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Note d’information

Male biaisé : souche de fond et site
d’insertion transgénique

Dans le cadre de notre en plusieurs phases, Target Malaria a conclu ses travaux
en Afrique sur la souche maéle stérile en 2021 et concentre maintenant ses efforts sur la souche de moustique
« » [1]. Actuellement, cette souche est évaluée en vertu d’un permis d’utilisation en milieu
confiné par notre équipe de I'Institut de recherche en sciences de la santé (IRSS) au Burkina Faso. Nous
prévoyons également de futures études sur cette souche a I'Institut de recherche virologique de 'Ouganda
(UVRI) en Ouganda. Ces recherches viennent s’ajouter au travail déja effectué par nos équipes de Londres
(Imperial College), d’Italie (PoloGGB) et des Etats-Unis (Centers for Disease Control Foundation CDCF).

Pour plus d’informations : Fiche d’information sur le

Dans le cadre de nos activités d’engagement, les parties prenantes ont indiqué qu’elles souhaitaient
comprendre plus en détail la souche « male biaisé », y compris le fond génétique et le site d’insertion de la
modification génétique. Cette note d’information vise a fournir des informations techniques plus détaillées
concernant ces sujets.

Il existe plus de 3 500 espéces de moustiques dans le monde, dont 837 en Afrique. Le paludisme est transmis
par la piqlre des moustiques femelles Anopheles. Plus de 500 especes d’anophéles ont été décrites dans le
monde et plus de 30 sont considérées comme un probléme de santé publique. En Afrique subsaharienne,
seules quatre especes sont responsables de la majorité de la transmission du paludisme ; An. gambiae, An.
coluzzii et An. arabiensis, qui sont toutes trois étroitement liées, et An. funestus.

La lignée fondatrice de la souche male biaisée a été développée par Target Malaria au sein de la souche de
moustique appelée « G3 ». Il s’agit d’une souche de référence adaptée en laboratoire qui a été collectée a
I'origine sur le terrain en 1975 et identifiée comme étant de type An. gambiae et appartenant au complexe
d’espéces An. gambiae sensu lato (s.l.).} Il s’agit d’'une souche couramment utilisée par de nombreux
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laboratoires qui étudient la biologie de I'anophéle et la recherche sur le paludisme, de sorte qu’il existe de
nombreuses informations disponibles sur cette souche.

Lorsque la souche de moustique G3 a été établie en laboratoire en 1975, An. gambiae était reconnu comme
ne formant qu’une seule espéce. Depuis lors, une analyse génétique approfondie de spécimens « frais » d’An.
gambiae capturés a Iétat sauvage a conduit a sa reclassification en 2013 en deux espéces distinctes? : [2]

e An. gambiae sensu stricto (s.s.)

o An. coluzzii [1]

Les deux espéces An. coluzzii et An. gambiae s.s. sont extrémement proches et font toutes deux partie du
complexe d’espéces An. gambiae s.l. (qui contient au moins neuf espéces sceurs). En raison de la relation
évolutive étroite entre An. gambiae s.s. et An. coluzzii, on trouve encore couramment des hybrides
interspécifiques dans la nature, bien qu’a de basses fréquences [2-5]. Le phénomeéne de « limites poreuses
entre les espéces » est bien établi depuis de nombreuses années dans le complexe d’especes An. gambiae
s.l., ainsi que parmi d’autres insectes [6,7].

Pour générer une souche génétiquement modifiée avec un fond génétique similaire a la population locale de
moustiques, la souche male biaisée a été rétrocroisée a plusieurs reprises en laboratoire avec une colonie de
type sauvage (WT) dérivée de populations locales de moustiques anophéles sur le terrain, dans le cadre d’un
processus connu sous le nom d’introgression :

e Dans le cas du Burkina Faso, il s’agissait d’une population locale d’An. Coluzzii.. [8]

e Dans le cas de I'Ouganda, il s’agissait d’une population locale d’An. gambiae.
Ces colonies locales de type sauvage élevées en laboratoire sont également périodiquement rafraichies avec
des larves de moustiques recueillies sur le terrain pour veiller a ce que le fond génétique reste proche de celui
des moustiques trouvés dans I’'environnement naturel local.

Le processus de modification génétique des moustiques An. gambiae commence par l'injection d’ADN
plasmidique contenant le transgéne dans des embryons de la souche de laboratoire G3. Les adultes issus de
ces injections sont accouplés a des moustiques G3 de type sauvage. Les larves produites sont passées au
crible pour vérifier qu’elles sont porteuses du marqueur fluorescent qui fait partie du transgene a 'aide d’un
microscope a fluorescence ; celles qui sont fluorescentes sont génétiquement modifiées.

Dans le cas de la souche male biaisée, le transgéne se trouve sur le chromosome 2R 19D (Figure 1).
L’emplacement a été déterminé en utilisant une combinaison d’analyse de séquence d’ADN et d’hybridation
in situ en laboratoire.

Le transgene male biaisé sur le chromosome 2R 19D est situé dans une région centromérique mal annotée. En
général, les données du génome de référence consistent en une combinaison de séquences d’ADN assorties
d’annotations, qui comprennent des informations sur ces séquences, telles que I'emplacement des genes, s'ils
codent pour des protéines, régulent des processus génétiques ou n’ont aucune fonction connue. Les
séquences d’ADN répétitives et non annotées posent un défi en termes de caractérisation des génomes. [9]

2 tps://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26131476/
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Figure 1 : Apercu schématique des chromosomes X, 2 et 3 d’An. gambiae s.s. et d’An. coluzzii adapté de Sharma et coll.,
2020 [10]. Le transgene est situé sur le bras droit (R) du chromosome 2, représenté par un triangle rouge. Les différentes
nuances sombres et la nuance blanche représentent des zones du chromosome qui sont densément compactées et plus
difficiles a séquencer. Le centromere relie le bras gauche (L) et le bras droit (R) des chromosomes.

Les évaluations initiales de la souche transgénique male biaisée ainsi que de nombreuses autres souches
étaient basées sur des données préliminaires utilisant une technique moléculaire commune, connue sous le
nom de PCR inverse, qui caractérise I’ADN de chaque c6té de I'insert génétique. Si I’ADN flanquant I'insert est
annoté dans le génome, cela indique ou le transgéne s’est intégré. Lorsque les études de laboratoire sur les
males biaisés ont été publiées en 2014, cet ensemble de données limité suggérait que le transgéne se trouvait
a 'emplacement chromosomique 3R 36D dans le génome [1]. Conscients de la nécessité de recherches
supplémentaires, les chercheurs de Target Malaria ont continué a étudier la localisation du transgene en
utilisant un éventail élargi de méthodes moléculaires et cytologiques différentes, telles que le séquencage du
génome entier, 'analyse Southern et I'hybridation in situ en fluorescence (FISH) des chromosomes polyténes

[9].

Combinées a des séquences génomiques de référence améliorées d’Anopheles disponibles grace aux travaux
du consortium Ag1000G [11] qui étudie les génomes d’anophéles, les recherches supplémentaires menées par
I’équipe de Target Malaria a Londres ont identifié I'emplacement spécifique du transgene dans une zone
hautement répétitive du génome d’anophéles sur le chromosome 2R 19D [9]. Cela signifie que la séquence
d’ADN du moustique entourant le transgéne peut étre trouvée a de nombreux endroits du génome, c’est
pourquoi I'observation initiale de son emplacement a été réaffectée, sur la base d’analyses plus détaillées
et plus précises.

Ces développements sont positifs et représentent un progres scientifique. Ces résultats ultérieurs
représentent le résultat d’enquétes scientifiques plus approfondies et sont un exemple classique du processus
scientifique en action, qui passe par la mise a jour et I'affinage continus des interprétations de la réalité sur la
base des données et des preuves les plus récentes. Les chercheurs de Target Malaria ont publié ces résultats,
en les soumettant a un comité de lecture pour examen afin de garantir la transparence du processus de
publication [9].

Il est important de noter que les nouvelles informations sur la localisation du transgene male biaisé ne
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modifient pas I"évaluation des risques. L’activité du transgene et son effet inducteur male biaisé sont
inchangés. Le transgene est stable et est transmis de maniere mendélienne a 50 % de sa progéniture [12]. Par
conséquent, les informations nouvellement obtenues sur la localisation du transgene n’ont pas modifié le
profil de risque de cette souche transgénique sur le terrain [9, 12, 13].
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