 
de bien vouloir considerer une nouvelle echeance pour la finalisation des 
objectifs (phase de consolidation des acquis suggeree). 
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ANNEXE A 

Pro&Cf'...e de specialisation clans les techniques de 
production de sovris tran51eniques: 

Un stage de 2 a 3 semaines est propose au Dr. Benan DINCTORK afin de 
consolider sa formation dans les techniques de microinjection d'oeufs de souris. 
Ce stage pourra-etre effectue a l'Institut J. MONOD dependant de l'Universite de 
PARIS VII et a l'Institut PASTEUR de PARIS. Ce stage sera principalement realise 
dans le Laboratoire de Regulations I111111Unitaires dirige par C. KANELLOPOULOS. Les 
dates proposes sont les suivantes; du ler au 30 Avril 1993 ou bien du ler au 30 
Juillet 1993. 

• 
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ANNEXF. B 

Materiel et i;mrim:eent propose par le consultant: 

Objectif Zeiss 40X pour microscope Zeiss 3SM, prix approximatif 20 000 FF. 
I1 est essentiel d'acheter ce produit, car l 'objectif Zeiss 20X n'est pas 
suffisament puissant pour realiser correctement les microinjections. 

Seringue Hamilton de lml, pour dispositif de soutien des oeufs (Holdings 
pipettes). Il est de meme important et meme absolument necessaire d'ameliorer le 
systeme de soutien des oeufs (prix approximatif 200 FF). 
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ANNEXE c 

Commentaires techniques du Backstopping Officer, 
sur la base du travail du Dr. R. Cibotti 

Le rapport decrit le travail effectue par l'expert durant sa courte 
mission a Gebze. 

Dr. Cibotti a effectue un etat de la situation pour ce qui concerne 
le developpement de la technologie transgenique et il a recommande un certain 
nombre d'actions pour un complement d'assistance technique effectuee sous 
l'egide du PNUD/ONUDI. 

Rappelons ici qu'un animal transgenique est un animal dans le genome 
duquel Un gene etranger a ete insere au Stade de l'oeuf OU de l'embryon. 
L'oeuf est reimplante dans !'uterus d'une femelle de la meme espece. Ces 
sequences etrangeres, appelees transgenes, sont ensuite transmises d'une fa~on 
stable d'une generation a l'autre. Cette technologie d'introduction de genes 
dans la lignee germinale de mammiferes constitue l'une des avancees majeures 
de la biologic. Cela fait maintenant dix ans que les premieres souris 
transgeniques "supermice", exprimant le gene de l'hormone de croissance, ont 
fait la couverture de la revue Nature. Depuis, creer une souris transgenique, 
demeure l'objectif de 11011breux laboratoires, aais les obstacles 
techniques demeurent D011breux dans le developpement de cette technologie 
sophistiquee. Ces dernieres annees, les publications scientifiques relatant 
l'utilisati.on d'animaux transgeniques se sont multipliees. Cette technologie a 
permis, entre autres, d'identifier les elements impliques dans la regulation 
de l'expression des genes, de devoiler un peu plus les mecanismes moleculaires 
responsables de developpement et de la differenciation d'un organisme, de 
mieux comprendre l'action d'oncogenes dans la carcinogenese. En effet, ces 
processus physiologiques complexes ne peuvent etre correctement etudies qu'a 
travers la complexite d'un organisme vivant. De plus, la technologie des 
transgeniques offre des possibilites interessantes pour l'etude des maladies 
humaines. Les progres recents de la biologic moleculaire laissent presager la 
creation, dans un avenir proche, de modeles murins de maladies genetiques 
humaines et, dans un avenir plus lointain, !'utilisation de mocleles ani11aux 
plus appropries car phyllogenetiquement plus proches de l'homme. Ces aodeles 
ani11aux experimentaux sont indispensables non seulement pour la ca11prehension 
de la llllladie, 11ais aussi pour la Ilise au point de nouvelles strategies 
tberapeutiques. 

Les grandes lignes des propositions et recommandations suggerees par 
Dr. Cibotti ont ete exposees en detail lors de sa mission ; des solutions 
concretes sont d'ailleurs incluses dans ce rapport, en particulier pour ce qui 
a trait aux actions de formation indispensables a la reussite de ce projet et 
permettant de solutionner en partie les problemes mis a jour. 

Enfin, sur le plan d'une utilisation a moyen ou long terme par TOBITAK des 

• 
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transgeniques, il convient de souligner que lts applications de celles-ci 
pourront aller de l'et:u.ie de !'expression genetique en recherche fondallentale 
jusqu'a la ai.se au point de llOdeles aniaaux pour des 118.l.adies tru.aines ou 
encore a leur utilisation en production. 

A mentionner aussi que dans le domainr de l'etude de la reg~lati~n de 
l'expression genetique, les transgeniques permettent de comprendre les bases 
de !'activation des genes au cou~s du developpement, notalllllent de localiser 
les elements responsables de la specificite tissulaire et temporelle de 
!'expression des genes. La plupart des souris transgeniques obtenues par 
micro-injection expriment le transgene d'une maniere appropriee par rapport 
aux elements de regulation le controlant. 

Grace aux transgeniques, l'etendue et la localisation des sequences 
jouant un role dans l'expression genetique ont pu etre identifiees, revelant 
une grande variation d'un gene a l'autre. Les regions promotrices sont 
contenues dans quelques centaines de pb (genes de l'insuline et de l'elastase) 
a plus de 10 kb (genes de l'albumine et de l'a-fetoproteine). Des elements 
regulateurs peuvent etre situes en 3' du site d'initiation de la transcription 
(gene de la 8-globine). 

En matiere d'etude du cancer, la strategie souvent utilisee pour les 
transgeniques, consiste a etudier les consequences de l'expression d'oncogenes 
dans un animal, notamment le spectre des tissus susceptibles de transformation 
tumorale pour chaque oncogene, leur effet sur la croissance et l'effet de 
cooperation. En pla~ant des oncogenes sous le controle d'un promoteur 
specifique d'un type cellulaire, des tumeurs apparaissent dans les cellules ou 
il est actif. I.es sovris trausaenig,ues. yeritab1es wodf:les anillilUX pour 
certains cancers constituent un ovtil intCressaut pour les essais de 
.edicaeents potentiels. 

Modeles de maladies gen@tiques, les modeles animaux de maladies 
genetiques humaines etaient obtenus au hasard jusqu'a present. Il est 
maintenar.c possible de produire de tels modeles, soit par mutation 
insertionnelle, surexpression d'une proteine mutante ou recombinaison 
homologue. L'insertion d'un transgene retroviral dans le gene du collagene de 
type I, par exemple, a permis de reproduire dans la souris un phenotype 
similaire a celui de l'osteogenese imparfaite. La surexpression d'une proteine 
toxique ou mutante capable d'inhiber la fonction d'un gene, peut aussi 
permettre de reproduire un etat maladif. 

En resume, nous pensons que les travaux de Ttl'BITAK et !'orientation 
donnee au projet demeure un "challenge" extremement interessant. Le transfert 
de genes offrant de llUl.tiples possibilites dans tous les domaines de la 
recherche: fondamentale, pharaaceutique et .edicale. La perspective d'obtenir 
des modeles animaux experimentaux pour toute maladie humaine, mais aussi 
l'espoir de guerir certaines maladies par therapie genique se rapproche a 
grand pas. 


