Matériel génétique

 

 

Deux expériences fondamentales ont conduit à la découverte de l'ADN comme matériel génétique. En 1928 Griffith expérimente sur des souris. Il montre que les cellules contiennent un "principe transformant" qui permet à une cellule de léguer ses propriétés à une autre.

En 1944 Avery, Mac Leod et Mac Carthy prouvent que l'agent en cause est l'ADN.

Expérience de Griffith

Figure 1-1. Chez le pneumocoque (agent de la pneumonie chez la souris) on connaît deux types de souches : l'une possède une capsule polysaccharidique qui donne aux cellules un aspect lisse. Cette souche est pathogène. L'autre en est dépourvue et présente un aspect rugueux, de plus elle a perdu tout pouvoir pathogène.
En cultivant une souche SI pendant longtemps in vitro, on peut en isoler une souche RI vivante non pathogène qui inoculée à une souris la laise i,ndemne bien qu'hébergeant la bactérie. Par contre une souche lisse SII inoculée directement à une souris induit chez celle ci une pneumonie létale. Mais si l'on tue la bactérie SII par chauffage et si on l'inocule alors, la souris survit parfaitement.

Griffith mélangea une fraction de culture vivante de RI vivante (non pathogène) à une fraction de SII tuée par chauffage (inoffensive) et injecta le mélange à une souris. Il fit deux constatations.

la souris mourut de pneumonie.

sa dépouille contenait des bactéries vivantes de type SII.

Il en conclut qu'un "principe transformant" était passé des bactéries mortes SII aux bactéries RI vivantes et avait transformé celles-ci en type SII vivantes.

Expérience d'Avery, Mac Leod et Mac Carthy
De 1928 à 1944 une technique de transformation du pneumocoque in vitro a été mise au point, ce qui permet de se passer du passage dans la souris, et simplifie l'expérience. On cultive des cellules R en présence de S tuées et on récupère des S vivantes. On refait la même expérience mais en utilisant un extrait acellulaire de cellules S : les cellules R ont été transformées. L'agent transformant est donc un agent chimique provenant de l'extrait acellulaire de S. L'intégrité physique de la cellule n'est pas indispensable pour la transformation. L'extrait acellulaire peut être fractionné, ce qui permet de démontrer que l'agent transformant est de nature macromoléculaire, qu'il n'est constitué ni de poly saccharides ni de protéines ni d'acide ribonucléique (ARN). Par contre la fraction contenant l'acide désoxyribonucléique (ADN) est capable de réaliser la transformation. Afin d'éliminer la possibilité que cette fraction ait été contaminée par des impuretés, on prépare un extrait acellulaire que l'on répartit en trois fractions, la première est soumise à l'action des protéases qui dégradent les protéines, la seconde est soumise à l'action de l'ARNase qui dégrade l'ARN Figure 1-2. Expérience d'Avery, Mac Leod et Mac Carthy et la troisième est traitée par l'ADNase qui dégrade l'ADN. Alors que les deux premières fractions sont encore capables de transformer, la troisième est dépourvue de tout pouvoir transformant.
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Figure 1-2 Expérience d'Avery, Mac Leod et Mac Carthy
Ces expériences démontrent que l'ADN programme la synthèse des polysaccharides de la capsule. Les descendantes des cellules R transformées eb S sont de type S donc l'ADN contrôle la multiplication à l'identique.

Structure de l’adn

 

Eléments constituants

L'ADN est constitué de 3 éléments qui constituent des nucléotides monophosphates.

un groupe phosphate

un sucre, le désoxyribose

4 bases azotées, Adénine XE "Adénine" , Guanine XE "Guanine" , Cytosine XE "Cytosine" et Thymine XE "Thymine" . Ces bases se ressemblent deux à deux : A et G sont des purines XE "purines" , C et T sont des pyrimidines XE "pyrimidines" .
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Figure 1-3. Les éléments de l'ADN.
L'association de chaque base avec une molécule de sucre constitue un nucléoside, et l'ajout d'un groupe phosphate donne un nucléotide monophosphate.
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Les nucléotides s'enchaînent dans un ordre qui paraît quelconque, Sur un squelette Phosphate-Sucre-Phosphate-Sucre- sont branchées les bases azotées. Leur ordre de succession constitue la strycture primaire de l'ADN que l'on appelle sa séquence.
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Figure 1-4.Un simple brin d'ADN.
Si cette séquence semble être au hasard, elle évoque néanmoins certains systèmes de transferts d'information tels que le système binaire rencontré dans l'alphabet morse. De telles séquences ont donc un potentiel informatif considérable.
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	1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
	gagttttatc
aaattatctt
tgctggcgga
gcgacctttc
tggcttaata
catggtagag
gctgttcaac
tccagaccgc
aagatgattt
ctcgtcgctg
ttcctgctcc
ttcaaacggc
tcgagcgtcc
acactgacgt
tgatgtaatg
gcgaggtact
ttaattgcag
cgccgagcgt
tcttattacc
tggcgctctc
ttttactttt
ggatggtgtt
cgcttttctt
ttatttgaat
taaccctaat
aaacatttgg
taccacatct
agaacgtgat
ctcttatgac
ctatgatgtt
gacctataaa
tgcgcttgtt
tgctttgact
tgaaatttct
tgagggtcag
aggcttccca
ccaccatgat
taaatttaat
gtgataaaag
gctgaggggt
cagactttta
gttactccag
tattttgata
gatacatctg
gccgacccta
ctcccgactg
gtcaaggact
ggtttcatgg
caggttatta
ctattgctgg
gcggtcaaaa
ctgtaggcat
ctgatgaggc
ttgaaggtac
gacttggtgg
catttcctga
ttgacgccgg
agattgccga
cacgccagaa
aggagtctac
aggtttccga
ccaatgacca
agcaaacgca
ctaatgtcgt
ctgttgccga
atttgtctag
caaatcttgg
attttgactt
ctctttctca
tggaagagat
ttgacggcca
taatggatga
tagaccaccg
agttttgccg
accccaaaaa
aatcgcgtag
atggttggtt
atgataatcc
ccgagggtcg
agtatggtac
ctacaggtag
gcttgcaaaa
acgctttttc
ctaccagtta
tggaccttgc
tgtcgctact
tgctcacaat
acgcgacgcc
tgggaaaagt
aatttatgcg
	gcttccatga
gataaagcag
aaatgagaaa
gccatcaact
tgcttggcac
attctcttgt
cactaatagg
tttggcctct
cgattttctg
cgttgaggct
tgttgagttt
ctgtctcatc
ggttaaagcc
tcttactgac
tctaaaggta
aaaggcaagc
gggcttcggc
atgccgcatg
atttcaacta
cgtctttctc
tatgtccctc
aatgccactc
ggcacgatta
atctataaca
gagcttaatc
actgctccgc
attgacatta
tacttcatgc
gctgacaacc
gatggaactg
cattctgtgc
cgttttccgc
tataccgata
atgaaggatg
tggtatcgtt
ttcattcagg
tatgaccagt
gtgaccgttt
attgagtgtg
tgaccaagcg
tttctcgcca
cttcttcggc
gtttgacggt
tcaacgccgc
aattttttgc
cctatgatgt
gtgtgactat
tttggtctaa
aagagattat
cggtattgct
agccgcctcc
gggtgatgct
cgcccctagt
gttgcaggct
caagtctgcc
gcttaatgct
atttgagaat
gatgcaaaat
tacgaaagac
tgctcgcgtt
gattatgcgc
aatcaaagaa
gaatcagcgg
cactgatgct
tacttggaac
gaaataaccg
aggctttttt
tgagcgtatc
atccccaatg
tctgtctttt
taaggctgct
attggcacaa
ccccgaaggg
caagctggct
gaaaggtatt
aggctttgct
tatcgttttt
caatgctttg
caaggctaat
agctaatggc
cgttgaccct
tacgtggcct
acgttctggt
tatggctgtt
tgctaaaggt
tcccaagaag
gacaaatctg
gttcaaccag
tactgtagcc
cgcttcgata
	cgcagaagtt
gaattactac
attcgaccta
aacgattctg
gttcgtcaag
tgacatttta
taagaaatca
attaagctca
acgagtaaca
tgcgtttatg
attgctgccg
atggaaggcg
gctgaattgt
gcagaagaaa
aaaaacgttc
gtaaaggcgc
cccttacttg
acctttccca
ctccggttat
cattgcgtcg
atcgtcacgt
ctctcccgac
accctgatac
actattttaa
aagatgatgc
ttcctcctga
tgggtctgca
agcgttacca
gtcctttact
accaaacgtc
cgcgtttctt
ctactgcgac
ttgctggcga
ttttccgttc
atgcgccttc
aaccgccttc
gtttccagtc
atcgcaatct
aggttataac
aagcgcggta
taattcaaac
acctgtttta
taatgctggt
taatcaggtt
ctgtttggtt
ttatcctttg
tgacgtcctt
ctttaccgct
ttgtctccag
tctgctcttg
ggtggcattc
ggtattaaat
tttgtttctg
ggcacttctg
gctgataaag
tgggagcgtg
caaaaagagc
gagactcaaa
caggtatatg
gcgtctatta
caaatgctta
atgactcgca
tatggctctt
gcttctggtg
aatttctgga
tcaggattga
atggttcgtt
gaggctctta
cttggcttcc
cgtatgcagg
tctgacgttc
tgctacaatg
gacgaaaaat
gctgaacgcc
aaggatgagt
attcagcgtt
gacactctca
cgtgactatt
gattcacacg
cgtcttcatt
aattttggtc
tatggttaca
tggttgtggc
ggtttctatg
ctaggagcta
ctgttcagaa
tccacggagt
atattgaagc
gacgttttgg
aaaatgattg
	aacactttcg
tgcttgttta
tccttgcgca
tcaaaaactg
gactggttta
aaagagcgtg
tgagtcaagt
ttcaggcttc
aagtttggat
gtacgctgga
tcattgctta
ctgaatttac
tcgcgtttac
acgtgcgtca
tggcgctcgc
tcgtctttgg
aggataaatt
tcttggcttc
cgctggcgac
tggccttgct
ttatggtgaa
tgttaacact
caataaaatc
agcgccgtgg
tcgttatggt
gactgagctt
agctgcttat
tgatgttatt
tgtcatgcgc
gttaggccag
tgttcctgag
taaagagatt
ccctgttttg
tggtgattcg
gtatgtttct
tggtgatttg
cgttcagttg
gccgaccact
gccgaagcgg
ggttttctgc
tttttttctg
cagacaccta
aatggtggtt
gtttctgttg
cgctttgagt
aatggtcgcc
ccccgtacgc
actaaatgcc
ccacttaagt
ctggtggcgc
aaggtgatgt
ctgccattca
gtgctatggc
ccgtttctga
gaaaggatac
ctggtgctga
ttactaaaat
aagagattgc
cacaaaatga
tggaaaacac
ctcaagctca
aggttagtgc
ctcatattgg
tggttgatat
aagacggtaa
caccctccca
cttattaccc
aacctgctat
ataagcagat
gcgttgagtt
gtgatgagtt
tgctccccca
ggtttttaga
ctcttaagga
gttcaagatt
tgatgaatgc
cgttggctga
ttcgtgatat
ccgactgcta
tccatgcggt
gtcgggtacg
gtatgcccat
ctgttgatgc
tggctaaata
aagaatggaa
tcagaatgag
gcttaatcca
agaacgcaaa
cggcgcaacc
gcgtatccaa
	gatatttctg
cgaattaaat
gctcgagaag
acgcgttgga
gatatgagtc
gattactatc
tactgaacaa
tgccgttttg
tgctactgac
ctttgtggga
ttatgttcat
ggaaaacatt
cttgcgtgta
aaaattacgt
cctggtcgtc
tatgtaggtg
atgtctaata
cttgctggtc
tccttcgaga
attgactcta
cagtggatta
actggttata
cctaagcatt
atgcctgacc
ttccgttgct
tctcgccaaa
gctaatttgc
tcttcatttg
tctaatctct
ttttctggtc
catggcacta
cagtacctta
tatggcaact
tctaagaagt
cctgcttatc
caagaacgcg
ttgcagtgga
cgcgattcaa
taaaaatttt
ttaggagttt
ataagctggt
aagctacatc
ttcttcattg
gtgctgatat
cttcttcggt
atgatggtgg
cgggcaataa
gcggattggt
gaggtgattt
catgtctaaa
gcttgctacc
aggctctaat
taaagctggt
taagttgctt
tcgtgattat
tgcttcctct
gcaactggac
tggcattcag
gatgcttgct
caatctttcc
aacggctggt
tgaggttgac
cgctactgca
ttttcatggt
agctgatggt
attgtatgtt
ttctgaatgt
tgaggcttgt
ggataaccgc
cgataatggt
tgtatctgtt
acttgatatt
gaacgagaag
tattcgcgat
gctggaggcc
aatgcgacag
cgaccgatta
tggtcgtatg
tcagtatttt
gcactttatg
caatcgccgc
cgcagttcgc
taaaggtgag
cgttaacaaa
caactcacta
ccgcaacttc
acttaccaag
aagagagatg
tgtgacgaca
cctgca
	atgagtcgaa
cgaagtggac
ctcttacttt
tgaggagaag
acattttgtt
tgagtccgat
tccgtacgtt
gatttaaccg
cgctctcgtg
taccctcgct
cccgtcaaca
attaatggcg
cgcgcaggaa
gcggaaggag
cgcagccgtt
gtcaacaatt
ttcaaactgg
agattggtcg
tggacgccgt
ctgtagacat
agttcatgaa
ttgaccatgc
tgtttcaggg
gtaccgaggc
gccatctcaa
tgacgacttc
atactgacca
gaggtaaaac
gggcatctgg
gtgttcaaca
tgtttactct
acgctaaagg
tgccgccgcg
ttaagattgc
accttcttga
tacttattcg
atagtcaggt
tcatgacttc
aatttttgcc
aatcatgttt
tctcacttct
gtcaacgtta
cattcagatg
tgcttttgat
tccgactacc
ttattatacc
cgtttatgtt
ttcgctgaat
atgtttggtg
ttgtttggag
gataacaata
gttcctaacc
aaaggacttc
gatttggttg
cttgctgctg
gctggtatgg
aatcagaaag
tcggcgactt
tatcaacaga
aagcaacagc
cagtatttta
ttagttcatc
aaggatattt
attgataaag
attggctcta
ttcatgcctc
cacgctgatt
ggcatttcta
atcaagctct
gatatgtatg
actgagaagt
aataacacta
acggttacgc
gagtataatt
tccactatga
gctcatgctg
gaggcgtttt
gttcttgctg
tgtgtgcctg
cggacacttc
cagttaaata
tacacgcagg
ccgcttaaag
aagtcagata
aaaaccaagc
gggatgaaaa
ctgggttacg
agattgaggc
aatctgctca


Structure de la molécule d'ADN
 

Bien que les acides nucléiques aient été découverts en 1868 par Michener, il a fallu attendre1953 pour que les progrès techniques permettent à Watson et Crick de découvrir la structure de la molécule d'ADN.

Deux observations qui paraissaient contradictoires avaient été faites concernant les quantités des 4 bases dans l'ADN des êtres vivants :

des quantités relatives apparemment quelconques des 4 bases dans un polymère : 13 a 8 c 13 g 22 t dans un fragment et 1291 a 1157 c 1254 g 1684 t dans X174.

des quantité comparables de A et T, de G et C lorsqu'on étudie la composition en bases de l'ensemble des êtres vivants.

Figure 1-6. Composition de l'ADN de quelques êtres vivants.
	organisme
	tissu
	A
	T
	G
	C

	Mycobacterium
	 
	15,1
	14,6
	34,9
	35,4

	Levure
	 
	31,3
	32,9
	18,7
	17,1

	Oursin
	sperme
	32,8
	32,1
	17,7
	18,4

	Hareng
	sperme
	27,8
	27,5
	22,2
	22,6

	Rat
	moelle osseuse
	28,6
	28,4
	21,4
	21,5

	Homme
	thymus
	30,9
	29,4
	19,9
	19,8

	Homme
	foie
	30,3
	30,3
	19,5
	19,9

	Homme
	sperme
	30,7
	31,2
	19,3
	18,8


Pour résoudre cette contradiction Watson et Crick ont proposé l'hypothèse (et l'ont vérifiée par des expériences de diffraction aux rayons X) qu'une molécule d'ADN n'est pas constituée d'un seul polymère mais de deux polymères. Ces deux polymères appelés brins sont le reflet l'un de l'autre .Quand sur un brin la base est A, l'autre porte T, quand il y a un G sur le premier brin, l'autre brin porte un C.

Les bases sont associées par paires . Dans chaque paire il y a toujours une purine associée à une pyrimidine. L'association se fait par des liaisons faibles : les liaisons hydrogènes, deux liaisons pour une paire AT ; trois liaisons pour une paire GC. Lorsque l'on connaît la séquence d'un brin on peut en dédire la séquence de l'autre brin. Les deux brins sont orientés de manière opposée par rapport aux extrémités 3' et 5'(les brins sont dits antiparallèles).

[image: image6.png]Thymine




Figure 1-7. Les deux paires de bases de l'ADN 
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Figure 1-8. La double hélice de l'ADN.
Propriétés de l’adn

 

 

Les propriétés de cette molécule support de l'hérédité sont la conséquence de sa structure en double hélice de deux brins de séquence complémentaires.

Dénaturation

Une première conséquence physique est la sensibilité de la molécule native d'ADN à la chaleur. Les liaisons hydrogène qui assurent la structure en double hélice sont sensibles à la chaleur et le chauffage au-delà de 80°C suffit à les rompre on voit alors l'ADN natif se dénaturer en deux simples brins qui ne sont plus maintenus ensemble. Ces liaisons labiles vont cependant se rétablir si le refroidissement des brins est lent et les deux brins vont se repositionner en respectant les règles d'appariement en sorte que l'on peut retrouver l'ADN natif initial. Par contre, si le refroidissement est brutal les simples brins sont " figés " et restent sous la forme simple brin.
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Figure 1-9. Dénaturation renaturation de l'ADN.
Reproduction
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Figure 1-10. Réplication de l'ADN
La structure en double hélice permet d'envisager la pérennité du matériel génétique d'une génération à l'autre. Le détail des mécanismes de la réplication XE "réplication" , aujourd'hui assez bien connu vous est détaillé dans le cours de biochimie. La réplication se fait par séparation des brins anciens qui servent de moule pour la synthèse des nouveaux brins en respectant la complémentarité des bases. Les deux double hélices sont donc identiques à la double hélice initiale. La réplication est dite semi conservative puisque sur les deux brins l'un est ancien et l'autre est nouveau. 

Information

Comment l'ADN assure-t-il son rôle directeur du métabolisme et de l "aspect de la cellule ou de l'organisme. Ces mécanismes font l'objet du cours de biochimie. Seuls les grandes lignes sont ici rappelées car indispensables pour comprendre les développements génétiques suivants.

La séquence de l'ADN porte un message qui doit être traduit comme tout langage codé. l'intermédiaire qui va assurer la traduction du message codé par les nucléotides en mots des protéines est l'ARN de transfert (ARNt XE "ARNt" . De plus l'ADN lui même ne va pas être utilisé directement pour être traduit mais c'est une copie qui va être utilisée. Cette copie pourra être plus ou moins multiple ce qui permettra de moduler le niveau final de la protéine (voir le cours de régulations). Cette copie est l'ARN messager (ARNm XE "ARNm" ) qui est ,comme l'ADN un polymère nucléotidique qui ne se distingue du précédent que par quelques caractéristiques.

Il est constitué de 2 bases puriques (A et G) et de 2 bases pyrimidiques C et Uracile XE "Uracile" à la place de T. Le désoxyribose est remplacé par le ribose.

Il est monobrin

[image: image10.jpg]2
i
W o
I Jcutosine
omt g (O
N

i
&

EG TN

| 1w

1S, AN 7 ndenine

to 1 carbon of
elthor pentose

0
i

!
N
nr/ IT4RN
I e
i
N AN "/Eu[aﬁn,lne
o 1 cavon ot
Cinr pomose

Purines

Ribose




Figure 1-11. Constituants de l'ARN
La copie se fait sur l'ADN dont les deux brins se séparent localement. Seul un brin (toujours le même pour une zone donnée) est copié (brin transcrit) en respectant la complémentarité des bases à ceci près que les appariements AT sont remplacés par des appariements AU. L'ARNm a donc la même séquence que le brin non transcrit à condition de remplacer les T par des U. Après cette synthèse ou transcription la molécule de messager va subir des modifications post transcriptionnelles diverses (épissage XE "épissage" , capping XE "capping" , queue poly U XE "queue poly U" , editing XE "editing" ...) selon les cas.
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Figure 1-12. Principales étapes de la transcription.
Une fois que l'ARNm a atteint le cytoplasme il va servir pour synthétiser un polypeptide, avec le concours de l'ARNt XE "ARNt" et du ribosome XE "ribosome" .

Le ribosome est constitué de deux sous unités. Chacune comprend une molécule d'ARN ribosomiques (ARNr XE "ARNr" )et de nombreuses molécules protéique, l'ensemble constituant un ribozyme (enzyme à ARN). Les protéines sont codées par des parties du génome (les gènes de structure) et les ARNr par d'autres parties (gènes des ARNr).

L'ARNt est un petit ARN d'une centaine de nucléotide qui est apte à transporter un acide aminé particulier. Chaque ARNt est codé par un gène particulier.
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Figure 1-13. Le code XE "code" génétique et les ARNt qui assurent la traduction.
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Figure 1-14. Mécanisme de la traduction.
L'unité élémentaire d'information est faite de 3 nucléotides (le codon XE "codon" ).Lors de la traduction, le message est lu sans chevauchement, un polypeptide de 200 acides aminés est codé par un message de 600 (+3 pour le codon stop) nucléotides. Lorsque l'on a déterminé une séquence nucléotidique, on peut essayer de déterminer si elle peut correspondre à un polypeptide. Dans ce but on applique le code génétique. Il n'est pas dit que la séquence commence sur le premier nucléotide du codon, on a donc le choix entre 3 phases de lecture. De plus il n'est pas sûr que le brin dont la séquence déterminée soit celui qui correspond à la séquence de l'ARNm (brin non transcrit). Si tel est le cas il existe également trois phases possibles de lecture sur l'autre brin. 

Dans l'exemple ci-dessus une seule phase n'est pas interrompue par un ou plusieurs codons stop(en gras) : la phase +2 qui est qualifiée de phase ouverte de lecture. C'est la seule qui soit suceptible d'être fonctionnelle. Si une phase ouverte est suffisamment longue c'est un bon candidat pour coder un polypeptide.

Dans le code génétique il faut distinguer 4 codons particuliers

AUG qui précédé d'un signal particulier (TATA box) et situé en début de phase indique précisément le début de la traduction.

UAG, UAA et UGA qui sont des codons stop et indiquent la fin de la chaîne polypeptidique.
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Figure 1-15. Les six phases possibles de lecture d'une séquence d'ADN
En conclusion une définition du gène XE "gène" peut être proposée :

Un gène est un fragment d'ADN qui code pour un polypeptide et qui occupe une place unique dans le génome.
La succession des bases possède un caractère informatif qui contrôle la synthèse d'un polypeptide qui peut être doué d'activité catalytique (ou autre), c'est l'unité de fonction biochimique.

La structure double brin permet que le message entier soit reproduit fidèlement de génération en génération.

Les génomes
 

Comme le matériel génétique est universellement (ou presque) de l'ADN, le métabolisme cellulaire l'est également et on peut en proposer un schéma simplifié (voir page suivante). Chaque étape de ce métabolisme (au moins 500 réactions) est assurée par une ou plusieurs enzymes dont chaque chaîne polypeptidique est codée par un gène. Quelle est donc la taille du génome d'une cellule qui assure toutes ces fonctions ainsi que la synthèse de protéines de structure, la transmission de signaux, etc. Cette taille du génome peut s'exprimer en nucléotides ou en nombre de gènes présents, de toute façon elle est extrêmement variable selon les organismes. Les virus contiennent de 3500 à 8 x 105 bases, les bactéries plus de1Mb, (Escherichia coli = 4,7 Mb), les eucaryotes de 10 à 3 x 105 Mb (levure = 1,3 Mb, drosophile = 165 Mb).
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Figure 1-17. Taille de différents génomes
L'ordre de grandeur d'un gène est un millier de paires de nucléotides (on dit aussi de bases) chez les bactéries ou les virus. Certains gènes d'eucaryotes peuvent dépasser 1.000.000 bases. Afin de simplifier les notations, on a créé les termes de

kilobase 1kb = 1 000bases

mégabase 1Mb = 1 000 000 bases

Dans une cellule bactérienne il y a de 2 000 à 3 000 gènes, chez l'homme on estime le nombre de gènes de 30 000 à 70 000. Ces gènes contrôlent la synthèse d'autant de polypeptides assurant le métabolisme et/ou participant à la structure de la cellule ou à d'autres fonctions (voir tableau page suivante). On peut constater que certes le nombre de gènes augmente avec la complexité de l'organisme mais la quantité globale d'ADN augmente dans des proportions beaucoup plus importantes. La raison de la différence doit se trouver dans la structure des différents génomes.
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	Phyllum
	Espèce.
	Estimation du nombre de gènes
	Longueur du génome en Mbp

	Bactéries
	Mycoplasma genitallium*

Helicobacter pylori*

Hemophilus influenza*

Bacillus subtilis*

Escherichia coli*
	473

1 590

1 760

3 700

4 100
	0,58

1,67

1,83

4,20

4,70

	Archébactéries
	Methanococcus jannaschi*
	1 735
	1,6

	Champignons
	Saccharomyces cerevisiae*
	6 183
	13

	Arthropodes
	Drosophila melanogaster*
	12 000
	165

	Nématodes
	Caenorhabditis elegans*
	14 000
	100

	Mammifères
	Mus musculus**

Homo sapiens*
	70 000

30 000-60 000
	3 300

3 300

	Plantes
	Nicotiana tabacum

Arabidopsis thaliana**
	43 000

16 000-33 000
	4 500

70-145


* espèce dont le génome est complètement séquencée (2002)
** espèce dont le génome est en cours de séquençage (2002)

Tableau 1-1. Taille des génomes et nombre de gènes.
 

Les différentes sortes d'ADN

On a vu ci-dessus que tout ADN double brin est dénaturable de façon réversible par la chaleur.

Dans l'expérience suivante, après avoir dénaturé l'ADN génomique d'un organisme, on le place dans des conditions ménagées de refroidissement afin de favoriser la renaturation. On mesure la fraction d'ADN non encore renaturé en fonction du temps.

Sur l'axe des Y on porte le pourcentage d'ADN qui reste simple brin par rapport à la concentration totale d'ADN. L'axe des X porte une échelle logarithmique du produit de la concentration initiale de l'ADN (en moles/litre) par le temps écoulé (en secondes).

Ces courbes sont appelées courbes de Cot. Une courbe lisse est l'indice d'une renaturation progressive et régulière de l'ADN. C'est ce qui est observé pour des virus, des bactéries et pour des cellules de levure. Par contre lorsque l'on prend de l'ADN d'organismes multicellulaires (Homo sapiens), l'aspect est totalement différent. La courbe observée semble le résultat de la mise bout à bout de trois courbes. Ce qui indique que dans le premier cas il y avait un seul type d'ADN alors que dans le second trois types d'ADN différents doivent coexister : le premier type se renature très rapidement, le second se renature nettement plus lentement, quant au troisième il ne se renature que très lentement. L'interprétation de cette observation, est que l'ADN qui se renature rapidement n'a aucun mal à retrouver un brin qui lui soit complémentaire parce qu'il contient une (ou des) séquence très fréquente, alors que le troisième type a beaucoup de mal à retrouver son complément parce que cette séquence est " unique ".
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Figure 1-19. Courbes de Cot obtenues pour des unicellulaires (A) et des pluricellulaires (B)
Ces trois types d'ADN ont été étudiés plus en détail pour définir les éléments constitutifs de chacun.

ADN hautement répété

L'ADN hautement répété n'est pas codant. Il représente 10 à 15% du génome. Il est constitué de séquences hétérochromatiques donc localisées principalement autour des centromères. Cet ADN hautement répété comprend : 

des répétitions de motifs courts (5 à 10 bp) disposés en tandem et répétés jusqu'à plusieurs centaines de milliers de fois ;

des séquences répétées de motifs toujours disposés en tandem mais plus longues (100 à 200 bp) ;

des séquences hautement répétées et dispersées dans tout le génome, les micro satellites ;

les centromères dans la région desquels on reconnaît des séquences CEN qui chez l'homme sont des motifs de 171 bp répétées en tandem dont la longueur varie de 300 kpb à 5 000 kbp ; on les rencontre identiques sur tous les chromosomes

les telomères et séquences TEL situées à l'extrémité des chromosomes constituées de motifs répétés riches en C et A. Ces télomères auraient pour rôle de protéger l'extrémité des chromosomes de l'érosion au cours des réplications successives et de l'attaque des nucléases intracellulaires.

ADN moyennement répété

L'ADN moyennement répété est en grande majorité non codant. Il représente 25 à 40% du génome humain. A la fois plus hétérogène et constitué de motifs plus longs (100 à 1 000 bp), il est dispersé dans le génome et comprend :

les séquences Alu : 130 bp répétées en 5' et 3' de l'ordre de 900 000 par génome humain ;

les séquences LINE qui semblent dériver d'un ancien rétrotransposon. Leur longueur varie de 5 à 7 kbp avec 5 000 copies complètes par génome et jusqu'à 100 000 copies partielles;

on trouve aussi des séquences codants pour autre chose que des polypeptides

* gènes des ARNr grands et petits 28S, 18S et 5,8S groupés en unités qui sont disposées en batteries de plus de 200 copies. Ces groupes se retrouvent chez l'homme sur les 

chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22 ; 

* gènes des ARNt disposées en batteries de plus de 200 copies, jusqu'à 20 000 copies 

* gènes des ARN 5S disposées en batteries de plus de 200 copies, jusqu'à 1 200 copies

* gènes des ARN 7SL et autres petits ARN moins bien connus.

ADN non répété

L'ADN non répété correspond essentiellement aux gènes qui codent pour des protéines. Comme ces gènes sont parfois apparentés car provenant d'anciennes duplications ils forment des familles qui ont des séquences présentant plus ou moins de ressemblance. L'appellation ADN non répété ou unique est donc abusive au sens strict puisqu'il existe plusieurs formes apparentées (voir le chapitre évolution). Néanmoins au regard du niveau de répétition des deux types précédents, celui-ci se distingue par la rareté dans le pool global de ces séquences qui se ressemblent plus ou moins.

Ces trois types d'ADN ne se retrouvent pas en parts comparables dans tous les génomes. Lorsque la complexité de l'organisme augmente et/ou la quantité d'ADN on constate qu'il y a plus d'ADN répétitif.

	Espèce
	Helicobacter pylori

bactérie
	Saccharomyces cerevisiae

champignon
	Homo sapiens

mammifère

	Chromosomes

nombre 

Forme 

Longueur d'un centromère
	1

circulaire

absent
	2 x 16

linéaire

110bp
	2 x 23

linéaire

>106pb

	Séquences codant des protéines

densité en gènes

Longueur moyenne d'un gène

gènes avec introns
	91%

1gène/kb

945bp

0
	72%

1 gène/2,5kb

1 450bp

environ 4%
	1 à 4%

1 gène/100kb

en moyenne 20kb

seuls quelques gènes n'ont pas d'introns

	Séquences codant des ARN

ARN ribosomiques

ARN de transfert
	0,7%

36 espèces(7 groupes, 12 gènes isolés)
	5%

262 copies
	0,4%

1 300 copies

	Séquences répétées

hautement

moyennement
	0

17 éléments IS(~<1%)
	0

30 copies de Ty (1,2%)
	50%

Lines 105 copies (7%)

Sines(Alu)106 copies (9%)


Tableau 1-2. Répartition des différents types d'ADN en fonction de l'organisme.
Condensation

L'ADN est associé à des protéines les histones. Chez les eucaryotes il est localisé dans le noyau de la cellule et replié d'une manière ordonnée qui assure le stockage d'une grande quantité d'ADN dans le noyau.

A titre d'exemple voici son état dans le plus petit chromosome humain qui contient de l'ordre de 10 fois un génome de E. coli soit 4 x 107bp. S'il était étendu il aurait une longueur de 14 000[image: image18.png]


m (14 cm). Dans son état le plus condensé lors de la mitose il mesure 2[image: image19.png]


m, soit une condensation d'un facteur 7 000. 

Cette condensation ne se fait pas en une seule fois, mais par plusieurs niveau hiérarchiques d'organisation. Le premier niveau est constitué par l'enroulement de l'ADN autour d'un noyau protéique pour produire une "perle " appelée le nucléosome , c'est une condensation d'un facteur 6, qui se retrouve aussi bien dans l'euchromatine que l'hétérochromatine. Le second niveau est l'enroulement des perles dans une structure hélicoidale appelée la fibre 30nm que l'on rencontre dans la chromatine interphasique et les chromosomes mitotiques. Cette structure accroit la condensation d'un facteur 40. La condensation maximale est atteinte quand la fibre est organisée en boucles, entrelacs et domaines qui donne une condensation de 1000 dans les chromosomes interphasiques et de 10 000 dans les chromosomes mitotiques.

En général, les chromosomes eukaryotes sont constitués d'un complexe ADN-protéines organisé d'une manière compacte. On distingue les éléments suivants.

La chromatine est l'unité analytique du chromosome.

Le nucléosome est le niveau le plus simple de condensation de l'ADN. 200bp d'ADN sont enroulées autour d'un octamère de petites protéines, les histones (deux molécules de chaque : H2A, H2B, H3 et H4). 146bp font deux tours autour du noyau histone et le reste des bases relie ce nucléosome au suivant. L'enroulement est négatif.
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Figure 1-20. Premier niveau de condensation de l'ADN.
La fibre de 30nm est une structure qui ressemble à un solénoide avec 6 nucléosomes par tour. La stabilité de cette structure est assurée par une cinquième histone H1.

 

 

Le chromosome

Le chromosome XE "chromosome" eucaryote comporte des structures essentielles à ses fonctions et au maintien de son intégrité. Il s'agit du centromère situé dans le chromosome et des télomères XE "télomères" situés aux extrémités du chromosome.

Un centromère est un ADN condensé qui est responsable de la ségrégation précise des chromosomes fils après la réplication de l'ADN. Pendant la mitose, le centromère se divise en sorte que les chromatides XE "chromatide" peuvent migrer aux pôles opposés de la cellule ;mais dans la première division de méiose XE "méiose" , le centromère ne se divise pas et rend solidaire les deux chromatides soeurs. Il ne se divisera que lors de la seconde division de méiose au moment de la migration des chromatides soeurs aux pôles opposés. C'est par un ou plusieurs sites (cinétochore) dans le centromère que le chromosome est fixé aux fibres du fuseau. Ce site est composé d'ADN interagissant avec des protéines. La séquence nucléique de ces régions est appelée CEN. Une unité CEN a environ 120bp de long et contient plusieurs sous domaines. Trois protéines interviennent dans le cinétochore (protéines CfbIII). Une mutation ponctuelle dans un des sous domaines de l'ADN peut abolir la fonction centromérique.

Les télomères sont indispensables pour la réplication et la stabilité des chromosomes et sont situés à leurs extrémités.Ils sont en général hétérochromatiques et contiennent des séquences répétées en tandem (dans le même sens ) le motif répété est souvent de la forme(T/AxGy) avec x compris entre 1 et 4 et y supérieur à1.

	espèce
	motif télomérique

	Arabidopsis
	TTTAGGG

	Homme
	TTAGGG

	Oxytricha
	TTTTGGGG

	Dyctiostelium
	TAGGG

	Tetrahymena
	TTGGGG

	Trypanosome
	TAGGG

	Levure (variable suivant les souches)
	(TG)1-3TG2-3 


Tableau 1-3. Séquence d'un motif télomérique en fonction de l'organisme.
Ce premier chapitre avait pour but de vous rappeler les points essentiels que vous avez déjà rencontrés au cours de vos études précédentes et qui nous seront utiles pour aller plus loin en génétique moléculaire et formelle. Les deux ne s'opposant pas mais se complétant.

Depuis 1866 les travaux de Mendel avaient proposé des hypothèses rendant compte des règles suivies lors de la transmission des caractères de génération en génération.

A partir de 1975, de nouvelles techniques ont fourni de nouveaux outils pour compléter les notions déjà acquises, les affiner et aller plus loin dans la compréhension du génome.

Les différentes sortes d’adn

 

Les différentes sortes d'ADN

On a vu ci-dessus que tout ADN double brin est dénaturable de façon réversible par la chaleur.

Dans l'expérience suivante, après avoir dénaturé l'ADN génomique d'un organisme, on le place dans des conditions ménagées de refroidissement afin de favoriser la renaturation. On mesure la fraction d'ADN non encore renaturé en fonction du temps.

Sur l'axe des Y on porte le pourcentage d'ADN qui reste simple brin par rapport à la concentration totale d'ADN. L'axe des X porte une échelle logarithmique du produit de la concentration initiale de l'ADN (en moles/litre) par le temps écoulé (en secondes).

Ces courbes sont appelées courbes de Cot. Une courbe lisse est l'indice d'une renaturation progressive et régulière de l'ADN. C'est ce qui est observé pour des virus, des bactéries et pour des cellules de levure. Par contre lorsque l'on prend de l'ADN d'organismes multicellulaires (Homo sapiens), l'aspect est totalement différent. La courbe observée semble le résultat de la mise bout à bout de trois courbes. Ce qui indique que dans le premier cas il y avait un seul type d'ADN alors que dans le second trois types d'ADN différents doivent coexister : le premier type se renature très rapidement, le second se renature nettement plus lentement, quant au troisième il ne se renature que très lentement. L'interprétation de cette observation, est que l'ADN qui se renature rapidement n'a aucun mal à retrouver un brin qui lui soit complémentaire parce qu'il contient une (ou des) séquence très fréquente, alors que le troisième type a beaucoup de mal à retrouver son complément parce que cette séquence est " unique ".
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Figure 1-19. Courbes de Cot obtenues pour des unicellulaires (A) et des pluricellulaires (B)

Ces trois types d'ADN ont été étudiés plus en détail pour définir les éléments constitutifs de chacun.

ADN hautement répété

L'ADN hautement répété n'est pas codant. Il représente 10 à 15% du génome. Il est constitué de séquences hétérochromatiques donc localisées principalement autour des centromères. Cet ADN hautement répété comprend : 

des répétitions de motifs courts (5 à 10 bp) disposés en tandem et répétés jusqu'à plusieurs centaines de milliers de fois ;

des séquences répétées de motifs toujours disposés en tandem mais plus longues (100 à 200 bp) ;

des séquences hautement répétées et dispersées dans tout le génome, les micro satellites ;

les centromères dans la région desquels on reconnaît des séquences CEN qui chez l'homme sont des motifs de 171 bp répétées en tandem dont la longueur varie de 300 kpb à 5 000 kbp ; on les rencontre identiques sur tous les chromosomes

les telomères et séquences TEL situées à l'extrémité des chromosomes constituées de motifs répétés riches en C et A. Ces télomères auraient pour rôle de protéger l'extrémité des chromosomes de l'érosion au cours des réplications successives et de l'attaque des nucléases intracellulaires.

ADN moyennement répété

L'ADN moyennement répété est en grande majorité non codant. Il représente 25 à 40% du génome humain. A la fois plus hétérogène et constitué de motifs plus longs (100 à 1 000 bp), il est dispersé dans le génome et comprend :

les séquences Alu : 130 bp répétées en 5' et 3' de l'ordre de 900 000 par génome humain ;

les séquences LINE qui semblent dériver d'un ancien rétrotransposon. Leur longueur varie de 5 à 7 kbp avec 5 000 copies complètes par génome et jusqu'à 100 000 copies partielles;

on trouve aussi des séquences codants pour autre chose que des polypeptides

* gènes des ARNr grands et petits 28S, 18S et 5,8S groupés en unités qui sont disposées en batteries de plus de 200 copies. Ces groupes se retrouvent chez l'homme sur les 

chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22 ; 

* gènes des ARNt disposées en batteries de plus de 200 copies, jusqu'à 20 000 copies 

* gènes des ARN 5S disposées en batteries de plus de 200 copies, jusqu'à 1 200 copies

* gènes des ARN 7SL et autres petits ARN moins bien connus.

ADN non répété

L'ADN non répété correspond essentiellement aux gènes qui codent pour des protéines. Comme ces gènes sont parfois apparentés car provenant d'anciennes duplications ils forment des familles qui ont des séquences présentant plus ou moins de ressemblance. L'appellation ADN non répété ou unique est donc abusive au sens strict puisqu'il existe plusieurs formes apparentées (voir le chapitre évolution). Néanmoins au regard du niveau de répétition des deux types précédents, celui-ci se distingue par la rareté dans le pool global de ces séquences qui se ressemblent plus ou moins.

Ces trois types d'ADN ne se retrouvent pas en parts comparables dans tous les génomes. Lorsque la complexité de l'organisme augmente et/ou la quantité d'ADN on constate qu'il y a plus d'ADN répétitif.

	Espèce
	Helicobacter pylori

bactérie
	Saccharomyces cerevisiae

champignon
	Homo sapiens

mammifère

	Chromosomes

nombre 

Forme 

Longueur d'un centromère
	1

circulaire

absent
	2 x 16

linéaire

110bp
	2 x 23

linéaire

>106pb

	Séquences codant des protéines

densité en gènes

Longueur moyenne d'un gène

gènes avec introns
	91%

1gène/kb

945bp

0
	72%

1 gène/2,5kb

1 450bp

environ 4%
	1 à 4%

1 gène/100kb

en moyenne 20kb

seuls quelques gènes n'ont pas d'introns

	Séquences codant des ARN

ARN ribosomiques

ARN de transfert
	0,7%

36 espèces(7 groupes, 12 gènes isolés)
	5%

262 copies
	0,4%

1 300 copies

	Séquences répétées

hautement

moyennement
	0

17 éléments IS(~<1%)
	0

30 copies de Ty (1,2%)
	50%

Lines 105 copies (7%)

Sines(Alu)106 copies (9%)


Tableau 1-2. Répartition des différents types d'ADN en fonction de l'organisme.

L’adn dans les cellules eucaryotes

 

Condensation

L'ADN est associé à des protéines les histones. Chez les eucaryotes il est localisé dans le noyau de la cellule et replié d'une manière ordonnée qui assure le stockage d'une grande quantité d'ADN dans le noyau.

A titre d'exemple voici son état dans le plus petit chromosome humain qui contient de l'ordre de 10 fois un génome de E. coli soit 4 x 107bp. S'il était étendu il aurait une longueur de 14 000[image: image22.png]


m (14 cm). Dans son état le plus condensé lors de la mitose il mesure 2[image: image23.png]


m, soit une condensation d'un facteur 7 000. 

Cette condensation ne se fait pas en une seule fois, mais par plusieurs niveau hiérarchiques d'organisation. Le premier niveau est constitué par l'enroulement de l'ADN autour d'un noyau protéique pour produire une "perle " appelée le nucléosome , c'est une condensation d'un facteur 6, qui se retrouve aussi bien dans l'euchromatine que l'hétérochromatine. Le second niveau est l'enroulement des perles dans une structure hélicoidale appelée la fibre 30nm que l'on rencontre dans la chromatine interphasique et les chromosomes mitotiques. Cette structure accroit la condensation d'un facteur 40. La condensation maximale est atteinte quand la fibre est organisée en boucles, entrelacs et domaines qui donne une condensation de 1000 dans les chromosomes interphasiques et de 10 000 dans les chromosomes mitotiques.

En général, les chromosomes eukaryotes sont constitués d'un complexe ADN-protéines organisé d'une manière compacte. On distingue les éléments suivants.

La chromatine est l'unité analytique du chromosome.

Le nucléosome est le niveau le plus simple de condensation de l'ADN. 200bp d'ADN sont enroulées autour d'un octamère de petites protéines, les histones (deux molécules de chaque : H2A, H2B, H3 et H4). 146bp font deux tours autour du noyau histone et le reste des bases relie ce nucléosome au suivant. L'enroulement est négatif.
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Figure 1-20. Premier niveau de condensation de l'ADN.

La fibre de 30nm est une structure qui ressemble à un solénoide avec 6 nucléosomes par tour. La stabilité de cette structure est assurée par une cinquième histone H1.

 

 

Le chromosome

Le chromosome XE "chromosome" eucaryote comporte des structures essentielles à ses fonctions et au maintien de son intégrité. Il s'agit du centromère situé dans le chromosome et des télomères XE "télomères" situés aux extrémités du chromosome.

Un centromère est un ADN condensé qui est responsable de la ségrégation précise des chromosomes fils après la réplication de l'ADN. Pendant la mitose, le centromère se divise en sorte que les chromatides XE "chromatide" peuvent migrer aux pôles opposés de la cellule ;mais dans la première division de méiose XE "méiose" , le centromère ne se divise pas et rend solidaire les deux chromatides soeurs. Il ne se divisera que lors de la seconde division de méiose au moment de la migration des chromatides soeurs aux pôles opposés. C'est par un ou plusieurs sites (cinétochore) dans le centromère que le chromosome est fixé aux fibres du fuseau. Ce site est composé d'ADN interagissant avec des protéines. La séquence nucléique de ces régions est appelée CEN. Une unité CEN a environ 120bp de long et contient plusieurs sous domaines. Trois protéines interviennent dans le cinétochore (protéines CfbIII). Une mutation ponctuelle dans un des sous domaines de l'ADN peut abolir la fonction centromérique.

Les télomères sont indispensables pour la réplication et la stabilité des chromosomes et sont situés à leurs extrémités.Ils sont en général hétérochromatiques et contiennent des séquences répétées en tandem (dans le même sens :[image: image25.png]




 INCLUDEPICTURE "http://www.edu.upmc.fr/sdv/masselot_05001/images/fleche_droit.gif" \* MERGEFORMATINET [image: image26.png]




 INCLUDEPICTURE "http://www.edu.upmc.fr/sdv/masselot_05001/images/fleche_droit.gif" \* MERGEFORMATINET [image: image27.png]




 INCLUDEPICTURE "http://www.edu.upmc.fr/sdv/masselot_05001/images/fleche_droit.gif" \* MERGEFORMATINET [image: image28.png]




 INCLUDEPICTURE "http://www.edu.upmc.fr/sdv/masselot_05001/images/fleche_droit.gif" \* MERGEFORMATINET [image: image29.png]


) le motif répété est souvent de la forme(T/AxGy) avec x compris entre 1 et 4 et y supérieur à1.

	espèce
	motif télomérique

	Arabidopsis
	TTTAGGG

	Homme
	TTAGGG

	Oxytricha
	TTTTGGGG

	Dyctiostelium
	TAGGG

	Tetrahymena
	TTGGGG

	Trypanosome
	TAGGG

	Levure (variable suivant les souches)
	(TG)1-3TG2-3 


Tableau 1-3. Séquence d'un motif télomérique en fonction de l'organisme.

Ce premier chapitre avait pour but de vous rappeler les points essentiels que vous avez déjà rencontrés au cours de vos études précédentes et qui nous seront utiles pour aller plus loin en génétique moléculaire et formelle. Les deux ne s'opposant pas mais se complétant.

Depuis 1866 les travaux de Mendel avaient proposé des hypothèses rendant compte des règles suivies lors de la transmission des caractères de génération en génération.

A partir de 1975, de nouvelles techniques ont fourni de nouveaux outils pour compléter les notions déjà acquises, les affiner et aller plus loin dans la compréhension du génome.

Etude des génomes

 

Les projets de séquençage de génomes complets ont été commencés vers 1987. A cette époque on savait déjà extraire, visualiser et séquencer l'ADN de façon enzymatique (méthode de Sanger mise au point en 1975). On maîtrisait des techniques de clonage de fragments d'ADN. Une stratégie générale avait donc été définie en fonction de ces outils
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Figure 2-1 Stratégie de séquençage pour un génome complet

Qu'appelle-t-on un clone ? La reproduction clonale est la reproduction à l'identique sans intervention de deux parents. C'est le mode de reproduction des bactéries. Une cellule en donne deux en se clivant.
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Figure 2-2. Un clone : toutes les cellules de la 6ème génération sont identiques à la cellule mère du clone.
Cloner un génome, c'est le mettre dans une cellule qui le reproduit à l'identique. Une cellule a déjà son propre ADN qui lui fournit toutes les informations nécessaires à sa vie. Elle ne peut pas prendre en charge une grande quantité d'ADN surnuméraire. Au lieu de chercher à mettre tout l'ADN génomique d'un organisme dans une seule cellule, on va fragmenter ce génome et la reproduction conforme de chaque fragment obtenu au hasard sera confié à une cellule. Dans ces conditions ce n'est pas un clone cellulaire qui contiendra tout le génome étudié mais une collection de clones. Cet ensemble disparate constitue une banque génomique.

Comment un morceau d'ADN étranger peut-il se maintenir dans une cellule hôte ? S'il entre tel quel dans une cellule avec des extrémités libres (sans protection du type des structures télomériques, par exemple) il va être immédiatement dégradé par les nucléases de la cellule hôte. On utilise des structures spécialisées, les vecteurs (plasmides ou autres) qui en intégrant le fragment d'ADN dans un cercle d'ADN le protège des nucléases intracellulaires. De plus ces vecteurs possèdent une origine autonome de réplication qui va assurer la multiplication du vecteur et du fragment d'ADN étranger qu'il porte.

Préparation de l'ADN à cloner

L'extraction d'ADN d'un organisme est un protocole classique dans lequel on utilise la propriété de l'ADN d'être soluble dans l'eau contrairement aux protéines liposolubles. Dans la fraction acqueuse on a les acides nucléiques ADN mais aussi ARN. Ces derniers sont extrêment fragiles et sans doute une grande partie a-t-elle déjà été dégradée par l'ARNase descellules de l'organisme dont on prépare l'ADN. Cependant si l'on souhaite éliminer tout l'ARN on peut faire agir in vitro(dans le tube par opposition à in vivo :dans la cellule) de l'ARNase. A-t-on récupéré l'ADN ,sous quelle forme et en quelle quantité ? On peut visualiser le produit de l'extraction dans un gel d'agarose.

Visualisation de l'ADN

L'ADN est une molécule qui se déplace dans un champs électrique (du pôle - vers le pôle +).Quelque soit sa taille sa charge ne varie pratiquement pas. On va donc emprisonner l'ADN dans un réseau de "filets" (ou tamis moléculaire) et le soumettre à un champ électrique. Le tamis moléculaire est constitué par un gel (Ce gel est constitué d'une solution d'agarose dans un mélange aqueux chaud qui prend en masse en refroidissant. On peut remplacer l'agarose par de l'acrylamide qui polymérise spontanément à la température ambiante. La différence principale réside dans la taille de la maille du tamis moléculaire, plus fine avec de l'acrylamide. un gel d'agarose permet de séparer des fragments dont la taille diffère par une centaine de bp au moins, alors que le polyacrylamine permet une résolution à la base près.) liquide qui se solidifie en polymérisant. L'ADN va se déplacer, les morceaux les plus petits se faufileront plus facilement entre les mailles alors que les fragments plus gros seront ralentis en fonction de leur taille (fonction complexe que l'on n'a pas caractérisée mathématiquement ). Pour voir les fragments d'ADN ainsi triés par tailles on utilise les propriétés de cette molécule en double hélice. Elle est capable d'absorber l'énergie de rayons ultraviolets et de permettre l'intercalation entre les plateaux de bases appariées des moléculesde bromure d'ethidium (BET qui peut ainsi induire des mutations). L'énergie des rayons U.V.absorbée par l'ADN est transmise au B.E.T. qui l'utilise pour émettre une lumière orangée.

Dans le gel, là où il y a de l'ADN, du B.E.T. peut se fixer ,des U.V. lui transmettent leur énergie par l'intermédiaire de l'ADN et cet endroit, caractéristique de la taille du fragment de l'ADN apparaît comme une ligne colorée plus ou moins épaisse en fonction de la quantité d'ADN présente.
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Figure 2-3.A: schéma dessus et profil du dispositif utilisé pour faire une électrophorèse en gel d'agarose.
B photographie sous UV du gel après migration.
Fragmentation de l’ADN

 

 

 

Lors de l'extraction l'ADN a été soumis à des forces de cisaillement et se trouve déjà fragmenté. La figure 2-3 montre que la taille de ces fragments peut aller de plusieurs dizaines de kb jusqu'à quelques kb (canaux 5 à 8). Or nous le verrons un peu plus tard, un vecteur est capable de véhiculer des fragments d'une taille définie. Si l'on prenait l'ADN tel quel, de nombreux fragments seraient exclus du seul fait de leur taille. On va donc recouper l'ADN de façon aléatoire avec des endonucléases.

Les enzymes de restriction
Une enzyme de restriction est une enzyme qui coupe un double brin d'ADN en un point précis. On parle d'endonucléase XE "endonucléase" car elle coupe à l'intérieur au lieu de dégrader l'ADN à partir des extrémités libres (exonucléases XE "exonucléases" ). Ces enzymes ont été mises en évidence chez les bactéries et leur nom évoque le microorganisme dont elles sont extraites : EcoRI vient d'Escherichia coli souche R, 1ère enzyme isolée dans cette souche. Il existe plusieurs types d'enzymes de restriction. Celles de type II sont les mieux connues et les plus utilisées. Une enzyme de restriction est caractérisée par la séquence du site reconnu, et la position de la coupure.
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Figure 2-4 présentant les trois sortes de coupures générées par des enzymes de restriction de type II. HaeIII génère de extrémités sans simple brin dépassant : des bouts francs  ; PstI et BamHI génèrent des extrémités simples brins susceptibles de s'apparier avec d'autres simples brins en suivant la règle de complémentarité des bases, ce sont des extrémités cohésives (« bouts collants  »). PstI a une extrémité 3' qui déborde alors que BamHI en a une 5' 

  

Des enzymes de restriction différentes peuvent générer des extrémités cohésives compatibles (capables de s'apparier). 
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Tableau 2-1 Enzymes qui génèrent des extrémités cohésives identiques et donc compatibles même si elles n'ont pas toutes le même site de reconnaissance. Plusieurs enzymes ont l'air identiques, la seule différence est l'organisme dont on les a extraites. 

  

Les sites reconnus par de nombreuses enzymes sont palindromiques c'est à dire que les bases du site rencontrées sur un brin de 5' vers 3' sont identiques à celles de l'autre brin lu également de 5' vers 3' . Néanmoins ce n'est pas une loi générale certains sites ne le sont pas. Les enzymes se distinguent par la taille du site reconnu, or plus le site est court plus la probabilité de le rencontrer dans une séquence sera grande. 

un palindrome est un ensemble de mots qui prennent le même sens lu de la gauche vres la droite ou de la droite vers la gauche : madam I am Adam ; élu par cette crapule. 
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Figure 2-5 Taille moyenne des fragments générés par une enzyme de restriction 

 

	taille du site reconnu 
	fréquence du site 
	taille moyenne des fragments 

	4 
	(4/1) 4 
	256bp 

	6 
	(4/1) 6 
	4096bp 

	7 
	(4/1)7 4 
	16 384bp 

	8 
	(4/1) 8 
	65 536bp 


Tableau 2-2. Taille des fragments générés en fonction de la taille du site d'une enzyme de restriction . 
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Figure 2-6. Quelques enzymes de restriction. On a actuellement isolé de l'ordre de 200 enzymes de restriction qui reconnaissent un site donné et coupent l'ADN précisément en un point de ce site (Enzymes de type II, les enzymes de type I coupaient à distance du site de reconnaissance et étaient de ce fait bien plus délicates d'emploi ). 
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Figure 2-7. Découverte des enzymes de restriction (1965). 

Couper au hasard 

Comment à l'aide de ces enzymes faire des coupures au hasard puisque leur propriété est justement de couper en un point précis ? 

D'autre part il ne faut pas perdre de vue que les fragments seront reproduits à l'aide de vecteurs dont la capacité d'intégrer de l'ADN est limitée. Les fragments doivent avoir une taille moyenne assez homogène de 20kb (cette taille moyenne peut varier selon le vecteur, voir ci-dessous : les vecteurs). 

La solution réside à couper de nombreux génomes identiques (on part de grandes quantités d'ADN)rarement par une enzyme de restriction qui a un site fréquent. Prenons comme exemple Sau3A qui coupe toutes les 256 bp. Pour n'avoir une coupure en moyenne que tous les 20kbp on va mettre une quantité d'enzyme très faible (digestion partielle) qui ne pourra couper qu'un site sur 78 (1/78 = 256/20 000). 

Parmi tous les sites Sau3A disponibles c'est le hasard qui fera que l'un sera coupé et pas d'autres. Le résultat de cette digestion partielle peut se résumer en 3 points. 

•  Les fragments ont tous des extrémités différentes. Chacun est donc unique 

•  Les fragments peuvent se chevaucher, ce qui sera très intéressant lorsqu'il s'agira de les ordonner. 

•  Si l'on s'intéresse à un (ou plusieurs) gène, parmi tous ces fragments il y en a certainement un qui le portera tout entier et qui pourra restituer sa fonction. 
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Figure 2-8. Digestion partielle.
A schéma du génome complet avec tous les sites Sau3A, le rectangle figure un gène d'intérêt. B la digestion est très partielle. Un site sur 78 est coupé. Plusieurs génomes sont ainsi digérés. Les fragments générés ont tous des extrémités différentes. Parmi tous les fragments, la probabilité d'avoir un fragment qui porte le gène d'intérêt non morcelé est forte. Les différents fragments sont chevauchants.

Pour le but que nous nous sommes fixé (fragmentation au hasard, seul les enzymes de restriction sont nécessaires. Néanmoins il y a d'autres nucléases qui peuvent être fort utiles dans certains cas.

 

Autres nucléases

On distingue les exonucléases qui n'attaquent l'ADN que par une extrémité libre 3' (exonucléase III) ou 5' suivant l'enzyme et les endonucléases comme celles vues précédemment qui attaquent l'ADN en effectuant une coupure interne. Il y a également des nucléases spécialisées dans la dégradation de l'ADN simple brin et d'autres pour l'ADN double brin. D'autres enzymes sont spécifiques et ne dégradent que l'ARN , ce qui est bien pratique lorsque l'on veut lors d'une extraction d'acides nucléiques d'un tissu ou d'un organisme ne garder que l'ADN (en effet certaines réactions enzymatiques que l'on peut faire avec l'ADN sont inhibées par l'ARN)
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Tableau 2-3. Différentes nucléases.
La nucléase S1 est particulièrement utile lorsque l'on veut transformer une extrémité débordante en extrémité franche pour la religuer avec un fragment d'ADN dont les extrémités ne sont pas compatibles. Les fragments 1 et 2 présentent respectivement comme extrémités cohésives GC et AA Ces deux extrémités ne sont pas compatibles: on ne peut pas religuer le fragment 1 avec le fragment 2. Pour refaire une liaison covalente entre ces deux fragments on va d'abord les rendre bouts francs par action de la nucléase S1:
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Figure 2-10. Action de la nucléase S1 sur des bouts collants
Les fragments 1' et 2' sont maintenant prêts pour être recollés par action d'une ligase.

Cette même nucléase S1 permet également dans un hybride imparfait (ADN/ADN ou ADN /ARN) d'éliminer les portions d'ADN non appariées.

Dans des hybrides ADN/ARN la RNase H permet d'éliminer spécifiquement le brin d'ADN.

Complétude

 

 

 

Quel est le nombre de clones dont doit être composée une banque pour que la probabilité d'avoir le génome complet représenté soit grande (99% ou mieux 99,9%) ?
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 Pour une probabilité de 0,99 (99% dechance d'avoir le géne désiré dans la banque)

et une taille moyenne de l'insert de 20kbp, le nombre de recombinants nécessaires
varie considérablement en fonction de la taille du génome de I'organisme étudie.

Comparaison de la taille de la banque pour deux génomes différents.

E. Coli Homo sapiens
génome = 4,6 millions bp génome = 3 000 millions bp
N = lnlrﬂ‘” N - In(l-099)

In[1-2x10'4,6x10°) In [1-@2x10"7 3x10%)

N =1,1x10"recombinants N=69x10°recombinants





La taille minimum de la banque dépend de trois facteurs

· la taille de l'insert accepté par le vecteur 

· la taille du génome étudié 

· le risque que l'on accepte de prendre qu'un gène particulier ne soit pas dans cette banque (=1 - probabilité de l'y trouver) 

	Risque
	nombre de clones

	0,1
	320 000

	0,05
	415 000

	0,01
	640 000


Tableau 2-8. Taille d'une banque humaine construite avec [image: image43.png]


comme vecteur.
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Tableau 2-9. Taille minimum d'une banque avec la probabilité de 99% d'être complète.

Caractérisation des clones

 

 

Les clones peuvent être distingués les uns des autres par leurs caractéristiques physiques (la taille par exemple) mais c'est bien insuffisant. Il faut avoir des renseignements sur le degré de ressemblance ou de dissemblance des fragments clonés. Pour cela deux outils sont utilisables : l'hybridation et les cartes de restriction.

 

Hybridation

L'ADN est naturellement sous forme double brin et peut être dénaturé en simples brins par la chaleur.. Si deux brins complémentaires dénaturés sont mis à refroidir ensemble dans des conditions de vitesse et de salinité définies, ils vont se réapparier. Si deux brins presque complémentaires(juste une petite fraction de leur séquence ne remplit pas cette condition de complémentarité) le réappariement se fera également mais dans des conditions un peu moins strictes (on dit souvent stringentes). L'appariement entre deux brins qui ne proviennent pas de la même double hélice est l'hybridation entre ADN différents. Ce degré d'hybridation XE "hybridation" est proportionnel à la ressemblance des deux simples brins.

Pour réaliser une expérience d'hybridation d'ADN il faut avoir un lot d'ADN (un mélange) et un fragment d'ADN. Le fragment est-il représenté dans le mélange ? Si oui, le fragment va s'hybrider avec le mélange dénaturé. Pour visualiser l'hybridation du fragment il faut être capable de repérer celui-ci en y fixant une molécule repérable

· soit un Phosphore radioactif (marquage au 32P ou 33P) en 5' à la place du P normal (que l'on retire à l'aide d'une phosphatase) à l'aide d'une kinase. La révélation se fera alors par autoradiographie. 

· soit une molécule de fluorochrome, toujours en 5' et par voie chimique. La révélation se fera par excitation du fluorochrome qui émettra une lumière mesurable de longueur d'onde donnée. 
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Figure 2-27. Marquage terminal au 32P

Le mélange d'ADN (trié par ordre de taille ou non) est tout d'abord fixé sur une membrane de nylon.

On fait ensuite tremper cette membrane et l'ADN fixé dessus dans un bain de tampon qui contient les molécules de sonde marquées libres.

On dénature les deux types de molécules en chauffant l'ensemble, puis on incube à température plus basse pour permettre la renaturation lorsqu'elle est possible. Une partie de l'ADN fixé va évidemment se renaturer sur lui-même mais si la sonde a une séquence complémentaire à une portion de l'ADN fixé, des molécules de sonde vont également hybrider avec l'ADN fixé.
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Figure 2-28. Les différentes étapes de l'hybridation d'un mélange d'ADN.

On lave ensuite la membrane afin d'éliminer la sonde radioactive non hybridée.

Par autoradiographie on regarde si de la sonde a été retenue après lavage. Dans ce cas la pellicule photographique est impressionnée. Cela indique qu'une partie des molécules radioactives ont été retenues sur la membrane par les liaisons H qui se font faites au cours de l'incubation entre l'ADN fixé et la sonde. 

Lorsqu'on cherche seulement à savoir si une séquence donnée est présente dans un (ou plusieurs) mélange, on peut éviter cette étape et faire des tests en goutte. le principe est le même : l'ADN est fixé puis hybridé avec une sonde marquée. Après lavage on regarde si des molécules de sonde ont été retenues sur le filtre.
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Figure 2-29. Hybridation en goutte.

L'ADN dans lequel on recherche une analogie avec la sonde peut avoir été digéré au préalable par une enzyme de restriction. En général, dans ce cas on trie les fragments obtenus par ordre de taille en pratiquant une électrophorèse en gel d'agarose. Il faut alors transférer l'ADN de l'agarose sur la membrane de nylon sans déranger l'ordre des bandes. Ce transfert est réalisé à l'aide de papier buvard (blotting paper). C'est une manipulation de " Southern blot ". 
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                                                        Figure 2-30. Dispositif de Southern blot. 

 

 

Dans la figure 2-30 le tampon pompé par la pile de papier absorbant monte de la cuve placée sous la plaque de verre jusqu'au poids, entraînant avec lui l'ADN qui sort de l'agarose ; mais les fibres d'ADN sont arrêtées par la membrane nylon poreuse (pores trop petits pour qu'il traverse). l'ADN parcourt le chemin de la flèche [image: image52.png]
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Figure 2-31. Expérience d'hybridation d'ADN avec un southern blot.

 

Cartes de restriction

Un clone peut également être caractérisé rapidement par sa carte de restriction.

On digère séparément l'ADN par deux enzymes de restriction. S'ils trouvent plus d'un site ils génèrent plusieurs fragments dont on ignore l'ordre de succession. Pour lever cette inconnue on fait une digestion par les deux enzymes à la fois. On trouve des fragments qui, réassociés doivent correspondre à ceux obtenus dans les simples digestions.
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Figure2-32. Détermination de la carte de restriction d'un fragment linéaire d'ADN.

Séquençage

 

 

Finalement il faut déterminer la séquence des différents fragments insérés. Quelque soit la méthode utilisée, on ne peut, en une seule expérience déterminer plus de 500bases de long . Une méthode assez utilisée est de refragmenter chaque fragment et de les insérer dans un nouveau vecteur (plasmidique car ces sous fragments sont petits), entre deux séquences connues de l'ADN (on parle alors de sous clonage).

Principe

La détermination de la séquence se fait de façon enzymatique avec une ADN polymérase.
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Figure 2-32. Propriétés de l'ADN polymérase.

Afin de fournir une amorce acceptable à la polymérase on prépare un petit morceau d'ADN (18 à 25 nucléotides)ou oligonucléotide complémentaire d'une des deux séquences connues, avec une extrémité 5'P, qui peut être marquée (radioactivement ou par fluorochrome) ou non et une extrémité 3'OH. On mélange l'ADN matrice et les molécules d'oligonucléotides avec tampon et désoxynucléotides triphosphate (dNTP). On dénature l'ensemble et on ajoute la polymérase. Cette préparation est partagée en 4 fractions. A chacune on ajoute une faible quantité d'un didesoxynucléotide triphosphate (ddNTP) qui peut être intégré dans l'ADN comme un dNTP mais est bloqué en 3' et ne permet pas la poursuite de la molécule sur les brins qui l'ont intégré. 
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Figure 2-33 comparaison des molécules de ddTTP et dTTP.

Dans le tube où on a mis dTTP et ddTTP,chaque fois que la polymérase est en face d'un A elle va utiliser soit un dTTP (probabilité 99% ou un ddTTP (probabilité 1%). 0 chaque A de u brin matrice, une fraction des nouvelles molécules va être terminée. Par électrophorèse sur un gel dénaturant à haute résolution (gel de polyacrylamide) on va déterminer la taille des fragments terminés. A l'extrémité 3' de chaque on sait qu'il y a un ddT. Pour déterminer les autres bases on fait la même chose dans les trois autres tubes avec A, G et C. La comparaison des électrophorèses des produits des 4 tubes permet de restituer la séquence du brin matrice 
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figure 2-34. séquençage manuel 

 

Automatisé 

Le séquençage est de plus en plus automatisé. Le principe reste le même mais le marquage et le mode de détection sont différents. Ce sont les ddNTP qui sont marqués avec un fluorochrome. Chaque ddNTP porte un fluorochrome qui émet dans une gamme de longueur d'onde différente de celle des autres. Il est donc possible de repérer individuellement les quatre types dans marquages dans un mélange, c'est comme si chacun était peint d'une couleur différente. On mélange comme précédemment l'ADN matrice, l'amorce, les dNTP la polymérase et dans le même tube les quatre ddNTP marqués. Il n'y a qu'un tube dont le contenu est soumis à électrophorèse. Au bout du gel 4 capteurs (un par longueur d'onde différente) enregistrent la lumière émise par les molécules terminées par un ddNTP. Ces quatre graphes sont superposés et un logiciel traduit ce pictogramme en séquence. 

[image: image59.jpg]




 INCLUDEPICTURE "http://www.edu.upmc.fr/sdv/masselot_05001/genes_et_genomes/images/pic013.jpg" \* MERGEFORMATINET [image: image60.jpg]sarre
e e

de siquence. > W
W A Lot i, o t=oz e
-=_
T=C |
-==7 |
[I-=2- |
=—
=
5 — = ®

Autoradiogramune du gel gauche pictogramme des
obtems par séquengage 4 longueurs donde
manmel superposées

droitele gel etes bandes.

C Comparaison des résultats de séquensage

Seence CATAGCTGTTTC el o SN,

Longueur du brin ndosythétst
Chacun des dANTP donne un signal distingable des autres

CTATGTEAAA

B Les 4 signaux sépares.




Figure 2-35. Séquençage automatique. 

Mise en ordre

 

Mise en ordre

Une fois les différents fragments séquencés il reste à les remettre dans l'ordre naturel. Ces fragments proviennent d'une digestion partielle (donc de coupures au hasard) et il y en a qui se chevauchent. Il faut donc repérer des séquences qui sont uniques dans le génome et que l'on retrouve sur deux fragments. En superposant la séquence unique, les deux fragments seront positionnés l'un par rapport à l'autre et la portion de génome reconstituée aura grandi. On continue de proche en proche jusqu'à la reconstitution du chromosome entier. 

L'analyse de nombreux clones ne peut évidemment être faite à la main. Il existe des logiciels puissants dans lesquels la recherche des fragments chevauchants est automatisée.
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Figure 2-36. Une carte d'éléments contigus (un " contig ")est construite en utilisant le nombre minimum de fragments chevauchant qui contiennent des portions identiques. Une carte à basse résolution peut être faite en utilisant comme repères des sites de coupure d'enzymes de restriction qui coupent rarement. C'est finalement le séquençage qui confirme les chevauchements.

Génomique

 

 

On a donc après un certain temps de travail la succession des bases pour la totalité d'un génome (voir figure 1-5). Que peut-on en déduire ?

Sous cette forme RIEN. Il faut maintenant examiner cette succession de nucléotides par parties et y reconnaître des éléments déjà définis tels que des gènes par exemple. Encore une fois cela représente un travail de titan si on le faisait à la main. La bioinformatique propose des programmes pour reconnaître de telles structures, pour annoter le génome.

L'annotation structurale (syntaxique) du génome consiste à établir l'inventaire de l'ensemble des gènes contenus dans ce génome et à les analyser grâce aux outils de la bioinformatique : 

Recherche de gène

La phase ouverte (ORF, Open Reading Frame) est la région de l'ADN qui sépare deux codons STOP. Dans celle-ci, une séquence codante (CDS, CoDing Sequence, région traduite en protéine) commence par un codon START, se termine par le codon STOP et est précédée d'un site de liaison aux ribosomes (RBS). 

La lecture (traduction en protéine) peut se faire sur les deux brins d'ADN complémentaires et selon trois cadres de lecture possibles pour chaque brin : la recherche des régions codantes doit donc en pratique être effectuée sur six séquences virtuelles différentes. 

La recherche de phases ouvertes est un problème crucial en bioinformatique car elle est beaucoup plus rapide et moins cher in silico qu'au laboratoire. Le problème est beaucoup plus simple chez les procaryotes que chez les eucaryotes du fait qu'ils n'ont pas d'intron. 

La reconnaissance des gènes est facilitée par l'identification de zones particulières :

· Prédiction des régions codantes 

· Identification de sites promoteur, sites de terminaison, sites de polyadénylation, sites d'épissage (avec la mise en évidence de sites accepteurs et sites donneurs, voir plus loin)), introns, contenu en GC, etc. 

· Identification de régions codantes par alignements avec des EST, des ADNc, des protéines, etc. 

· Identification d'exons par combinaison des deux approches précédentes. 

· Assemblage des exons 

· Recherche de motifs, de répétitions, etc. 

Pour trouver la phase ouverte potentielle, on combine les résultats de plusieurs méthodes complémentaires : 

· La méthode la plus simple pour repérer les gènes consiste à trouver les phases ouvertes de lecture longues, c'est à dire des régions entre deux codons stop en phase, commençant par un codon Start (début de traduction) et de longueur statistiquement improbable. Cette méthode, un peu naïve, élimine tous les gènes de petite taille (< 300 pb). Elle constitue néanmoins un bon point de départ pour les analyses plus fines. 

· Une autre méthode combine la détection des longues ORFs avec les signaux nécessaires à la traduction, en particulier le site de fixation du ribosome (RBS), ainsi que, chez les eucaryotes, les séquences particulières séparant les introns des exons (jonctions intro-exon et exon-intron). Ces motifs qui caractérisent ces signaux ne sont toutefois en règle générale ni universels, ni spécifiques, et c'est pour cela que les systèmes de prédiction sont en général des systèmes à apprentissage (modèles de Markov, basés sur une approche probabiliste). Ils sont en général développés pour un organisme précis (Grail pour l'humain). 

· Une méthode un peu plus fine consiste dans la comparaison du contenu G+C de la troisième position (GC3) (voir code génétique) de la phase ouverte de lecture avec la distribution habituelle dans les gènes. La richesse en GC est souvent révélatrice d'une phase ouverte. 

· Un raffinement important de la méthode GC3 consiste à analyser l'usage de codons ou d'oligonucléotides dans l'ORF afin de le comparer à celui d'un gène typique de l'organisme. 

· En effet, il apparaît que le biais de l'usage du code génétique (qui se traduit par une fréquence d'utilisation spécifique de chacun des codons) est profondément relié à la nature fonctionnelle des gènes. On peut ainsi déduire, par des méthodes statistiques, une carte de distribution des gènes selon l'usage des codons. Il est alors possible d'établir des corrélations entre le biais d'usage des codons et les fonctions biologiques supposées ou connues de ces gènes. (NB: cela peut aussi mettre en évidence des transferts horizontaux ...). 

· Pour compléter la prédiction, il est utile d'isoler et séquencer les ARNm (qui ne contiennent pas d'introns), puis de les comparer aux bases de données de séquences codantes, telles que les banques d'EST. L'identification des gènes est alors facilitée quand il existe des séquences homologues à celle recherchée. 
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Figure 2.37 Résultat d'une recherché d'ORF sur les 6 phases d'une séquence.

Recherche d'autres objets biologiques associés au gène

tels que : les RBS (ribosomal binding site ou site de fixation des ribosomes), les opérons, les promoteurs, les éléments régulateurs de la transcription

Comparaison des séquences avec les banques 
Des séquences homologues ont des parentés de fonction. 

La génomique structurale (qu'il serait plus judicieux et exact de nommer "protéomique structurale") repose sur une approche expérimentale : c'est un programme de grande échelle (Structural Genomics Initiatives - PSI : Protein Structure Initiative), exploré par des études pilotes aux Etats-Unis, en Europe et en Asie, qui consiste à déterminer, par cristallographie et spectrométrie RMN, la structure 3D d'un ensemble de 10000 à 20000 protéines sélectionnées (représentatives de l'ensemble des familles protéiques structurales) afin d'avoir une meilleure connaissance et compréhension des repliements structuraux types et de la relation structure-fonction. 
Les données atomiques produites viendront enrichir la PDB (protein data bank), banque de données de structures des protéines. 

Lorsque l'on identifie un gène nouveau on compare sa structure primaire à celles déjà stockées dans la PDB. Si l'on trouve une analogie, il est vraisemblable que la fonction de la nouvelle protéine ressemble beaucoup à celle codée par le gène homologue de la PDB. 

Définition

 

Définition
La définition fonctionnelle donnée dans le premier chapitre suffit pour les procaryotes. 

Néanmoins cette définition fonctionnelle n'est pas toujours suffisante en biologie moléculaire, en particulier lorsqu'il s'agit de gènes d'eucaryotes pluricellulaires. Ces gènes ont souvent leur région codante fragmentée en morceaux les exons, qui peuvent être relativement petits, séparés les uns des autres par des introns qui, eux sont souvent très grands. Les bornes entre intron et exon (qui ne respecte pas l'intégrité des codons) sont signalées aux enzymes chargées de l'excision des introns (épissage) par des signaux particuliers.
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Figure 2-38.Un gène génomique eucaryote.

La figure 1-16 décrit le gène génomique de l'ovalbumine (sans les régions régulatrices qui peuvent aussi bien être siruées en 5' qu'en 3' et parfois loin du gène qu'elles régulent) composé d'introns (A, B, C, ....G) et d'exons (1, 2, 3....7), sur la seconde ligne est figuré l'ARN prémessager synthétisé à partir du gène et sur la dernière ligne l'ARNm tel qu'il est exporté dans le cytoplasme après épissage (et donc élimination des introns).

L’ADN copie

 

L'ADN copie

Chez les eucaryotes où il est ardu de reconstituer un gène qui peut être constitué de nombreux petits exons une autre façon, complémentaire de les identifier est de s'intéresser non pas directement à l'ADN génomique mais au produit de sa transcription sous sa forme la moins rare : l'ARN messager mature, c'est à dire déjà épissé. Le problème des introns ne se pose alors plus et il est plus aisé de repérer une phase ouverte de lecture. Par contre l'ARN est une molécule à durée de vie assez réduite in vivo et très fragile in vitro. La découverte d'une enzyme virale, la réverse transcriptase qui copie de l'ARN pour synthétiser l'ADN complémentaire a permis de standardiser un protocole de synthèse des ADN copie (ADNc) d'ARNm. Comme on prépare des banques d'ADN génomique, on prépare des banques d'ADNc. Dans ce cas, puisque les ARNm matures ont en moyenne des tailles de 9 à 16 kbp, un vecteur de type plasmide ou bactériophage [image: image64]seront suffisants.
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Figure 2-39. Synthèse de l'ADN copie double brin.
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Figure 2-40. Insertion de l'ADNc dans un vecteur de clonage.

Comme on prépare des banques d'ADN génomique pour un organisme, on prépare des banques d'ADNc. Pour un organisme donné il n'existe qu'une sorte de banque d'ADN génomique mais l'ARNm reflétant les seuls gènes qui sont transcrits et traduits à un moment particulier du cycle cellulaire, même pour un organisme unicellulaire il peut exister plusieurs banques différentes d'ADNc pour des moments différents du cycle de vie de l'organisme. De plus, chez les organismes pluricellulaires une banque d'ADNc d'un tissu donné est différente de celle d'un autre tissu.

Si l'on compare ces deux types de banques, leur complexité est différente mais tout aussi grande. Que l'on soit en présence d'un type ou de l'autre il faut garder présente l'idée qu'une banque est un mélange de tout ce que la cellule contient. On ne peut étudier une banque en temps que telle. Une banque n'est qu'un outil de stockage dans lequel on va puiser en fonction de ses besoins. On va chercher un gène particulier ou une séquence particulière. C'est cette étape qui aboutit à l'isolement d'un clone contenant un seul vecteur qui constitue le clonage d'un gène (ou de tout autre élément).

L’analyse des génomes
 

 

Différents types d'ADN

Une des propriétés des gènes codant pour des protéines (aussi bien chez des procaryotes que des eucaryotes) est d'être "unique" (peut-être pas exactement unique mais rarement représentée dans le génome complet ) contrairement aux gènes qui codent pour des ARN divers et au reste du génome qui contient des séquences répétées. Cette particularité est utilisée pour les repérer dans un ensemble de clones constituant une banque.

Comme on sait transférer de l'ADN d'un gel sur une membrane de nylon, on sait transférer l'ADN des clones de la banque sur ce même type de membrane. Cette membrane va être hybridée avec de l'ADN génomique digéré par un enzyme de restriction et marqué par "nick-translation" (figure 2-40). 

Les clones qui contiennent de l'ADN répété n'auront aucun mal à trouver dans l'ADN génomique digéré des fragments qui leur soit complémentaires. Ils donneront un signal fort à l'autoradiographie. Les clones qui ne contiennent que de l'ADN unique auront beaucoup de mal à trouver un brin complémentaire et le signal, s'il y en a un, ne sera pas détectable (figure 2-41).

Une banque est constituée d'un grand nombre de clones (tableau 2-9). Elle sera donc constituée de nombreuses boites qui seront répliquées sur de nombreuses membranes que l'on traite par lots successifs. Il n'est d'ailleurs pas toujours nécessaire de tous les traiter. On s'arrête lorsque l'on a trouvé ce que l'on cherchait.
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Figure 2-41. Marquage d'ADN génomique par nick translation .
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Figure 2-41. Hybridation sur colonies.

Recherche de gènes
 

Recherche de gènes

Rechercher un gène est à chaque fois une opération délicate qui demande de faire le point des connaissances au moment où cette recherche est lancée. La stratégie diffère en fonction du résultat de ce bilan. Il n'existe pas de recette universelle, seulement quelques pistes que nous allons explorer et illustrer par des exemples ci-dessous et dans les chapitres suivants.

Les premiers gènes clonés furent en 1978 ceux des globines humaines

Ce ne sont là que deux exemples très particuliers. Il existe d'autres méthodes (certaines d'un usage plus général) que nous verrons de façon détaillée dans les chapitres suivants. Donnons simplement le nom de ces méthodes : 

•  clonage d'un gène par sauvetage d'un mutant. 

•  clonage positionnel d'un gène . 

•  clonage d'un gène par reconnaissance immunologique de son produit. 

Globine 

 

 

L'état des connaissances en 1978

Chez les mammifères il existe deux familles de globines qui s'associent pour former l'hémoglobine (2 molécules de type [image: image69.png]


et deux de type [image: image70.png]


. Les gènes fonctionnels ne sont pas les même au cours de la vie. 
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Tableau 2-10. Les différentes hémoglobines humaines. 

Les chaînes [image: image72.png]


et [image: image73.png]


ont une séquence primaire très ressemblante de 141 aminoacides. Les chaînes [image: image74.png]


, [image: image75.png]


, [image: image76.png]
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sont également très ressemblantes. Il y a 10AA différents entre [image: image78.png]
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(sur 146)et 37 entre [image: image80.png]
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.
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Figure 2-43. Période d'expression des différents gènes de globine

Les cellules de la moelle, qui sont à l'origine des globules sanguins, donnent des réticulocytes. Ce sont des cellules anucléées caractérisées par un réseau interne formé d'ARN cytoplasmique qui disparaît dans les 24h pour être remplacé par les globines (98% du contenu cellulaire). Ces réticulocytes ont un contenu fortement enrichi en ARNm spécifique des globines [image: image83.png]


et [image: image84.png]


.
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Figure 2-44.Etapes de la formation d'un érythrocyte.

Stratégie de clonage
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Figure 2-45. Stratégie pour l'isolement des clones d'ADNc globine 

 

Résultats

En 1978 on n'avait pas encore mis au point le plasmide pBR322. Le plasmide de clonage est ici pMB9.

Il a fallu examiner de l'ordre de 1 200 clones pour en récupérer 4 susceptibles de porter de l'ADNc de globine. En effet, en l'absence d'un second marqueur permettant de repérer directement les vecteurs recombinés, la plupart de ceux qui avaient transformé les bactéries étaient des vecteurs non digérés ou religués sur eux-mêmes.

L'ADN plasmidique de ces quatre clones a été soumis à plusieurs essais pour déterminer ce qu'ils portaient réellement.

Vérification

Taille 
On tente d'abord d'estimer la taille de chaque plasmide recombiné. La migration d'un fragment d'ADN peut s'estimer par comparaison de sa mobilité dans un champ électrique avec celle de fragments de taille connue (ADN de l digéré par une enzyme de restriction connue, par exemple). Cela est vrai pour les fragments linéaires, mais les petits ADN circulaires sont en formes plus ou moins super-enroulées (torsion de la double hélice sur elle-même), ce qui leur fait prendre une conformation globulaire (comme lorsqu'on torsade un élastique et qu'il se pelotonne sur lui-même) qui migre plus rapidement puisque moins encombrante. Chaque type de molécule avec un nombre donné de supers-tours a une vitesse de migration propre et à un même plasmide vont correspondrent plusieurs conformations de la molécule. On pourrait envisager de faire une digestion du plasmide pour le linéariser, mais comme c'est un ADN recombiné et qu'on n'a aucune indication sur les sites de restriction de l'insert (Fragment d'ADN étranger), on ne peut pas choisir une enzyme qui n'a qu'un site dans le plasmide recombiné. Les auteurs de ce premier clonage de gène humain ont choisi de prendre comme repère les caractéristiques de migration de la forme la moins rapide pour chaque plasmide non digéré, en espérant que la conformation serait à peu près la même pour tous. Après électrophorèse en gel d'agarose ils ont obtenu le résultat de la figure ci-dessous 
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                          Figure 2-46. Vérification de la taille des plasmides obtenus. 

  

On constate que le plasmide du clone 3 migre comme le plasmide non recombiné pMB9, il ne porte qu'un tout petit insert ou pas d'insert du tout . Quant aux clones 1, 2 et 4 leur taille est sensiblement supérieure à celle du plasmide natif, ils ont donc un insert qui peut être intéressant (puisqu'on est parti d'une source d'ARNm qui contenait 98% de ce que l'on recherche). 

On a ensuite voulu identifier la séquence de l'insert pour chaque clone. Plusieurs expériences étaient envisageables: 

* Par hybridation avec des ADNc purifiés d' ou de globine (il faut faire une électrophorèse de ces ADNc séparés en gel dénaturant de polyacrylamide pour avoir une séparation acceptable car leurs tailles sont très voisine) marqués radioactivement. Les clones dont le plasmide a un insert de globine doit retenir plus de radioactivité lorsqu'il est hybridé avec cette espèce d'ADNc qu'avec l'autre. 

* En digérant les plasmides par diverses enzymes de restriction, il doit bien y en avoir quelques unes qui vont faire apparaître des bandes différentes de celles obtenues avec le plasmide natif. 

Chacune de ces méthodes a été utilisée. 

Hybridation 
L'ADN plasmidique de chaque clone est préparé et fixé sur deux membranes. Chaque membrane est incubée soit avec de l'ADNc d' globine, soit avec de l'ADNc de globine marqués radioactivement. Après rinçage la radioactivité retenue par chaque membrane est comptée à l'aide d'un compteur à scintillation. 

  

	ADN plasmidique du clone n° 
	% de radioactivité retenue avec l'ADNc 
	% de radioactivité retenue avec l'ADNc 

	1 
	65 
	6 

	2 
	4 
	51 

	3 
	0 
	0 

	4 
	4,5 
	84 

	pMB9 
	0 
	0 


On peut voir avec le témoin du plasmide seul pMB9 la radioactivité retenue de façon aspécifique. Dans le cas présent cette valeur est nulle: il n'y a aucun bruit de fond. Le clone 3 a les mêmes caractéristiques que pMB9, il ne contient pas d'insert. le clone 1 retient beaucoup plus d'ADNc de type , il doit contenir un insert d'ADNc de type alors que les clones 2 et 4 ont eux un insert d'ADNc de type . Il faut remarquer que les clones présentent tous les trois une certaine hybridation croisée avec l'autre type d'ADNc. Il y a deux raisons à cela: 

* les ADNc ne sont probablement pas parfaitement séparés par l'électrophorèse en gel dénaturant de polyacrylamide compte tenu de la faible différence entre eux; 

* même si cette séparation était parfaite il y a suffisamment d'homologie de structure entre les deux molécules pour qu'il y ait un peu d'hybridation croisée. 

Les clones ne retiennent pas toute la radioactivité correspondant à leur type: lors de la renaturation il y a compétition entre les brins du clone et les brins marqués de l'ADNc. Néanmoins ces résultats sont une bonne indication du contenu de chaque clone. 

  

Digestion par enzymes de restriction 
Le plasmide natif présente un site unique pour EcoR I, utilisé pour y inclure l'insert. Les plasmides recombinés doivent donc avoir perdu ce site là (par contre il peut en avoir d'autres dans l'insert lui-même. BamH I est aussi présent en un seul exemplaire dans pMB9, et a été conservé dans le plasmide recombiné mais il peut y en avoir d'autres dans l'insert. Les ADN plasmidiques de chacun des quatre clones est digéré d'une part par EcoR I et de l'autre par BamH I. 
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On constate que le clone 3 donne exactement les mêmes bandes que pMB9. Pour les clones 1,2 et 4 certains sites sont d'origine plasmidique alors que d'autres étaient portés par l'insert. 

  

	clone 
	sites dus à pMB9 recombiné 
	sites dus à l'insert 
	conclusion 

	témoin pMB9 natif 
	1 BamH I 
	1 EcoR I non perdu car non recombiné 
	vecteur natif 

	3 
	1 BamH I 
	1 EcoR I non perdu car non recombiné 
	vecteur natif 

	1 
	1 BamH I 
	1 EcoR I porté par l'insert 
	insert avec 0 site BamH I et 1 EcoR I 

	2 et 4 
	1 BamH I 
	1 EcoR I et 1 BamH I portés par l'insert 
	insert avec 1 site BamH I et 1 EcoR I donc différent du clone 1 


  

La dernière expérience pour identifier ces inserts est leur séquençage. Les séquences pour les inserts des clones 2 et 4 sont les mêmes et lorsqu'on essaie de traduire les nucléotides en acides aminés, on met en évidence une phase de lecture non interrompue( phase ouverte de lecture ou ORF pour open reading frame) qui correspond à la séquence protéique de la globine. la séquence de l'insert du clone 1 traduite donne la séquence protéique de l' globine. 

Recherche du gène génomique 
Après cette première étape les mêmes auteurs ont cherché le gène génomique codant pour chacune de ces deux protéines. 

La banque génomique humaine a été construite avec un vecteur l gt11 ( l d'insertion). Elle contenait de l'ordre de 10 5 à 10 6 clones. 

La stratégie de repérage des clones contenant le gène génomique était l'identité de séquence sur les exons. Les inserts des clones 1 et 2 précédemment isolés ont été marqués radioactivement avec du 32 P et ces sondes ont servi pour hybrider les séries de clones de la banque génomique. 

Il a fallu hybrider 300 000 clones d'ADN génomique pour obtenir un clone contenant le gène de la globine

Facteur VIII

 

Ce gene a été isolé en 1985. De nombreuses tentatives avaient déjà été faites en vain. L'isolement de ce gène suscitait de nombreux espoirs d'avancée thérapeutique dans le traitement de l'hémophilie. 

L'état des connaissances en 1985 
•  Une équipe avait entrepris à des fins thérapeutiques l'isolement de la protéine du facteur VIII. Avant de travailler sur du matériel humain, ils avaient essayé de mettre au point la technique de purification sur des tissus de bœuf. Le facteur VIII est produit en très petite quantité et on ne connaît pas de cellules ou tissu spécialisé dans sa production (et qui en seraient plus riches). Il a donc fallu utiliser de grandes quantités de foie de bœuf (plusieurs dizaines de kg) pour extraire, purifier et séquencer cette protéine. Or le séquençage des protéines est une technique laborieuse, longue et délicate d'interprétation. Cette approche s'est finalement soldée par un échec puisqu'au terme de ces travaux il n'a été possible que d'obtenir des quantités infimes de protéine pure, insuffisamment pour déterminer toute la séquence. On n'avait que des fragments extrêmement petits (pas plus de 18 aminoacides consécutifs). 

•  On savait séquencer des oligonucléotides de séquence connue. 

•  On avait localisé le gène codant le facteur VIII sur la portion distale du chromosome X 

Stratégie 
[image: image89.jpg]Splicing, cloavage,
and polyadenylation

Seven introns . Extra RNA
L123456

— 182

nucleotides




Figure 2-47. Quelle sonde oligonucléotidique prendre ? 

Du fait de la dégénérescence du code, la troisième base d'un codon est rarement unique (3 aminoacides sont codés par 6 codons avec les positions 1 et 3 dégénérées respectivement 2 et 4 fois; 1 est codé par 3 codons, la troisième position est dégénérée trois fois; 5 sont codés par quatre codons avec la position 3 dégénérée quatre fois; 5 sont codés par deux codons avec la position 3 dégénérée deux fois et seulement deux ne sont codés que par un codon: Met codon AUG et Trp codon UGG). En tenant compte des préférence dans l'usage des codons par l'organisme humain, on pouvait parier que certaines dégénérescences n'avaient pas lieu d'être prises en compte. Néanmoins il restait un grand nombre de sites qui pouvaient être occupés par deux à quatre bases. Pour ne pas risquer de passer à côté du gène un oligonucléotide très dégénéré a été synthétisé, ou plutôt, plusieurs lots portant à eux tous toutes les dégénérescences utiles ont été constitués (de l'ordre de 1 000 dégénérescences réparties en 8 lots soit 125 oligo nucléotides différents dans un même lot). 

Etant donné que l'on recherchait le gène dans une banque génomique, on courait le risque que le fragment de séquence connue soit à cheval sur deux exons et devienne alors trop petit pour permettre une hybridation efficace et repérable. 

Malgré ces inconnues et faute d'autres indices pour mettre au point une stratégie moins hasardeuse, l'expérience fut tentée... et réussie. 
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Figure 2-48. Stratégie de clonage du gène génomique codant le facteur VIII. 

On a ainsi pu obtenir deux clones chevauchants contenant de l'ADN du gène du facteur VIII. Par une marche sur le chromosome (voir plus loin la méthode) on a pu finalement isoler presque tout le gène qui comporte 26 exons et couvre 180 kbp. 

  

L'application thérapeutique s'est révélée impossible à mettre en pratique car la molécule protéique native subit des modifications post traductionnelles, que l'on n'a pas été encore capable de reproduire afin de produire du facteur VIII cloné actif. 

  

Ce ne sont là que deux exemples très particuliers. Il existe d'autres méthodes (certaines d'un usage plus général) que nous verrons de façon détaillée dans les chapitres suivants. Donnons simplement le nom de ces méthodes : 

•  clonage d'un gène par sauvetage d'un mutant. 

•  clonage positionnel d'un gène . 

•  clonage d'un gène par reconnaissance immunologique de son produit. 

Polymorphisme
 

De l'antiquité jusqu'au 16ème siècle le monde naturaliste a été essentialiste, ne s'attachant qu' à l'essence des êtres vivants : tous les membres d'une espèce partageaient des caractéristiques communes. Peu à peu, certains se sont attachés aux particularités individuelles jusqu'à ce qu'elles deviennent un sujet d'étude avec les généticiens (fin 19ème siècle, début 20ème). L'étude de la transmission de ces différences devient un centre d'intérêt. 

Ces différences sont tout d'abord visibles (c'est ce que l'on appelle le phénotype). Sachant que tout individu est d'abord une cellule programmée par un génome, quelle est la base de toutes ces différences que le phénotype reflète ?

Origine
 

Vous avez vu en biochimie que l'ADN se réplique de façon semiconservative : une molécule double brin en donne deux identiques par le jeu de la complémentarité des bases. Cette réplication est assurée par un système enzymatique hautement fiable puisque l'ADN polymérase possède une activité de relecture due à son action 3'-5' nucléasique
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Figure 3-1. Propriétés de l'ADN polymérase I de Escherichia coli. 

Chez les mammifères, l'ADN polymérase peut avoir une fréquence d'erreurs qui tombe jusqu'à 10-11.
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Figure 3-2. Activité de relecture de l'ADN polymérase.

Si des individus d'une population présentent des différences ce peut être pour deux raisons.

· Ils sont dans des milieux un peu différents qui ont interagi différemment avec les différentes sous populations. Cette hypothèse ne rend pas compte des différences observées entre membres d'une même sous population qui ont le même mode de vie et le même habitat. 

· Dans ce cas on doit faire l'hypothèse que les différences observées sont dues à des différences dans le génome. 

Une population s'est développée à partir d'un nombre modeste d'individus. Il a fallu de très nombreux cycles de réplication d'ADN pour augmenter le nombre d'individus de génération en génération. Même si la fréquence des erreurs de l'ADN polymérase est infime à l'échelle d'une cellule, sur une population d'êtres multicellulaires et sur de nombreuses générations, l'accumulation de ces erreurs devient notable. 

Définitions

 

 

Définitions

Le polymorphisme concerne n'importe quelle différence entre les individus. On peut l'observer au niveau de l'aspect général des individus, au niveau des protéines. Une protéine polymorphe peut présenter en un site donné plusieurs acides aminés différents. Elle sera plus ou moins fonctionnelle selon les cas, mais un polymorphisme ne présume rien sur gain ou perte de fonction.

Un caractère est une particularité d'un individu, pour laquelle il peut exister des différences héréditaires variées (ex. :la couleur des yeux).. Terme assez vague quelquefois utilisé à la place d'un élément du phénotype

Génotype / Phénotype : Termes proposés en 1909 par Johannsen

Le génotype est constitué par l'ensemble des caractères héréditaires propres à un individu ou à une cellule.

Le phénotype correspond à l'expression de ce patrimoine génétique dans un environnement donné: C'est ensemble des caractères observables chez un individu, résultant de l'interaction entre son génotype et les effets de son environnement. Ce terme est souvent utilisé pour décrire les conséquences d'une ou de plusieurs mutations.

Mutant : Cellule qui présente de nouvelles caractéristiques causées par un changement dans son ADN.

Mutation : Modification du patrimoine génétique, conduisant à un organisme appelé mutant. Ces altérations du message génétique sont expliquées notamment par des erreurs de réplication de la molécule d'ADN (modification aléatoire de la séquence de nucléotides composant un gène) ou par des altérations de certaines bases avant la réplication. Elles peuvent survenir naturellement ou être provoquée par des agents chimiques ou par génie génétique. 

Ces altérations brusques et faites au hasard du matériel génétique d'une cellule entraîne une modification durable de certains caractères du fait de la transmission héréditaire de ce matériel de génération en génération. Les mutations spontanées sont à l'origine de la diversification des êtres vivants au cours de l'évolution. 

Néfastes quand elles affectent l'intégrité du génome, elles peuvent également induire l'apparition de caractères favorables, qui seront conservés lors de la sélection naturelle (fixation de la mutation). 

Avec la biologie moléculaire on sait maintenant provoquer des mutations dans des gènes particuliers sur des organismes en culture. C'est de la mutagenèse dirigée.

Variant : on utilise parfois ce terme pour désigner des mutants apparus spontanément (en l'absence de toute mutagenèse) dans une population.

Type sauvage ou forme de référence (en anglais wild type) : Forme d'un organisme qui prend place le plus souvent dans la nature. Lorsqu'il s'agit d'un gène présentant du polymorphisme, c'est la forme la plus répandue qui sert de référence. Souvent, si cette forme est la plus répandue c'est parce qu'elle est en cours de sélection par le jeu de la sélection naturelle, par conséquent c'est souvent une forme fonctionnelle (mais il peut y avoir des exceptions).

Différents types

 

 

Ce polymorphisme intervient à différents niveaux. C'est lui qui est responsable de l'unicité de chaque être vivant et qui nous permet de les distinguer les uns des autres même entre individus de la même espèce (ou variété). En dehors de cette perception globale, à quoi sont dues ces différences ? quelles sont les molécules responsables de notre aspect : les protéines.

 

 

Polymorphisme protéique
Un des premiers étudiés (depuis 1949, date de la mise au point du séquençage des protéines par Sanger) fut celui des globines chez l'homme.

Les différents cas pathologiques concernés par une anomalie de l'hémoglobine étaient regroupés dans les hôpitaux de tous les pays et là un vaste programme a consisté à déterminer la séquence primaire des deux globines adultes et [image: image93.png]


dont il faut deux sous unités pour constituer le tétramère d'hémoglobine ([image: image94.png]


2, [image: image95.png]


2). 
[image: image96.jpg]HC-

H.C

HOOCCH,CH, CH,CH,COOH

Hemin

@ Subunits

B Subunits





Figure 3-3. structures secondaires, tertiaires et quaternaire de l'hémoglobine et détail de l'hème.

	Hb Name
	Number Substitution
	Residue Amino Acid
	Mutation (m. in
parentheses are presumed)
	phénotype
propriété(s) de Hb

	G-Hsi-Tsou
	79(EF3)
	Asp->Gly
	(GAC->GGC)
	normal (Ht)

	Tampa
	79(EF3)
	Asp->Tyr
	(GAC->TAC)
	normal

	Tigraye
	79(EF3)
	Asp->His
	GAC->CAC
	normal (Ht)

	Yaizu
	79(EF3)
	Asp->Asn
	GAC->AAC
	normal (Ht)

	G-Szuhu
	80(EF4)
	Asn->Lys
	(AAC->AAA or AAG)
	normal

	Baylor
	81(EF5)
	Leu->Arg
	(CTC->CGC)
	instable

	La Roche-sur-Yon
	81(EF5)
	Leu->His
	(CTC->CAC)
	normal (Ht)

instable

	Providence
	82(EF6)
	Lys->Asn->Asp
	(AAG->AAT or AAC)
	Mild polycythemia (Ht)

	Rahere
	82(EF6)
	Lys->Thr
	(AAG->ACG)
	Mild polycythemia (Ht)

	Helsinki
	82(EF6)
	Lys->Met
	(AAG->ATG)
	Erythrocytosis(Ht)

	Ta-Li
	83(EF7)
	Gly->Cys
	(GGC->TGC)
	normal (Ht)lgt instable polymérisation

	Pyrgos
	83(EF7)
	Gly->Asp
	(GGC->GAC)
	normal (Ht) O2 (

	Muskegon
	83(EF7)
	Gly->Arg
	(GGC->CGC)
	normal (Ht)

	Kofu
	84(EF8)
	Thr->Ile
	(ACC->ATC)
	normal (Ht)

	Buenos Aires
	85(F1)
	Phe->Ser
	(TTT->TCT)
	instable,CHBA

	Olomouc
	86(F2)
	Ala->Asp
	(GCC->GAC)
	(Ht): Mild erythrocytosis O2 (

	D-Ibadan
	87(F3)
	Thr->Lys
	(ACA->AAA)
	normal (Ht)

	Valletta
	87(F3)
	Thr->Pro
	ACA->CCA
	normal (Ht)

	Quebec-Chori
	87(F3)
	Thr->Ile
	(ACA->ATA)
	normal (Ht)

	Borås
	88(F4)
	Leu->Arg
	(CTG->CGG)
	instable CHBA

	Santa Ana
	88(F4)
	Leu->Pro
	CTG->CCG
	instable CHBA

	Creteil
	89(F5)
	Ser->Asn
	(AGT->AAT)
	(Ht)Severe erythrocytosis O2 ((

	Vanderbilt
	89(F5)
	Ser->Arg
	(AGT->CGT)
	(Ht)Severe erythrocytosis O2 ((

	Villaverde
	89(F5)
	Ser->Thr
	(AGT->ACT)
	(Ht)Severe erythrocytosis O2 ((

	Agenogi
	90(F6)
	Glu->Lys
	(GAG->AAG)
	normal (Ht)lgt instable

	Roseau-Pointe a Pitre
	90(F6)
	Glu->Gly
	(GAG->GGG)
	normal (Ht) lgt instable

	Pierre-Bénite
	90(F6)
	Glu->Asp
	(GAG->GAC or GAT)
	(Ht) lgt instable O2 (

	Sabine
	91(F7)
	Leu->Pro
	(CTG->CCG)
	instable CHBA

	Caribbean
	91(F7)
	Leu->Arg
	CTG->CGG
	(Ht) lg anémie lgt instable

	Mozhaisk
	92(F8)
	His->Arg
	(CAC->CGC)
	instable (Ht) CHBA

	M-Hyde Park
	92(F8)
	His->Tyr
	(CAC->TAC)
	cyanose instable dissociation dimère

	Newcastle
	92(F8)
	His->Pro
	(CAC->CCC)
	anémie chronique CHBA instable


	Saint Etienne
	92(F8)
	His->Gln
	(CAC->CAA or CAG)
	(Ht)anémie hémolytique instable dissociation dimère

	J-Altgeld Gardens
	92(F8)
	His->Asp
	(CAC->GAC)
	anémie (si [image: image97.png]


thal)lgt instable

	Redondo
	92(F8)
	His->Asn->Asp
	CAC->AAC
	Chronic hemolytic anemia(Ht); reticulocytosis, instable

	Okazaki
	93(F9)
	Cys->Arg
	(TGT->CGT)
	normal (Ht), instable

	Barcelona
	94(FG1)
	Asp->His
	(GAC->CAC)
	(Ht) Mild erythrocytosis

	Bunbury
	94(FG1)
	Asp->Asn
	(GAC->AAC)
	(Ht) Mild erythrocytosis

	Chandigarh
	94(FG1)
	Asp->Gly
	(GAC->GGC)
	microcytosis and hypochromia si [image: image98.png]


thal

	N-Baltimore
	95(FG2)
	Lys->Glu
	AAG->GAG
	(Ht) normal

	J-Cordoba
	95(FG2)
	Lys->Met
	(AAG->ATG)
	(Ht) normal

	Detroit
	95(FG2)
	Lys->Asn
	(AAG->AAC or AAT)
	(Ht) normal

	Regina
	96(FG3)
	Leu->Val
	CTG->GTG
	(Ht) Mild erythrocytosis

	Malmö
	97(FG4)
	His->Gln
	CAC->CAA and CAC->CAG
	(Ht) Erythrocytosis

	Wood
	97(FG4)
	His->Leu
	(CAC->CTC)
	(Ht) Erythrocytosis

	Nagoya
	97(FG4)
	His->Pro
	(CAC->CCC)
	(Ht) Chronic hemolytic anemia, instable

	Moriguchi
	97(FG4)
	His->Tyr
	(CAC->TAC)
	(Ht) normal

	Köln
	98(FG5)
	Val->Met
	GTG->ATG
	(Ht) Mild hemolytic anemia reticulocytosis CHBA

	Nottingham
	98(FG5)
	Val->Gly
	GTG->GGG
	Severe hemolytic anemia; reticulocytosis CHBA instable

	Djelfa
	98(FG5)
	Val->Ala
	(GTG->GCG)
	modest reticulocytosis instable

	Mainz
	98(FG5)
	Val->Glu
	(GTG->GAG)
	Severe hemolytic anemia instable

	Kempsey
	99(G1)
	Asp->Asn
	(GAT->AAT)
	(Ht) Erythrocytosis

	Yakima
	99(G1)
	Asp->His
	(GAT->CAT)
	(Ht) Erythrocytosis

	Radcliffe
	99(G1)
	Asp->Ala
	(GAT->GCT)
	(Ht) Erythrocytosis polmymérisation

	Ypsilanti (Ypsi)
	99(G1)
	Asp->Tyr
	(GAT->TAT)
	(Ht) Erythrocytosis polmymérisation

	Hotel-Dieu
	99(G1)
	Asp->Gly
	(GAT->GGT)
	(Ht) Erythrocytosis O2 (

	Chemilly
	99(G1)
	Asp->Val
	(GAT->GTT)
	(Ht) Erythrocytosis

	Coimbra
	99(G1)
	Asp->Glu
	(GAT->GAA or GAG)
	(Ht) Erythrocytosis O2 (

	Brigham
	100(G2)
	Pro->Leu
	(CCT->CTT)
	(Ht) Erythrocytosis O2 (


	New Mexico
	100(G2)
	Pro->Arg
	(CCT->CGT)
	(Ht, si HbS) Erythrocytosis O2 (

	British Columbia
	101(G3)
	Glu->Lys
	(GAG->AAG)
	(Ht) Mild erythrocytosis

	Rush
	101(G3)
	Glu->Gln
	(GAG->CAG)
	(Ht) Mild hemolytic anemia instable Hbs hybrides

	Alberta
	101(G3)
	Glu->Gly
	(GAG->GGG)
	(Ht) Erythrocytosis instable, tétramères assymétriques O2 (

	Potomac
	101(G3)
	Glu->Asp
	(GAG->GAC or GAT)
	(Ht) Erythrocytosis O2 (

	Richmond
	102(G4)
	Asn->Lys
	(AAC->AAA or AAG)
	(Ht) normal hybrides assymétriques

	Kansas
	102(G4)
	Asn->Thr
	(AAC->ACC)
	(Ht) normal dissociation ( O2(

	Beth Israel
	102(G4)
	Asn->Ser
	(AAC->AGC)
	Cyanosis, instable

	Saint Mandé
	102(G4)
	Asn->Tyr
	(AAC->TAC)
	(Ht) Cyanosis O2(


CHBA: Compensated hemolytic anemia; Heinz bodies present with oxidative agents
cyanose Hereditary cyanosis (ferriHb) in the heterozygote
O2( affinité pour l'oxygène diminuée
O2 ( affinité pour l'oxygène augmentée
O2 (( affinité pour l'oxygène très augmentée
(Ht) signale que le phénotype est observé chez l'hétérozygote, c'est à dire l'individu chez qui un seul des deux allèles est variant. Dans certains cas le phénotype ne s'exprime que si l'hétérozygote porte également une autre mutation ([image: image99.png]


thal ; HbS etc.)
lgt pour légèrement 
Tableau 3-1. Quelques variants de la [image: image100.png]


globine. 
Dans le tableau 3-1 on a une compilation des données résultant du séquençage des protéines. Dans ce cas et en utilisant le code génétique on peut en général déduire le changement qui s'est produit sur l'ADN. c'est le cas des mutations présumées.

Pour les mutations les plus récentes on a directement séquencé l'ADN et on en a déduit l'acide aminé changé. Dans ce cas on est sûr de la mutation au niveau de l'ADN.

On a recensé 335 variants différents pour la [image: image101.png]


globine (données de 1996). 
L'analyse de ce tableau appelle plusieurs remarques.

En une position plusieurs aminoacides sont possibles et compatibles avec une certaine survie du porteur (voir positions 99 et 92).

La modification d'un acide aminé peut ou non modifier la fonctionnalité de la protéine et agir ou non sur le phénotype du sujet (pos.79 Tampa qui est normal et pos.99 Kempsey qui souffre d'une anémie grave). 

Pour une même position deux substitutions donnent des résultats différents (voir les variants pos.83 ;le remplacement d'une glycine par une arginine n'altère pas la globine chez Muskegon, alors que l'aspartate entraîne une affinité augmentée pour l'oxygène chez Pyrgos et son remplacement par une cystéine chez Ta-Li la rend légèrement instable).

L'altération d'une protéine n'a pas toujours le même effet. Il suffit pour s'en convaincre de voir la multiplicité des tableaux cliniques liés à ces variants.

Chez l'hétérozygote la maladie peut se manifester comme chez Alberta, Potomac,.. alors que dans d'autres cas, et bien que la molécule de globine soit altérée cela n'apparaît pas comme pour La Roche sur Yon, Okazaki, etc.
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Figure 34. Répartition des variants de la [image: image103.png]


globine le long de la molécule. 
Il faut donc retenir que pour un polypeptide donné il peut y avoir de multiples formes de variants aux propriétés diverses. Connaître les propriétés d'un variant ne permet en aucun cas d' inférer celles d'un autre variant du même polypeptide.

 

 

 

Polymorphisme nucléique
Ces modifications d'un polypeptide sont héréditaires, elles doivent donc avoir leur origine dans le génome des sujets présentant le phénotype mutant. Il existe une relation directe entre ADN et protéine (voir l'introduction : transcription et traduction).

	type de [image: image104.png]


globine 
	sauvage 
	Saint Mandé 

	acide aminé 102
	Asn
	Tyr

	codons ARNm
	AAU/C
	UAU/C

	                 brin transcrit
triplet ADN
                 brin non transcrit
	TTA/G

AAT/C
	ATA/G

TAT/C


Tableau 3-2. Déduction de la modification de l'ADN connaissant la modification du polypeptide.

On peut remarquer que la séquence de l'ARNm est la même que celle du brin non transcrit de l'ADN à condition de remplacer les U par des T.

Une modification phénotypique est donc la conséquence d'une modification du génotype. Est-ce que toutes les modifications du génotype entraînent obligatoirement des modifications du phénotype ? L'exemple déjà cité de la [image: image105.png]


globine Tampa permet de répondre non. L'examen du code génétique montre que pour coder un même acide aminé il peut y avoir de 1 à 6 codons différents (le code est dit dégénéré), un changement de la troisième base du codon étant le plus susceptible de ne pas entraîner de changement d'acide aminé ; il existe donc des mutations silencieuses. En génétique elles sont dépourvues d'intérêt puisqu'on ne peut pas les déceler facilement. Néanmoins, les techniques de biologie moléculaire permettent leur utilisation. Enfin, les gènes qui codent pour des protéines ne représentent, dans le génome humain que 4% de tout l'ADN. Les erreurs de copie de la polymérase se font au hasard. On doit donc s'attendre à rencontrer des différences entre individus tout le long de la molécule d'ADN et donc dans des régions qui ne codent pas de polypeptide. 
A coté des mutations qui modifient l'apparence (le phénotype) d'un individu, il en existe d'autres qui modifient seulement l'ADN, et qui servent de marqueurs moléculaires.

Repérage moléculaire
Parmi les différences au niveau de l'ADN qui n'entraînent pas de modification du phénotype du sujet deux familles sont beaucoup utilisées, les RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) et les microsatellites. Ils servent de repère.
RFLP

 

 

Pour ces marqueurs il faut distinguer deux étapes.

Tout d'abord l'identification de certains points qui présentent du polymorphisme (mise en évidence), à partir d'une banque d'ADN.

Ensuite, pour chaque marqueur la révélation de son état chez un individu donné (détection) qui doit être la plus simple possible et présenter des qualités indiscutables de fiabilité et de reproductibilité (travail de routine des laboratoires d'analyses).

Les deux étapes ont des objectifs différents et mettent en jeu des techniques également différentes.

RFLP

Les fragments de restriction obtenus à partir d'un bout d'ADN dépendent de l'enzyme utilisée pour les générer ainsi que de la séquence de ce bout d'ADN puisque l'ER a une spécificité de coupure.

Une mutation pourra, en modifiant la séquence primaire de l'ADN entraîner une modification de sa carte de restriction (un site qui disparaît ou au contraire qui apparaît).

Il est déraisonnable de chercher à caractériser un génome complet par les fragments de restriction obtenus puisque même pour un génome relativement petit (bactérie de l'ordre de 106bp) une ER ayant un site de 6bp (un site toutes les (1/4)6 bp) donnera de l'ordre de 250 fragments (106/46) qui, par électrophorèse en gel d'agarose ne seront pas séparés et donneront une traînée.

Pour être un repère fiable, un RFLP doit être identifiable sans aucune ambiguïté, il ne peut donc se trouver que dans une région non répétée du génome.

Définition

Pour définir un RFLP on a besoin

· d'une sonde d'ADN représenté une seule fois dans le génome (de quelques centaines de bp) et qui sera marquée (par nick translation au 32P) 

· d'une enzyme de restriction qui possède un site proche de la région unique d'ADN qui hybride avec la sonde 
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Figure 3-5.Ce RFLP est défini par l'enzyme PstI qui présente un polymorphisme de coupure près de la sonde. Si le site polymorphe existe, la sonde hybridera avec un fragment de 3kbp, si le site est absent, la taille du fragment hybridant avec la sonde sera de4kbp. 

 

Mise en évidence

Pour mettre en évidence un RFLP on procède en deux étapes:

1. recherche dans une banque génomique de clones qui ne contiennent que de l'ADN unique (exclusion de tous ceux qui portent de l'ADN répété). 

2. recherche d'une endonucléase de restriction qui sur la région contenant l'ADN unique précédemment isolé produit un polymorphisme de la taille des fragments générés.( Ce polymorphisme doit être suffisamment fréquent dans la population pour être utile) 

On commence donc par constituer une banque d'ADN génomique dans un vecteur classique (ici les vecteurs qui ont une très grande capacité ne sont d'aucune utilité car leur probabilité de n'avoir que de l'ADN non répétitif est en raison inverse de leur capacité). On transfère les clones de cette banque sur une membrane de nylon afin de pouvoir les hybrider. Puisque l'on veut distinguer les clones qui contiennent de l'ADN répétitif des autres on a pensé que les premiers sont ceux qui vont retenir le plus facilement de l'ADN génomique total, qui est lui aussi riche en ADN répété. On marque par nick-translation de l'ADN génomique au 32P (voir Ch2). Cet ADN sert à hybrider l'ADN des clones fixé à la membrane de nylon. Après lavage on fait une autoradiographie. Les clones marqués sont ceux que l'on va exclure. L'ADN inséré dans chacun des autres vecteurs est ensuite sous cloné, souvent dans un plasmide, plus simple à manipuler. On dispose alors d'une collection d'inserts d'ADN unique qui vont servir de sonde pour la seconde étape.

Il faut maintenant reconnaître si une endonucléase génère des fragments de taille différentes sur différents exemplaires de la région chromosomique contenant l'insert repéré à l'étape précédente.

On prélève des leucocytes sur une vingtaine d'individus sans liens de parenté. Pour chaque échantillon on extrait l'ADN génomique. Chacun des vingt ADN va être soumis a diverses digestions par une seule endonucléase à chaque fois (de l'ordre de 30 enzymes sont essayées en moyenne). Le résultat de ces digestions complètes est la fragmentation en un grand nombre de morceaux de tailles variées puisque tout le génome est représenté. Le produit de chaque digestion est déposé sur un gel d'agarose et subit une électrophorèse qui a pour effet de trier les fragments par ordre décroissant de taille.

La sonde d'ADN unique marquée au 32Pmise en évidence à l'étape précédente va servir à reconnaître dans tout le génome le ou les morceaux qui contiennent cette séquence. On transfère l'ADN du gel d'agarose sur membrane de nylon (technique du Southern blot).On hybride la membrane et l'ADN qu'elle porte avec la sonde marquée radio activement; et on en fait une autoradiographie. Les résultats observés peuvent être de deux types.

Soit, pour une enzyme donnée les 20 échantillons donnent la ou les mêmes bandes, ce qui signifie que, au voisinage de la sonde les 20 génomes sont découpés par l'endonucléase de la même façon: absence de polymorphisme.

Soit pour une autre enzyme parmi les 20 échantillons certaine bandes ont des tailles différentes selon les individus. Dans ce dernier cas, il y a bien un polymorphisme de la longueur des fragments de restriction qui permet de distinguer deux zones homologues puisque l'une porte un site de coupure là ou l'autre n'en a pas.
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Figure 3-6. Mise en évidence d'un site RFLP révélé par la sonde X et TaqI

Détection 
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Figure 3-7. Etapes de la révélation du RFPL porté par un ADN.

La technique utilisée qui comporte un southern blot, une hybridation et une autoradiographie est longue (plusieurs jours) et délicate. C'est une des raisons qui font que l'on préfère aujourd'hui les microsatellites comme repères.
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Figure 3-8.Répartition de quelques marqueurs RFLP sur le chromosome humain 22 (un des plus petit). La nomenclature de ces marqueur comporte le numéro du chromosome l'indication que le locus est unique (S) et son n°d'identification 

Fréquence

Pour un site de restriction donné il n'y a que 2 possibilités être ou ne pas être. Deux formes mutuellement exclusives, on dit deux formes alléliques, elles occupent le même endroit (ou locus) sur l'ADN humain. Ces deux formes peuvent avoir la même fréquence soit 50% chacune ou l'une est plus fréquente que l'autre (tous les cas de figure sont possibles). Vous verrez par la suite que ces marqueurs sont particulièrement intéressants pour distinguer les deux chromosomes d'un individu (diploïde). On ne pourra faire une telle distinction que si les 2 chromosomes sont différents. Quelle est donc la probabilité qu'un individu porte deux formes différentes si l'une a la fréquence p et l'autre la fréquence (1-p) puisque ce sont les deux seules possibilités
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Figure 3-9. Fréquence d'un hétérozygote suivant les fréquences des 2 allèles.
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Figure 3-10. Variation de la fréquence des hétérozygotes en fonction des fréquences alléliques.

On voit que plus chacun des deux allèles aura une fréquence proche de 50% plus haute sera la fréquence des hétérozygotes. Donc les RFLP les plus utiles seront ceux pour lesquels les deux allèles présenteront les fréquences les plus proches.

Il arrive que plusieurs sites polymorphes soient très proches , permettant de générer plus de deux fragments différents

[image: image112.png]4 profils sont possibles

sitel | site? | haplotype
présent | present | A
absent | présent| B
présent |_absent c
absent | absent D
X

site 1 site 2

polymorphe polymorphe
BamH 1 BamH1 BamH I BamH1 BamH I
Sk Ik l 2,5kbp l,Zkhl
l O v

Sonde Y d" ADN unigue

A= 1kbp + 2,5kbp

= 4kbo + 2.5kbo

B= 1kbp + 3.7kbp

D=4kbp + 3.7kbp





Figure 3-11. Haplotypes multiples obtenus avec 2 Rflp associés à une seule sonde Y.

On appelle haplotype l'une des formes possibles pour le génotype d'un complexe de gènes ( gènes proches les uns des autres). Ce terme est appliqué aux complexes de gènes plutôt que le terme allèle, qui fait référence à une des formes possibles pour un gène isolé.

Microsatellites

 

Microsatellites

Définition

Un second type de repère est constitué par de l'ADN répété : un microsatellite est la répétition en tandem (toujours dans le même sens , par opposition à répétitions inversées répétées)un certain nombre (variable) de fois d'un motif court (de 1 à 4 nucléotides, le plus souvent). Pour que ce marqueur puisse être un repère non ambigu, il doit être entouré à droite et à gauche de séquences uniques.
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Figure 3-52. Détail d'un microsatellite.

Selon les individus un microsatellite peut comporter un nombre de répétitions qui est différent.

Mise en évidence

Pour isoler des microsatellites, on va de nouveau partir d'une banque génomique humaine que l'on hybride avec de l'ADN humain total (comme dans le cas des RFLP) mais cette fois les clones intéressants sont ceux qui présentent une affinité décelable pour l'ADN génomique (contrairement au cas précédent). Ces clones contiennent de l'ADN qui s'hybride facilement donc fréquent dans le génome. Il y a donc de fortes chances que ce soit de l'ADN répété. Il faut ensuite les reprendre un à un pour mettre en évidence de part et d'autre de la région répétée des portions de séquences uniques dans le génome. Encadrant le motif répété, et situé dans les parties uniques, on détermine deux amorces de 20 à 40 nucléotides (séquences simple brin) qui vont servir lors d'une réaction d'amplification en chaîne (Polymerase Chain Reaction) pour synthétiser un grand nombre de copies du motif. L'ADN produit par cette réaction sera analysé par électrophorèse sur un gel de polyacrylamide dénaturant afin d'en déterminer la longueur. Souvent cette longueur est variable : le microsatellite présente plusieurs formes alléliques.

La réaction de PCR (Polymerase Chain Reaction)
c'est un outil extrêment utilisé en biologie moléculaire. Il est temps d'en donner les grandes lignes. On utilise une polymérase pour recopier de l'ADN dénaturé. Rien de nouveau, sauf que l'ADN ainsi synthétisé va à son tour servir de matrice pour de nouveaux cycles de synthèse. Or pour le dnaturer il faut le chauffer, et le chauffage dénature et inactive les protéines ! Il existe des organismes capables de vivre à des températires extrêmes (aussi bien hautes que basses) et en 1989, Saïki a utilisé une polymérase extraite d'une bactérie thermophile, polymérase qui résiste à des températures de l'ordre de 95°C. Les schémas suivants donnent les premières étapes de la PCR. Notez bien la taille des molécules néosynthétisées à chaque cycle et voyez celles qui s'accumulent le plus abondamment, ce seront les seules visibles.
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[image: image117.jpg]PCR: Résultats du 4éme cycle d'amplification.
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[image: image118.jpg]PCR: résultats du Séme cycle d'amplification.
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	Cycle de PCR
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	molécules d'ADN copiées
	2
	4
	8
	16
	32
	64
	128

	copies du usat (()
	0
	0
	2
	8
	22
	52
	114

	copies de taille différente
	2
	4
	6
	8
	10
	12
	14



Tableau 3-3. Evolution du nb de copies en f des cycles de PCR.
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Quelques sites qui présen,tent une animation PCR :

en anglais

· http://www.dnalc.org/shockwave/pcranwhole.html ma préférée 

· http://allserv.rug.ac.be/~avierstr/principles/pcr.html 

· http://www.rvc.ac.uk/Extranet/DNA_1/7_PCR.htm 

en français

· http://pedagogie.ac-aix-marseille.fr/geniebio/biomol/docs/pcr.html 

· http://www.ens-lyon.fr/RELIE/PCR/principe/anim/presentation.htm 

Un microsatellite est donc complètement défini par

· le motif répété qui le compose 

· les amorces uniques qui l'encadrent et servent à l'identifier et à l'amplifier. 

Un marqueur microsatellite, avec un organisme qui ne porte qu'un lot de chromosomes (ou organisme haploïde) ne doit présenter qu'une bande amplifiée. Un individu diploïde ne présentant qu'une bande amplifiée doit porter le même nombre de répétitions sur ses deux chromosomes homologues. Il est dit homozygote. S'il présente deux bandes de tailles différentes alors les deux chromosomes homologues portent un nombre de répétitions différentes, la personne est dite hétérozygote. Dans la dernière figure ci-dessus seul 3 est homozygote pour la forme 4 répétitions. tous les autres sont des hétérozygotes.

	n° du sujet
	nb de répétitions d'un allèle
	nb de répétitions de l'autre allèle
	haplotype*
	génotype*

	1
	4
	17
	4,17
	4/17

	2
	10
	23
	10,23
	10/23

	3
	4
	4
	4
	4/4

	4
	13
	16
	13,16
	13/16

	5
	4
	11
	4,11
	4/11

	6
	3
	14
	3,14
	3/14


L'haplotype décrit seulement les différentes formes observables chez un individu, alors que le génotype indique, l'une sous l'autre (puisqu'elles sont homologues), les deux formes présentes.

Tableau 3-4.Interprétation du gel d'analyse de PCR.

Détection

La détection d'un microsatellite connu comporte les étapes suivantes :

· extraction deb l'ADN génomique 

· réaction de PCR avec cet ADN et le couple d'amorces correspondant au microsatellite exploré 

· électrophorèse sur gel de polyacrylamide (haute résolution). 

Ce protocole est moins délicat et plus rapide que celui de la détection des RFLP. C'est une des raisons qui ont conduit à l'abandon, lorsque cela est possible, des RFLP au profit des microsatellites.

Fréquence

Dans ce qui précède on a pu voir des exemples de microsatellites qui présentent de nombreuses formes alléliques distinctes. Dans ce cas la fréquence des hétérozygotes pour ce type de marqueur pourra être beaucoup plus élevée et donc d'une utilité plus générale. C'est une raison de plus de préférer les microsatellites quand on a le choix.

Les microsatellites sont dans l'ensemble répartis uniformément dans l'ensemble du génome humain à raison d'un tous les 10kbp, en moyenne. Néanmoins, il peut y avoir des zones ou plus rares ils ne sont alors pas pratique à utiliser.

Le tableau 3-5 présente plusieurs marqueurs étudiés dans une population irlandaise. 3 types de marqueurs sont présents : des RFLP simples (qui ne donnent jamais plus que 50% d'hétérozygotes) des RFLP qui combinent plusieurs sites voisins et des microsatellites . On peut remarquer que pour l'ensemble de ces deux dernier la fréquence d'hétérozygotes est en général très supérieure à 50%.

Si l'on appelle pa, pb, pc, ...pn les fréquences respectives des différents allèles pour un marqueur donné la fréquence attendue d'hétérozygotes est égale à 1 diminué de la fréquence des homozygotes (pa2+pb2+pc2+...+pn2 = ((pn2)
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	Symbole du locus
	nom du site
	% hétérozygotes attendus
	Exp Het

	APOB
	EcoRI 
	[image: image122.jpg]



	0.23

	APOB
	XbaI 
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	0.50

	COMT
	BglI 
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	0.20

	COMT
	HindIII 
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	0.48

	D10S94
	TaqI 
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	0.19

	APOB
	2-site haplotype (XbaI, EcoRI)
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	0.61

	COMT
	3-site haplotype (HindIII, NlaIII, BglI)
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	0.75

	CYP2E
	3-site haplotype (PstI, RsaI, MspI)
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	0.10

	PAH
	4-site haplotype (BglII, PvuII A, MspI, XmnI)
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	0.80

	DRD2
	5-site haplotype (TaqI B, TaqI D, (GT) STRP, HincII, TaqI A)
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	0.82

	Class I ADH
	6-site haplotype
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	0.74

	D2S123
	D2S123 dinucleotide STRP
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	0.71

	DRD2
	Intron 2 (GT)n dinucleotide STRP
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	0.67

	HOXB6
	(CA)n STRP
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	0.64

	SLC6A3
	2-site haplotype (3' VNTR, G2319A MspI)
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	0.59

	COMT
	4-site haplotype (HindIII, (TAAA) repeat, NlaIII, BglI)
	[image: image137.png]



	0.85


Tableau 3-5. Fréquence attendue des hétérozygotes pour différents marqueurs dans une population irlandaise.
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Figure 3-13. Carte du chromosome 7 humain montrant la répartition des marqueurs microsatellites.

SNP

 

 

Définition

Les SNP(Single Nucleotide Polymorphism) constituent la forme la plus abondante de variations génétiques dans le génome humain. Ils représentent plus de 90% de toutes les différences entre individus. C'est un type de polymorphisme de l'ADN dans lequel deux chromosomes diffèrent sur un segment donné par une seule paire de bases.

Dans deux génomes humains tirés au hasard, 99,9% de la séquence d'ADN est identique. Les 0,1% restants contiennent des variations de séquence dont le type le plus commun est le polymorphisme pour un nucléotide (SNP). Les SNP sont stables, très abondants et distribués uniformément dans tout le génome. Ces variations sont associées à de la diversité entre populations ou individus, une différence de sensibilité à des maladies et la réponse individuelle aux médicaments.

Mise en évidence

De nombreux SNP ont été mis en évidence lors de l'étude de sujets sains et malades portant des allèles différents d'un gène donné. 

Il existe aujourd'hui de nombreuses méthodes pour mettre en évidence des différences d'un nucléotide. Une des plus performante actuellement et qui paraît offrir de grandes espérances est l'usage des puces à ADN

Puces à ADN
La technologie des puces à ADN s'inspire de la technique des analyses de gels en Southern blot par hybridation. Ici encore l'ADN va être analysé par hybridation. Mais le support de nylon est remplacé par un support non poreux, du verre, sur lequel la micro technologie permet de déposer de l'ADN en des points précis et en quantité précise. La densité de ces arrangements va de plusieurs centaines à plusieurs dizaines de milliers de cibles (cela dépend de la méthode utilisée pour les fabriquer).

Trois étapes constituent l'usage des puces à ADN.

1. Préparation de la puce, ce qui implique de choisir l'acide nucléique le plus approprié à se lier à un support solide, ainsi que la méthode de construction de la puce. (dépôts physiques ou synthèse in situ des différents oligonucléotides-méthode photolithographique) 

2. La préparation de la sonde marquée par des fluorochromes et son hybridation (souvent c'est de l'ARN qui est converti en ADNc). 

3. La saisie des données et leur analyse. 

Dans le cas des ADN déposés physiquement on peut utiliser différents types d'ADN

· des fragments de gènes 

· des amplifiats obtenus avec des amorces très dégénérées et qui contiendront une bonne partie du génome 

· des EST (petits fragments de gènes identifiés par une ORF, Expressed Short Tag). Ces fragments ont été obtenus à partir d'une banque d'ADNc . 

· etc. 

Une puce contenant 10000 cibles mesure 50 x 100 microns.
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Figure 3-14. Préparation d'une puce par photolithographie.

La méthode photolithographique permet de fixer de petits oligonucléotides avec une grande densité. Pratiquement dans ce cas, on inclut plusieurs marqueurs pour le même gène, pour éviter, entre autre, les erreurs.

Quelque soit sa méthode de construction, une puce avec des oligonucléotides donne une meilleure résolution, une meilleure hybridation et une bonne capacité de détection des SNP.

Par rapport aux méthodes classiques d'hybridation, les puces permettent de traiter de nombreux échantillons et contrôles simultanément.

Ces puces permettent

· de comparer le génome de deux populations de cellules l'une saine et l'autre cancéreuse par exemple. 

· de faire l'inventaire des gènes exprimés dans un tissu donné. 

· l'identification de souches pathogènes telles que l'influenza, la malaria ou E. coli 

· de caractériser un génome (séquence, marqueurs de chaque chromosome homologue, etc.) 

· de détecter des SNP 

Détection de novo des SNP
[image: image140.jpg]



Figure 3-15. Représentation schématique d'une portion de puce à ADN. L'ADN analysé est marqué par un fluorochrome (. Ici, seules deux formes de sondes ont été représentées :TCGGAG ou TCAGAG. Le sujet qui a fourni l'ADN ne porte que la forme G et pas A, il est homozygote G/G. 

Pour la détection de nouveaux SNP on utilise des oligonucléotides (15 à 20 nucléotides de long) qui ont la séquence exacte d'une portion du gène, sauf pour le nucléotide central qui peut être n'importe laquelle des 4 bases. Il faut donc 4 oligonucléotides à chaque position explorée. 

L'ADN d'un individu est fragmenté et marqué avec un fluorochrome puis hybridé avec l'ADN fixé sur la puce. Seuls les fragments qui trouvent la séquence exactement complémentaire sont retenus. Après lavage pour éliminer l'ADN fluorescent en excès, on analyse les oligonucléotides qui ont retenu de la fluorescence. Ce qui permet de déterminer quelle est la séquence exacte pour le gène correspondant.

Dans la figure 3-15 une seule des deux sondes représentées fluoresce. L'individu possède donc la même forme pour la position explorée sur chacun de ses chromosomes homologues, il est homozygote. 

Une puce pouvant contenir plusieurs dizaines de milliers de sondes permet d'explorer rapidement le génome.
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Figure 3-16 Microphotographie d'une puce à ADN après hybridation. Les sondes qui ont retenu l'ADN marqué émettent une fluorescence verte 

Détection des SNP connus

La plupart de ces méthodes (comme celle des puces à ADN que nous venons de voir) sont basées sur la capacité de l'ADN d'être dénaturé en simple brin par la chaleur et de se renaturer en refroidissant dans des conditions précises avec un brin dont la séquence est complémentaire.

Hybridation Allèle Spécifique

Méthode connue également sous le nom de Allele Specific Oligonucleotide hybridisation (ASO). On utilise deux sondes oligo nucléotidiques courtes qui ne diffèrent que par un nucléotide. L'ADN du sujet est hybridé avec séparémebnt avec chacune de ces deux sondes marquées. L'ADN génomique n'hybride qu'avec la sonde dont la séquence lui est parfaitement complémentaire.

[image: image142.jpg]Glu

Alleleh  CTG ACT CCT GAG GAG AAG TCT

Allele bS CTG ACT CCT GG GAG AAG TCT
Val

Sonde 1 GAC TGA GGA CTC CTC TIC
Sonde 2 GAC TGA GGA clic





Figure 3-17. Différence entre la séquence de b globine normale (A) et mutante (S) de l'anémie falciforme et identification de chaque allèle par ASO.

Extension d'amorce

L'ADN de la région qui contient le SNP est amplifié par PCR avec une paire d'amorces spécifiques (S1 et S2). Le produit de PCR est purifié et une sonde oligonucléotidique (S3) qui se termine en 3' juste avant le SNP est utilisée pour un mini séquençage . Dans deux tubes on place 

· du produit de PCR 

· la sonde S3 

· la polymérase 

· soit le dNTP marqué correspondant à la forme sauvage du SNP 

· soit le dNTP marqué correspondant à la forme mutée du SNP 

On analyse par électrophorèse sur gel de polyacrylamide et autoradiographie le produit des deux tubes. Seul le dNTP complémentaire du nucléotide présent au ras de l'amorce permet que celle ci soit allongée et donc marquée (radioactivement ou par fluorescence).
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Figure 3-18. Identification de SNP par extension d'une amorce.

Ligation d' oligonucléotide allèle specific 

La portion du gène qui contient le SNP est amplifié par PCR en prenant comme matrice l'ADN d'un sujet dont on veut déterminer le génotype.

On choisit un oligonucléotide complémentaire de la portion de séquence (O1) du gène qui se termine juste avant le site SNP et un autre qui contient le site SNP (O2)(sous une forme ou l'autre). 

On essaie la ligation de O1 avec O2 en présence du produit de l'amplification. Elle aura lieu si O1 et O2 sont exactement complémentaires de la matrice amplifiée. 

Séquençage

C'est la méthode de choix pour découvrir des SNP. Voir ci-dessus.

Modification de RFLP

Il peut arriver qu'une mutation touchant une base modifie un site d'enzyme de restriction soit en en faisant apparaître un nouveau soit en en faisant disparaître un qui existait dans la forme sauvage.
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Figure 3-19. Identification de l'allèle S du gène de la [image: image145.png]


globine par RFLP. 

Fréquence

En moyenne un SNP est rencontré tous les 100 à 1000 nucléotides. Il y en a de l'ordre de 5 x 106 dans le génome humain. Certaines associations de SNP sont caractéristiques de certaines populations.. La distribution des SNP est au hasard. Dans n'importe quel gène on peut attendre une moyenne de 10 SNP, mais certains peuvent n'en présenter aucun. En 2001 on avait recensé 800 000 SNP dans le génome humain.

  

	Chromosome 
	nombre de SNP 
	Chromosome 
	nombre de SNP 
	Chromosome 
	nombre de SNP 

	1 
	16759 
	9 
	5790 
	17 
	6392 

	2 
	12748 
	10 
	6014 
	18 
	2682 

	3 
	10112 
	11 
	6931 
	19 
	7664 

	4 
	6995 
	12 
	7375 
	20 
	5381 

	5 
	9146 
	13 
	2847 
	21 
	3478 

	6 
	13888 
	14 
	5827 
	22 
	5400 

	7 
	12389 
	15 
	4343 
	X 
	3253 

	8 
	4962 
	16 
	5771 
	Y 
	63 

	  
	  
	  
	  
	Total 
	177594 


Tableau 3- 6 . Répartition des SNP connus sur les chromosomes humains. 
Autres

 

Des mutations qui intéressent des portions beaucoup plus grandes du génome sont aussi observées 

· délétions de milliers de bp 

· remaniements chromosomiques : des portions sont coupées et réinsérées ailleurs, ex les translocations 

· ne portion peut être dupliquée 

· des éléments transposables peuvent (rarement )sortir de l'ADN où ils se trouvent pour se réinsérer ailleurs. 

  

[image: image146.png]



Figure 3-20. Translocation réciproque entre les chromosomes 8 et 14 

Génotype, phénotype

 

 

Parmi les organismes que nous observons il en est de deux sortes : des haploïdes et des diploïdes (il peut exister des triploïdes tétraploïdes etc surtout chez les plantes). Cette appellation indique combien de lots de chromosomes le noyau d'une cellule somatique contient.

Une espèce est caractérisée par le nombre de chromosomes différents qu'une cellule présente.

	Organisme
	Position systématique
	Nombre de chromosomes par jeu haploïde
	Taille du génome(en Mb) 
	Nombre de gènes

	Escherichia coli
	Bactérie
	circulaire unique
	4,7
	4 288

	Saccharomyces cerevisiae
	Ascomycète
	16
	14
	6 200

	Caenorhabditis elegans
	Nématode
	6
	100
	19 100

	Arabidopsis thaliana
	Angiosperme
	5
	130
	25 000

	Drosophila melanogaster
	Insecte
	4
	170
	15 000

	Mus musculus
	Mammifère
	20
	3 000
	30 000

	Homo sapiens sapiens
	Mammifère
	23
	3 000
	30 000


Chez les eucaryotes les cellules somatiques sont souvent diploïdes alors que les cellules sexuelles sont haploïdes, c'est à dire que ces dernières ne comportent qu'un lot de chromosomes alors que les diploïdes en contiennent deux.

Dans des cellules haploïdes , chaque gène n'est représenté qu'une fois, suivant son état (sa forme allélique) il déterminera une des composantes de l'aspect de l'organisme, son phénotype que par convention on écrit entre crochets ex : [yeux bleus].

Dans les cellules diploïdes, chaque gène existe sous deux exemplaires que l'on dit homologues puisqu'à peu de choses près ils ont la même séquence. Ce qui peut différer d'un gène à son homologue ce sont les mutations, chaque gène a alors une forme allélique différente. La coexistence de ces deux formes donne un aspect, un phénotype qui ne peut être prédit. Il faut l'observer. Alors que le phénotype se note [noir], le génotype présente pour chaque gène la ou les formes alléliques homologues en présence. Chez un diploïde, pour un gène il y a deux formes alléliques homologues qui par convention s'écrivent sous forme fractionnaire, l'un des allèles au numérateur, l'autre au dénominateur (quelque soit leur provenance). Il est évidemment impossible de donner la forme de tous les gènes d'un organisme. Par convention on ne note que ceux qui diffèrent de la forme sauvage.

Un gène est nommé à l'aide d'une lettre (A à Z alphabet latin, grec etc.) les différentes formes de ce gène sont indiquées par des numéros (qui en général suivent un ordre arbitraire, celui de leur découverte). L'allèle de référence est noté avec le signe +.

exemple Une souris possède de nombreux gènes gouvernant la couleur du pelage. L'un de ceux la sera désigné par A. Il en existe des formes différentes qui confèrent des aspects ou phénotypes différents. La souris est un organisme diploïde

	type de cellule
	allèles du gène A
	génotype
	phénotype

	gamète haploïde
	a+
	a+
	non observable

	gamète haploïde
	a1
	a1
	non observable

	gamète haploïde
	a2
	a2
	non observable

	souris diploïde 
	a+ et a+ 
	[image: image147.png]



	[gris] 

	souris diploïde 
	a+ et a1 
	[image: image148.png]



	[gris] 

	souris diploïde 
	a+ et a2 
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	[gris] 

	souris diploïde 
	a1 et a1 
	[image: image151.png]



	[albinos] 

	souris diploïde 
	a1 et a2 
	[image: image152.png]



	[himalayen]*

	souris diploïde 
	a2 et a2 
	[image: image153.png]



	[himalayen]* 


* [himalayen] = corps blanc, seules les extrémités sont colorées.

Table 3-7.Notation du génotype et du phénotype.

Un organisme tri ou tétraploïde sera défini de la même manière par un phénotype, et son génotype aura autant d'étages que de représentants d'un gène pour une cellule.

Pour un triploïde on aura un phénotype [grain cireux] avec le génotype 

[image: image154.png]


(cas d'un grain de mais) 
alors que pour un tétraploïde le phénotype sera toujours décrit en une ligne [Xeroderma] et le génotype sera

[image: image155.png]


( cas d'une cellule humaine en culture obtenue par fusion de deux cellules diploïdes) 
[image: image156.png]


Du gène au produit
[image: image157.png]


Voie de biosynthèse
Un gène peut coder un produit qui soit constitutif de l'organisme. Dans ce cas il est évident que si ce produit est modifié, l'aspect de l'organisme s'en trouve altéré.

Les gènes codant gouvernent également la synthèse de polypeptides enzymatiques qui participent à des réactions essentielles pour l'organisme (exemple des voies de biosynthèse des bases nucléiques et des acides aminés).

Une cellule de levure qui n'a aucune mutation dans aucun des gènes qui codent pour les enzymes impliquées dans cette voie est capable de produire l'histidine dont elle a besoin à partir d'une source de carbone (un sucre). Elle est dite prototrophe pour l'histidine et son phénotype s'écrit [His+].

Si au contraire, elle a une mutation dans un de ces gènes (prenons pour exemple le gène his5) telle que l'enzyme correspondante soit inactivée, la levure ne sera plus capable de faire l'histidine dont elle a besoin. Pour lui permettre de survivre il faudra lui en fournir dans le milieu de culture. Elle est auxotrophe pour l'histidine, son phénotype s'écrit [his-].
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Figure 3-21. Voie de biosynthèse de l'histidine chez la levure.

Si le gène muté avait été his2, ou his 3,le résultat aurait été le même, la levure présenterait également un phénotype [his-]. Avec cet exemple il faut remarquer qu' à un phénotype correspondent plusieurs génotypes différents. Il est donc essentiel de savoir précisément de quoi l'on parle et de ne pas confondre génotype et phénotype.

Utilisation et accumulation
Il y a des cas où au lieu de fournir le produit final, on peut fournir un intermédiaire . Il faut pour cela avoir une idée de la voie de biosynthèse et que le produit puisse traverser la membrane cellulaire.

Dans le cas de 4 mutants [his-], on a tenté de remplacer l'histidine par de l'histidinol phosphate, par de l'histidinol et par de l'imidazol acétol phosphate.

	Supplément
Mutants
	Histidine
	L-histidinol phosphate (Hol-P)
	L-histidinol (Hol)
	Imidazol acetol phosphate (IAP)

	M1
	+
	-
	-
	-

	M2
	+
	+
	+
	-

	M3
	+
	+
	+
	+

	M4
	+
	-
	+
	-

	M5
	+
	+
	+
	+


On constate que le mutant M1 ne pousse que sur histidine et ne sait utiliser aucun des précurseurs. L'enzyme non fonctionnelle doit donc intervenir après tous les produits intermédiaires proposés. M4 utilise His ou Hol mais pas les autres, il doit donc être touché entre HolP,IAP d'une part et Hol et His de l'autre. En procédant ainsi on peut ordonner les 3 précurseurs.
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Figure 3-22. Reconstitution partielle de la voie de biosynthèse de l'his à l'aide de mutants.

On peut tenter de déterminer si ces mutants présentent des différences métaboliques avec une souche sauvage. On constate que certains produits qui n'existent qu'à l'état de traces chez le sauvage sont accumulés par certains mutants.

	Accumulation

Mutant
	IGP
	IAP
	HolP
	Hol

	M1
	+
	+
	+
	+

	M2
	+
	+
	-
	-

	M3
	+
	-
	-
	-

	M4
	+
	+
	+
	-

	M5
	-
	-
	-
	-


Table 3-8.Accumulation de certains intermédiaires par des mutants.

Ce résultat permet de différencier les mutants 3 et 5 et d'ajouter l'IGP à la voie de la figure 320. En effet si un produit n'est pas utilisé il est accumulé voire excrété.

De tels effets sont observés dans des affections humaines (voir figure 3-21).

Une interruption dans une voie métabolique peut donc avoir des conséquences variées

dépendance à l'égard du produit final : albinisme

toxicité immédiate du produit accumulé : alcaptonurie

toxicité d'un sous produit accumulé car dérivé du métabolite non utilisé : phénylcétonurie 
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Figure 3-23. Mutations dans le métabolisme de la phénylalanine 
Mutations dans la phase codante

Mutations dans la phase codante
Les mutations peuvent se produire n'importe où dans le génome et ne pas affecter l'aspect de l'organisme (mutations dans des régions répétées, RFLP etc). 

Si une mutation a lieu dans un gène répété (gène codant ARNt, ARNr, etc.), celui-ci peut devenir inactif sans dommage pour la cellule puisqu'il existe d'autres exemplaires qui n'ont pas muté.

Se produisant dans un gène unique, un changement de base ne change pas forcément le phénotype : mutations silencieuses. C'est une conséquence de la dégénérescence du code génétique. Certains acides aminés sont codés par 6 codons différents (Arg, Leu, Ser), d'autres par 4 (Ala, Gly , Pro, Thr, Val,) ; 3(Ile) ou 2 ( Asn, Asp, Cys, Glu, Gln, His, Lys, Phe, Tyr) ; 2 seulement ne sont codés que par un codon (Met et Trp). Cette dégénérescence concerne essentiellement la troisième base du codon (souvent une purine ou une pyrimidine dans les cas à 2 codons) et accessoirement la première mais jamais la seconde.

Un changement de base peut aussi entraîner un changement d'acide aminé dans le polypeptide correspondant, qui pourra n'être pas affecté ou être modifié plus ou moins dans sa fonction (mutation faux sens).
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Figure 3-24. Effets possibles d'une mutation sur le phénotype.

Un changement de base peut encore avoir des conséquences plus dramatiques pour le polypeptide si le triplet modifié correspond à un codon d'ARNm non sens . (codons STOP qui sont au nombre de 3 :UAG, UAA et UGA). De telles mutations (non sens) produisent des polypeptides plus courts que la forme sauvage. Très souvent, la cellule ne reconnaît pas ce morceau incomplet comme faisant partie de ses composants et le dégrade rapidement.

Il peut également se produire des délétions(= perte d'ADN). Ces délétions peuvent intéresser une relativement grande partie d'un chromosome : un ou plusieurs gènes sont alors délétés, en partie ou dans leur entier. D'autres fois la délétion peut n'être que d'une ou d'un nombre réduit de nucléotides. Que se passe-t-il dans ce cas ?
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Figure 3-25. lecture dans deux phases différentes d'une même séquence.
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Figure 3-26. Conséquence d'une addition ou d'une délétion d'une base dans la phase codante d'un gène.
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Figure 3-27. Quelques mutations ponctuelles et microdélétion.
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Figure 3-28. Dans le gène de l'[image: image172.png]


globine le mutant CS est un faux sens qui transforme le STOP normal TAA en CAA, le mutant Wayne est dû à une délétion d'un A dans le codon139 
Régulation ou épissage

Régulation ou épissage
Les mutations peuvent également altérer les gènes qui codent les protéines si elles se produisent dans des régions extérieures à la phase ouverte de lecture. Il y a des zones régulatrices qui mutées vont modifier le niveau d'expression d'un gène et donc altérer le phénotype du sujet.

On connaît des mutations dans la région d'initiation du gène de la [image: image173.png]


globine qui provoquent des thalassémies Les figures 3-23 et 24 montrent les zones proximales et distales du coté 5' du gène [image: image174.png]


globine qui interviennent dans sa régulation. Parmi les zones proximales on reconnaît les éléments communs à de nombreux gènes la GC box, la CAAT box, qui jouent le rôle d'enhancer et la TATA box, où se fixe l'ARN polymérase. 
Pour plus de détails reportez-vous au cours de régulation cellulaire.
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Figure 3-29. Zone régulatrice de la [image: image176.png]


globine proche de l'extrémité 5'. 
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Figure 3-30. Région régulatrice à grande distance, en 5' des gènes de la famille [image: image178.png]


globine. 
De nombreux organismes eucaryotes surtout pluricellulaires ont des gènes morcelés. L'élimination des introns et la mise bout à bout des exons de façon correcte se fait sur l'ARNm tout de suite après sa synthèse avant qu'il quitte le noyau. Des séquences signal indiquent précisément les sites d'épissage.
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Figure 3-31. Séquence consensus de pied d'intron.

Ces séquences consensus, si elles sont modifiées ne donneront plus un signal correct, d'autre part des changements en dehors de ces séquences consensus peuvent créer d'autres signaux qui indiqueront un autre épissage qui entrera en compétition avec celui qui existe normalement. On connaît de telles mutations qui provoquent des déficits de globine et un phénotype thalassémique. 
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Figure 3-32. Mutation dans un site d'épissage

En conclusion il faut retenir qu'une mutation est une altération de l'ADN et qu'elle est héréditaire. Les mutations peuvent n'avoir aucun effet sur le phénotype ou le modifier plus ou moins profondément, par des processus variés. Aucune prévision n'est possible, seule l'observation et l'expérimentation permettent de conclure.
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Figure 3-33. Modification des modalités d'épissage.

Mutagenèse
 

 

Les exemples de ce cours seront pris principalement chez l'homme et chez la levure. Il est donc indispensable d'avoir présent à l'esprit ce cycle de vie de ces deux organismes. Il est d'ailleurs comparable à quelques nuances près.
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Figure 4-1. Cycle de la levure. 
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Figure 4-2. Cycle de vie de l'Homme. 

Ces deux organismes eucaryotes, aussi différents soient-ils présentent la même alternance de phase haploïde et diploïde. On passe de la phase diploïde à l'haploïde par une division particulière la méiose (voir chapitre 6) et de la phase haploïde à la phase diploïde par fusion de deux cellules haploïdes c'est la fécondation. Les formes diploïdes sont représentées sous deux formes distinctes (sexe chez l'homme ou type sexuel chez la levure) qui contribuent toutes deux à la formation de la génération diploïde suivante en fournissant les gamètes (chez la levure unicellulaire les cellules haploïdes sont à la fois forme végétative et gamète). 

Par contre ce qui distingue ces organismes c'est l'importance de chacune des phases dans l'ensemble du cycle de vie. Alors que chez la levure les deux phases sont également observables, chez l'homme on ne peut guère observer que la phase diploïde, ce qui dans certains cas rend certaines investigations plus complexes. Tous les organismes eucaryotes ont un cycle de vie avec cette alternance. On choisira un organisme ou un autre en fonction de ce que l'on veut étudier et des particularités du cycle de vie de cet organisme. 

Sélection de mutants 
 

 

La levure (Saccharomyces cerevisiae) est un organisme modèle qui présente de nombreux avantages. On peut la cultiver presque aussi facilement qu'un microorganisme sur un milieu minéral qui contient une source d'énergie et de carbone (un sucre). Les cellules ont tout l'équipement enzymatique pour synthétiser à partir de là leurs éléments constitutifs. Elles sont prototrophes (par opposition à auxotrophe : qui exige quelque chose de plus). Leur temps de génération est relativement court, 3h à 28°C,. Les cellules existent en deux versions haploïdes et diploïdes facilement observables et cultivables, le temps de génération est le même pour les deux phases. Les quatre produits d'une même méiose restent réunis dans une asque et peuvent être étudiés. Par contre cet organisme n'est pas idéal dès que l'on veut étudier des problèmes complexes de différentiation cellulaire. 

La recherche de mutants se fait sur le type de cellules le plus simple : les cellules haploïdes (sauf exception). Dès qu'il y a un changement dans l'ADN, s'il entraîne une modification du phénotype celle-ci est repérable. Quelles modifications va-t-on repérer ? Chaque matériau (acide aminé ,base azotée, etc.) constituant des protéines et des acides nucléiques est l'aboutissement d'une chaîne biosynthétique (cf. chapitre 3). Si un gène codant une enzyme de cette chaîne est inactivé par mutation la cellule qui était prototrophe va devenir auxotrophe. Cette différence est repérable par comparaison de la croissance des même cellules sur deux milieux l'un qui n'apporte que le sucre et les éléments minéraux et l'autre qui en plus apporte un acide aminé. 
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Figure 4- 1. Réplique velours, A : une boite où des cellules ont déjà formé des clones est appliquée sur un cylindre recouvert d'un velours, pis sur le même velours qui a retenu dans ses poils des cellules de chaque clone, on applique plusieurs boites sur lesquelles le velours dépose quelques unes de ces cellules . B : la matrice a donné deux boites où les colonies sont disposées de la même façon, on peut repérer facilement celles qui sont auxotrophes pour l'arginine.
En général on fait croître les cellules avec du glucose comme source de carbone. D'autres sucres, galactose, maltose, lactose etc. peuvent être utilisés. Les voies dégradatives sont spécifiques de chacun des sucres. Alors que la souche sauvage est apte à se développer sur tous ces sucres, des cellules ayant une mutation dans un gène qui code pour une des enzymes de ces voies seront incapables d'utiliser le sucre correspondant. Elles seront devenues non utilisatrices de galactose [gal non u.]. Le repérage de tels clones se fera comme précédemment avec deux milieux, l'un contenant du glucose comme seule source de carbone et l'autre où ce sucre sera remplacé par du galactose
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Figure 4- 2. Repérage de clones [galnon u].
Pour pouvoir étudier un mutant il faut qu'il puisse se multiplier au moins dans certaines conditions, même si dans d'autres il n'est pas viable. De tels mutants sont des mutants létaux conditionnels : l'étude du cycle cellulaire de la levure a nécessité l'isolement de mutants qui se multiplient à 23°C mais qui en sont incapables à 37°C (température à laquelle la souche sauvage est encore capable de donner des clones). Le phénotype de tels mutants est thermosensible, [TS].

La croissance de la levure est inhibée par certains produits tels que la canavanine, le chloramphénicol, l'éthionine. Ce sont souvent des analogues d'acides aminés ou de bases azotées que le métabolisme cellulaire incorpore par erreur dans les protéines ou acides nucléiques , ce qui entraîne l'inactivation de ces protéines et la mort de la cellule. On peut repérer des colonies qui sur un milieu contenant un de ces inhibiteurs est encore capable de pousser. On a alors un clone résistant. Contrairement aux deux cas précédents, ici il est inutile de procéder par réplique puisque ce que l'on cherche est un type de colonies qui pousse alors que le sauvage ne pousse pas. On dispose d'un crible positif. Ce type de mutants est beaucoup plus facile à sélectionner.

Crible et repérage

 

Notion de crible

On appelle crible tout processus expérimental qui parmi un mélange de cellules permet uniquement au type de cellules que l'on souhaite isoler de pousser. Un crible ne peut pas toujours être utilisé car il nécessite que les cellules recherchées aient une propriété qui leur permette de pousser là où les cellules dont elles sont issues ne peuvent pas pousser (Figure 4-5).

On parle de repérage lorsqu'en absence de crible on sait distinguer les cellules recherchées parmi toutes les cellules grâce à une propriété distinctive (qui peut être une absence de croissance dans certains conditions). Le repérage nécessite d'examiner toutes les cellules (Figure 4-6).
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Figure 4-5. Comparaison entre sélection et repérage de mutants.
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Figure 4- 6. Protocole d'enrichissement en mutants. Sa réalisation demande une journée les répliques demandent à leur tour 4 à 5 jours. Pour obtenir quelques dizaines de mutants il faut de l'ordre de 150 boites (50 matrices et 100 répliques).

Répartition

 

Quelle est la cause de la mutation ?
Le milieu ne fait pas muter, la mutation préexiste.

Un clone (environ 104 cellules obtenues à partir d'une unique cellule) est cultivé en milieu liquide jusqu'à une densité de 108 cellules par ml. Une fraction de cette culture est étalée sur milieu minimum et répliquée sur trois boites les deux premières de milieu plus canavanine et la dernière de milieu minimum. On constate que sur la matrice et la 3e boite on a un tapis confluent de cellules alors que sur les répliques 1 et 2 seules quelques colonies poussent : les [CanR]. Comparées, ces deux boites sont identiques. On peut donc en conclure que les cellules résistantes existaient déjà sur la matrice avant tout contact avec la canavanine. Le milieu de sélection des mutants ne fait que révéler les mutants mais ne provoque pas leur apparition. 

Le test de fluctuation (expérience de Luria Delbruck) conduit à une conclusion analogue.

 

• Expérience de Luria Delbruck

Les deux hypothèses
• Adaptative : le milieu est responsable de l’événement mutationnel. Lorsque les cellules sont mises en contact avec ce milieu, les mutations sont induites avec une certaine probabilité.
• Mutationnelle : l’événement mutationnel a une probabilité faible mais constante de se produire à chaque division cellulaire. Le milieu n’influe en rien cette probabilité.

Résultats attendus
Dans la première hypothèse (adaptative) le nombre de cellules mutantes est uniquement fonction du nombre de cellules présentes lors de la mise en présence du milieu qui induit les mutations. La probabilité de muter est faible, la distribution doit suivre une loi de poisson dans laquelle la moyenne est égale à la variance.

	
	mutants
	sauvages

	tube 1 
	10 
	1014

	tube2
	22
	1002

	tube3 
	503
	521

	tube4
	109
	915

	somme 
	644
	3452

	moyenne 
	161
	

	variance
	158
	


Dans la seconde hypothèse(mutationnelle), le nombre de cellules mutantes dépend du moment où elle est apparue dans l’histoire de la population.
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	tube1 

  
	tube2 

  
	tube3 

  
	tube4 

  
	somme 

  
	moyenne mutant 
	Variance 

	génération 
	mutant 
	sauvage 
	mutant 
	sauvage 
	mutant 
	sauvage 
	mutant 
	sauvage 
	mutant 
	sauvage 
	  
	  

	1 
	0 
	1 
	0 
	1 
	0 
	1 
	0 
	1 
	4 
	7 
	0 
	  

	2 
	1 
	1 
	0 
	2 
	0 
	2 
	0 
	2 
	5 
	9 
	0,25 
	0,4688 

	3 
	2 
	2 
	0 
	4 
	0 
	4 
	0 
	4 
	6 
	14 
	0,5 
	0,9375 

	4 
	4 
	4 
	1 
	7 
	0 
	8 
	0 
	8 
	9 
	23 
	1,25 
	1,7391 

	5 
	8 
	8 
	2 
	14 
	0 
	16 
	0 
	16 
	14 
	42 
	2,5 
	3,4781 

	6 
	16 
	16 
	4 
	28 
	0 
	32 
	0 
	32 
	24 
	80 
	5 
	6,9563 

	7 
	32 
	32 
	8 
	56 
	0 
	64 
	0 
	64 
	44 
	156 
	10 
	13,913 

	8 
	64 
	64 
	16 
	112 
	0 
	128 
	0 
	128 
	84 
	308 
	20 
	27,825 

	9 
	128 
	128 
	32 
	224 
	1 
	255 
	0 
	256 
	164 
	612 
	40,25 
	55,103 

	10 
	256 
	256 
	64 
	448 
	2 
	510 
	0 
	512 
	324 
	1220 
	80,5 
	110,21 

	11 
	512 
	512 
	128 
	896 
	4 
	1020 
	0 
	1024 
	644 
	2436 
	161 
	220,41 


 

L’expérience
On est dans une des deux hypothèses; laquelle?
Une façon de voir les fluctuations autour de la moyenne (comme dans l’hypothèse adaptative) est de réaliser une culture et de faire des prélèvements de fractions égales que l’on étale sur le milieu de sélection.

• Si c’est l »hypothèse adaptative qui est la bonne, on aura bien des valeurs échantillonnées autour de la moyenne de l’événement.
• Si c’est l’hypothèse mutationnelle, les descendants des événements mutationnels à différentes générations seront mélangés et répartis de façon à peu près uniforme, donc des valeurs échantillonnées autour de la moyenne.

D’autre part on peut faire plusieurs petites cultures séparées depuis leur origine.

• Dans l’hypothèse adaptative on aura de nouveau un échantillonnage autour de la moyenne, des résultats comparables au cas précédent.
• Dans l’hypothèse mutationnelle les écarts entre les différents tubes vont se creuser à chaque génération. Si les cultures sont menées suffisamment longtemps, la variance sera beaucoup plus grande que la moyenne.

Résultats
Plusieurs petites cultures sont faites en parallèle et à un temps correspondant à n générations, 0,05ml de chaque culture est étalé sur le milieu de sélection. On compte pour chaque fraction le nombre de mutants qui poussent.
En même temps une grosse culture est faite sur le même nombre de générations et des fractions de 0,05ml de la même culture sont étalées dans les mêmes conditions.

  

  

	n° d'échantillon 
	échantillons provenant de la même grosse culture 
	échantillons provenant de cultures indépendantes 

	1 
	46 
	30 

	2 
	56 
	10 

	3 
	52 
	40 

	4 
	48 
	45 

	5 
	65 
	183 

	6 
	44 
	12 

	7 
	49 
	173 

	8 
	51 
	23 

	9 
	56 
	57 

	10 
	47 
	51 

	moyenne 
	51,4 
	62 

	variance 
	27 
	3498 


Tableau 4- 1. Résultat d’un test de fluctuation.
On voit que les résultats sont différents dans les deux types de culture. Alors que la moyenne est du même ordre, la variance change de plusieurs ordres de grandeur. Ce qui montre que dans certaines des cultures indépendantes il y a eu un événement mutationnel qui est survenu dans les premières générations alors que dans d’autres il ne s’est produit que tardivement. Puisque le temps d’apparition des mutants n’est pas le même pour toutes les cultures, c’est bien que ce n’est pas la mise au contact de l’agent sélectif (qui se fait au même moment pour toutes les cultures) qui est l’événement qui provoque l’événement mutationnel. Celui-ci s’est passé plus tôt (plus ou moins suivant les cultures, voir la figure 4-7).
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Figure 4- 7. Répartition des mutants dans les différentes cultures indépendantes suivant l’hypothèse envisagée.
Mécanisme

 

 

On peut provoquer des mutations avec des agents mutagènes chimiques ou physiques. Deux mécanismes sont principalement mis en jeu.

Une base ayant une forme rare est intégrée lors de la réplication. Cette forme rare ne respecte pas les règles d'appariement et elle est mise en face d'une base dont elle n'est pas complémentaire. Un effet comparable est obtenu lorsque la synthèse d'ADN est faite en présence d'analogues qui sont incorporés à la place des bases normales (5 bromodésoxyuridine ou 2 azaguanine). Dans ces cas, la mutation se produit d'abord sur un brin et il faut un cycle de réplication supplémentaire pour que la moitié des molécules filles portent la mutation sur les deux brins. Des produits chimiques qui modifient les bases en place (agents alkylants, acide nitreux... ont également le même effet. 

L'ADN subit un dommage et au moment de la réparation il y a une erreur. C'est le cas des rayons UV X gamma,etc. Chez les procaryotes et les eucaryotes unicellulaires il existe une enzyme, la photolyase, qui, activée par la lumière visible est capable de réparer ces dommages. La voie de réparation par excision qui peut causer des mutations est alors une alternative. Chez les eucaryotes pluricellulaires seule cette dernière voie subsiste. Dans ce cas, il n'y a pas besion d'un cycle supplémentaire de réplication pour obtenir une molécule d'ADN double brin mutante.

Tous ces agents mutagènes agissent sur les cellules en train de se développer, in vivo.
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Figure 4- 8. Les 4 bases de l'ADN peuvent prendre une configuration rare qui induit des erreurs de copie.
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Figure 4- 9. Action de l'analogue de la Thymine qui sous sa forme ionisée s'apparie avec G. 
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Figure 4- 10. Un analogue de l'Adénine qui sous sa forme rare s'apparie avec C.
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Figure 4- 11. Des substances chimiques provoquant des désaminations agissent sur l'ADN provoquant des mutations.
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Figure 4- 12. Lorsque la mutation est due à une forme rare qui viole les règles d'appariement, il faut deux réplications d'ADN pour que la mutation soit fixée.
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Figure 4- 13. Action mutagène des UV.
Efficacité

 

Pour mesurer l'importance de la mutagenèse sur la levure il faut examiner les résultats d'une expérience dans laquelle on a sélectionné des mutants parmi des cellules d'une souche sauvage. 

Dans cet exemple la sélection portera sur des mutants résistants à la canavanine, analogue de l'arginine. Cet analogue est toxique et entraîne la mort des cellules sauvages.
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Figure 4- 14. L'arginine et son analogue toxique la canavanine.
Une culture de cellules sauvages [CanS] est partagée en deux fractions de même volume. L'une est exposée aux UV, puis étalée sur milieu contenant de la canavanine. Pour être sûr de voir des colonies séparées on va étaler plusieurs dilutions de la suspension cellulaire (Une suspension est diluée d’un facteur 100 (dilution au 1/100) lorsque l’on prend 1 volume de la suspension et qu’on y ajoute 99 volumes d’eau, le volume final est donc de 100 volumes et il y a autant de cellules dans un volume initial que dans 100 volumes finalement, autrement dit 1ml de la dilution contientn10 fois moins de cellules qu’un ml de la suspension initiale (ViCi=VfCf, V=volume, C=concentration, i pour initial, f pour final). Afin de mettre en évidence l'effet des UV on va dénombrer la totalité des cellules en étalant également les cellules sur milieu minimum. Avec l'autre fraction qui n'a pas subi les UV les mêmes étalements seront faits. Les résultats sont résumés dans le tableau 4-2.

Les constatations suivantes peuvent être faites :

• même sans mutagenèse il apparaît spontanément des mutants résistants
• la fréquence de ces mutants après mutagenèse est considérablement augmentée: on en trouve encore à une dilution 100 fois plus grande.
• sans UV on compte toutes les cellules qu’elles soient [CanS] ou [CanR], après UV et dans les mêles conditions il y a de l’ordre de 100 fois moins de cellules.
Ceci permet d’exprimer les résultats avec les valeurs suivantes
nombre de cellules vivantes (puisqu’elles ont donné naissance à un clone) avant irradiation

100cellules x 106 =108 cellules

nombre de cellules vivantes après irradiation

100cellules x 104 =106 cellules

Les UV tuent une fraction des cellules. % de survie après irradiation 

106/108=0,01 soit 1%
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Le grisé foncé indique une croissance confluente dans les boites, le blanc aucun clone.

Tableau 4- 1. Résultats d'une expérience de mutagenèse.
Connaissant le nombre total de cellules et le nombre de cellules [CanR], on peut en calculer la fréquence

sans irradiation 4 / 108 = 4 x10-8
après irradiation 100 / 106 = 10-4
La fréquence des mutants est très augmentée par les UV (rigoureusement, pour voir l'effet des UV, il aurait fallu ôter aux 100 colonies observées les 4 colonies dues à des mutation spontanées. La différence ne dépasse pas l'erreur statistique d'échantillonnage 100 et 96 ne sont pas statistiquement différents).

Par mutagenèse in vivo on tente de modifier l'ADN localement à l'aide d'agents chimiques ou physiques. Les modifications sont rares et ont lieu au hasard. C'est le crible choisi qui détermine, parmi tous les mutants que l'on a induit ceux que l'on va récupérer. 

Inactivation d’un gène 
 

La biologie moléculaire offre maintenant des méthodes différentes de provoquer des mutations dans des gènes particuliers. 

Le séquençage systématique du génome entier d'un organisme et les annotations ont permis de découvrir des gènes putatifs pour lesquels on n'a pas de mutants mais dans certains cas on n'a aucune idée de la fonction assurée par la nouvelle ORF (même par comparaison). Le programme d'étude du génome peut alors se prolonger par la mutation in vitro de ce gène , sa réintroduction dans l'organisme vivant à la place du gène fonctionnel et l'observation des modifications phénotypiques que cela entraîne (ou pas ) pour cet organisme

Knock out d’un gène de levure

 

 

Le gène que l'on veut étudier est cloné (puisqu'on en connaît la séquence) dans un vecteur. Pour l'inactiver on va interrompre sa phase ouverte par une séquence étrangère. On choisit cette nouvelle séquence afin d'avoir un crible positif pour sélectionner les cellules porteuses du gène modifié (Figure 4-15).
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Figure 4- 15. Knock out d'un gène de levure.
Mutation dirigée

 

Le gène que l'on veut étudier est cloné dans un vecteur. On a déjà des indications sur sa fonction et on désire en acquérir de nouvelles sur une région particulière du gène.

On choisit le nucléotide que l'on veut changer, et on prépare un oligonucléotide qui contient la séquence environnante du gène autour de ce nucléotide. D'un autre coté on prépare le plasmide recombiné avec le gène et on le dénature par la chaleur. Les deux sont séparés par électrophorèse. On met en présence l'oligonucléotide et le brin plasmidique qui contient la séquence complémentaire correspondante. On renature les deux ADN et on incube en présence d'ADN polymérase et de ligase. L'oligonucléotide va être allongé en recopiant le brin complet. Le plasmide obtenu est double brin avec un mésappariement à l'endroit de la mutation. On transforme une culture bactérienne qui va multiplier ce plasmide. Deux types seront produits en quantité théoriquement égale par duplication de chaque brin. On obtiendra donc un plasmide contenant le gène sauvage et un plasmide contenant le gène muté (Figure 4-16)

Pour distinguer ces deux types on dispose de plusieurs moyens

• la mutation a pu modifier un site de restriction ce qui permet de discriminer les 2 types
• le séquençage de la région que l’on voulait muter donne dans tous les cas la réponse
• certaines protéines sont exprimées par les bactéries (le plasmide doit être bien choisi), dans ce cas on peut repérer la forme du gène par l’activité de la protéine qu’il code.
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Figure 4- 16. Mutagenèse dirigée en un site précis.
Intégration du gène muté dans l’organisme

 

 

Avoir construit le gène est une chose. L'introduire dans l'organisme pour étudier le résultat en est une autre. 

Cette introduction se fait selon certains principes simples que nous avons déjà vu. L'ADN est capable de se dénaturer et de se renaturer. La renaturation exige la complémentarité des bases, elle doit donc pouvoir se faire entre régions homologues du génome. Normalement l'organisme n'a que peu de raisons de remanier son ADN. Par contre si des cassures (mono ou double brin) se produisent accidentellement cela va favoriser ce type d'événements que l'on regroupe sous le nom de recombinaison homologue (Il peut même, dans certains organismes et dans des conditions particulières y avoir de la recombinaison non homologue, mais elle est beaucoup plus rare.) (Figure 4-13).

Dans le cas d'un gène inactivé par interruption de sa phase de lecture par l'insertion d'un autre gène (LEU2+), il faut prendre une souche qui contient un génome complet (donc le gène X) sauf le gène leu2 pour lequel elle est délétée. Son phénotype est [leu-].
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Figure 4- 17. Principe de la recombinaison homologue.
On la transforme par un fragment linéaire d'ADN qui ne comporte que le gène X avec au milieu le gène LEU2 fonctionnel. La seule région homologue entre les deux ADN est le gène X. C'est donc là qu'ils vont s'apparier. Si l'on sélectionne les cellules qui sont devenues [leu+], on a un crible puissant pour récupérer des cellules même dues à des événements assez rares. Pour pouvoir obtenir ces cellules il faut évidemment qu'elles soient viables.
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Figure 4- 18. Sélection d'une souche de levure dont le gène X a été inactivé.
Dans le cas d'un gène qui a subi une mutation dirigée en un point la méthode précédente n'est plus utilisable.

Exemple de l'étude du gène de la transcétolase de levure.

C’est un gène pour lequel on n’a pas de mutants.
Dans une première étape il a été interrompu par le gène fonctionnel HIS3 et comme décrit ci-dessus, une souche a été construite qui porte ce gène interrompu. La souche initiale était délétée pour les gènes his3 et leu2 donc de phénotype [His-, Leu-]. La souche qui a intégré le gène interrompu ne fabrique plus de transcétolase et elle est [His+, Leu-]. 
Dans une seconde étape , après une étude biochimique de la forme sauvage de l’enzyme (la seule connue, puisqu’on n’a pas isolé de mutants qui en synthétisent une forme modifiée) on pense que les acides aminés autour de la position 418 pourraient avoir une importance particulière. Avec le mode opératoire de la figure 4-12 on a construit un gène qui code pour une transcétolase où à la position 418 Arg remplace Glu. Ce gène est intégré dans un plasmide spécifique de la levure qui possède comme marqueur de sélection la forme fonctionnelle du gène LEU2. 
On peut donc transformer des cellules de levure avec le gène d’origine interrompu par le plasmide qui porte le gène muté. De telles cellules seront [His+, Leu+]. 
Dans ce cas, le gène modifié ponctuellement n’est pas intégré à sa place normale dans le génome. Il est néanmoins dans un contexte cellulaire normal qui assure une synthèse et d’éventuelles modifications post traductionnelles physiologiquement correctes. On peut ainsi étudier l’impact de la mutation sur la protéine.

 

Chaque organisme présente des particularités qui sont exploitées en biologie moléculaire : il existe des méthodes plus particulièrement adaptées lorsqu'on travaille sur la souris comme organisme modèle ou sur la drosophile. Le but de ce cours n'est pas de passer en revue toutes ces méthodes mais de faire comprendre le but et les grands principes de la génétique, moléculaire ou mendélienne.. 

 

Maladie monogénique

 

 

 

Comment associer une mutation et un phénotype particulier. ?
Avant de répondre à cette question il faut examiner les différents cas possibles.

Une mutation peut être la cause d'une affection particulière comme dans le cas de l'anémie falciforme où le seul changement d'une paire de bases AT[image: image203]TA dans le triplet 6 est cause de tous les déficits qui caractérisent cette affection. (Figure 3-17). La maladie est due à une mutation particulière d'un gène unique.

Une maladie peut être causée par une seule mutation présente dans un gène unique, mais il y a plusieurs mutations qui aboutissent au même résultat. La phénylcétonurie (PKU) voir chapitre 3) est due à une déficience dans le gène de la phénylalanine hydroxylase. Plusieurs mutations différentes aboutissent au même phénotype (retard mental, faible pigmentation, odeur caractéristique, démarche position assise et attitudes particulières, eczéma, épilepsie éventuellement calcification cérébrale et cataracte. On connaît plus de 50 mutations différentes : parmi les mutations ponctuelles on a 8 défauts d'épissage,6 mutations non-sens,36 mutations faux sens ;2 délétions d'une seule paire de bases et 2 ou 3 grandes délétions.

Une maladie peut être due à une seule mutation (mais il en existe plusieurs donnant le même phénotype, comme dans le cas précédent), dans un seul gène parmi plusieurs. Les thalassémies sont de ce type : il s'agit d'un défaut d'hémoglobine qui peut être dû aussi bien à une insuffisance d'[image: image204.png]


 globine que de [image: image205.png]


globine. Des mutations dans chacun de ces gènes sont la cause de cette maladie (voir chapitre 3). Les exemples de maladies provoquées par une mutation dans un gène parmi plusieurs sont nombreux.

Des affections qui sont dues à la mutation dans 2 gènes à la fois : un seul gène muté n'altère pas le phénotype. Il faut les deux dans le même organisme pour qu'il soit altéré. Ce dernier cas est celui des maladies plurigéniques. Pluri s'applique au nombre de mutations nécessaires pour réaliser le phénotype mutant. Beaucoup plus difficiles à détecter de telles affections sont actuellement en début d'étude. Parmi les maladies multifactorielles héritables on connaît actuellement des affections cardiaques, des hypertensions, des diabètes, l'obésité, certains cancers, des défauts congénitaux tels que le bec de lièvre. Ce mode de transmission multifactoriel est également observé pour des traits non pathologiques tels que la taille ou la couleur de la peau.
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Figure 4- 19. Maladies mono et multifactorielles.
Association génotype phénotype

 

Association génotype phénotype
Nous n'envisagerons que des affections monogéniques. Le problème peut paraître simple : l'examen du gène impliqué et son séquençage (après clonage) doit montrer une différence suivant que l'ADN vient d'un individu sain ou d'un individu malade. Mais comment s'assurer qu'il ne s'agit pas d'un simple polymorphisme qui par hasard est présent chez le malade (en même temps que la mutation causale, inconnue) alors qu'il prend une autre forme chez le sujet bien portant ?. Pour trancher cette question il faut étudier des nombreux individus.

Voyons comment le problème a été traité pour la pycnodysostose. Cette maladie se manifeste par une fragilité accrue du squelette. On a localisé la cause génétique de la maladie dans une région chromosomique qui contient deux gènes impliqués dans la formation des os durant le développement embryonnaire : gènes codant la cathepsine S et la cathepsine K. Ces gènes ont été étudiés dans une famille où plusieurs membres sont atteints de pycnodysostose, ainsi que chez des individus sains non apparentés de la même région. Pour le gène S on a mis en évidence un polymorphisme au nucléotide 343 (C ou T qui chez la protéine induit un changement de Arg 115 en Trp). De même pour le gène K un polymorphisme a été découvert au nucléotide 723 (A et G, le codon 331 est Stop ou Trp).
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Tableau 4- 2. Polymorphisme dans les genes S et K.
On peut remarquer que pour les deux gènes les maladies ne présentent qu'une forme, alors que parmi les sujets sains (apparentés ou non ) il existe une ou deux formes. L'homme est un organisme diploïde dont le génome comporte deux chromosomes homologues, donc pour chaque gène un individu porte deux exemplaires. Si une seule forme est détectée c'est que les deux gènes homologues ont la même forme (homozygotie), si deux formes sont détectées c'est que l'un présente une forme et le second l'autre (hétérozygotie). 

Dans le cas du gène S , en ne regardant que les membres de la famille on pourrait interpréter les résultats obtenus en faisant l'hypothèse qu'une seule forme mutée ne suffit pas à exprimer la maladie. Par contre, si l'on étend les observations aux autres personnes de la même région non apparentées (la pycnodysostose étant rare on n'observe alors que des individus sains), on constate que la forme T n'est pas caractéristique de la maladie. En conclusion il faut rejeter l'hypothèse qu'une mutation du gène S soit responsable de la pycnodysostose.

Pour le gène K, les observations dans la famille sont du même type, seuls les malades portent uniquement la forme G, les sujets sains sont soit homozygotes pour la forme A soit hétérozygotes. Mais si l'on examine la population générale, cette fois la forme G n'est pas retrouvée et tous les sujets sains non apparentés portent uniquement A. C'est donc bien le gène K qui est responsable de l'affection. Les différences que l'on a pu voir dans le gène S ne sont que le reflet d'un polymorphisme de ce gène sans intérêt pour la maladie. D'ailleurs on le rencontre aussi bien dans la famille que dans la population non apparentée de la région.

On voit par cet exemple que la coincidence entre la présence d'une forme et d'un phénotype particulier n'est pas suffisante, car elle peut n'être que le résultat du hasard. Il faut que statistiquement la différence soit significative (observation d'individus suffisamment nombreux et d'origines variées).

Que la mutation ait été spontanée ou obtenue par mutagenèse (in vivo ou in vitro) les méthodes pour étudier leurs effets sur le phénotypes sont les mêmes, et tiennent compte du cycle de vie de l'organisme

Analyse fonctionnelle
 


Dans ce chapitre nous allons caractériser un gène par sa fonction (comme l’annonce le titre). Un gène isolé n’a que peu d’intérêt. Ce qui a un sens biologique c’est ce gène (sous différentes formes éventuellement) avec d’autres , car l’ensemble constitue un organisme vivant. Quels autres gènes va-t-on envisager? Deux façons opposées de voir les choses suivant que l’on est dans un organisme haploïde ou diploïde.
Dans un organisme haploïde chaque gène est unique. S’il y a interaction c’est avec le produit d’autres gènes différents. Ce type d’interactions existe. On le désigne par le terme (vague) d’épistasie. C’est l’interaction entre deux gènes non homologues , en général par l’intermédiaire de leurs produits protéiques. On en a de nombreux exemples dans les voies dont on connaît un peu le mode de régulation (voir à la fin de ce chapitre).
Il va falloir nommer les gènes et en distinguer les différentes formes. Chaque organisme modèle (Escherichia coli, Bacillus subtilis, Mus musculus, Drosophila melanogaster, Saccharomyces cerevisiae, Homo sapiens etc.) a son propre système de nomenclature qui a une origine historique et a été consacré par l’usage. Comme il n’est pas question de les connaître tous nous utiliserons une nomenclature simplifiée dans laquelle un gène est désigné par une lettre (A, B, C, …) et chaque forme de ce gène est désignée par un numéro qui suit la lettre (a1, a2, a3, an). La lettre majuscule est réservée pour le gène en général et les minuscules pour les formes particulières suivies d’un nombre en indice.

Dans un organisme diploïde coexistent deux formes du même gène qui peuvent également interagir (en plus des interactions avec les produits de certains autres gènes) que les deux formes soient identiques ou différentes.

Nous avons vu au début du chapitre précédent que tous les eucaryotes alternaient une phase haploïde et une phase diploïde dans leur existence. C’est le passage de n à 2n qui va nous servir ici pour construire l’organisme diploïde en sachant quels allèles (et ce que chacun entraîne comme phénotype) ils fournissent: Quel est le résultat de l’addition de ces 2 génomes haploïdes ?

Dominance récessivité
Dans tout ce qui précède nous avons pu constater qu’un gène pouvait présenter des formes multiples : les différentes formes alléliques, ou allèles, d’un gène.
Parmi tous les allèles d’un gène donné il y en a un qui est particulier et qui sert de référence. C’est le plus répandu dans la nature, en général il est fonctionnel, c’est à dire qu’il code une protéine active (Néanmoins il y a des exceptions à cette règle, nous y reviendrons en étudiant l’évolution des génomes). Cet allèle de référence est encore dit sauvage et on le note souvent + à la suite du nom du gène (allèle a+).
Pour le moment nous allons nous intéresser à la fusion entre une cellule portant un allèle sauvage et une cellule portant un allèle muté.
Nous allons faire cette expérience de fusion (ou fécondation) et examiner le résultat chez la levure puis chez l’homme. 

Levure

Mutants de la voie de l’Arginine
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Figure 5- 1. Biosynthèse de l’arginine chez la levure.
Chez la levure la souche sauvage est prototrophe, elle n’a pas besoin d’arginine pour pousser car elle sait la synthétiser à partir de la source carbonée (sucre) fournie par le milieu. On a isolé de nombreux mutants qui ont perdu cette indépendance vis à vis de l’arginine : ils ne savent plus la synthétiser et il faut en ajouter dans le milieu pour qu’ils puissent pousser. Ils sont de phénotype [Arg-]. Comparée à eux le phénotype de la souche sauvage s’écrira [Arg+]

 

On a 3 mutants M1, M2, et M3 qui sont tous de phénotype [Arg-]. Chacun va être croisé par avec des cellules de la souche sauvage [Arg+].
Le croisement est effectué sur milieu complet pour permettre la croissance de toutes les cellules puis tous les clones sont répliqués sur milieu minimum et milieu plus arginine.
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Figure 5- 2. Résultat des croisements souche de référence x mutant.
Dans les 3 cas le croisement est de même type, haploïde prototrophe par haploïde auxotrophe. Mais le résultat n’est pas toujours le même. Avec M1 et M2 les diploïdes sont prototrophes alors que pour M3, le diploïde est auxotrophe. Les trois mutations ne sont donc pas toutes de la même nature. Dans les deux premiers cas c’est le phénotype sauvage qui l’emporte, c’est le phénotype dominant alors que dans le troisième c’est le phénotype mutant. On dit alors que le phénotype mutant est dominant (ou que le phénotype sauvage est récessif).
Dire qu’un phénotype est récessif signifie qu’il est masqué lorsque le second allèle confère un phénotype dominant.
Un phénotype dominant masque l’expression d’un phénotype récessif.

Remarque : on n’a révélé la différence de phénotype qu’en choisissant soigneusement le milieu. Sur un milieu complet (la boite matrice) ou supplémenté en arginine, on ne fait pas la différence entre les mutants et la souche de référence tous haploïdes ni entre les diploïdes. Le phénotype est le résultat de l’interaction des nombreux gènes et allèles en présence ainsi que du milieu.
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Figure 5- 3.Les trois étapes de l’étude de l’addition de 2 génomes.
 

 

Dans le cas du mutant M2, l’interprétation sera la même, avec comme seule différence que,  comme on n’a aucune indication sur le gène muté de chacun de ces mutants et que vraisemblablement il existe plusieurs gènes qui confèrent le phénotype [arg-] (Figure 5-1), on appellera le gène B au lieu de A.
Pour M3 l’interprétation est différente puisque le phénotype [arg-]conférée par sa mutation est dominante sur le phénotype [Arg+]. Le croisement s’écrit de la même façon en utilisant par mesure de précaution un autre nom de gène C.

Explication moléculaire
La connaissance actuelle que l’on a des mécanismes de la voie métabolique de l’arginine et de sa régulation permettent d’expliquer ce qui se passe dans une cellule diploïde.
Chaque étape biosynthétique est catalysée par une enzyme qui est codée par un gène distinct. Dans un milieu supplémenté en arginine une souche sauvage arrête la synthèse endogène de cet acide aminé. On a pu montrer que la synthèse des enzymes de cette voie étaient réprimée par une protéine (codée par un gène, évidemment) active lorsqu’elle est complexée à l’arginine. Lorsqu’elle est dans un milieu sans arginine elle est inactive en temps que répresseur (Figure 5-4 à 5-6).
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Figure 5- 4. Le phénotype mutant est récessif devant le phénotype sauvage qui s’exprime.
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Figure 5- 5. Modèle de régulation de la biosynthèse des enzymes bio synthétiques de l’Arginine.
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Figure 5- 6. Le phénotype mutant est dominant : il masque le phénotype sauvage.
 

 

Dans le cas du mutant M3 on a montré que le répresseur protéique qui à l’état sauvage est inactif a une mutation qui le rend toujours actif. Chez le mutant il est donc toujours actif et même en milieu sans arginine la cellule est réprimée pour la synthèse de cet aminoacide. 


Résistance à la canavanine
La souche sauvage est sensible à la canavanine et on a isolé 3 mutants C1, C2 et C3 résistants à cet analogue. Chacun a été croisé avec la souche sauvage sensible et chaque diploïde a été mis à pousser en parallèle sur deux milieux l’un avec et l’autre sans canavanine. Ceux qui poussent en présence de canavanine sont marqué + dans le tableau 5-1.
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Tableau 5- 1. Test de dominance/récessivité pour la résistance à la canavanine.

Les mutants C2 et C3 présentent un phénotype résistant récessif devant le phénotype sensible conféré par l’allèle de la souche sauvage.
Le mutant C1 a un phénotype résistant dominant sur le phénotype sensible de la souche sauvage.
Comment cela se passe-t-il au niveau du cytoplasme ?
La toxicité de la canavanine est due à l’intégration de cet analogue à la place de l’alanine (voir figure 4-14) dans les protéines. Avant d’être intégré dans les protéines, la canavanine doit pénétrer dans le cytoplasme. Sa pénétration est assurée par la perméase qui permet la pénétration de l’arginine. Ensuite son intégration dans les protéines se fait par l’intermédiaire d’un ARNt-Ala qui est chargé en canavanine par l’Alanyl-ARNt synthétase. En présence de canavanine (et d’alanine au moins d’origine endogène), la synthétase confond alanine et canavanine. Les protéines sont donc en partie composées de canavanine à la place d’arginine et donc inactivées. Il n’y a plus suffisamment de chaque protéine active pour que la cellule puisse survivre. La résistance est acquise par une diminution de la fraction des protéines qui contiennent la canavanine. Ce résultat est atteint si la perméase, par mutation, a une affinité diminuée pour la canavanine mais inchangée pour l’arginine (cas des mutants haploïdes [CanR] C1 et C2). Lorsque la souche diploïde est construite entre une souche haploïde sauvage et un des deux mutants, elle comporte pour l’Ala ARNt Sase deux formes du gène, l’une qui code une synthétase sensible et l’autre qui code une forme résistante. Les deux synthétases coopèrent également à charger l’ARNt-Ala, donc une fraction va encore incorporer la canavanine à la place de l’arginine. Si la proportion finale de protéines intactes (sans canavanine) est supérieure à une valeur limite (70%) le diploïde sera encore résistant ([CanR] dominant sur [CanS]) sinon, il sera sensible ([CanR] récessif devant [CanS]).
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Tableau 5- 2. Mécanisme de résistance à la canavanine.
De l’ensemble de ces deux expériences on doit retenir deux choses essentielles.
Qu’il est impossible de prévoir si un phénotype est dominant ou récessif par rapport à un autre.
Seule l’expérience permet de donner une réponse.

Homme

	Les maladies dues à des mutations sont rares, comme les mutations qui les ont causées. Un couple de parents de phénotype normal a un enfant atteint de phénylcétonurie. On peut faire deux hypothèses : 
· une mutation vient d'avoir lieu dans un des gamètes qui a donné naissance à cet enfant 

· l'enfant est malade parce qu'il a reçu de ses parents des allèles mutés qui chez les parents étaient masqués par un allèle sauvage. 

Le même couple a un autre enfant de nouveau atteint de phénylcétonurie. La première hypothèse nécessite une seconde mutation dans un des deux nouveaux gamètes. Compte tenu de la faible fréquence des mutations (10 -7 à 10 -8 spontanément), la probabilité de la répétition d'un tel événement est si faible qu'on peut l'exclure. Dans ce cas, la seule interprétation possible est que chaque parent de phénotype normal porte un allèle muté qui ne s'exprime pas et un allèle sauvage. Par contre l'enfant malade n'a reçu de chacun que l'allèle muté. On a pu associer au génotype hétérozygote le phénotype sain, le phénotype [PKU] est récessif par rapport au phénotype [sain](dans l'exemple de la figure 5-7 les deux allèles 1 et 2 ont le même effet, les deux parents n'étant pas apparentés ils ne portent pas forcément le même allèle muté). 
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Figure 5- 7. Dans le cas A un seul enfant est atteint, l'hypothèse d'une mutation de novo ne peut être écartée. Dans le cas B seule l'hypothèse des parents porteurs sains est retenue 

Conventions d'écriture des pedigrees. 

Ces symboles sont généralement utilisés bien qu'il puisse y avoir des variantes suivant les auteurs. 

• Les sexes sont distingués mâle figuré par un carré, femelle par un rond, sauf pour des fratries nombreuses d'enfants tous sains ; dans ce cas l'ensemble est représenté par un losange avec dessus le nombre d'enfants observés. 
• Les unions consanguines avérées sont souvent indiquées avec un double trait horizontal. 
• Vrais (monozygotes) et faux (dizygotes) jumeaux se distinguent : les premiers sont reliés par un trait horizontal. 
• Les symboles des sujets bien portants sont vides alors que ceux des sujets malades sont pleins. 
• Les enfants sont représentés de la gauche vers la droite suivant leur ordre de naissance. 
• D'autres indications peuvent être indiquées, par exemple les avortements spontanés. 

La figure 5-8 résume l'ensemble de ces conventions de représentation. 
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Figure 5-8. Symboles couramment utilisés dans les pedigrees. 

Phénylcétonurie 

Dans la phénylcétonurie certains des cas sont dus à une délétion de l'exon 2, ce qui provoque la disparition d'un site de restriction de l'enzyme H. Grâce à ce typage on peut suivre les allèles mutés et sauvages. L'ADN de chaque membre de la famille a été extrait (des globules blancs), digéré par H, les fragments ont été triés par électrophorèse en gel d'agarose, transférés sur nylon et hybridés avec une sonde marquée. 
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Figure 5- 9. Le phénotype [PKU] ne s'exprime que chez les homozygotes porteurs de la mutation en double exemplaire . La présence de l'allèle muté est indiquée ici par un demi symbole rouge. 

Anémie falciforme 

C'est une maladie due à une mutation dans le gène de la [image: image219.png]


globine (figure 3-17). Ses conséquence sur l'organisme sont multiples chez le sujet homozygote pour l'allèle muté. 

[image: image220]
Figure 5- 10. Tableau clinique de l'anémie falciforme. 

par contre l'hétérozygote ne présente pas d'altération notable de sa santé. Le phénotype [anémie]est donc récessif devant le phénotype [sain]. Néanmoins des critères plus fins permettent de le détecter. C'est ce que l'on appelle le trait falciforme une des diagnoses de ce trait est donnée par l'observation de la forme des globules rouges d'un sujet sous pression partielle d'oxygène réduite. Chez un homozygote pour l'allèle sain il n'y a aucune déformation des hématies alors que l'homozygote pour l'allèle muté a des hématies encore plus déformées qu'en conditions standard. Quant à l'hétérozygote, qui en conditions standard a des hématies normales, lorsque la pression partielle d'oxygène diminue, ses hématies se déforment. En prenant ce test comme critère on est amené à dire que le trait falciforme est dominant sur l'état normal. 
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Tableau 5- 1. Dominance / récessivité sont des propriétés du phénotype . 
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Figure 5- 11.Transmission du trait (B) et de l'anémie falciforme (A) dans une même famille 

Par cet exemple je voudrais attirer votre attention sur plusieurs points qui découlent les uns des autres. 

-Une mutation peut avoir des conséquences multiples sur le phénotype final de l'individu 

-Comme le phénotype est la résultante de l'interaction entre génotype et milieu, ce dernier n'est pas indifférent dès que l'on parle des propriétés phénotypiques (et donc de sa dominance ou de sa récessivité) 

-Un phénotype défini précisément dans un milieu donné s'exprime chez l'hétérozygote (dominance) ou pas (récessivité). 

-Avec le même allèle on peut définir un phénotype d'une manière un peu différente (ici l'anémie falciforme ou le trait falciforme). Le phénotype étant différent, les relations de dominance et de récessivité peuvent changer. 

-Si le milieu change, cela altère également le phénotype et à nouveau les relations de dominance et de récessivité peuvent changer. 


En conclusion dominance et récessivité sont des propriétés d'un phénotype et non d'un allèle. Parler comme cela se rencontre dans un certain nombre d'ouvrages d'allèles dominants ou récessif est un jargon incorrect qui ne peut être utilisé qu'entres professionnels qui travaillant sur le même sujet ont déjà défini ce qu'ils prennent comme phénotype et comme conditions de milieu. La formulation correcte est la suivante : le phénotype [description] conféré par l'allèle a n est dominant (ou récessif) devant le phénotype […] conféré par l'allèle a m . 

L'albinisme dû à des mutations dans le gène codant la tyrosinase 

Il existe de nombreux types d'albinismes dus à la mutations de différents gènes. Un de ces types est provoqué par des mutations dans le gène qui code la tyrosinase (première enzyme de la voie de biosynthèse des mélanines, (comparez avec la figure 3-23). 

[image: image223]
Figure 5- 12. Biosynthèse des mélanines . 


On connaît plusieurs types de mutations dans ce gène : 


-une mutation non sens abolit complètement toute activité tyrosinase. Le phénotype est albinos blanc[blanc]. la peau est rose comme l'iris de l'œil, les poils sont blancs allèle a1. 
-une mutation faux sens diminue beaucoup le niveau de tyrosinase. Le phénotype est une peau et des poils légèrement colorés [jaune] allèle a2. 
-Une mutation faux sens rend la tyrosinase sensible à la chaleur : les zones froides du corps sont normalement colorées mais les zones chaudes sont dépourvues de mélanine (comme le phénotype blanc) c'est la mutation qui chez le chat produit le phénotype [siamois] allèle a3. 



Quel est le phénotype des différents hétérozygotes que l'on a pu observer ? 
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Tableau 5- 2. Un phénotype est dominant ou récessif comparé à un autre. 

Observons le phénotype [jaune] : 

-il est dominé par le phénotype [col. normale] 
-il domine le phénotype [blanc] 


Il faut donc impérativement préciser à quoi on compare le phénotype que l'on qualifie 
de dominant ou récessif. Ces propriétés ne sont que relatives. 

Autre forme d'albinisme 

[image: image225.jpg]



Figure 5- 13. Pedigree d'une famille présentant une forme rare d'albinisme. 

Dans cette famille l'albinisme est-il dominant ou récessif sur une pigmentation normale ? On constate que l'albinisme se transmet sans saut de génération, il n'est jamais masqué. Cela fait penser qu'il est sans doute dominant sur le phénotype normal. 
Nous allons montrer que la probabilité qu'il soit récessif est faible (et qu'il est donc bien dominant). Pour cette démonstration il est nécessaire de donner une loi simple de génétique des populations et les conséquences qu'elle entraîne. 
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Dans le pedigree de la figure 5-13 il s'agit d'une affection rare dans la population générale. Si le phénotype [albinos] est récessif devant [coloration normale], la probabilité de trouver une telle famille est 


pour la génération 1 

10 -4 Pb du parent albinos 
2 x 10 -2 Pb du parent sain hétérozygote 

pour la génération 2 

la femme albinos a une probabilité 0,5 d'avoir reçu l'allèle muté 
de son père (sa mère est hétérozygote a1/a1) 
son conjoint tiré de la population générale a une Pb de 2 x 10 -2 

probabilité d'ensemble 10 -4 x 0,5 x 2 x (2 x 10 -2 ) = 2 x 10 -6 

Si le phénotype albinos est dominant 
pour la génération 1 

10 -4 Pb du parent albinos qui est hétérozygote (l'homozygote aurait la Pb 10 -8 s'il est viable) 
1 Pb du parent sain homozygote 

pour la génération 2 

la femme albinos a une probabilité 0,5 d'avoir reçu l'allèle muté de sa mère (son père est hétérozygote a1/a1) 
son conjoint tiré de la population générale a une Pb de 1 

probabilité d'ensemble 10 -4 x 0,5 x 1x 1 = 0,5 x 10 -4 

On choisit l'hypothèse la plus probable : [albinos] dominant [pigmentation normale] 

Test de complémentation fonctionnelle
 

  

Si deux mutants présentent le même phénotype sont-ils mutés dans le même gène ou dans des gènes différents ? 

  

Levure

 

On croise les mutants haploïdes M1, M2, M3 et M4 entre eux. Ils sont de même phénotype [arg-]. 
Ces mutants ont déjà été caractérisés au paragraphe précédent. M1 , M2 et M4 ont un phénotype récessif devant le phénotype sauvage alors que M3 a un phénotype dominant sur le phénotype sauvage.
Examinons le résultat du croisement entre M1 et M2. Le diploïde pousse sur milieu additionné d’arginine ainsi que sur milieu minimum, il est [arg+].
Quelle est l’interprétation de ce résultat?
Le mutant M1 est déficient dans une étape de la biosynthèse de l’arginine. Lorsque les deux mutants mettent en commun leurs génomes cette déficience n’apparaît plus c’est que l’allèle sauvage de ce gène doit avoir été apporté par M2. Donc M2 est muté dans un gène différent de celui qui est muté chez M1.
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Figure 5- 14. Test de complémentation entre les mutants M1 et M2 qui sont mutes dans des gènes différents.
Lors de la mise en commun des génomes, un jeu complet et fonctionnel a été reformé. On dit que les mutants complémentent. Ils sont donc mutés dans des gènes différents.
La même expérience a été réalisée avec les mutants M1 et M4. Le diploïde n’a pas poussé sur milieu minimum.
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Figure 5- 15.Test de complémentation, entre deux mutants mutés dans le même gène.
Dans ce second cas la mise en commun des deux génomes n’a pas permis la reconstitution d’un jeu complet de gènes fonctionnels. Il n’y a pas eu complémentation puisque les mutants sont mutés dans le même gène.
Que peut-on attendre des croisements entre M3 et M1 ou M3 et M2 ou M3 et M4 ? Le produit du gène R muté (allèle r1) est un répresseur toujours actif. Quelque soient les gènes apportés par l’autre parent le produit de l’allèle r1 conférera toujours le phénotype [arg-]. Autrement dit pour qu’un test de complémentation soit faisable, il faut que l’allèle muté chez chaque mutant n’empêche pas l’allèle sauvage de l’autre, s’il existe, de s’exprimer. Avant tout TCF il faut impérativement tester la dominance ou la récessivité des phénotypes de chaque mutant. Seuls ceux qui ont un phénotype mutant récessif devant le phénotype sauvage seront utilisabless pour le TCF 

  

Présentation d’un test de complémentation
Résultats
Souvent on met ensemble les résultats des croisements

-mutant x sauvage (dominance/récessivité)
-mutant x mutant (TCF)

 

Toutes les cases sous la première ligne et à droite de la première colonne représentent les diploïdes obtenus par addition des deux génomes correspondants. Ici on a noté + lorsque le 2n pousse sur milieu minimum et – s’il n’y pousse pas.

  

	haploïdes 
	M1
	M2
	M3
	M4
	sauvage
(1)

	M1
	-
	 
	 
	 
	+

	M2
	+
	-
	 
	 
	+

	M3
	- 
	- 
	- 
	 
	- 

	M4
	- 
	+
	- 
	- 
	+


  

  

Interprétation
D’abord avec la colonne du croisement par sauvage on peut dire que les phénotypes mutants sont récessifs devant le phénotype sauvage sauf pour M3 qui est exclu du TCF (même si des résultats sont aussi donnés pour lui, on ne pourra pas les interpréter).
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Les cellules en rouge sont exclues de l’analyse

Ensuite pour les mutants M1, M2 et M4 on effectue un raisonnement qui résume ce qui est décrit dans les figures 5-13 et 5-14. Lorsque le test comporte de nombreux mutants il suffit de choisir un couple pour lequel on n’observe pas de complémentation et un pour lequel on l’observe afin d’expliquer le raisonnement (tableau 5-5). Ensuite on résume l’ensemble des interprétation en indiquant le nombre et le nom des gènes impliqués dans le test et quel gène est muté pour un mutant donné, comme ci-dessous.

	gène G
	gène E

	M1 allèle g1
M4 allèle g2 
	M2 allèle e1


 

Cette expérience s’appelle « Test de Complémentation Fonctionnelle », c’est à dire qu’il définit les gènes par leur fonction. C’est une façon relativement simple de définir un gène (d’après la définition la plus simple donnée au chapitre 2 : portion d’ADN qui code un polypeptide ). Elle a permis de définir de nombreux gènes avant tout usage de méthodes de biologie moléculaire, et reste encore primordiale.
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Tableau 5- 5. Raisonnement à la base de l’analyse d’un résultat de TCF.
Homme

 

Dans l’espèce humaine il n’y a pas d’expérimentation (du moins sur des individus) et on ne peut qu’observer des familles rares lorsqu’elles présentent des cas intéressants.

  

Surdi-mutité 

En Irlande on a une relativement haute incidence de surdi-mutité. la figure 5- montre un pedigree où des cas de surdi-mutité sont notablement plus fréquents que dans l’ensemble de la population. Cette première remarque doit nous faire penser que dans ces familles il peut y avoir un facteur génétique responsable de la surdi-mutité (Figure 5-15). Les familles sont notées A, B et C, les générations en chiffres romains et les individus en chiffres arabes.
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Figure 5- 15. Surdi-mutité dans trois familles d’Irlande du Nord.

Dans chacune des trois familles on observe que plusieurs enfants d’une même fratrie sont atteints et que leurs parents sont sains. Ce qui exclut l’hypothèse d’une mutation de novo). Les parents sains doivent donc être porteurs, ce qui permet de conclure que dans chacune de ces familles la surdi-mutité est récessive devant l’état normal. 
Un premier croisement entre deux sujets B-III-10 et C-III-4 tous deux sourd muets (donc porteurs de deux allèles mutés chacun) ont 4 enfants tous sourd muets. Le gène muté dans la famille C, appelons le C pour simplifier n’a pas été fourni sous sa forme sauvage par la famille B. Il n’y a pas de complémentation, les deux familles B et C sont touchées dans le même gène.
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Tous les enfants sont porteurs de deux allèles mutés.
Remarque : on ignore l’origine de chacun de ces allèles , c’est pourquoi, par précaution on leur attribue de numéros alléliques différents.
Un second croisement entre deux autres individus [sourd-muets]A-IV-7 et IV-9 a produit six descendants tous normaux.. Dans ce second cas cela montre que chacun des parent porteur de deux copies mutées du même gène a fourni à l’autre un allèle sauvage pour le gène qui chez lui était muté. Il y a complémentation, les deux parents et donc aussi les familles A et (B,C) sont mutées dans des gènes différents A et C.
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Tous les enfants sont normaux portant, pour chacun des gènes A et C, un allèle muté et un allèle sauvage, fonctionnel.
Remarque dans la notation fractionnaire on peut mettre aussi bien l’apport maternel au numérateur qu’au dénominateur, que les allèles soient sauvages ou mutés ils vont aussi bien en haut qu’en bas, une seule règle est à respecter : tous les allèles (de gènes différents) qui sont hérités d’un même parent se mettent d’un même côté de la barre de fraction. 
 

Xeroderma pigmentosum
C’est une maladie humaine qui se manifeste principalement par une tendance accrue à développer des cancers de la peau, particulièrement en s’exposant au soleil (rayons UV). 
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Figure 5- 17. Pedigree d’une famille dont 2 membres sont atteints de XP. Les petits losanges noirs indiquent les avortements spontanés.

Ce pedigree présente deux individus atteints , de la même fratrie (IV-9 et 10, ce qui exclut la mutation de novo) et dont les parents sont sains . Les parents doivent donc être porteurs sains et [XP] est récessif devant [sain].
Les cellules de sujets sains ou atteints de XP peuvent être mises en culture et se distinguent par leur capacité à intégrer des nucléotides (que l’on choisit marqués pour les repérer) après exposition des cultures aux rayons UV. Une autoradiographie révèle la quantité de radioactivité retenue (proportionnelle au nombre de grains d’argent impressionnés).
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Tableau 5- 6. Estimation de la réparation de l’ADN par les cellules des malades [XP].
Cette différence montre que les cellules de sujets atteints de XP sont déficientes à intégrer des nucléotides à la suite d’une lésion due aux UV. Elles sont donc mutées dans des gènes impliqués dans le système de réparation de l’ADN. Il est évident qu’il y a plus d’un gène concerné. Comment différencier les patients ?
Grâce à la culture cellulaire on dispose d’un dispositif expérimental. Les cellules qui sont mises en culture sont diploïdes. On sait les obliger à fusionner et on obtient ainsi des tétraploïdes, qui ont en commun les gènes des deux cellules parentales.
Lorsque les cellules sont prélevées sur un malade, puisque la maladie est récessive devant le phénotype sain, elles sont homozygotes. Lorsqu’elles proviennent d’un sujet sain, étant donné la rareté des malades, le plus probable est qu’elles soient homozygotes pour un allèle sain. 
Pour classer les malades par gène muté on va donc effectuer des tests de complémentation entre cultures de cellules issues de ces malades. Comme les cellules ne sont plus alors dans un contexte biologique naturel il va falloir contrôler que dans ces nouvelles conditions, le phénotype [réparation déficient] est récessif devant le phénotype sauvage.
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Tableau 5- 7. Détermination des groupes de complémentation chez des malades XP. On note + si l’hybride tétraploïde est capable de réparer son ADN et – sinon.
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Figure 5- 18 . Raisonnement applicable au tableau 5-7. 

En culture le phénotype [rep-] est récessif devant le phénotype [rep+] de la culture de référence. Les cultures se répartissent en 4 groupes de complémentation (dans un groupe on met ensemble tous les mutants qui ne complémentent pas). 

	gène A 
	gène B 
	gèneC 
	gène D 

	1BE 

2BE 

3BE 

8BE 

10BE 
	5BE 

6BE 

7BE 
	11BE 
	12BE 

1LO 

KMSF 


Tableau 5- 8 . Interprétation du tableau 5-7. 

On connaît actuellement 8 groupes de complémentation , soit 8 gènes dont une mutation est suffisante pour provoquer [XP]. D'autres gènes interviennnent dans le système de réparation de l'ADN , leur déficience cause d'autres syndromes (Cockayne syndrome, trichothiodystrophy (TTD)) qui n'aboutissent pas à des lésions cancéreuses. 
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Figure 5- 19 . Le système de réparation général de l'ADN. 
Dans la figure 5-18, les protéines marquées XPA à XPG sont impliquées dans la reconnaissance du dommage et dans son excision. Les mutations dans les gènes qui les codent sont responsables de XP. CS est dû à des mutations dans les gènes codant CSA et CSB. TTD est provoqué par des mutations dans XPB, XPD et TTDA. Alors que les mutants XP sont touchés exclusivement dans la voie d'excision, Les mutants TTD sont touchés à la fois pour l'excision et la transcription et les mutants CS sont touchés exclusivement dans la transcription. On a ici encore un exemple de gènes dont des mutations différentes donnent des phénotypes différents (XPB et XPG qui donnent soit [XP] soit [TTD]). 

Sauvetage d’un mutant
Le type d’expériences décrit au paragraphe précédent est pratiqué depuis plus de 50 ans. Le TCF est strictement réservé à l’addition de génomes entiers. C’est pourquoi en génétique moléculaire lorsque l’on ajoute un gène (via un vecteur recombiné) à un génome complet on n’utilise pas le terme de complémentation mais de sauvetage de mutant.
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Figure 5- 20. Comparaison entre TCF et sauvetage d’un mutant.

 


Le sauvetage d’un mutant se fait par l’addition, via un vecteur, de l’allèle non muté (de référence) du gène qui dans la cellule est muté et l’empêche, dans certaines conditions, de pousser. Cette procédure est très utilisée lorsque l’on veut cloner (Cloner un gène signifie isoler la cellule (qui en se multipliant donnera un clone) contenant le vecteur recombiné sur le fragment portant le gène d’intérêt) un gène donné.
Nous allons en voir deux exemples.

Clonage fonctionnel d’un gène de levure

 

Chez la levure on a isolé dans les années 1970 des mutants qui poussent à 25°C mais incapables de donner des colonies à 37°C (ce que sait faire la souche sauvage). Les mutants ont été classés en groupes de complémentation qui sont nombreux. On a ensuite voulu isoler les gènes correspondants.
Dans une première étape on a préparé une banque d’ADN génomique d’une souche de référence de levure dans un plasmide comportant une origine de type levure et un gène de sélection u+ (un mutant du gène U est auxotrophe vis à vis de l’uracile [Ura-], voir chapitre 2). La banque contient plusieurs milliers de vecteurs recombinés tous différents. 
Sélection du clone : on transforme une culture de cellules portant une mutation dans le gène U (elle est donc [Ura-] et une autre dans le gène A qui rend sa croissance thermosensible : à 37°C la cellule s’allonge mais est incapable de se diviser. Elle ne forme donc pas de colonies. On utilise une concentration telle qu’il y ait environ un plasmide par cellule transformée.
La sélection des cellules va se faire en deux temps.

1. on étale les cellules sur milieu sans uracile à 25°C : seules les cellules qui ont reçu un plasmide sont capables de pousser. On en trouve de l’ordre de 104.
2. On fait alors une réplique des clones obtenus qui sont mis à pousser à 37°C toujours sur milieu sans uracile. Il ne pousse alors que quelques clones (moins de 10). Ce sont ceux qui ont reçu un plasmide recombiné portant sur le fragment d’ADN étranger l’allèle a+ (voir figure 5-20).
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Figure 5- 21. Sélection fonctionnelle d’un plasmide portant un gène d’intérêt
Clonage fonctionnel d’un gène humain.

 

 

De nombreuses voies métaboliques présentent de grandes analogies dans l’ensemble du monde vivant, en particulier chez la levure et l’homme on trouve
-des voies de biosynthèse d’acides aminés
-des voies de biosynthèse de nucléotides
-la voie de réparation de l’ADN (analogie entre des gènes dont une mutation confère XP chez l’homme et une incapacité à réparer l’ADN chez la levure)
-de nombreuses étapes du cycle cellulaire
-les processus de réplication, de transcription et de traduction ; etc.
Pour sélectionner un gène d’un organisme dans un autre, il faut qu’il s’y exprime. Il existe une différence importante entre levure et homme : chez la levure la plupart des gènes sont d’une seule pièce alors que chez l’homme ils sont pour la grande majorité morcelés. Pour qu’un gène humain s’exprime chez la levure il est prudent de ne pas demander à l’organisme receveur de faire lui-même l’épissage. La solution à ce problème est de partir d’une banque humaine d’ADNc dans laquelle les exons des gènes sont déjà assemblés.
La région promoteur n’est pas incluse dans l’ADNc. Il est donc nécessaire de la mettre dans le vecteur au préalable. La lecture d’une phase ouverte sans codon Stop risque de se prolonger par une lecture de l’ADN plasmidique qui dénaturerait la protéine, il est donc prudent de mettre à coté du site d’insertion d’un coté un promoteur et de l’autre un terminateur. Le vecteur doit pouvoir se multiplier dans la levure (organisme de sélection) mais également chez la bactérie (organisme de production de l’ADN plasmidique), on prendra donc un vecteur navette.
Enfin il faut choisir comme souche de levure réceptrice des plasmides recombinés un (ou plusieurs) mutant conditionnel du gène dont on recherche l’analogue humain. Si ce préalable n’est pas satisfait on ne pourra pas utiliser ce procédé de sélection.

	Connaissances préalables 

La régulation de la transcription se fait par l’intermédiaire de protéines qui se fixent sur des séquences CCAAT.
Des études biochimiques ont montré qu’il y avait des ressemblances fortes entre ces protéines chez la levure et chez l’homme.
Chez la levure on connaît 3 gènes qui codent de telles protéines. Une mutation dans l’un d’eux rend la souche mutée incapable d’utiliser un substrat uniquement respirable tel que le lactate :mutants [lact-].
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Figure 5- 22. Construction de la banque d’ADNc humain.
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Figure 5- 23. Sélection des rares clones portant un gene capable de sauver la souche mutante de levure incapable de métaboliser le lactate.
Régulation de l’expression des gènes
Tout n’est cependant pas aussi simple qu’il peut le paraître jusqu’ici. En effet les gènes ne sont pas tous exprimés également dans toutes les cellules (sinon on n’aurait pas de différenciation tissulaire). Ces phénomènes seront revus avec plus de détails dans le cours de régulation. Nous allons juste évoquer quelques exemples.

Régulation par épissage alternatif

Définition
Pendant la formation de l’ARNm mature des événements d’épissage peuvent se faire à des points de jonction différents pour un même gène. Pour certains gènes cet épissage alternatif peut être constitutif parce que plusieurs sites sont en concurrence ce qui donne un mélange d’isoformes (isoformes: toutes les formes différentes produites par les épissages varies d’un même gène) protéiques. Dans d’autres cas le phénomène peut être régulé produisant des isoformes spécifiques au moment adéquat comme les produits du gène phosphofructokinase ou [image: image243.png]


tropomyosine. 
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Figure 5- 18. L’épissage alternatif peut donner naissance à de multiples isoformes tissu-spécifique d’une protéine.
Mise en évidence
On utilise une base de données qui contient l’ensemble des séquences ESTs (ESTs: (Expressed sequence tagged, étiquette d’une sequence exprimée.). Les séquences ESTs sont des séquences STSs codantes. Une séquence EST est donc une séquence de 100 à 150 nucléotides d'ADNc correspondant à une des extrémités d'un ARNm et qui lui est spécifique. ESTs = "étiquettes" (tags) de séquences exprimées. voir la figure 5-24 pour leur identification. 
Le STS est une courte séquence représentée de façon unique dans le génome et facilement amplifiable par PCR. Il n'a pas de signification biologique en tant que tel.) .et ADNc On essaie de trouver des morceaux chevauchants, et on compare avec les données concernant l’ADN génomique (l’idéal étant de travailler avec un organisme pour lequel la séquence est complètement déterminée). Les critères pour que les ESTs soient acceptables 


-que la séquence EST soit identique à la séquence génomique et à l’ADNc
-que juste à la limite, l’ADN génomique montre les sites d’épissage (GT site donneur et AG site accepteur)
-le fragment qui est supposé montrer un épissage alternatif doit être entouré de ces deux sites. 


On a pu montrer que dans le génome eucaryote des pluricellulaires la plupart des exons sont petits, de taille moyenne 144bp ; il n’y en a que 4% qui dépassent 300bp. La taille moyenne des introns est 935bp avec 0,2% inférieurs à 60bp.

 

ST :découverte et identification
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Figure 5- 25. Découverte de séquences EST.
[image: image246.png]A

- "™
T
_hgﬁﬂimwfm/‘_.___.__— prnana i RRRRERS

Candidat i épissage altematif

ordre des ESTs o 4 o c 5 £
dapres la séquence o S
‘énomique. B B ¢ o i

&l lmie des ESTs doit
se trouver un ste d'épissage

Ies exons sont courts Texon 3'terminal est
| en général plus long.
Genomic ol
T A ™
exon et seq N 1111
sénomique .
Sont identiaues
Textwéaié polyA de IEST
sautent les est bien entre : bear
s dos s dipionage COME aon est & lexnémité
y 2 sites donneurs 2 sites accepteurs
B st dezon atematis alternatis

- e -





Figure 5- 26. Identification d’épissage alternatif. A critères B les différentes alternatives.

Bilan fonctionnel d’une cellule

 

Comment comparer les gènes en activité d’une cellule à différents moments physiologiquement différents ?
Nous prendrons comme exemple deux cultures d’une même souche de levure cultivées l’une dans des conditions aérobies et l’autre dans des conditions anaérobies. Les gènes exprimés sont transcrits en ARNm. C’est donc le contenu global d’ARNm de chaque type de cellules qu’il faut comparer. Quelque soit l’ARNm il doit être complémentaire d’une région de l’ADN génomique de levure (le génome complet a été séquencé et analysé, il comprend de l’ordre de 6000 ORF). Pour pouvoir faire un bilan sur tous les gènes on va utiliser des puces à ADN 

* Sonde : une partie de chaque ORF aura été fixée en un point de la puce (donc 6000 points).
* Préparation des produits à analyser : l’ARN est extrait de chaque culture et l’ARN polyA purifié. On synthétise l’ADNc en le marquant par un fluorochrome, Cy3 (fluorescence verte) pour la première culture, Cy5 (fluorescence rouge) pour la seconde culture. 
* Les deux préparations d’ADNc marqués sont mélangés et mis au contact de la puce pour hybridation. Chaque ADNc se fixe là où il trouve la séquence qui lui est exactement complémentaire. Puis la puce est lavée pour éliminer l’excès d’ADNc non fixé.
* La révélation se fait sous le microscope en photographiant la puce après excitation au laser pour révéler les points qui ont fixé le Cy3, puis une seconde fois pour révéler le Cy5. Ces clichés sont sauvegardés sous forme d’images que l’on superpose. Les points de la puce qui n’ont fixé que de l’ADNc Cy3 apparaissent verts, ceux qui n’ont fixé que le Cy5 sont rouges et ceux qui ont fixé les deux sont jaunes. L’intensité de chaque point est fonction de la quantité de Cy (donc d’ADNc) fixé. 
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Figure 5-27. Exemple d’hybridation des 2 ADNc au niveau de trois points de la puce.
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Figure 5- 28. Analyse par superposition des images obtenues en excitant le Cy3 puis le Cy5.
La figure 3-16 montre l’image d’une puce (avec un seul fluorochrome). Dans le cas du génome de levure on a étudié les 6116 gènes identifiés sur la séquence complète ainsi que 96 zones intergéniques et il a fallu inclure des contrôles. L’ensemble a donné 707520 points de dépôts répartis en 110 puces. L’impression du résultat tel que dans la figure 3-16 (mais avec les deux Cy) a demandé 52h.
Le traitement informatique de ces images permet de tracer le profil des différences entre deux états (ou deux tissus différents du même organisme.
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Figure 5- 29. Comparaison des niveaux d’expressions des gènes dans deux tissus différents
Interaction entre gènes non homologues 

 

Jusqu’à présent on n’a envisagé que des interactions entre produits d’allèles différents d’un même gène. C’est une situation simpliste qui est loin de refléter la réalité. Il faut rester dans ce cadre pour découvrir les mécanismes de base puis il faut envisager les interactions possibles. 
Ces interactions se rencontrent dès qu’il est besoin de régulation. Celle ci peut se faire par le moyen de séquences d’ADN qui sont en général proches sur le même brin d’ADN transcrit du gène, mais aussi par l’intermédiaires de protéines interagissant avec l’ADN ou entre elles.
La régulation du cycle cellulaire en offre un exemple (étudié chez la levure comme organisme modèle, mais que l’on peut l’étendre à de nombreux organismes vivants sans grandes modifications). La figure 5-29 décrit les différentes phases du cycle d’une cellule haploïde ou diploïde lorsqu’elle se divise pour donner 2 descendants identiques (processus de la mitose). C’est la même protéine dans sa conformation activée qui autorise le démarrage d’un nouveau cycle de division (franchissement de la limite G1/S) et l’achèvement de la division (franchissement de la limite G2/M). Dans une souche sauvage, cette protéine est activée par une autre protéine (activatrice sur la figure 5-30) et inhibée par une autre protéine .
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Figure 5- 30. Les différentes phases du cycle cellulaire d’une cellule de levure (quelque soit sa ploïdie)
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Figure 5- 31. Régulation des passages de G1 en S et de G2 en M par la protéine X et 2 protéines l’une activatrice et l’autre inhibitrice.
Il y a donc un minimum de 3 gènes qui agissent sur la complétion du cycle cellulaire (en réalité il y en a bien plus). Des mutants affectés dans l’un de ces trois gènes pourront être perturbés p dans leur division et si l’on essaie de les sauver par un gène de levure sauvage on risque de récupérer non pas uniquement le gène dans lequel ils sont touchés mais aussi également d’autres codant une protéine qui interagit avec celle qui est mutée.
D’autres gènes codant des protéines qui sont des facteurs de transcriptions servent de signal pour activer des lots de gènes.

Facteurs de transcription

Certaines de ces protéines agissent pour améliorer la transcription de l’ensemble des gènes :ce sont des facteurs généraux. D’autres au contraire n’agissent que sur certains lots de gènes. Ce sont les facteurs de transcription spécifiques de séquence. Ils sont inductibles et possèdent un rôle régulateur. Ils sont synthétisés ou activés d’une manière spécifique pour un tissu particulier. Les séquences qu’ils reconnaissent sont appelées les éléments de réponse.
Les facteurs de transcription contiennent en général au moins deux domaines
• l’un de liaison à l’ADN
• l’autre d’activation de l’ARNpolymérase II
Ils peuvent en outre interagir avec d’autres protéines
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Figure 32. Mode d’action d’un facteur de transcription.
ARN

  

 

Les différentes molécules d’ARN que l’on rencontre dans la cellule sont codées par des portions d’ADN qui sont également des gènes. Ces gènes sont transcrits mais bien sur pas traduits.

ARN ribosomiques
Le ribosome a une structure universelle (ou presque) . Il est constitué de 2 sous unités inégales. Chacune est formée d’un complexe entre une molécule d’ARNr et de plusieurs dizaines de protéines. Ces deux molécules d’ARNr sont codées par des gènes groupés et redondants. 
*
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Figure 5- 33. Une unité d’ARN ribosomique eucaryote, qui est répétée plusieurs centaines de fois dans un génome.
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Tableau 5- 9. Constitution d’un ribosome.
 

ARN de transfert
Ce sont de petits ARN (de 73 à 93 b).Il en existe61 sortes (autant que de codons utilisables. Suivant les organismes certains peuvent manquer. Pour tous ceux qui sont représentés, il y a plusieurs gènes qui codent exactement le même aa ARNt : Chez la levure on a dénombré 274 ARNt et dans le génome humain il y en a de l’ordre de 1300.
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Tableau 5- 10. Les 274 ARNt de la levure Saccharomyces cerevisiae.

 

Petits ARN
On en rencontre dans le noyau (snARN et dans le cytoplasme (sc ARN). Parmi ceux du noyau certains jouent un rôle enzymatique dans l’excision de certains introns. Parmi ceux que l’on trouve dans le cytoplasme, l’ARN 7sl fait partie de la particule de transmission de signal, une structure impliquée dans le transport des protéines sécrétées et membranaires.
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*Les ARNt incluent tous les ARNt. Les copies pour un ARNt particulier varie de 10 à 100.
**Le micronoyau est inactif pour la synthèse de pré ARNr.
Figure 5- 25. Nombre de copies de gènes codant des ARN de structure répétés en tandem, chez plusieurs eucaryotes.
Transposons

 

 

Ce sont des structures que l’on peut retrouver entières ou partielles à de très nombreux exemplaires. Ces structures s’insèrent dans de nombreux endroits du génome (au hasard ?) et sont au moins dans certaines conditions de se déplacer d’un locus à un autre et/ou de se propager. Il en existe plusieurs types pour chaque organisme. Certains sont spécifiques d’un groupe d’organismes.
L’intégration d’un transposon se fait par duplication de la séquence dans laquelle il s’est inséré (qui est très courte, quelques nucléotides). 
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Figure 5- 34. L’insertion d’un élément transposable génère une duplication de la séquence cible.
 

Les différents types de transposons

Ces éléments transposables peuvent se dupliquer par l’intermédiaire d’une rétrotranscription (type des transposons copia, LINE (long interspersed repeted sequence), SINE) ou par un phénomène de type copier-coller où l’ADN est coupé et c’est au moment de la réparation que le transposon est recopié. Certains contiennent leur propre enzyme de réplication la transposase. Ils peuvent présenter à leurs extrémités des régions courtes répétées soit dans le même sens (en tandem) soit tête bêche (répétitions inversées). 
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Figure 5- 35. Classes de transposons dans le génome humain.

Le rôle de ces éléments reste largement à découvrir. Certaines toutes petites répétitions sont dans des promoteurs de gènes et jouent un rôle de régulation. Les éléments LINE et SINE n’ont pas de fonctions définies. Tous ces éléments par leur mobilité sont des agents de la plasticité du génome et pourraient jouer un rôle dans l’évolution.

	Espèce 
	Nombre de copies 

	  
	Pré ARNr 
	ARNr 5S 
	ARNt* 

	Saccharomyces cerevisiae 
	140 
	140 
	250 

	Dictyostelium discoïdeum 
	180 
	180 
	? 

	Tetrahymena pyriformis 
micronoyau ** 

macronoyau 
	  

1 

200 
	  

300 

300 
	  

800 

800 

	Drosophila melanogaster 
Chrom. X 

Chrom. Y 
	  

250 

150 
	  

165 

165 
	  

860 

860 

	Xenopus laevis 
	450 
	24000 
	1150 

	Homo sapiens 
	250 
	2000 
	1300 


 

*Les ARNt incluent tous les ARNt. Les copies pour un ARNt particulier varie de 10 à 100. 

**Le micronoyau est inactif pour la synthèse de pré ARNr. 

Pseudogènes

Si dans le génome humain, les ORF représentent 4% du génome quel est le rôle des 96% restants ?
Il y a des zones qui ressemblent à des gènes, par leur structure et leur séquence, mais qui au contraire des gènes actuellement utiles a l’organisme, comportent des codons STOP. Il semble que ce soit le résultat d’anciennes duplications de gènes. Le gène étant après la duplication, représenté deux fois, il suffit qu’une des deux copies reste fonctionnelle pour assurer la fonction, la seconde copie n’est soumise à aucune pression de sélection et peut évoluer vers une autre fonction ou accumuler des mutations qui l’inactive, elle devient alors un pseudogène. 
On a de tels exemples parmi les gènes des globines humaines [image: image259.png]


et [image: image260.png]


. 

 

On en a des exemples parmi les gènes des globines humaines [image: image261.png]


et [image: image262.png]


. Les 5 gènes de la famille [image: image263.png]


([image: image264.png]


,A[image: image265.png]


 ,G[image: image266.png]


,[image: image267.png]


 et [image: image268.png]


) sont groupés sur une portion du chromosome 11 d’environ 100kb. Les gènes de la famille [image: image269.png]


 :[image: image270.png]


1 ,[image: image271.png]


2 ,[image: image272.png]


 sont groupés sur le chromosome 16. Les séquences de l’ARNm de ces gènes est facilement alignable, les gènes d’une famille ayant plus de ressemblance entre eux qu’avec les gènes de l’autre famille. Les gènes génomiques sont tous organisés en trois exons séparés par un premier intron assez court (100 à 200nt) et un second plus long (de l’ordre de 1kbp).
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Figure 5- 37. Les gènes de globine appartiennent à 2 familles [image: image274.png]


et [image: image275.png]



En plus sur chacun de ces chromosomes on retrouve des séquences qui hybrident avec des sondes spécifiques de l’une ou l’autre famille , où l’on reconnaît encore la structure exons/introns, mais dont la phase est interrompue par des STOPS. On les appelle pour cette raison des pseudogènes. 


[image: image276.png]L'ADN entre les génes est non codant.

. o LT, VN
=
chromosome 11

desgines Y = /=

B elobine

B

Peudogenes
gowpe  chromosome 16 / |
des gines —

Q@ giobine 2 wel o yal

Tes pscudogénes sont des membres de 1 ol
quine codent pas pour des ARNm fonctionnels
i pour des protéines




Figure 5- 38. Groupement des gènes des familles [image: image277.png]


et [image: image278.png]


globine.
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Figure 5- 39. Comparaison des 3 exons du gène [image: image280.png]


2 globine et du pseudo gene 
[image: image281.png]


Les codons STOP sont surlignés.
L’essentiel de ce chapitre réside dans la définition fonctionnelle des gènes uniques que l’on peut distinguer les uns des autres par test de complémentation. Une variante de cette méthode est très utile en génétique moléculaire, lorsque l’on dispose de mutants, pour isoler le clone contenant le gène sous sa forme fonctionnelle.

Cartographie
 

Les procédés de cartographie du génome ont beaucoup évolués avec l’apparition de la biologie moléculaire. Cependant les méthodes classiques d’étude de ségrégation des caractères à partir d’un sujet diploïde hétérozygote gardent toute leur actualité, leur mise en œuvre étant beaucoup plus simple que l’utilisation de la biotechnologie moléculaire. 
Ce chapitre comporte une première partie exclusivement consacrée à l’étude de la ségrégation de caractères, qu’ils soient classiques (mutations dans des gènes codant des protéines essentielles) ou moléculaires (RFLP, microsatellites, etc.).
² Les autres parties étant plus orientées vers des techniques moléculaires
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Figure 5- 36 . Nombre de copies de gènes codant des ARN de structure répétés en tandem, chez plusieurs eucaryotes. 

Cartographie génétique des eucaryotes
Méiose
La méiose est un mode de division qui fait passer une cellule de l'état diploïde (deux exemplaires d'information génétique) à des cellules haploïdes (un seul stock) :en général appelées les gamètes mais aussi les spores chez les champignons, les algues, etc.. Cette division comporte deux étapes. Dans la première, les éléments constitutifs de chacun des stocks chromosomiques sont recombinés d'une façon aléatoire ou pas Dans la seconde le nombre de gamètes produits passe à quatre.
Alors que le nombre des chromosomes est caractéristique de la ploïdie d’un organisme, la quantité d’ADN que contient son noyau ne l’est pas car elle varie suivant le moment où la cellule est observée (G1, S ou G2, figure 5-29)
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Figure 6- 1. Quantité d'ADN et ploïdie d'une cellule.
 

Lorsqu’on représente un schéma de méiose, il faut partir de la cellule en phase G1. Le chromosome, comporte un centromère qui gouverne ses mouvements au moment de la division. Tout l’ADN fixé à un centromère constitue un chromosome. En phase G1 il est formé d’un chromosome constitué d’une chromatide (un double brin d’ADN) alors qu’en phase G2, après la réplication d’ADN il est formé de deux chromatides sœurs fixées au même centromère (une chromatide = 1 ADN double brin ; un chromosome= 2 doubles brins d’ADN). Le chromosome est l’unité d’ADN qui va se déplacer d’un seul tenant. 

• En phase G1 c’est le double brin d’ADN ;
• En phase G2 c’est l’ensemble de tout ce qui est fixé au même centromère (les deux chromatides).




Mitose
Mode de division de la cellule eucaryote qui permet la formation de deux cellules de génotypes identiques à partir d'une seule.
Comparaison Mitose Meiose
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Tableau 6- 1. Différences entre meiose et mitose.
[image: image286.jpg]35D
qpjab





Figure 6- 2. Mitose, meiose, ce qui diffère à la métaphase
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Figure 6- 3. Comparaison mitose - meiose.
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Figure 6- 4. Position différente des cinétochores à la meiose et à la mitose.



Recombinaison 
La recombinaison XE "recombinaison" génétique désigne tout processus permettant d'obtenir un assemblage nouveau d'informations génétiques à partir d'ensembles différents. On distingue deux types de recombinaison méiotique (recombinaison produite lors de la meiose).

· recombinaison inter chromosomique : répartition aléatoire des chromosomes homologues dans les cellules filles lors de la première division méiotique. 

· recombinaison intra chromosomique : recombinaison issue de crossing-over. 

En plus de la recombinaison méiotique, il peut y avoir de la recombinaison in vitro par ligation, de molécules d'ADN de deux origines différentes,( intégration d'un prophage) .ou in vivo entre le génome d'une cellule et un fragment d'ADN reçu par transformation.. 

Les mécanismes de recombinaison in vivo mettent en jeu des enzymes qui exigent l'appariement des molécules d'ADN qui vont recombiner. Elles doivent donc présenter de l'homologie.
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Figure 6- 5. Recombinaison in vivo entre le génome et un fragment d'ADN par appariement de régions homologues. 
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Figure 6- 6. La recombinaison homologue entre chromosomes homologues



Ségrégations
Au moment de la première division de meiose, chaque chromosome homologue va à un pôle du fuseau, vers le nord ou le sud de façon aléatoire. Donc pour une cellule d'une espèce où n=3 , il y a deux façons de se disposer pour chaque chromosome homologue soit en tout 23 résultats possibles (ou gamètes) en dehors de tout événement de recombinaison.

[image: image293.jpg]



Figure 6- 7. Ségrégation indépendante de 3 chromosomes homologues.
 

Dans la figure 6-7 seuls 4 cas ont été représentés les haploides de la première ligne peuvent à chaque fois se retrouver au pôle sud ou au pôle nord. Les 8 types de ségrégations se réduisent à 4 si l'on ne tient pas compte de l'orientation nord sud.

Ségrégations

 

Il s'agit ici de déterminer le nombre de gènes dont la forme diffère d'une souche à une autre. On utilise pour ce faire la ségrégation des caractères lors du passage du diploïde aux quatres haploïdes. On examine les produits de la méiose. Le principe de l'analyse est le même pour tous les organismes. Comme les deux phases ne sont pas toujours également observables, les modalités varient légèrement suivant le cycle de l'organisme choisi comme modèle 

Un couple d'allèles
Levure
On effectue le croisement entre une souche haploïde de levure prototrophe et une souche auxotrophe pour l'histidine [His-]. La souche sauvage de référence sera notée [His+] car c'est ce qui la différencie de la souche mutante. La souche mutante est [His-] parce qu'elle porte une mutation dans le gène A qui code l'IGP déhydratase (voir figure 3-21). Son génotype est a1 et celui de la souche sauvage a+. Les cellules de la souche diploïde obtenue par addition des deux génomes sont mises à sporuler (chaque cellule fait une meiose). Il y a un doublement de l'ADN grâce à un cycle de réplication semi conservative. Chaque allèle a est recopié à l'identique, donc lorsque les chromatides se sont séparées pour donner les chromosomes des spores on a autant d'allèles a1 que a+. C'est ce que l'on appelle la ségrégation 2/2 typique de la ségrégation d'un seul couple d'allèles.
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Figure 6- 8. Ségrégation monogénique.



Drosophile
Cet organisme a un cycle de vie très comparable à celui de l'homme : seule la phase diploide est observable. La phase haploïde (les gamètes) ne peuvent être observés qu'indirectement.

Alors que la souche de référence a les yeux rouge brique [rb], on dispose d'une souche mutante qui a les yeux rouge vif [rv]. Ce phénotype est dû à une mutation dans un gène A.

Une souche pure se reproduit identique à elle même donc tous ses gamètes sont identiques, elle est homozygote.
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Figure 6- 9. Comparaison de l'étude de la ségrégation d'un couple d'allèles chez la levure et la drosophile.
 

Lorsque l'on a obtenu les individus de F1 pour étudier leurs gamètes , la méthode la plus simple, lorsqu'elle est possible, est de croiser des femelles de F1 par des mâles de la souche qui porte l'allèle conférant le phénotype XE "phénotype" récessif. Ainsi, si le gamète femelle porte l'allèle sauvage son expression ne sera pas masquée et le phénotype du descendant sera [sauvage]. Si au contraire il porte l'allèle mutant le phénotype sera celui de la souche mutante.

Dans certains cas, si l'on ne dispose pas de la souche mutante portant l'allèle qui confère le phénotype récessif devant le phénotype sauvage, on est obligé de faire des croisements F1 xF1. Chaque individu de F1 produit 50% de gamètes a+ et 50% de gamètes a1 qui se rencontrent au hasard.
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Figure 6- 10. Ségrégation d'un couple d'allèles dans le cas d'un croisement F1 x F1.
 

On observe alors 25% d'individus à yeux rouge vif et 75% ç yeux rouge brique. Ces proportions ne sont que la conséquence de la ségrégation 2/2 à l'issue de la meiose de chaque F1 avec réassociation au hasard.

La seule notion fondamentale est la ségrégation 2/2 observée à la suite de la meiose d'un diploïde hétérozygote pour un seul couple d'allèles. Le reste dépend des modalités expérimentales et peut être déduit si la ségrégation 50/50 a été assimilée.




Homme
Géne

Chez l'homme on atteint un degré de complexité un peu plus grand que chez la drosophile puisqu'il n'y a pas d'individu homozygote (pas de souches). Les seuls croisements que l'on pourra observer seront de type F1 x F1.
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Figure 6- 11. Phénylcétonurie dans une famille.
 

Remarque : dans ce pedigree 3 individus ont des descendants sans aucune indication de conjoint. C'est l'habitude de ne pas marquer l'autre élément du couple lorsqu'on n'a rien à signaler à son sujet. Ce qui signifie

· qu'il est tiré au hasard de la population générale 

· qu'on n'a aucune indication sur ses apparentés (qu'ils sont tous normaux, ou inconnus) 

· que lui-même est normal 

L'analyse de ce pedigree révèle

· que l'apparition de PKU ne peut dans cette famille être due à une mutation de novo (3 cas dans la même fratrie 

· donc que chacun des parents doit être porteur sain 

· et par conséquent [PKU] est récessif devant [sain] 

[image: image300.png]Q F1 2n(sain] 2 28 F12a [sain]
e

al

a+

v

v

2 types de gamétes al et
&+ en quantités égales

2 types de gamétes al et
&+ en quantités égales

N

!

S0% ot | 50% al
0 at it | ol
av al

[sain] [sain]

50% a1 LAt L al





Figure 6- 12. Interprétation du pedigree PKU de la figure 6-11.
 

Dans la descendance de ce couple on trouve 3 enfants [sains] et 3 [PKU]. Cette proportion est-elle en accord avec les proportions théoriques attendues de 75% et 25% ? Il faut avoir recours à des tests statistiques (on utilise très souvent le test du (2 avec un seuil de 5%, voir le cours de Bio statistiques). Ce test a certaines limites, il faut en particulier que l'effectif théorique de la catégorie la moins représentée soit >= à 5.Ce n'est donc pas le cas ici. Il est donc ardu, en génétique humaine de démontrer qu'une maladie est monogénique. Il faut cumuler l'examen de nombreux pedigrees dont on soit sur qu'il s'agisse de la même cause génétique (or nombre d'affections héréditaires peuvent être dues à la mutation d'un seul gène parmi plusieurs). C'est pourquoi, dans le cadre de ce cours et des exercices qui en découlent on admettra sans le démontrer (mais cela a évidemment été fait) que les affections qu'on aura à envisager sont monogéniques (sauf si la mention contraire est clairement exprimée).

Marqueur moléculaire 

L'exemple précédent était une mutation qui entraînait une maladie. On peut de la même façon observer des différences en un site donné avec un marqueur moléculaire.
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Figure 6- 13. Etude de la transmission d'un microsatellite présentant 8 formes alléliques. A pedigree, B mise en évidence des phénotypes de chacun par électrophorèse du microsatellite. 

  

Dans cette famille on observe un site microsatellite qui peut présenter 8 formes alléliques distinguables comme le montre l'analyse électrophorétique sur gel d'agarose. Chaque individu est diploïde donc il présente au maximum deux bandes ( s'il était homozygotes les deux seraient confondues en une seule). L'intérêt des marqueurs microsatellites est que leur diversité rend peu probable un homozygote, de plus on peut préciser l'origine maternelle ou paternelle de chaque forme reçue par un sujet donné. Dans le couple [1,5] x [2, 7] il ya 7 enfants dont 3 ont reçu de leur père l'allèle qui confère la forme 1 et 5 qui ont reçu l'allèle responsable de la forme 5. La mère a légué l'allèle conférant 2 à 4 descendants et l'allèle codant la forme 7 à 3 descendants. Pour chacun des parents on constate qu'il y a statistiquement autant de gamètes d'un type que de l'autre. Il faut toutefois remarquer que les effectifs sont trop faibles pour utiliser un test [image: image302.png]


2.




Deux couples d'allèles

levure
Examinons le résultat d'un croisement entre deux souches mutantes de levure M et N l'une auxotrophe pour l'histidine (comme précédemment) et l'autre auxotrophe pour l'adénine. Chacune porte une seule mutation dans un gène. Le diploïde est prototrophe, ce qui démontre que les deux gènes sont bien distincts. Le diploïde est mis à sporuler les spores germent sur milieu complet puis sont répliquées sur milieu minimum, milieu avec His mais sans Ade, sur milieu sans Histidine mais avec Adénine et sur milieu complet.
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Tableau 6- 2.Interprétation des produits de la meiose d'un diploïde hétérozygote pour 2 couples d'allèles.
Avant d'analyser la ségrégation , on peut étudier les caractères séparément.

· On a 27+24=51 spores [His+] et 26+23=49 spores [His-]. Statistiquement c'est bien une ségrégation 2/2 donc un seul gène est impliqué gène A. 

· On a 27+26=53 spores [Ade+] et 24+23=47 spores [Ade-]. Statistiquement c'est bien une ségrégation 2/2 donc un seul gène est impliqué gène B. 

· Parmi ces spores on en a deux sortes qui ont le même génotype(P) que les deux souches parentales et deux qui ont des génotypes nouveaux (R=recombinés) 

Avec ces déductions on peut écrire le croisement :

Souche. N n [His+, Ade-] a+ b1 x Souche.M. n [His-, Ade+] a1 b+
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Les proportions de spores de chaque type vont permettre de préciser la position relative des deux gènes A et B.

S'ils sont tirés au hasard, sachant que la levure a 16 grands chromosomes, le plus probable est qu'ils soient chacun sur un chromosome différent, un peu moins probable est l'hypothèse qu'ils soient tous les deux sur le même chromosome, mais loin l'un de l'autre, et encore moins probable qu'ils soient proches l'un de l'autre. Nous allons examiner les conséquences de chacune de ces hypothèses, par ordre de probabilité décroissante.

Les chromosomes peuvent se placer de différentes façons à la métaphase. Leur migration aléatoire aux pôles donnera des types différents de cellules haploïdes. La figure 6-13 montre qu'on a 2 cas possibles également probables qui donneront dans le premier cas 4 spores qui ressemblent 2 à 2 aux haploïdes parentaux et dans le second 4 spores qui ont toutes un génotype dû à un nouveau type d'association des allèles des gènes A et B, ce sont les spores recombinées 
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Figure 6- 14 . Ségrégation de deux couples d'allèles sur 2 chromosomes . 

Gènes sur le même chromosome 
Supposons tout d'abord que les deux gènes A et B sont très proches

[image: image308.png]



Figure 6- 15 . Absence de ségrégation si les 2 gènes sont très liés. 

Dans le cas où les gènes sont si proches qu'il ne peut pas y avoir de recombinaison entre les brins d'ADN des chromosomes homologues, il n'y a aucune différence avec la figure 6-8 . Ce cas est rarissime, lorsque les deux gènes sont sur le même chromosome il y a en général quelques cas possibles d'échanges entre les brins d'ADN . Au moment de la métaphase I les régions homologues des deux chromosomes sont extrêmement proches , constituant le complexe synaptonémial. Des échanges peuvent se faire avec une fréquence variable selon la longueur de l'ADN disponible entre les deux gènes observés. 
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Figure 6- 16 . Le complexe synaptonémial 
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Figure 6- 17 . 2 gènes sur le même chromosome s'il n'y a aucune recombinaison (0 crossing over) : 4 spores P. 
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Figure 6- 18 . 2 gènes sur le même chromosome s'il y a une recombinaison (1 crossing over) : 2 spores P et 2 spores R. 

Si les gènes sont vraiment très loin l'un de l'autre on peut avoir 2 CO entre eux (ou plus). Le second CO a lieu entre deux chromatides au hasard. Il y a donc 4 cas possibles : 

•  entre les chromatides 1 et 3 

•  entre les chromatides 1 et 4 

•  entre les chromatides 2 et 3 

•  entre les chromatides 2 et 4 

que nous allons examiner les uns après les autres. 
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Figure 6- 19 . Le second CO a lieu entre les chromatides 1 et 3 
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Figure 6- 20 . Le second CO a lieu entre les chromatides 2 et 4 
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Figure 6- 21 . Le second CO a lieu entre les chromatides 1 et 4 
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Figure 6- 22 . Le second CO a lieu entre les chromatides 2 et 3 
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Tableau 6- 3 . Bilan lorsque 2 gènes sont sur le même chromosome. 

  

Le nombre de cas à 0, 1, 2 et plus de CO dépend de l'espace disponible entre les deux points d ‘hétérozygotie. Plus les deux points sont éloignés, plus il y a d'événements de recombinaison. On évalue la distance en fonction du % de cas présentant de la recombinaison : Lorsque deux points ont 1% de recombinaison, dans 99% des cas on observera 0CO dans 1% 1 CO et les cas à 2 CO auraient une fréquence de (10 -2 ) 2 que l'on peut négliger. Si les deux points s'éloignent les cas 2 CO deviennent suffisamment nombreux pour ne plus être négligeables et les cas 0 CO diminuent. 

•  0 CO si aucune des deux chromatides 1 et 2 ne subit de recombinaison (dans ce cas les chromatides 3 et 4 sont donc également non remaniées) Probabilité 0,9 x 0,9 = 0,81 

•  1 CO si la chromatide 1 est remaniée mais pas la 2 (ou l'inverse). Probabilité (0,1 x 0,9) x 2 = 0,18 

•  2 CO si les deux chromatides 1 et 2 sont remaniées. Probabilité (0,1 x 0,1) = 0,01 

Si la distance augmente encore il va se produire avec une fréquence non négligeable des événements de recombinaison multiples et le cas 0 CO va devenir de moins en moins fréquent. Lorsqu'il sera négligeable, on observera autant de P que de R, autrement dit même si les deux points sont sur le même chromosome, mais séparés par une distance suffisamment grande on verra autant de spores parentales que de spores recombinées, comme si les deux gènes étaient sur 2 chromosomes différents. 
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Figure 6- 23 . Nombre moyen des CO en fonction du % de recombinaison observé. 
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Drosophile
 

Comme dans le paragraphe précédent la drosophile va servir de transition vers l'homme . C'est pourquoi il y aura en parallèle deux types de croisements étudiés : le croisement de la femelle F1 hétérozygote par le mâle porteur des déterminants génétiques qui confèrent le phénotype récessif (lorsque cela est possible) mais aussi le croisement F1 x F1 qui seul sera utilisable dans l'espèce humaine. 

gènes indépendants génétiquement 
On utilise une souche de référence aux yeux rouge brique et aux ailes longues et une souche mutante présentant des yeux rouge vif et des ailes réduites.
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Ce premier résultat permet de montrer que [rv]<[rb] et [ar]<[al], donc le croisement sera fait en utilisant le mâle de la souche M 
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Puisque le mâle ne produit qu'un type de gamètes si l'on voit 4 catégories de descendants, c'est que la femelle a formé 4 catégories de gamètes 

Ce résultat permet de montrer que rv/rb ségrège de façon monogénique (gène A) ainsi que ar/al (50%,50% ;un gène B). 

Le croisement s'écrit donc 

[image: image322.png]Ref 20 [1b.lg] x 07N 20 [rv,]
Rl v

a b al”h
v v
1 type de gamétes 1 type de pamétes
arbt albl
v
v
toutes les F1 [tb,al]
av_ b

a b




[image: image323.png]g 2nF1 [io.al <30 M v, ar]

a- b+ at. bl
a b al b
12 02
2 types de samgges | type de gamétes
T vometes of*[albl

3 b+ proba 0,25

al bl proba 0,25

¥ bl proba 035

albrproba02s | al_be
o 29l





Cas de F1 x F1 
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Ce qui donne comme proportions dans la descendance 

[rb, al] = 9/16 

[rb, ar] = 3/16 

[rv, al] = 3/16 

[rv, ar] = 1/16 

  

Gènes liés 
On utilise une souche de référence aux yeux rouge brique et aux ailes longues et une souche mutante N présentant des yeux pourpres et des ailes réduites . 

Notez que si l'on avait fait le croisement entre une souche aux ailes réduites par une souche aux yeux pourpres, on n'aurait pas disposé du mâle de la souche N pour le croisement de seconde génération ; et on aurait été obligé de faire un croisement F1 x F1. 
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Ce premier résultat permet de montrer que [pu]<[rb] et [ar]<[al], donc le croisement sera fait en utilisant le mâle de la souche N. 
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Puisque le mâle ne produit qu'un type de gamètes si l'on voit 4 catégories de descendants, c'est que la femelle a formé 4 catégories de gamètes. 

Ce résultat permet de montrer que pu/rb ségrège de façon monogénique (gène C) ainsi que ar/al (50%,50% ;un gène B). 

Le croisement s'écrit donc 
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Puisque P>R les gènes C et B sont liés. 
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Cas de F1 x F1 
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Ce qui donne comme proportions dans la descendance 

[rb, al] = 68,92%
[rb, ar] = 5,86%
[pu, al] = 5,86%
[pu, ar] = 19,2% 

 


Homme
 

Gènes indépendants 
Dans une famille on a détecté plusieurs formes d'hémoglobines adultes par la différence de leur mobilité électrophorétique : la forme normale Hb A, une forme anormale qui lorsqu'elle est seule est responsable de l'anémie falciforme, Hb S et une forme, Hb HopkinsII qui, lorsqu'elle est seule, est responsable d'une anémie hémolytique. Chacune de ces deux formes, lorsqu'elle est accompagnée par Hb A ne cause aucun trouble physiologique. Dans le pedigree de la figure 6-23 quelles informations peut-on tirer concernant le déterminisme génétique des deux formes Hb S et Hb HopkinsII ?
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Figure 6- 24 . Pedigree d'une famille où l'on détecte 3 formes d'Hb. 

 

Remarques préalables

1. lorsqu'un conjoint n'est pas représenté comme en génération III, on considère qu'il est normal donc ici ne présentant que Hb A, sauf si la descendance conduit à une autre proposition 

2. les membres décédés n'ont pas pu être examinés quant leur hémoglobine 

3. dans cette famille on a 2 sortes de couples ceux dont un membre porte les 3 Hb et l'autre ne porte que Hb (A II-9 et II-10 par exemple) et ceux dont chaque membre porte 2 formes d'Hb une normale A et une anormale (II-1 et II-2) 

Le couple II-1 x II- 2 a eu 2 enfants tous deux porteurs de Hb A, Hb S et Hb HopkinsII. Puisque II-2 ne présente que Hb A et Hb S, c'est que Hb HopkinsII a été apporté par son conjoint décédé qui devrait être figuré [image: image332.png]



Puisqu'un même individu peut posséder 3 formes différentes de Hb il y a obligatoirement plus d'un gène en jeu (un gène n'existe chez un diploïde que sous deux formes éventuellement différentes). Notre hypothèse de travail est deux gènes X et Y qui sont chacun sous deux formes alléliques x+ et x1, y+ et y1. 

•  x+ et y+ confèrent Hb A 

•  x+ et y1 confèrent Hb S 

•  x1 et y+ confèrent Hb HopkinsII 

Si l'on examine l'ensemble des descendances des couples où un individu est uniquement Hb A et l'autre possède les 3 formes, ce type de croisement s'écrit 
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(ces deux formes qui constituent la phase des allèles n'a d'importance que si les deux gènes X et Y sont liés et ne migrent pas indépendamment à la méiose). On met au numérateur les allèles reçus du même parent (et donc aussi au dénominateur). 

Le premier parent ne produit qu'un type de gamètes x+ y+ alors que le second peut en produire 4 2 parentaux et deux recombinés. Si les gènes X et Y sont indépendants on attend autant de P que de R, par contre s'ils sont liés on attend plus de P que de R. 
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Si un descendant reçoit un gamète x+y+ de chaque parent il aura pour phénotype Hb A, s'il reçoit x1 y1 (et aussi x+ y+ de l'autre) il aura les 3 Hb, s'il reçoit x+ y1 il présentera Hb A et Hb S et s'il reçoit x1 y+ il aura pour phénotype Hb A et Hb HopkinsII. En observant le nombre de descendants de caque phénotype on peut en déduire le nombre de gamètes de chaque type produits par le parent hétérozygote. 

  

	couple F1 â 

ä 
	Hb A 
	HbA + Hb S 
	Hb A + Hb Hop 
	Hb A + Hb S + Hb Hop 

	I-1 x 2 
	  
	II-6 
	II-1,8 
	II-4,7,9 

	II-4 x 3 et x 5 
	  
	III-7,8,9,10 
	III-4,5,6,12 
	III-11,13 

	II-1 x 2 
	IV-1 
	  
	  
	IV-2 

	III-3 
	  
	IV-4 
	IV-3 
	  

	gamete de l'hétérozygote 
	x+ y+ 
	x+ y1 
	x1 y+ 
	x1 y1 

	Nombre 
	1 
	6 
	7 
	6 

	type du gamète Hyp (1) 
	P 
	R 
	R 
	P 

	type du gamète Hyp (2) 
	R 
	P 
	P 
	R 


Tableau 6- 4 . Analyse des gamètes fournis par les doubles hétérozygotes. 

On peut constater qu'il y a des gamètes R en quantité non négligeable que l'on prenne la première hypothèse ou la seconde. Par contre malgré la taille de cette famille un test c2 n'est pas possible puisque si l'on suppose qe les gènes sont indépendants chaque type de gamète est attendu 4,75 fois (effectif <5 donc test inadapté). La conclusion que l'on peut cependant proposer comme la plus probable est que, aux erreurs statistiques près P=R ce qui implique que les gènes sont indépendants. 

On a pu montrer que Hb A est un tétramère constitué de deux chaînes a et deux chaînes b ( a 2, b 2), alors que dans Hb S la forme b porte une mutation sur le sixième codon (voir chapitre 3) et dans Hb HopkinsII c'est la forme a qui en position 112 présente un Asp à la place d'une His. Les gènes que nous avons appelés X et Y codent donc respectivement pour l' a et la b globine. On sait maintenant que les gènes de la famille b sont localisés sur le chromosome 11 et ceux de la famille a sur le chromosome 16. La conclusion d'indépendance est vérifiée. 

On voit une fois de plus que le problème des effectifs réduits en génétique humaine limite les interprétations. 

  

Dans l'exemple précédent on a regardé la ségrégation de deux gènes dont des mutations pouvaient conférer des phénotypes mutants (à l'état homozygote). Le même type d'étude s'applique lorsqu'on observe des marqueurs moléculaires. 

La figure 6-25 présente le pedigree d'une famille dans laquelle on a suivi le phénotype des membres [sains] ou atteints d'achondroplasie,une forme héréditaire de nanisme [nain] ainsi qu'un site d'enzyme de restriction qui est présent ou absent (deux formes alléliques). L'examen de ce pedigree permet-il de préciser la position relative du gène et du site de restriction (sont liaison ou indépendance) ? 
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Figure 6- 25 . Ségrégation de deux marqueurs:gène dont une mutation confère l'achondroplasie, et site RFLP. A : le site polymorphe , les sites constants environnants et la sonde unique pour le révéler. B pedigree d'une grande fratrie. C caractérisation phénotypique des membres de la famille pour le RFLP. 
On admettra que l'achondroplasie est monogénique et dominante sur le phénotype sain. Le site RFLP étudié est mis en évidence par une digestion TaqI et une hybridation avec une sonde unique (figure 6-25). Chaque personne de la famille présente deux composantes phénotypiques. 

•  [sain] ou [nain]. 

•  le ou les bandes reconnues par la sonde de taille 1kbp si le site existe (r+) ou 1,3kbp si le site de coupure n'existe pas (r-) . Il y a 3 phénotypes possibles [1], les deux chromosomes homologues ont tous les deux le site polymorphe ; [1,3] les deux chromosomes homologues sont tous les deux dépourvus du site polymorphe ; [1, 1,3] l'un des chromosomes possède le site et pas l'autre. Pour ce phénotype il y a codominance des deux formes possibles (elles s'expriment toutes les deux). 

Pour analyser ce pedigree nous allons déterminer à partir de son phénotype, le génotype de chacun et les gamètes qu'il a reçu (tableau 6-5). La mère est homozygote et ne peut fournir qu'un seul type de gamètes a+ r-, alors que le père est double hétérozygote pour le gène A (a1/a+) et pour R (r+/r-). On ignore si a- a été hérité en même temps que r+ (1) ou r-(2). Il peut fournir 4 types de gamètes a- r-,a- r+, a+ r- et a+ r+ dont la fréquence est fonction des positions relatives des sites A et R. Parmi les gamètes paternels (12 en tout) on n'en observe que 2 sortes a1 r+ et a+r-. Ces deux gamètes s'ils sont majoritaires sont les types parentaux ce qui rejette l'hypothèse (2) pour le génotype du père. 12 gamètes parentaux et 0 gàmètes recombinés (P>R) c'est l'indication d'une liaison entre le gène A et le site R. On ne calcule cependant pas de distance génétique car l'erreur statistique serait trop grande. Il convient donc d'écrire le génotype paternel [image: image336.png]alr+
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Tableau 6- 5 . Phénotype et génotype des membres de la famille atteinte d'achondroplasie. 
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Figure 6- 26 . Interprétation de la figure 6-25. 

  

 

Hérédité liée au sexe 

 

 

Chez la levure le problème ne se pose pas puisque le sexe a ou ? est déterminé par un gène unique sous deux formes alléliques.

Chez l'homme par contre, c'est la présence ou non d'un chromosome Y qui détermine le sexe. Quelques exemples d'aberrations le mettent en évidence

· X/X femme normale

· X/Y homme normal

· X/0 45 chromosomes dont 22 paires d'autosomes et un seukl X (syndrome de Turner) [femme] stérile

· X/X/Y 47 chromosomes (syndrome de Klinefelter) [homme]stérile

· Les deux dernières formes avec un nombre impair de chromosomes font des meioses anormales (en plus de certains bouleversements physiologiques).

Les deux dernières formes avec un nombre impair de chromosomes font des meioses anormales (en plus de certains bouleversements physiologiques).




Phénotype mutant récessif
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Figure 6- 27. Cécité aux couleurs chez l'homme familles D.
Considérons le pedigree de la famille D où l’on trouve de nombreux sujets atteints de cécité aux couleurs dont l’incidence dans la population générale est de 10-4. Certains couples (I-5 x 6) dont les deux membres ont une vision normale ont plusieurs enfants qui sont aveugles aux couleurs. Le phénotype de cécité est récessif devant la vision normale. Dans cette famille on constate une recrudescence de garçons atteints (il n’y a pas de fille atteinte dans cet exemple), ce qui doit faire penser à une possible localisation sur le chromosome X du gène en cause. Pour quantifier cet excès et appliquer un test statistique pour voir si elle est significative ou non , nous allons dénombrer par catégorie tous les descendants des couples qui ayant eu un enfant aveugle aux couleurs doivent être porteurs.
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Tableau 6- 6. Descendants des couples dont au moins un parent est porteur (famille D).
L’absence de filles atteintes est-elle significative? Un test ?2 peut nous permettre de répondre, s’il est utilisable (conditions d’utilisation : que l’effectif théorique le plus petit soit ~>=5).
Les croisements du tableau 6-6 sont tous du même type. Si la mutation est autosomique, les deux parents doivent être porteurs, si c’est porté par le chromosome X, la mère seule est porteuse. Ecrivons ce type de croisement dans les deux hypothèses, afin de calculer les effectifs théoriques de chaque classe de F1 parmi un total de 31 descendants (ou 28 dans l’hypothèse autosomique).
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Les effectifs de descendants étant insuffisants, on peut tenter d’évaluer la probabilité d’un tel pedigree dans la population générale sous chacune des hypothèses.
Hypothèse 1 : gène autosomique
Dans le premier couple les deux parents tirés au hasard de la population générale doivent être hétérozygotes (Pb 0,02 voir le calcul de l’estimation Ch5). Ensuite à chaque génération le conjoint mâle qui est tiré de la population générale doit aussi être hétérozygote (Pb 0,02 x 8, le couple II-2x3 n’est pas inclus dans cette hypothèse). Ce qui donne une probabilité de 

Pb = 0,02 x 10 =1,024 x 10-17.
Hypothèse 2 : gène sur l’X
Il suffit que la femme du premier couple soit porteuse (Pb 0,02). Dans les générations suivantes seules les femmes doivent être porteuses or elles sont toutes issues de cette femme porteuse fondatrice

Pb = 0,02
Conclusion
La comparaison de ces deux probabilités nous oblige à choisir la plus probable (l'écart est d'ailleurs considérable , un facteur 1015).
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Figure 6- 28 Cécité aux couleurs chez l'homme famille E. 
Dans ce second exemple (famille E) vous pouvez constater qu’il y a une majorité de garçons atteints mais également une fille III-10. Dans le pedigree on a 3 types de croisements : les deux parents qui ont des enfants atteints sont normaux (I-1x2, I-3x4, Iv-1x2) ; le père est atteint et pas l’inverse (II-3x4, III-3x4) ou l’inverse (III-9x10). On ne peut donc pas prendre tous les descendants ensemble. La femme IV-2 qui a un père atteint est porteuse. La femme II-4 a un frère atteint, sa mère est porteuse, avant qu’elle ait des descendants 2 génotypes étaient possibles homozygote a+ ou hétérozygote. Puisqu’elle a une fille atteinte (a1/a1) elle est nécessairement porteuse. Les femmes I-2 et I-4 qui ont des fils atteints sont également porteuses. Ici encore si l’on calcule, pour chaque type de couple, les effectifs attendus des 4 types de descendants ; ces effectifs théoriques sont trop petits pour faire un test [image: image344.png]


2 .
Dans l’hypothèse autosomique les individus I-2, I-4, I-1, I-3, III-9, et IV-1 tirés de la population générale doivent être hétérozygotes

.
Pb = (0,02)6 = 6,4 x 10-11
Dans l’hypothèse où le gène est sur l’X, seuls les individus I-2 et I-4 tirés de la population générale doivent être hétérozygotes.

Pb = (0,02)2 = 4 x 10-4
L’hypothèse la plus plausible est la localisation du gène sur le chromosome X.

Il faut garder en mémoire que ce n’est pas l’absence de femmes atteintes qui est le critère de la liaison à l’X. Les femmes atteintes sont issues d’unions entre un homme atteint (rare) et une femme porteuse (rare parmi les [+]). Les deux conjoints étant rares, leur union l’est aussi ainsi que leurs descendants mais ce n’est cependant pas impossible. Seules des considérations statistiques peuvent montrer que cette localisation est la plus probable. Enfin il faut considérer séparément les différents types de croisements.



Phénotype mutant dominant
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Figure 6- 29 Pedigree d’une famille dont de nombreux membres sont atteints de CMT.
La maladie rare (10-4) de Charcot-Marie Tooth [CMT] se manifeste principalement par une dégénérescence nerveuse progressive. Dans la famille figurée en 6-29 ce phénotype apparaît à chaque génération. Lorsqu’un couple ne présente plus de [CMT], on ne le retrouve pas chez ses descendants.Ce qui semble l’indication d’un phénotype [CMT] dominant sur [sain]. Calculons les probabilités de ce pedigree sous les deux hypothèses.
Si [CMT]~<[sain], chaque couple qui a des enfants atteints doit avoir le parent sain issu de la population générale hétérozygote, ainsi que le parent 2. Le parent I-1 a la probabilité 10-4. 
Pb = (0,02)6x 10-4 = 6,4 x 10-15
Si [CMT]~>[sain], il suffit que le parent fondateur I-1 soit atteint.
Pb = 10-4
La seconde hypothèse doit être retenue.
Le gène en cause ici est-il autosomique ou sur l’X ? Dans cette famille 2 types de couples sont observés soit le père est atteint soit la mère. Qu’attend-on dans chacun de ces cas sous les deux hypothèses ?
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Nous allons dénombrer parmi les descendants les mâles atteints.
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Dans un tel cas le test [image: image349.png]


2 n’est pas applicable. On peut donc proposer d’après les résultats que le gène soit plutôt sur le chromosome X mais l’hypothèse autosomique ne peut cependant pas être rejetée. Pour pouvoir trancher définitivement il faudrait disposer de plus de descendants.

Recombinaison et distance génétique

 

 

Une première unité qui vient d'être utilisée est le % de recombinaison . On calcule une distance entre deux mutations en dénombrant les génomes recombinés et parentaux obtenus par meiose du diploide hétérozygote.
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distance entre a1 et b1 en % de recombinaison.
Par différents croisements entre simples mutants on a pu déterminer les distances suivantes entre différentes mutations qui affectent des gènes différents.

Da1,d1=20%
Db1,c1=19%
Db1,h1=27%
Dc1,h1=41%
Dd1,g1=30%
Df1,h1=32%

Tous les autres croisements ont indiqué l'indépendance pour chaque couple de mutations.

Peut-on ordonner ces différents marqueurs les uns par rapport aux autres?

On voit que d1 est lié à a1 et à g1 ; bien que a1 et g1 soient indépendants. Ils doivent donc être sur un même chromosome, ils constituent un groupe de liaison avec d1 entre a1 et g1. De la même manière b1, c1, f1 et h1 constituent un second groupe de liaison. Ces deux groupes sont indépendants l'un de l'autre.
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Figure 6- 30. Les deux groupes de liaison indépendants.
On constate ainsi que deux mutations indépendantes peuvent être placées physiquement sur le même morceau d'ADN. et que cette liaison physique peut être mise en évidence si l'on dispose de suffisamment de marqueurs intermédiaires liés génétiquement les une aux autres. Il faut également constater que les distances en % de recombinaison ne sont pas additives : 

Dc1,b1 + Db1,h1> Dc1,h1
19% + 27% > 41%

Cette différence est due aux recombinaisons (par CO) que l'on peut mettre en évidence dans les croisements c1 x b1 et b1 x h1 mais qui entre c1 et h1 passent inaperçus car ce sont des doubles CO qui peuvent donner 4 produits parentaux. 
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Figure 6- 31. Détection de 2 CO simultanés avec 3 mutations.
On a donc une autre unité, le centimorgan qui n'est égale au % de recombinaison que lorsque les mutations sont suffisamment proches pour que l'événement double CO soit négligeable. Ensuite, les distances en % de recombinaison sont toujours des sous évaluations de la distance génétique en cM

	Centimorgan: Unité exprimant le pourcentage de recombinaison entre deux locus d'une même paire chromosomique lorsque ceux-ci sont assez proches pour que les événements 2 CO soient négligeables (un taux de recombinaison de 1% correspond à une distance de 1 cM) 


Cartographie physique
 

Pour placer les différents gènes sur les chromosomes humains on a eu besoin de repères. Un bon type de repère doit être régulièrement réparti sur tout le champ à couvrir et chaque repère doit être unique pour éviter toute confusion. Deux types de repères ont présenté ces propriétés et sont utilisés pour baliser le génome humain :

· les RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism ou polymorphisme de la longueur des fragments de restriction) 

· les microsatellites 

RFLP
Définition

L'ensemble du génome humain est commun à tous aux mutations près. Ces mutations se produisent au hasard. Elles sont rencontrées dans les gènes codant des protéines (4% du génome complet) en modifiant ou pas le phénotype. Lorsqu'elles sont en dehors des phases codantes elles peuvent être dans des régions régulatrices (modifiant ou non le phénotype) ou dans des régions qui ne " servent pas "(ce qui signifie que l'on ne connaît pas le rôle de ces zones et qu'on n'a pas repéré de maladies dues à des mutations dans ces régions). Elles peuvent néanmoins modifier certaines propriétés de l'ADN. Nous avons vu (CH2 qu'il existe des endonucléases de restriction capables de couper l'ADN en des sites précis. Une mutation dans un de ces sites peut modifier localement la séquence qui ne sera plus reconnue par cette ER. Dans cette région , l'ER au lieu de couper l'ADN en 2 morceaux de taille 2 et 5kbp ne générera plus qu'un seul morceau de 7kbp. 

Lorsque l'on digère le génome humain (3,5x109bp pour un génome haploïde) par une enzyme de restriction dont le site est à 6bp (probabilité moyenne de coupure (1/4)6=1/4096 soit 1 site tous les 4kbp), on obtient de l'ordre de 106 fragments qu'on ne peut examiner un à un pour déterminer la taille d'un fragment particulier. Il faut un moyen de repérer la région où la mutation est susceptible de s'être produite. Une caractéristique unique d'une région particulière d'ADN est sa séquence (à condition de n'être pas de l'ADN répété). On peut mettre en évidence un fragment de séquence donnée par sa capacité à hybrider avec un fragment de séquence complémentaire.
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Figure 6- 32. Un RFLP présente deux formes alléliques.
Un site FFLP est caractérisé par

· l'enzyme de restriction qui présente le site polymorphe 

· un fragment d'ADN unique qui hybride avec l'ADN de la région voisine du site polymorphe. 

Découverte d'un site RFLP
Pour mettre en évidence un RFLP on procède en deux étapes:

1 recherche dans une banque génomique de clones qui ne contiennent que de l'ADN unique (exclusion de tous ceux qui portent de l'ADN répété).

2 recherche d'une endonucléase de restriction qui sur la région contenant l'ADN unique précédemment isolé produit un polymorphisme de la taille des fragments générés. Ce polymorphisme doit être suffisamment fréquent dans la population pour présenter de l'intérêt.

On commence donc par constituer une banque d'ADN génomique dans un vecteur classique (ici les vecteurs qui ont une très grande capacité ne sont d'aucune utilité car leur probabilité de n'avoir que de l'ADN non répétitif est en raison inverse de leur capacité). On transfère les clones de cette banque sur une membrane de nylon afin de pouvoir les hybrider. Puisque l'on veut exclure les clones qui contiennent de l'ADN répété, on va les repérer par leur capacité à hybrider avec l'ADN génomique total, qui lui aussi est riche en ADN répété. On marque par le 32P (par nick-translation) de l'ADN génomique fragmenté. Cet ADN sert à hybrider l'ADN des clones, fixé à la membrane de nylon. Après lavage on fait une autoradiographie. Les clones marqués sont ceux à exclure. On dispose alors d'une collection d'ADN qui vont à leur tour servir de sonde pour la seconde étape.

Il faut maintenant reconnaître si une endonucléase génère des fragments de taille différentes sur différents exemplaires d'un chromosome (donc des individus différents non apparentés de préférence). On prélève des leucocytes sur une vingtaine d'individus sans liens de parenté. Pour chaque échantillon on extrait l'ADN génomique. Chacun des vingt ADN va être soumis a diverses digestions par une seule endonucléase à chaque fois (de l'ordre de 30 enzymes sont essayées en moyenne). Le résultat de ces digestions complètes est la fragmentation en un grand nombre de morceaux de tailles variées puisque tout le génome est représenté. Le produit de chaque digestion est déposé sur un gel d'agarose et subit une électrophorèse qui a pour effet de trier les fragments par ordre décroissant de taille. Un ADN marqueur constitué du mélange de bouts d'ADN de taille connue permettra par la suite d'estimer la taille des fragments intéressants s'ils existent. On transfère l'ADN du gel d'agarose sur membrane de nylon (technique du Southern blot). La sonde d'ADN unique marquée (radioactivement ou par un fluorochrome) mise en évidence à l'étape précédente va servir à repérer dans tout le génome le ou les morceaux qui contiennent cette séquence. On hybride la membrane et l'ADN qu'elle porte avec la sonde marquée et on en fait une autoradiographie. 

Les résultats observés peuvent être de deux types.

Soit, pour une enzyme donnée les 20 échantillons donnent la ou les mêmes bandes, ce qui signifie que, au voisinage de la sonde les 20 génomes sont découpés par l'endonucléase de la même façon: absence de polymorphisme.

Soit pour une autre enzyme parmi les 20 échantillons certains présentent des bandes qui n'apparaissent pas ou sont déplacées (donc de taille différente) dans d'autres. Dans ce dernier cas, il y a bien un polymorphisme de la longueur des fragments de restriction qui permet de distinguer deux chromosomes homologues si l'un porte un site de coupure là ou l'autre n'en a pas.
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Figure 6- 33. Découverte d'un polymorphisme de restriction.
 

Mise en évidence d'un marqueur RFLP
Voir le chapitre 3

Microsatellite
Ce sont des séquences d'ADN répétées en tandem d'un motif de 2 à 10 pb, par exemple (CA)n(TG)n (CA sur un brin, TG sur l'autre) dans une région génomique, et dont la taille totale est inférieure à 100 pb . Chaque microsatellite correspond à un locus unique dans le génome, parfaitement défini par les séquences uniques qui encadrent la répétition. Le polymorphisme très élevé (nombreux allèles) de ces loci est dû à des variations dans la longueur de la répétition : cette longueur identifie les allèles de chacun de ces loci. Les microsatellites sont répartis uniformément sur l'ensemble du génome et constituent d'excellents marqueurs génétiques (les allèles sont facilement identifiables par PCR). Les microsatellites sont issus d'un dérapage au moment de la réplication.

Voir le CH3

Minisatellite
Ce sont des séquences d'ADN s répétées en tandem d'un motif consensus (de 10 à 100 pb) dont la taille totale peut varier de 100 à 2000 pb. Ils sont préférentiellement localisés dans les régions télomériques. De par leur inégale répartition dans le génome ce sont des marqueurs moins utiles en cartographie.

Carte physique
De la même façon que l'on réalise une carte de restriction d'un plasmide avec différentes combinaisons d'enzymes de restriction et de sondes, il est possible d'établir une carte physique d'un génome complexe. La distance entre deux locus peut être déterminée directement par analyse de fragments de restriction : la taille du plus petit fragment contenant les deux locus permet d'estimer la distance qui les sépare. En règle générale, les locus utilisés correspondent à des marqueurs génétiques espacés de plusieurs cM, soit plusieurs mégabases. Il est donc nécessaire de réaliser des digestions partielles et/ou d'utiliser des enzymes de restriction à sites rares (NotI, MluI) afin de libérer des fragments d'ADN suffisamment grands. Compte tenu de leur taille importante, les fragments générés peuvent être séparés par électrophorèse en champ pulsé. 
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L'alignement de clones chevauchants couvrant l'ensemble du génome correspond à la première étape de la cartographie physique. Ce travail d'alignement a été réalisé très tôt pour des organismes ayant un génome de taille modeste. Une carte physique d'E. Coli, par exemple, a été construite dès 1987 par alignement de phages sur 4,7 Mb. Mais il est évident que ces alignements ne sont pas envisageables dans le cas des mammifères dont la taille du génome est estimée à 3000 Mb. L'effort de construction des contigs étant inversement proportionnel à la taille des fragments étudiés, plusieurs types de vecteurs ont été développés afin de permettre le clonage de grands fragments, certains pouvant dépasser la mégabase XE "mégabase" : ( cosmides, pYAC, PAC et BAC, voir CH2). La mise au point de ces nouveaux vecteurs a révolutionné le domaine de la cartographie physique. En effet, il devenait envisageable de constituer des banques ordonnées de clones individualisés et, en utilisant ces nouveaux outils, d'ordonner ces clones en contigs couvrant tout ou partie du génome. Pour ce faire, plusieurs techniques ont été développées : l'analyse de fragments de restriction (fingerprint), l'analyse du contenu en STS et l'hybridation croisée. 

L'approche de fingerprinting, a été appliquée pour l'établissement de la carte physique humaine. Le principe de cette technique est basé sur l'analyse comparée des fragments de restriction entre clones, afin de déterminer des fragments communs et donc le chevauchement. 

Le développement de la cartographie génétique à l'aide de microsatellites a fourni un nombre important de marqueurs STS (Sequence-Tagged Site), faciles à utiliser par PCR. Le criblage des banques avec ces marqueurs permet d'isoler des clones chevauchants et l'analyse du contenu en STS de l'ensemble des clones permet la reconstitution de l'ordre chromosomique. 
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Figure 6- 35. Mise en ordre de 4 clones chevauchants à l'aire de sites de restriction.
Les différentes stratégies exposées précédemment possèdent toutes de sérieuses limitations. C'est pourquoi, lors de la réalisation de la première carte physique complète du génome humain, l'équipe du Généthon (Cohen et al 1993) a cherché à tirer profit de toutes les techniques pour en combiner les avantages tout en minimisant les inconvénients. En effet, une partie des 98208 clones de la banque, soit 33000 YAC de 900 kb de moyenne, ont été analysés à la fois par fingerprinting (trois enzymes de restriction et deux sondes répétées), par leur contenu en STS (2100 marqueurs microsatellites incorporés dans la carte génétique) et par hybridation avec des sondes de PCR inter-Alu provenant de 25000 YAC. De plus, 500 YAC positifs pour des marqueurs génétiques ont été localisés cytogénétiquement . La poursuite de ce travail a conduit deux ans plus tard à la publication d'une carte de seconde génération (Chumakov et al 1995), couvrant près de 75 % du génome en 225 contigs de 10 Mb de moyenne et comportant près de 4500 STS. 

[image: image357.jpg]£
maquers mléclaves wies gy

[ ———
.
P, AL (-,

i, Q0w

. e O® % S..)o

* +
wo X P e g L
— 77 Tt .

reconsinsion dun Sagnent do ginome complet

oxe





Figure 6- 36. Principe de la création de contigs.
Comparaison entre cartes physique et génétique

 

 

Diverses expériences de génétique ont permis de déterminer la distance génétique de nombreux marqueurs, chez des organismes modèles. Les programmes de séquençage systématique ont ensuite permis de comparer la distance physique et la distance génétique qui reflète l'activité des mécanismes de recombinaison.

	Organisme
	nombre moyen de Kbp par cM

	Saccharomyces cerevisiae
	10

	Arabidopsis thaliana
	162

	Oriza sativa
	270

	Drosophila melanogaster
	640

	Homo sapiens

femme

homme
	1 000

880

1 050


Tableau 6- 7. Correspondance entre distance physique et génétique chez différents organismes.
 

L'examen du tableau 6-7 montre que, si dans un organisme donné la valeur d'un centimorgan est à peu près constante, elle est très différente d'un organisme à un autre. Elle est fonction de l'activité de recombinaison de cet organisme. On peut remarquer que dans l'espèce humaine la recombinaison est plus active chez la femme que chez l'homme ce qui entraîne pour un même chromosome des tailles différentes en cM, mais pas en Mbp.
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Figure 6- 37. Le chromosome 1 humain représenté à la même échelle chez mâle et femelle.
Dans un même organisme si les marqueurs sont dans le même ordre sur les deux cartes, les distances ne sont pas toujours exactement proportionnelles.
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Figure 6- 38. Chromosome 4 humain.
Sur la figure 6-34 on peut vérifier qu'entre les marqueurs 06455,pCITd104 et g3088 on trouve respectivement 214Kbp et 285 Kbp alors que sur la carte génétique ces 3 points sont confondus (aucune recombinaison observée). Inversement, les marqueurs m518 et BIO206 qui sont éloignés de 142,8Kbp sont génétiquement distants de 5,2 cM. Il y a donc d'importantes variations locales, des points où le génome présente plus d'événements de recombinaison (condensation de l'ADN, séquence particulière , ...?).

Applications
Localisation de gènes responsables de maladies monogéniques

 

A partir du moment où l'on a disposé de marqueurs moléculaires qui couvraient l'ensemble du génome on a recherché systématiquement s'il était possible pour une maladie monogénique de montrer qu'elle était liée à un de ces marqueurs, ce qui donnait une position , au moins approximative du gène impliqué.

La dystrophie maculaire de Caroline du Nord (DMCN) est autosomique dominante sur le phénotype sain qui provoque des pertes de vision centrale dans les premières années de la vie.

L'usage des marqueurs microsatellites (ici des répétitions du motif (CA)n). il est possible de balayer presque tout le génome humain pour une localisation du gène impliqué dans cette affection génétique. Avec 124 marqueurs on a pu éliminer 95% du génome. Des microsatellites localisés sur le grand bras du chromosome 6 sont liés avec le gène dont une mutation est responsable de [DMCN]. North Carolina macular dystrophy is assigned to chromosome 6.Small KW, Weber JL, Roses A, Lennon F, Vance JM, Pericak-Vance MA.(1992) Genomics Jul;13(3):681-5.
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Figure 6- 39. Pedigree et haplotypes pour 6 microsatellites dans une famille qui présente de nombreux cas de [DMCN].
 

Détermination de l'haplotype de chaque personne
Chaque microsatellite est caractérisé par un couple de sondes nucléotidiques qui permettent de l'amplifier. Une électrophorèse en gel de polyacrylamide permet ensuite d'en déterminer la taille. Un sujet est homozygote (une seule taille trouvée) ou plus souvent hétérozygote (deux tailles révélées) pour un microsatellite donné. Ces manipulations doivent $etre réalisées 6 fois (6 microsatellites) pour chacune des 19 personnes examinées. 

Détermination de la phase génotypique
Prenons comme exemple le premier couple de la génération II et ses trois enfants. Il faut remarquer que le second microsatellite n'est pas informatif dans cette partie du pedigree (une seule forme 2). Pour les 4 autres marqueurs le génotype paternel peut présenter 2(3-1) formes différentes : il est homozygote pour le premier microsatellite mais hétérozygote pour les 3 derniers. Ses génotypes possibles pour ces microsatellites sont donc
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Dans ses enfants on trouve un descendant (le troisième) qui a hérité de son père 3,2,3 et 2. Les 2 autres ont hérité de 3,2,1,2 de leur père (ces marqueurs sont tous sur le chromosome 6 dans une zone de 5cM (donc peu de recombinaisons). L'examen des phénotypes parentaux et des cendants permet dans certains cas de préciser la façon dont les différents allèles sont associés sur les 2 chromosomes homologues. Des logiciels qui incluent des données statistiques aident à déterminer cette phase pour chacun. Cependant , pour certains individus et certains marqueurs cela n'est pas possible compte tenu des génotypes du reste de la famille. Cette imprécision est notée 3/2 sur le pedigree.

De plus on ne peut préciser à priori quel est le chromosome paternel qui est susceptible de porter l'allèle muté a1 conférant [DMCN]

Analyse du pedigree
Pas de saut de génération, [DMCN]>[sain] ; des hommes atteints ont des filles atteintes et saines, localisation autosomique (voir ci-dessus).

Parmi tous les descendants atteints tous ont reçu le même chromosome 6 familial qui porte les marqueurs 3,2,3,2,1 (marqué sur la figure 6-39 par un trait vertical). Lorsqu'il y a imprécision quant à la phase , il n'y a cependant pas de contradiction à cette affirmation. Dans un cas (III-2), il y a eu un CO (1/19 reste dans la limite de 5%) ce descendant normal a reçu la partie du chromosome 6 paternel qui porte le microsatellite D6S283 venant du chromosome avec l'allèle muté du gène impliqué dans la DMNC. Parmi 31 gamètes examinés on en a observé 14 non recombinés tous a1,3,2,3,2,1 et 3 non recombinés tous a+,3,2,1,3,3. Parmi les descendants sains on peut aussi observer des associations différentes entre microsatellites et a+, ce sont des chromosomes 6 issus de la population générale tels que a+,3,6,2,2,3 (2 cas); a+,5,2,1,2,3 (1 cas); a+,2,2,1,4,2 (3 cas) ; a+,6,3,1,4,2 (1 cas) ; a+,3,2,1,2,1 (1 cas) ; également non recombinés entre la génération parentale et les enfants.

Si P=14 + 3 + 1 + 2 + 1 + 3 + 1 = 28 et R = 31-28 = 3 ; P>R et le gène A est bien localisé sur le chromosome 6.

L'existence des recombinés permet de préciser la position du gène A par rapport aux 2 marqueurs microsatellites. Dans l figure 6-40, on a représenté, pour chaque descendant recombiné les deux chromosomes du parent malade chez qui avait eu lieu le CO. Ce qui exclut pour le gène A la région comprise entre le centromère et D6S253 ainsi que celle à partir de D6S468 jusqu'au telomère 
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Figure 6- 40. Interprétation des 3 recombinés du pedigree 6-39.
Clonage positionnel

 

 

Lorsqu'on sait à peu près où se trouve un gène, on peut se servir de cette indication pour son clonage.

Dans le cas du gène responsable de la dystrophie musculaire de Duchenne (ou une forme plus rare et moins grave: la dystrophie musculaire de Becker) les connaissances étaient réduites à sa localisation chromosomique relativement précise sur le bras court du chromosome X en p21 grâce à l'observation de la maladie chez des filles présentant constamment, parmi diverses translocations, la cassure de ce chromosome en p21. L'étude avec des marqueurs RFLP et microsatellites permit d'établir une liaison relativement étroite entre pERT84 et pERT87 encadrant le locus du gène recherché..
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Figure 6- 41.Localisation génétique du gène impliqué dans la DMD.
La première étape du clonage du gène fut la constitution d'une banque enrichie en fragments délétés chez un sujet atteint à la fois de myopathie de Duchenne, de granulomatose chronique, de rétinite pigmentaire et du syndrome de McLeod, présentant une petite délétion de la région Xp21. L'idée ingénieuse de Kunkel (voir ls références à la fin du chapitre) fut de prendre à la fois de l'ADN d'un sujet normal et du sujet multiatteint porteur de la délétion. Les deux ADN devaient après dénaturation et renaturation pouvoir s'apparier l'un sur l'autre sauf dans la région délétée qui n'existait que chez le sujet sain. Il fallait trouver une astuce pour ne cloner que cet ADN renaturé sur lui-même. Puisque pour cloner il faut inclure les fragments dans des vecteurs avec des extrémités cohésives il s'est servi de cette nécessité pour trier entre les différents ADN.

Tout d'abord chaque ADN (lot 1 venant du sujet sain ( En réalité l'ADN provient de cellules en culture issues d'un sujet sain mais qui ont un caryotype anormal: 49 XXXXY. On a donc l'avantage supplémentaire d'avoir la portion intéressante représentée 4 fois plus que la majeure partie du génome mâle.)
Ces étapes sont réalisées dans des conditions un peu particulières qui accélèrent la renaturation des ADN.
lot 2 venant du sujet multiatteint) est purifié et coupé au hasard en fragments d'une taille moyenne de 40 kbp puisque le vecteur choisi est un cosmide.

L'ADN du lot 2 est coupé uniquement par les forces de cisaillement durant les différentes étapes de l'extraction et l'action des ultrasons. Il ne présente donc pas d'extrémités cohésives. L'ADN du lot 1 est fragmenté par digestion partielle par l'enzyme de restriction Mbo I qui génère des extrémités cohésives 5' débordantes GATC. Les deux lots d'ADN sont alors mélangés, dénaturés puis renaturés (Ces étapes sont réalisées dans des conditions un peu particulières qui accélèrent la renaturation des ADN). Seuls les fragments de type 2 ont deux extrémités cohésives 5' débordantes GATC et pourront être ligaturés avec des extrémités du cosmide lui aussi ouvert par Mbo I.. Les produits de cette renaturation sont ensuite ajoutés à l'ADN cosmidique et ligués avant ajout de prétêtes et queues de phage qui permettent l'infection de bactéries par ces cosmides recombinés. La banque ainsi obtenue se présente comme un ensemble de colonies bactériennes (figure 6-42).

L'ADN des clones obtenus est transféré sur nitrocellulose pour être hybridé avec de l'ADN d'un sujet sain ou du sujet multiatteint. On recherche également les clones qui contiennent de l'ADN répété ou unique. Les résultats sont résumés dans le tableau ci-dessous.

	 
	nombre de clones testés

	total obtenu
	125

	clones n'hybridant jamais
	12

	clones d'ADN répété
	32

	clones d'ADN unique
	81

	clones d'ADN de chromosome X
	18

	clones n'hybridant pas avec l'ADN délété
	4
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Figure 6- 42. Stratégie de clonage du gène DMD.
Par des méthodes cytogénétiques les 4 clones ont été positionnés par rapport à différentes délétions et translocations où le chromosome X étaitimpliqué. Deux de ces clones présentent des caractéristiques identiques: pERT 55 et pERT 145. 
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Figure 6- 43. Apport des 4 clones dans la localisation.
Le clonage soustractif a permis d'encadrer de plus près le gène responsable.

A partir des deux amorces pERT55 et pERT154 les auteurs ont choisi de "marcher" sur le chromosome pour rencontrer le gène recherché.

Marche sur le chromosome
On s'est rapproché autant que possible du gène cherché. Il s'agit maintenant, en partant de l'extrémité du segment de le parcourir jusqu'à son autre extrémité. Si l'on y arrive on rencontre forcément le gène cherché pour autant qu'on soit capable de l'identifier.

On dispose de la banque génomique humaine (éventuellement construite sur une lignée cellulaire où le chromosome X est sur représenté: 4 X pour 2 lots d'autosomes) et d'un clone déjà identifié contenant une insertion qui porte le marqueur pERT 54. Ce fragment est extrêmement petit : quelques centaines de paires de bases. En hybridant les colonies de la banque génomique avec cet insert marqué on va repérer des clones plus grands qui contiennent la même région (pERT 54 est de l'ADN unique). On a ainsi isolé un clone dont l'insertion fait 35 kbp. La recherche d'un clone qui contienne une insertion grande, chevauchante avec la première, mais décalée par rapport à celle-ci constitue la première étape de la marche. Pour cela, la première insertion est extraite du cosmide et digérée par un ou plusieurs enzymes de restriction afin d'en établir la carte. Ensuite deux morceaux l'un près d'une extrémité le second près de l'autre extrémité sont sous clonés extraits de leurs plasmides respectifs marqués radioactivement et utilisés comme sonde sur la banque précédente. Dans les cas favorables les clones précédents vont être à nouveau repérés mais d'autres également qui contiennent la nouvelle sonde mais pas l'ancienne. L'hybridation avec la sonde de l'autre extrémité permet de choisir les clones les plus avantageux pour la marche: ceux qui sont le plus décalés avec le premier et qui hybrident avec une extrémité mais pas avec l'autre. S'ils ont à peu près la même taille on a fait un pas
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Figure 6- 44. Marche sur le chromosome.
Le problème d'une telle démarche est que l'insertion peut se faire dans n'importe quel sens et l'on ne sait pas à priori s'il faut partir à droite ou à gauche, on est donc obligé de marcher simultanément dans les deux sens. Cette méthode est longue et laborieuse: de l'ordre de 40 pas pour 106bp. pratiquement on ne parcourt guère plus de quelques kbp par mois. De plus, si au cours de la marche on rencontre un fragment d'ADN répétitif, on ne peut aller plus loin puisqu'il n'y a alors plus de possibilité de sonde unique pour avancer.

Lorsque les différents fragments sont clonés ordonnés et séquencés il reste à identifier le gène (pour lequel on n'a aucune donnée). On recherche une ou plusieurs phases de lecture non interrompues par des non-sens, qui se rencontrent fréquemment en dehors des phases codantes. D'autres indices peuvent aider à la reconnaissance. Dans le cas de la DMD la région clonée s'est avérée délétée dans l'ADN d'un grand nombre de patients. Ce gène couvre une très grande distance (2,3.106bp). En tenant compte du fait que les gènes codants divergent moins rapidement entre espèces différentes que les zones non codantes, on a recherché dans la région clonée les sous régions qui hybridaient plus fortement avec de l'ADN d'espèces de plus en plus éloignées (technique dite du zoo-blotting). 

Les premiers exons furent détectés de cette manière, ce qui a permis d'isoler un ARNm de 14 kbp correspondant à la transcription de ce gène (composé de 79 exons). Dans ce cas (comme dans d'autres) au lieu de partir de la protéine comme dans le cas des globines ou du facteur VIII, on suit la démarche inverse: ignorant tout de la protéine c'est par la position du gène que l'on va atteindre son produit. On parle alors de génétique inverse.
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Biodiversite, évolution
 

 

Le monde actuel présente une diversité considérable. Est-elle chiffrable ?. Environ 1,75 x 106 espèces ont reçu un nom scientifique, 2/3 sont des insectes. L'estimation du nombre total d'espèces vivantes tourne autour de 10 à 100 millions. Il est vraisemblable que le nombre réel soit de l'ordre de 13 à 14 x 106, la plupart étant des insectes et des formes microscopiques vivant dans des régions chaudes. Cependant on ne peut en déterminer le nombre car de nombreuses espèces seront éteintes avant leur description ou même leur découverte. Cette diversité est très ancienne sur la planète terre. SJ Gould estimait que 99% des espèces animales et végétales étaient actuellement éteintes, la plupart n'ayant pas laissé de fossiles. 

Pour comprendre notre propre évolution biologique, il nous faut garder présent à l'esprit que nous avons des parents proches dans le règne animal. Chercher à déterminer les distances évolutives entre espèces est essentiel pour cette compréhension.

L'importante diversité biologique est le résultat d'une évolution par radiations adaptatives. C'est à dire la diversification d'une espèce qui s'adapte à différentes niches écologiques et finalement aboutit à différentes espèces. La sélection naturelle est le mécanisme principal qui dirige les phénomènes de radiation adaptatives.
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Figure 7- 1. Evolution du monde vivant.
Unité du monde vivant
Les fonctions conservées

 

 

· Tous les organismes ont un génome constitué d'acides nucléiques. 

· Ce génome a un mode semiconservatif de réplication dont les modalités présentent de nombreuses ressemblances quelque soit la cellule observée. 

· Ce génome est transcrit puis traduit en protéines constituées de 20 acides aminés universels.
   Le système de transcription-traduction est très similaire d'un organisme à un autre. De nombreuses fonctions ont gardé une homologie frappante dans tout le règne animal voire vivant. la réplication, la réparation d'ADN lésé, les voies bio synthétiques des acides aminés et des bases nucléiques, la division cellulaire autant méiose que mitose. Voyez la méthode de clonage par sauvetage de mutants. Elle est utilisable pour sauver des mutants de levure par des formes sauvages de gènes de levure, mais dans certains cas des gènes d'autres organismes (même humains ) ont pu être clonés selon la même méthode. 

Actuellement on considère que le vivant peut être partagé en trois règnes : les Eubactéries, les Archéobactéries et les Eucaryotes. Il existe maintenant au moins un génome complet séquencé dans chacun d'eux..
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Figure 7- 2. Comparaison des génomes complets dans les trois domaines.
Dans la figure 7-2, un seul génome archéen est considéré (Methanococcus jannaschii) . On peut néanmoins constater que de nombreux gènes sont retrouvés dans plus d'un règne. De telles comparaisons vont probablement donner des résultats de plus en plus nuancés au fur et à mesure que les résultats de séquençage de génomes complets vont être analysés. Cela a déjà permis de proposer qu'une cellule vivante unique soit l'ancêtre commun le moins lointain de tous les organismes vivants (Last Universal Common Ancestor ou LUCA).

Le génome minimum de LUCA

 

 

Parmi les génomes actuels on peut classer les différents gènes découverts en familles présentant une ressemblance indubitable. L'étude des banques généralistes et des banques de familles de gènes ainsi que des comparaisons de génomes entiers ont conduit a proposer que le dernier ancêtre universel commun ait déjà une taille de l'ordre de 1000 à 1500 gènes (au moins un par famille). Les étapes suivantes de l'évolution ont amené aux tailles des génomes actuels (de l'ordre de plusieurs milliers de gènes). Cette augmentation s'est probablement faite par duplications successives (de gènes ou de génomes, voir ci-dessous, et la figure 7-2). Lorsqu'un gène est dupliqué, une des deux copies est contrainte par la sélection naturelle à rester fonctionnelle et n'est que peu susceptible d'évoluer alors que l'autre peut accumuler les mutations qui peuvent

· changer sa fonction , la modifier ou la spécialiser 

· changer sa régulation, son tempo d'expression ce qui va modifier l'aspect final de l'organisme 

· perdre toute fonction (cas des pseudogènes) 

Définitions

 

Définitions

Selon leur histoire, les gènes n'auront pas la même généalogie. Tous ces gènes (gènes A sur la figure 7-3) présentent un certain degré de ressemblance, ce sont des gènes homologues . S'ils descendent du même gène ancestral et se sont différenciés au sein de taxa différents on a des gènes orthologues comme les gènes " A1a " dans les taxa T, U, V et W. Souvent, la fonction de gènes orthologues est conservée. Si entre eux et l'ancêtre commun il s'est intercalé un ou plusieurs événements de duplication ce sont des gènes paralogues tels que les gènes A1a , A1c, A2a et A2b dans le taxon T ;ou A1a,A1b,A1c, A1d A1e et A2b etc dans les 4 taxa. Alors que la généalogie des gènes orthologues suit exactement la généalogie des espèces, il n'en est pas de même pour les gènes paralogues. C'est une cause fréquente de généalogies erronées d'espèces : les gènes comparés n'étaient que paralogues. Enfin certains gènes ont pu passer directement d'une espèce à une autre soit par hybridation soit par l'intermédiaire d'éléments transposables, on qualifie ces transferts d'horizontaux : l'histoire ne passe plus par un ancêtre commun . On a alors des gènes xénologues .
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Figure 7- 3De LUCA à aujourd'hui
Complexification des génomes
 

Complexification des génomes

Les duplications peuvent concerner des gènes, des groupes de gènes ou des génomes entiers (polyploïdisation ). Quelles traces reste-t-il de tels événements ? 

Duplication de gènes

 

A la suite de duplications on trouve dans le génome d'un organisme des gènes qui se ressemblent plus ou moins. les plus ressemblants constituent une famille et l'ensemble des gènes qui présentent de l'homologie forment une superfamille. On a identifié actuellement plus de 300 superfamilles de gènes

La famille des globines

Nous avons déjà vu que les gènes de globine, chez l'homme sont regroupés sur deux chromosomes (16 et 11). Tous ces gènes ou pseudogènes présentent une structure commune de trois introns séparés par deux introns plus variables.
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Figure 7- 4. Conservation de la structure des gènes de la famille des globines dans l'espèce humaine.
 

Des homologues de gène globine sont également retrouvés chez des bactéries, des champignons, des protozoaires, des plantes (leghémoglobines).
La comparaison des séquences protéiques des globines humaines met en évidence le partage en deux sous familles A (en bas à droite sur le tableau 7-1) et B (en haut à gauche sur le tableau 7-1). A l’intérieur de chacune il y a moins de différence qu’entre les membres de la famille [image: image372.png]


et de la famille [image: image373.png]


.
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Tableau 7- 1. Nombre d’acides aminés différents parmi les 149 positions alignables entre tous les gènes humains de globine .
Ce type de comparaison suggère que les gènes [image: image375.jpg]ol



et [image: image376.jpg]o2



qui ne présentent aucune différence proviennent d’une duplication contemporaine ou presque. De même, la duplication qui a donné les gènes [image: image377.jpg]


et [image: image378.jpg]Gy



n’ont eu que peu de temps pour se différencier alors que [image: image379.jpg]


et [image: image380.jpg]


sont séparés depuis plus longtemps. Des méthodes diverses permettent de retracer une phylogénie hypothétique de ces gènes qui rendent compte de ces différences.
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Figure 7- 5. Arbre phylogénétique des globines humaines.
On peut également comparer les globines orthologues d’une espèce à une autre pour reconstruire l’arbre phylogénétique des espèces (voir figure 7-6). Dans certains taxa il a pu y avoir des duplications en cours de différenciation de l’espèce. C’est le cas de l’échidné. Dans le cas du poulet il faudrait plutôt faire l’hypothèse d’une duplication très tôt avec perte d’une des copies sauf chez le poulet.
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Figure 7- 6. Phylogénie de vertébrés établie avec la séquence nucléotidique du gène de la globine [image: image383.png]


.
Duplication de génome

 

Dans certains cas ce sont les génomes entiers qui se sont dupliqués.

Gènes Hox

La différenciation des différentes parties du corps est programmée par un groupe de gènes que l'on trouve groupés aussi bien chez les vertébrés que chez les arthropodes. Ces gènes ont un motif extrêmement conservé d'interaction avec l'ADN : la " boite " homéotique. Parmi les gènes homéotiques certains qui ont une parenté plus étroite . Ce qui a permisde distinguer deux sous groupes, les gènes paraHOX et les gènes HOX.

Les gènes HOX sont des gènes qui codent des facteurs de transcription XE "facteurs de transcription" jouant un rôle primordial dans le devenir des différents territoires d'un embryon. On les trouve chez tous les triploblastiques. Ils présentent dans leur séquence une boite homéotique XE "homéotique" , c'est à dire une région à la séquence très conservée de 180 bp( qui code donc 60AA) qui spécifie une région protéique (l'homéodomaine) qui sert comme élément primordial dans la régulation des éléments de différenciation des cellules.
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Figure 7- 7. Plan d'un gène homéotique.
Dans l'homéodomaine deux zones sont particulièrement conservées : acides aminés 15 à 20 et 48 à 53 qui sont inchangés au sein de tous les gènes Hox de la drosophile ainsi que dans les gènes Hox1 à Hox10 de mammifères.

Une autre particularité remarquable des gènes Hox est leur regroupement sur une région chromosomique ainsi que leur ordre dans ce groupe qui reflète celui dans lequel ils s'expriment le long de l'axe antéro-postérieur du corps. De la drosophile à l'homme on retrouve cette colinéarité spatio-temporelle. Les gènes à l'extrémité 3' du groupe sont les gènes antérieurs qui définissent la tête (Hox1, Hox2,lab,pb,zen, ...) ;les gènes du milieu du groupe sont les gènes centraux qui définissent le tronc (dfd, Hox4-8, Scr, ftz, Ubx, AbdA,...) et les plus 5' sont les gènes postérieurs qui définissent la queue. 
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Figure 7- 8. Gènes homéotiques chez divers organismes animaux.
Cette famille de gènes est déjà représentée par un seul gène chez les éponges (diploblastiques) puis on les trouve de plus en plus nombreux dans le règne animal au fur et à mesure que le plan corporel se diversifie. Depuis une dizaine d'années on en a découvert chez de nombreuses espèces. En voici quelques exemples

• Chez les diploblastiques 

- éponges : gènes D hox mais pas de VRAI gène HOX
- cnidaires : 4 gènes Hox : parmi les antérieurs et médians

• Chez les triploblastiques acœlomates

- plathelminthes (les plus primitifs) gènes Hox : parmi les antérieurs et médians (a, une planaire, Dugesia 7 gènes Hox)
- Caenorhabditis 5 gènes HOX en un complexe (c’est le nombre minimum de gènes pour les nématodes).

• Chez les cœlomates protostomiens (arthropodes, annélides et mollusques)

- Drosophile (diptère) 8 gènes HOX 
- Tribolium (coléoptère)un groupe de 7 gènes HOX
- Artemia (arthropode) on a reconnu 5 gènes HOX ce qui suggère un seul complexe
- Limulus (chélicérate) de nombreux gènes HOX dont ceux du groupe 3. Il y aurait plusieurs complexes.
- Hirudo medicinalis (sangsue, annélide) gènes HOX identifiés.
- Cténodrilus (ver polychète) gènes HOX antérieurs et médians mais pas de postérieurs groupe 3 peut être représenté
- mollusques (octopus, aplysia) gènes HOX antérieurs et médians mais pas de postérieurs groupe 3 représenté

Haliotis (gastéropode) un paralogue possible du groupe 9

• Chez les cœlomates deutérostomiens (la phylogénie a été établie à l’aide de l’ARNr 18S)

- échinodermes groupe frère de tous les autres, caractérisé par une symétrie radiale mais il y a déjà 10 gènes HOX en un groupe unique
- hémichordés (pas encore de chorde mais un système nerveux dorsal et un pharynx perforé, exemple : les vers priapuliens, Balanoglosse) le sacoglosse possède un gène HOX représentant chacun des groupes 1 à 9. Le groupe 10 n’est pas représenté et ces gènes sont organisés en un seul complexe.
- urochordés (tuniciers, ascidies) chez Ciona et Styela on n’a identifié qu’un gène HOX différent de ceux qui déterminent la partie médiane du corps. Chez un autre représentant, Molgula oculata un seul gène HOX également a été identifié, c’est un paralogue du groupe 10 ; cette espèce a une larve qui présente une queue. Par contre chez Molgula occulta aucun gène HOX n’a été trouvé, la larve est dépourvue de queue. Ces quelques éléments semblent montrer que dans ce groupe il y aurait eu évolution par perte de gènes HOX.
- céphalocordés (Amphioxus) un complexe a été mis en évidence. Il comporte 14 gènes (le 13ème est dupliqué)
- vertébrés agnathes (lamproie, Petromyzon marinus) 3 ou 4 complexes de gènes.
- vertébrés à mâchoire : tous les organismes de ce groupe étudiés jusqu’ici possèdent 4 complexes de gènes HOX au moins. 
- Certains poissons acanthoptérygiens ont 2 exemplaires de chacun des 4 complexes généralement retrouvés chez les vertébrés à mâchoire.

  

L'origine des gènes Hox est sans doute due à une série de duplications à partir d'un unique gène ancestral (cf D hox des éponges). Dans un premier temps des duplications de ce gène unique ont modelé un groupe de gènes Hox, ensuite, ce groupe lui-même s'est dupliqué. On en retrouve la trace à la base des chordés. Les agnathes (vertébrés sans mâchoires) en possèdent deux groupes (première duplication) puis chez les Gnathostomes (vertébrés à mâchoires) on en trouve 4, et l'étude plus approfondie de quelques poissons a montré que dans ce groupe il y avait eu une duplication supplémentaire portant le nombre des groupes à 8 (cas du poisson zèbre) 
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Figure 7- 9. Phylogénie animale et complexes homéotiques.
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Figure 7- 10. Duplication des groupes Hox à l'origine des animaux à mâchoires.
 

Ces complexes homéotiques provenant d'anciennes duplications, peut-on encore déceler la trace de ces duplication en dehors des complexes ?

Dans les banques de séquences on a cherché des gènes répondant aux critères suivants :

· membres d'une famille multigénique 

· situés à proximité d'un complexe HOX 

Ces critères ont permis de dégager 4500 gènes. On les a alors examinés du point de vue de leur séquence en acides aminés. Parmi ces gènes 332 représentant 74 familles présentent des analogies.

La présence de ces gènes membres de familles multigéniques est-elle significative ou ne reflète-t-elle que la grande redondance du génome ?

L'étude de la répartition des gènes appartenant à des familles répétées dans l'ensemble du génome (qui est fonction de la représentativité de la famille) montre que la probabilité d'une densité de 332 gènes dans 74 familles près des complexes HOX est de 0,01. Si l'on se limite à des zones plus proches des complexes (il y a eu moins de crossing over depuis l'époque des duplications) cette même probabilité devient 2 x 10-5, ce qui montre qu'il y a bien eu duplication de portions importantes du génome dans lesquelles sont inclus les complexes HOX.

Traces de duplications chez la levure
Le séquençage systématique du génome de la levure Saccharomyces cerevisiae a été terminé en 1996. Son annotation a donné des résultats inattendus. De nombreux gènes qui n'avaient pas été identifiés par l'existence de mutants, ont été mis en évidence. Ils existent en plusieurs exemplaires très ressemblants et codent probablement pour des protéines qui assurent des fonctions identiques ou au moins apparentées (d'ou l'absence de mutants). Le génome complet qui comporte 70% de régions codantes comporte de l'ordre de 6000 gènes (dont 140 pour des ARNr, 40 pour de petits ARNsn et 275 pour des ARNt). On a recherché systématiquement des régions qui comportaient des gènes analogues. pour être identifiées comme des répétitions de telles régions devaient répondre à plusieurs critères.

· Avoir un score d'identité élevé (recherche BLAST) dont la probabilité au hasard était de l'ordre de 10-18 ; 

· 3 gènes devaient être retrouvés séparés par moins de 50kbp ; 

· l'ordre et l'orientation de ces gènes devait être le même. 

55 régions ont été trouvées qui renfermaient 376 paires de gènes homologues (identité moyenne de 63% en séquence protéique). Elles représentent 50% du génome et contiennent en moyenne 6,9 gènes.

Ces régions si ressemblantes doivent être la conséquence de duplications qui sont à l'origine du génome actuel de la levure. Deux hypothèses peuvent rendre compte de ces régions redondantes. 

· Des duplications successives et indépendantes ont affecté séparément chaque region dupliquée 

· Une seule duplication du génome complet suivie de réarrangements et pertes de gènes ont laissé ces traces redondantes. 

On constate que dans 50 régions sur 55, l'orientation par rapport au centromère est la même (dans l'hypothèse orientation au hasard on en attendrait 27,5 soit [image: image388.png]


2=18, très significatif). En dehors de ces régions on trouve également des gènes redondants (172 paires). Parmi ces derniers, 117 paires présentent aussi une orientation conservée par rapport au centromère. Par contre lorsque l'on considère une paire constituée par un gène inclus dans un bloc et l'autre hors d'un bloc (plus probablement issu d'une duplication indépendante), les orientations par rapport au centromère sont aléatoires. Ces constatations ont amené à favoriser l'hypothèse d'une unique duplication du génome à l'origine du génome de levure, suivie de réarrangements tels que des translocations réciproques.
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Figure 7- 11. Une duplication et des remaniements divers ont produit le génome actuel de la levure.
 

Un des champignons les plus proches de Saccharomyces semble être Kluyveromyces. Or dans ce genre, on ne trouve qu'un représentant de chacune des paires de gènes homologues des blocs précédents. Ce qui confirme que Kluyveromyces s'est différencié d'un ancêtre commun à ces deux taxa avant l'événement de duplication. La comparaison des deux génomes met en lumière certains remaniements postérieurs à la duplication.

Des estimations datent approximativement la duplication du génome de 100millions d'années. Ce qui laisse suffisamment de temps pour de nombreux remaniements qui ont rendu méconnaissable (ou presque) 50% du génome.
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Figure 7- 12. Remaniements après la duplication unique du génome.
 

Une différence notable du métabolisme des deux champignons est l'aptitude qui n'existe que chez la levure de fermenter activement les sucres en conditions anaérobies et de produire de l'éthanol. On peut tenter de rapprocher la date estimée de la duplication de celle ou les angiospermes (et leurs fruits, riches en sucres) sont devenus abondants (108 ans). Ce qui peut suggérer une pression de sélection qui aurait favorisé un organisme qui ayant dupliqué son génome pouvait alors faire évoluer une copie de certains gènes vers une nouvelle fonction, les autres gènes en double exemplaire étant perdus (chez la levure on estime les gènes perdus après cette duplication initiale à environ 85%).

Transposons

 

Les transposons sont des éléments d'ADN qui peuvent se déplacer d'un endroit à un autre sur un même brin d'ADN ou sur un autre brin. Pour faire de la transposition, aussi appelée recombinaison, un transposon a besoin d'enzymes spéciales telles une intégrase ou une transposase . C'est habituellement le transposon lui-même qui code pour ces protéines. 

Deux types de transposition. 
· Transposition conservatrice : Une séquence d'ADN est transférée d'un site à un autre, entre un site donneur et un site accepteur 

· Transposition réplicative : l'élément transposable est transféré d'un site à un autre, tout en restant au site original. Cela conduit à une augmentation du nombre de copies de l'élément transposable. 

Selon les éléments transposables, un mode ou l'autre, ou les deux seront employés. 

Une variante de la transposition appelée rétro transposition est toujours réplicative car l'élément transposable n'est pas transféré en tant que tel, mais simplement copié. 

A l'endroit d'insertion (cible, site accepteur), une courte séquence de 4 à 12 pb est dupliquée et encadre l'élément transposable. Ces deux séquences forment une répétition directe 5' - 3' et constituent une marque de reconnaissance de la transposition. 

Certains éléments transposables s'insèrent préférentiellement à un locus du génome, d'autres sont plus généralistes et s'insèrent sur un chromosome particulier ou encore sur n'importe quel chromosome. Cela dépend de l'élément transposable lui même. 

Trois types d'éléments transposables
Les transposons sont classés d'après leur mode de transposition. 

· Les transposons de type I se déplacent sur un mode " copier coller " en passant par l'intermédiaire d'un ARN. Leur transposition nécessite une réverse transcriptase qui est souvent codée par une phase ouverte de lecture incluse dans le transposon. 

· Les transposons de type II se déplacent selon un mode " couper coller " sans passer sous forme ARN. Ils restent sous forme d'ADN et codent la transposase nécessaire à leur transposition. 

Enfin on a mis récemment des éléments transposables dont on ignore le mode de transposition : miniature insertional transpositions elements ou MITEs (transposons de type III XE "transposons de type III" ) dans les génomes d'Oryza sativa (105 éléments qui représentent 6%du génome) et Caenorhabditis elegans. Ils ont des extrémités inversées répétées de 15 bp séparées par 400bp, insuffisante pour coder une protéine. Ces éléments sont également présents chez l'homme le xénope , le pommier...

Transposons de type II
Les plus simples sont les séquences d'insertions (IS) :éléments transposables d'une longueur de 700 à 2500 pb. leurs extrémités sont constituées de séquences courtes répétées inversées. Ils contiennent 2 cadres de lecture ouverts (Ins A et Ins B) codant pour une ou deux formes de la transposase. Ainsi, les séquences d'insertions ne contiennent que les éléments nécessaires à la transposition. 

Les autres transposons peuvent être flanqués par des séquences d'insertions ou des séquences inversées répétées (ITR inverted terminal repeats). Leur longueur varie de 2500 à 7000 pb. On les retrouve souvent en tant que familles de séquences répétées à travers le génome, car il existe de légères différences entre les séquences traduisant l'ancienneté de leur production et de leur divergence. En plus de la transposase, ils contiennent des gènes autres que ceux liés à la transposition. Certains transposons de la bactérie contiennent des gènes de résistance aux antibiotiques. D'autre part, plusieurs bactériophages sont en fait des transposons (Le bactériophage Mu est un grand transposon de 38'000 pb comprenant des protéines de structure nécessaires à l'encapsulation de l'ADN.) Chez la drosophile on voit depuis une quarantaine d'années les souches envahies par l'élément P
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Figure 7- 13. Modèle de transposon de type II.
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Figure 7- 14. Quelques transposons de type II.
 

Rétro transposons (type I)Rétro transposons (type I)
Ce sont des séquences d'ADN qui contiennent un gène codant pour la reverse transcriptase, catalysant la synthèse d'un brin d'ADN (ADN complémentaire ou ADNc) à partir d'un ARN. Il existe de nombreux types de rétro transposons et leur nomenclature est encore sujette à débat. Ils se différencient en fonction de 

· leur capacité à se transposer. 

· la présence de longues répétitions terminales (LTR). 

· leur capacité à former des particules virales. 

[image: image393.jpg]OFRF 1 ORF 2

{ H 1
Rétrotransposon sans LTR

L — H BT =

LTR Rétrotransposon 4 LTR LTR

&= | BT mra—

LR Rétrovirus T





Figure 7- 15. Rétrotransposons
 

Les rétrovirus ont une structure similaire aux transposons, mais possèdent des gènes spécifiques comprenant entre autre des gènes codant pour les protéines de la capside. Le virus HIV comprend trois protéines (gag, pol, env) flanquées de deux LTR 

Les rétro séquences sont des séquences d'ADN qui sont le produit d'une transcription reverse (ARN [image: image394.png]


ADNc), qui sont intégrées au génome, mais qui n'ont plus la capacité de se transposer. Elles sont reconnaissables car les introns sont absents, on trouve une séquence de poly-A à l'extrémité 3' (ajoutée après la transcription sur l'ARNm) on trouve des répétitions directes aux extrémités, laissant supposer qu'un mécanisme de transposition a été impliqué dans leur création. Ces rétro séquences sont soit fonctionnelles soit non- fonctionnelles Ce maintien de la fonctionnalité est un cas assez rare car la rétrotranscriptase est assez infidèle. La majeure partie des rétro séquences sont des pseudogènes 

Les rétro transposons représentent 40% du génome humain. Les éléments LINE (long interspersed element) de l'ordre de 5Kbp peuvent contenir des phases ouvertes de lecture sans éléments de contrôle donc non fonctionnels (16% du génome). Les éléments SINE (Short interspersed element) de 100 à 500bp sont constitués de séquences Alu dont on ignore le rôle. On en trouve 106 dans le génome humain (11%) 
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Tableau 7- 16. Transposons dans le génome humain
 

 

Evolution des génomes
Les transposons (en particulier les rétro transposons qui se répandent dans les génomes par copié-collé) sont responsables au moins en partie de l'augmentation de la taille des génomes (10% pour les eucaryotes supérieurs).

Chez les bactéries , ils permettent la transmission de gènes de résistance.

L'expression de certains gènes peut être altérée suite à l'intégration d'un transposon dans un gène ou à proximité (effet délétère de la transposition). Un gène peut ainsi être transformé en pseudogène, par changement du cadre de lecture ou altération de la séquence d'acides aminés. La restauration de la fonctionnalité est possible à condition qu'il y ait par la suite une excision parfaite de l'élément transposable, ce qui est rare. Le plus souvent le transposon s'excise de manière incomplète, conduisant à l'insertion ou à la délétion de nucléotides. Il peut parfois y avoir augmentation de l'expression de certains gènes en aval de l'insertion d'éléments transposables, s'ils contiennent des séquences régulatrices ou promotrices .

Les éléments transposables peuvent contribuer à des réarrangements de portions du génome: 

· Inversions 

· Translocations 

· Duplications 

Des crossing-over inégaux peuvent avoir lieu entre régions non-homologues partageant un même élément transposable. Les séquences Alu sont soupçonnées d'être impliquées dans l'instabilité de certaines portions du génome. 

Les transposons peuvent parfois augmenter le taux de mutation dans leur voisinage. 

Chez Escherichia coli: le transposon Tn10 augmente le taux d'insertion de séquences. Il en est de même avec l'élément P chez la drosophile. 

Quelle est la fréquence des événements de transposition ? On estime le taux de transposition par élément mobile de [image: image396.png]03



à [image: image397.png]04



par génération, le taux d'insertion à un endroit particulier du génome : [image: image398.png]03



à [image: image399.png]107



par gène et par génération, soit à peu près équivalent au taux de mutation ponctuelle et le taux d'excision précise de [image: image400.png]06



à [image: image401.png]ip-10



par gène et par génération, soit environ 1000 fois plus faible que le taux d'insertion. 

Dans ces conditions, le génome devrait théoriquement être rempli d'éléments mobiles, mais ce n'est pas le cas. Plusieurs explications sont possibles: 

· Sélection: Il semble que les éléments mobiles peuvent exercer des effets néfastes sur la fonctionnalité du génome (altération de l'expression des gènes). Il pourrait ainsi exister un équilibre entre sélection et transposition. 

· Augmentation du taux d'excision dans une région contenant beaucoup de transposons. 

· Inhibition de la transposition dans une région entourant les transposons, entraînant une saturation. Le mécanisme de ce phénomène hypothétique est encore inconnu. 

Il existe également des transfert de gènes entre espèces. Ce mécanisme est aussi appelé transfert horizontal. Il est rendu possible par des éléments transposables pouvant passer d'un organisme à un autre : tels que rétrovirus, , plasmide. Il semble bien que des transferts horizontaux de gènes se soient produits plusieurs fois au cours de l'évolution (élément P entre différentes espèces de drosophiles ; la leghémoglobine des légumineuses qui est très proche de la globine de certains vertébrés et dont l'origine ne peut donc pas remonter à l'ancêtre commun aux règnes animal et végétal). Il reste cependant à déterminer l'ampleur de ce phénomène.

Clonage de gènes par homologie
 

Lorsqu'on étudie les différents membres d'une famille de gènes, on cherche à mettre en évidence et donc à cloner tous les gènes de la famille dans une ou plusieurs espèces. Ces gènes appartenant à une même famille présentent une caractéristique commune. 

Homologie de séquence

 

Dans le cas des gènes Hox, la caractéristique commune est la présence de l'homéoboite dont la séquence extrêmement conservée est encadrée par deux zones presque invariables (en AA).
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Figure 7- 16. Homéoboite des gènes de la sous famille Antennapedia.
Cette constance de séquence protéique a inspiré la stratégie suivante pour la recherche d'un gène orthologue chez Ciona intestinalis (Coelomate, Deutérostomien, Chordé, Urochordé, Ascidie). On a une séquence consensus protéique, (donc sans trace des introns qui pouvaient morceler le gène génomique). A l'aide du code génétique on peut déduire la (ou les, puisque le code est dégénéré) séquence d'ADN correspondante La banque dans laquelle on a le plus de probabilité de trouver une telle séquence est donc une banque d'ADN copie. Le code étant dégénéré la séquence d'ADN qui code ces fragments extrêmement conservés peuvent être variables (K est codé par 2 codons AAA et AAG). D'autre part on connaît certaines préférences concernant quelques gènes déjà séquencés de Ciona quant à l'usage des codons pour un même aminoacide. On va préparer un mélange des différentes sondes possibles qui serviront à repérer les clones avec lesquels il y a une hybridation notable.
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Figure 7- 17. Sondes utilisées pour cribler la banque d'ADNc de Ciona.
Dès qu'un clone d'ADNc aura été isolé, il pourra à son tour être utilisé pour chercher dans une banque d'ADN génomique , un clone qui hybride. Pour cela on prend un fragment de 400bp (environ) que l'on marque par nick translation (voir chapitre 2) qui sera utilisé comme sonde.

On ne pouvait pas rechercher immédiatement un clone d’ADN génomique avec la sonde oligonucléotidique pour plusieurs raisons.

• Dans un tissu tous les gènes ne sont pas exprimés en même temps, donc une banque d’ADNc est moins grande qu’une banque d’ADN génomique.
• Une sonde hybride d’autant mieux que la séquence homologue est plus grande, donc les sondes oligonucléotidiques de 23 bp sont moins discriminantes que la sonde ADNc de 400bp
• L’ADNc ne comporte pas d’intron donc on ne court pas le risque que la sonde oligonucléotidique soit à cheval sur deux portions non adjacentes ; avec la sonde de 400bp, il y aura au minimum une hybridation de 200bp successives, ce qui est suffisant pour révéler le clone correspondant.
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Figure 7- 18. Stratégie de clonage du gène Hox5 de Ciona.
Homologie de fonction

 

Homologie de fonction

Dans certains cas (principalement dans le métabolisme essentiel des cellules) un gène d'un organisme A pourra s'exprimer dans un organisme B (la levure par exemple) déficient dans cette fonction parce que mutée dans son propre gène. C'est ce qui a déjà été vu au chapitre 5 (clonage fonctionnel d'un gène humain).

Phylogénie
 

 

L'accumulation des séquences de nombreux gènes d'organismes variés offre actuellement de nouveaux outils pour tenter de reconstruire l'évolution du monde vivant à partir du dernier ancêtre commun (Last Universal Common Ancestor). 

Cladisme

 

C'est une façon de se représenter le monde en regroupant les espèces qui partagent un ancêtre proche commun à l'exclusion de toutes les autres. On compare différentes caractéristiques des organismes. Ces caractères peuvent avoir une forme ancestrale ou évoluée XE "forme ancestrale ou évoluée" (dérivée). Seule une forme dérivée XE "forme dérivée" est considérée comme l'indice d'un ancêtre commun chez qui ce caractère avait déjà acquis cet état. Les seuls groupes admis dans cette vue du monde sont les groupes monophylétiques XE "groupes monophylétiques" (voir figure 7-20) . Dans les classifications traditionnelles on rencontre des groupes paraphylétiques XE "groupes paraphylétiques" : qui ne contiennent qu'une partie des descendants du dernier ancêtre commun ( poissons) et mêmes des groupes polyphylétiques XE "groupes polyphylétiques" : qui regroupent des descendants d'ancêtres différents (les pinnipèdes) 

Divergence entre taxa
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Figure 7- 19. Phylogénie de quelques plantes (gène RBCl).
Dans la figure 7-19 on a choisi le mode de représentation phylogramme où la longueur des branches est proportionnelle à la quantité de différences entre taxa. Plusieurs genres sont représentés par deux ou trois espèces. Le point de différenciation entre les espèces d'un même genre est marqué en rouge pour chaque genre. On peut constater que la quantité de différences (voir l'échelle sur la figure 7-19) varie parfois de façon importante pour la même profondeur taxinomique (comparer les deux fougères Polypodium et Adiantum, par exemple). Cet exemple pris parmi le monde végétal reflète la situation générale : la quantité de différences entre taxons n'est d'aucune aide pour leur classification systématique.
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Figure 7- 20. Cladogramme des animaux.
Horloge moléculaire
Sur cette même figure 7-19 on peut encore remarquer que toutes les espèces actuelles ne sont pas alignées sur une même verticale alors que le temps écoulé entre le dernier ancêtre commun (point vert) à tous ces taxa et le moment présent est le même.. Autrement dit , la vitesse d'accumulation des différences entre taxa n'est pas la même le long de toutes les branches. L' hypothèse connue sous le nom d'horloge moléculaire XE "horloge moléculaire" de l'égalité de la vitesse d'évolution sur toutes les branches a été formulée par Zuckerkandl en 1965 (en observant des différences entre séquences protéiques de cytochrome C). Il semblait que plus les taxa examinés avaient une origine lointaine plus leurs protéines étaient différentes .
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Fig. 7-21. L'hypothèse de l'horloge moléculaire est respectée par le cytochrome C.
La figure 7-23 montre qu'au sein des drosophiles, l'horloge moléculaire est respectée quelque soit l'enzyme considérée. Par contre, si l'on étend la comparaison à l'ensemble des diptères (prise en compte de tous les points) l'horloge est toujours respectée pour la XDH, ce qui n'est plus le cas pour GPDH et SOD.
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Figure 7- 22. ...et d'autres molécules
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Figure 7-23. Vitesse de remplacement des AA pour 3 enzymes (GPDH, SOD et XDH) parmi les diptères. Points blancs entre espèces de Drosophiles, points gris entre genres de drosophilidés ; point noirs entre familles de diptères. 
Cette hypothèse qui est actuellement encore discutée ne doit être utilisée qu'avec précautions. En effet on la vérifie pour certaines molécules avec certains taxons alors que dans d'autres cas il y a une accélération ou une décélération (voir le Ginkgo sur la figure 7-19) de la vitesse d'évolution qui la met en défaut. Il existe des méthodes pour détecter les branches qui respectent ou non l'horloge moléculaire.

C'est l'accumulation des séquences qui permet maintenant d'avoir une idée plus nuancée concernant l'hypothèse de l'horloge. Bien que présentant des dérèglements locaux nombreux et variés c'est une hypothèse qui rend de nombreux services dans l'approche de l'étude de l'évolution des génomes.

La distinction d'espèces de genres, ...différents ne peut utiliser des données de divergence. Elle se fonde sur d'autres arguments biologiques.

Applications
Diagnostic prénatal
 

Le but est ici, dans une famille reconnue à risque (en général ayant déjà un enfant atteint) de prévoir quel sera le phénotype du prochain enfant conçu, avant sa naissance et éventuellement (dans le cas d’un maladie réellement très invalidante) d’opter pour un avortement thérapeutique. Dans des cas moins graves, la détection du phénotype du fœtus permet une intervention rapide ou même in utero qui permettra d’améliorer notablement son état. La détection génétique est utilisée lorsqu’il n’y a pas de test biochimique utilisable (absence de test ou protéine non exprimée durant la vie utérine)

Détection directe de la mutation

 

Anémie falciforme
Nous avons déjà vu (Ch3) que la cause de l’anémie falciforme est une mutation qui conduit au remplacement d’un acide glutamique par une valine en position 6 le la [image: image410.png]


globine (exprimée uniquement dans l’âge « adulte »).
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Figure 8- 1. Séquence des deux allèles et des oligonucléotides utilisés pour la détection de l'anémie.
 

Cette unique différence de séquence entre les deux allèles est utilisée pour détecter quels sont ceux portés par un sujet donné. Des séquences exactement complémentaires d’une petite portion de la région du gène qui porte la modification ont été synthétisées in vitro (figure 8-1). On a mis au point un protocole expérimental qui permet d’hybrider les sondes oligonucléotidiques uniquement lorsque cette hybridation est exacte (aucun mésappariement). Un sujet homozygote sain ne porte que l’allèle b+ et son ADN n’hybride qu’avec la sonde 1, un sujet malade ne porte qu’un allèle bS et son ADN n’hybride qu’avec la sonde 2, quant à un sujet sain mais porteur (hétérozygote) il porte les deux allèles et son ADN hybride avec les deux sondes. Pour un diagnostic prénatal, on prélève des cellules amniotiques (d’origine fœtale) que l’on cultive pour en extraire l’ADN qui est ensuite hybridé séparément avec chaque sonde marquée.
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Figure 8- 2. Détection de la forme allélique conférant l'anémie falciforme.
 

Chorée de Huntington
Il s'agit d'une maladie neurodégénérative qui se déclare en général entre 35 et 50 ans. Des altérations physiques et mentales peuvent apparaître simultanément, venir l'une après l'autre ou encore de manière alternative.

* parmi les modifications physiques, on note l'agitation, l'apparition de mouvements désordonnés, des difficultés d'élocution et de déglutition.

* Les troubles mentaux se manifestent par des modifications de la personnalité avec, par exemple, une irascibilité permanente, une apathie, un état dépressif, une perte de volonté, un repli sur soi.
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Figure 8- 3. Age où la maladie se déclare chez un sujet porteur d'un allèle défectueux.
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Figure 8- 4. Pedigree d'une famille présentant des membres atteints de chorée de Huntington.
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Figure 8- 5. Diagnostic prénatal de la Chorée de Huntington.
La transmission de cette maladie est de type dominant, autosomique (un père II-6 a des fils atteints). Le gène responsable de la maladie a été localisé sur le chromosome 4 en 1983 et cloné en 1993. La mutation des allèles défectueux est une expansion d'un triplet CAG (région 5' du gène) qui modifie la protéine codée par ce gène : l'huntingtine. Lorsque la répétition comporte moins de 30 motifs, la protéine est fonctionnelle, entre 30 et 39 répétitions, le phénotype est variable et plus de 39 répétitions du motif altèrent la protéine. Puisque cette maladie est dominante sur le phénotype sain il semble que l'allongement de la protéine doit lui conférer des propriétés différentes de la protéine normale (nouvelle activité ou expression modifiée). Plus le nombre de répétitions est élevé plus la maladie se déclare tôt. Comme le nombre de répétitions peut varier des parents aux enfants on ne peut prévoir le degré de gravité chez les descendants.

La détection de l'allèle muté se fait par PCR en amplifiant l'ADN total du sujet avec deux amorces oligonucléotidiques uniques qui encadrent les motifs répétés. La taille du fragment amplifié est déterminée par électrophorèse sur gel de polyacrylamide.

Détection indirecte

 

Détection indirecte
Dans d'autres cas si l'on connaît le gène dont une mutation est responsable du phénotype [malade], on n'a pas identifié la mutation. Il est donc impossible de la détecter. Dans de tels cas on va chercher un marqueur qui permettra d'identifier le chromosome (la portion de chromosome proche du gène) qui porte l'allèle muté pour déterminer si c'est lui qui a été transmis au descendant. Pour pouvoir connaître l'état de cette portion du génome des parents il faut avoir examiné un malade de la même famille (enfant de la même fratrie, ascendant , cousin, ...)

Phénotype dominant
L'aniridie est une malformation de l'oeil qui est dépourvu d'iris. Cette malformation s'accompagne de perte sévère d'acuité visuelle. C'est une maladie rare (1 naissance sur 100 000. La figure 8-6 permet de déduire que ce phénotype est dominant sur le phénotype normal et que le gène concerné est autosomique.
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Figure 8- 7.Pedigree d'une famille présentant plusieurs cas d'aniridie.
De nombreuses mutations sont la cause de ce défaut. Elles affectent un gène important dans le programme de développement des organismes multicellulaires (Pax6 localisé sur le bras court du chromosome 11, bande 13). Il ne peut donc être question de repérer chaque mutation individuellement. La stratégie de diagnostic prénatal suivie dans ce cas a été de trouver un marqueur polymorphe (un RFLP qui présente 2 formes) suffisamment proche de Pax6 pour que l'on puisse raisonnablement négliger la faible probabilité de Crossing Over entre le site RFLP et le site de la mutation. Puisque les deux sites n'ont qu'une probabilité très faible de recombiner, tous les gamètes fournis seront de type parental. On détermine quel est le génotype du parent atteint pour ce marqueur et le gène Pax6. L'examen du génotype de l'embryon permet de dire quel chromosome 11 lui a été transmis.
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Figure 8- 7. Région du chromosome 11 contenant le gêne Pax6 et le site polymorphe AvaI.
Dans la famille de la figure 8-8 un second enfant est attendu. Sera-t-il atteint d'aniridie ? Chaque personne de la famille a été testée pour l'état du site AvaI . Pour cela , on a prélevé un peu de sang. Des globules blancs on a extrait l'ADN total. Celui-ci a subi une digestion complète par AvaI. Tous les fragments obtenus ont été classées par ordre de taille avec une électrophorèse sur gel d'agarose. Les fragments d'ADN ainsi rangés sont transférés sur membrane de nylon (Southern Blot) afin que l'on puisse les hybrider avec la sonde unique marquée S1(de l'ordre de 300bp). Parmi le million (valeur approximative) de bandes résultant de la digestion par AvaI, seules celles qui ont une séquence identique à S1 vont retenir la sonde par hybridation. Sur une autoradiographie elles seules seront détectées. On saura donc si le sujet testé présente une bande de 6,5kbp (le site polymorphe est absent sur les deux chromosomes homologues) ; une bande de 4kbp (le site polymorphe est présent sur les deux chromosomes homologues) ou les deux bandes (le site polymorphe est absent sur l'un et présent sur l'autre) 
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Figure 8- 8. Diagnostic prénatal de l'aniridie. A: pedigree de la famille, B : analyse du site polymorphe très proche du gène Pax6, C : reconstitution des deux chromosomes 11 homologues paternel et maternel reçus par II-1, D : reconstitution des deux chromosomes 11 portés par la mère.
II-1 qui porte un site AvaI présent et un absent (Av+/Av-) ne peut avoir reçu Av+ que de sa mère. C'est également elle qui lui a fourni l'allèle muté Pax6-. On peut donc écrire son génotype . [image: image419.png]Aval + pax6~ < chromosome - maternel
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La mère a pour phénotype [aniridie , bandes 4 et 6,5]. Elle est donc hétérozygote pour le gène pax6 (pax6-/pax6+) et pour le site polymorphe (AvaI-/AvaI+). En l'absence d'informations supplémentaires il y a deux façons possibles d'écrire son génotype, deux phases pout le site polymorphe et le gène :[image: image420.jpg]


 . Sachant ce que son premier enfant a reçu d'elle (AvaI+, pax6-) permet d'éliminer la première possibilité puisque site polymorphe et gènes sont si proches qu'un CO entre eux est très improbable.

Un tel test nécessite que le parent porteur de la maladie soit hétérozygote également pour le site polymorphe examiné, ce qui n'est pas toujours le cas (n'oubliez pas que ce site polymorphe n'a rien à voir avec la maladie, il est juste à côté du gène concerné)

Maladie liée à l'X
Hémophilie A

C'est le cas de l'hémophilie de type A (déficience en facteur VIII, voir la figure 8-9).
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Figure 8- 9. Cascade de la coagulation
Au début de la pratique du diagnostic prénatal on avait déterminé que le gène F (codant pour le facteur VIII) dont des mutations sont responsables de l'hémophilie A et un marqueur RFLP (DX13) mis en évidence par digestion avec Bgl II puis hybridation avec la sonde unique DX13, étaient assez étroitement liés (moins de 5% de CO entre les deux).
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Figure 8- 10.Positions respectives du gène F et du marqueur RFLP DX13 (on le désigne par la sonde qui permet de le révéler).
 

Dans la famille V ( voir figure 8-11), la fille III-2 dont le frère est hémophile souhaite savoir si elle est porteuse. Pour tenter de lui répondre on effectue une analyse génétique basée sur la liaison relativement étroite entre le gène F et le site S de coupure de Bgl II (au moment de l'interrogation, la carte des RFLP en était à son commencement et on ne disposait pas d'autre marqueur polymorphe plus proche et utilisable dans cette famille).

Le fils III-1 a pour génotype : [image: image423.png]



Il a reçu son unique chromosome X de sa mère dont on peut préciser le génotype complet et la phase : [image: image424.png]SlBg+
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Quant à la fille III-2 elle a reçu de son père f+ Bg+ et de sa mère le chromosome X qui porte Bg- et donc aussi f+ (en supposant qu'il n'y a pas eu de CO, puisqu'ils sont rares). Son génotype complet est donc :[image: image425.png]N
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 . Elle n'est pas porteuse.
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Figure 8- 11. Pedigree de la famille V. 
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Figure 8- 12. Détermination du phénotype des membres de la famille V pour le site polymorphe DX13.
Après 1985, date du clonage du gène F et de sa cartographie complète, on a trouvé d'autres marqueurs RFLP situés à l'intérieur des 180 kbp qui contiennent les 26 exons de la phase codante. Le même test que précédemment a été répété dans cette famille en utilisant un de ces sites polymorphes (p114) mis en évidence par une digestion par Bcl I et hybridation avec la sonde intronique p114.
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figure 8- 13 Analyse de la famille V avec le marqueur RFLP p114
Cette fois, les génotypes des quatre membres vivants de la famille sont les suivants:
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La fille est porteuse saine. C'est en effet ce diagnostic qui est le meilleur car le repère utilisé est plus proche du site mutationnel que celui utilisé précédemment. On est ici, avec le RFLP DX13 dans le cas rare où on a pu observer un crossing over entre le repère DX13 et la mutation que l'on cherchait à localiser. 
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Figure 8- 14.Le chromosome X avec les sites Bg, Bc et le gène F.
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Figure 8- 15.Les deux chromosomes X de II-1 et le crossing over qui a généré le chromosome qu'elle a légué à sa fille III-2.
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Figure 8- 16Chromosome maternel remanié hérité par III-2.
 

Une telle erreur est inhérente à la méthode, puisqu'au lieu de regarder directement la mutation, on regarde un autre point qui est proche mais non confondu avec elle. On s'efforce le plus possible de minimiser le risque de cette méthode en choisissant des repères les plus proches possible du gène important. Dans l'exemple ci-dessus, le premier repère utilisé était ce que l'on avait de moins éloigné lors de la première consultation, mais qui s'est avéré trop éloigné pour être fiable. Depuis on a pu montrer que le gène F et la sonde DX 13 sont séparés par 5 unités de recombinaison, ce qui, actuellement n'est plus considéré comme une liaison suffisante pour faire un diagnostic prénatal fiable. De toute façon, ce type de méthodes indirectes comporte toujours une part de risque due à la possibilité de CO entre le repère et la mutation indétectable directement. On s'efforce seulement de diminuer ce risque le plus possible en choisissant le marqueur le plus lié génétiquement possible.

 

Phénotype récessif, gène autosomique
Granulomatose septique
La granulomatose septique est une maladie du système immunitaire. C'est une maladie héréditaire qui est transmise sur le mode récessif autosomique. Elle se manifeste par des infections graves et répétées, bactériennes et mycéliennes et des inflammations chroniques comme gingivites, inflammation des ganglions ou masses tumorales appelées granulomes qui ne sont pas malins. Ils peuvent cependant provoquer de sérieux problèmes en obstruant le passage des aliments dans l'oesophage, l'estomac, et les intestins comme en bloquant le flux urinaire des reins à la vessie.
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Figure 8- 17. Pedigree d'une famille présentant des cas de Granulomatose septique (CGD).
Un gène est impliqué dans cette famille. Il est localisé sur le chromosome 22 très proche du marqueur RFLP EcoRI. La sonde D22S451 permet de révéler ce RFLP (voir figure 8-18).
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Figure 8- 18.Le gène impliqué dans la CGD et le site RFLP proche.
Un couple a déjà un enfant atteint de CGD (même gène que celui impliqué dans la figure 89-17) et souhaite savoir si le second le serait également. Une analyse d'ADN sur les deux parents , l'enfant malade et sur le foetus (prélèvement de tissu embryonnaire au niveau des villosités du chorion) a donné les résultats de la figure 8-19.
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Figure 8- 21. Analyse de l'ADN des membres de la famille A.
L'enfant atteint est homozygote pour l'allèle muté du gène en jeu (a1/a1) ainsi que pour le site polymorphe (e+/e+). Son génotype s'écrit donc sans ambiguïté :[image: image436.png]etal
etal




 . Les deux chromosomes homologues sont identiques l'un venant du père et l'autre de la mère. Les deux parents sont hétérozygotes pour les allèles du gène A. Ils présentent les deux bandes 3,5 et 4,8 kbp et sont donc également hétérozygotes pour le site polymorphe. Puisqu'on connaît un de leur chromosome (celui qu'ils ont légué à leur premier enfant) on peut écrire leur génotype sans ambiguïté :pour le père,[image: image437.png]e+al
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. Si l'on exclut l'éventualité d'un Crossing Over entre le site polymorphe et la mutation dans le gène A (probabilité trop faible), chaque parent ne fournit que deux types de gamètes (parentaux). On peut prévoir les types de descendants possibles de ce couple.
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L'examen précédent montre que seuls les descendants ne présentant que la bande 4,8kbp seront également homozygotes pour l'allèle muté du gène A. Cette prévision est valable à condition qu'il n'y ait pas de crossing over entre le site e et le site muté de l'allèle a1.
Qu'aurait-on pu conclure si le premier enfant avait été hétérozygote pour le site e et de génotype [image: image440.png]e-al _gamite maternel gamite paternel
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Les génotypes parentaux auraient été [image: image441.png]


sans pouvoir préciser lequel était paternel et lequel était maternel (ce qui n'est pas grave puisqu'il s'agit d'un gène autosomique). Le tableau de gamètes devenait le suivant.
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Dans ce cas la prévision ne peut être complète puisque deux descendants présentant le même polymorphisme au site EcoRI (bandes 3,5 et 4,8 kbp) auront deux phénotypes différents [sain] ou [CGD] résultant des formes du gène A qu'ils auront héritées. Pour pratiquer un tel diagnostic indirect il est indispensable

· que les parents hétérozygotes pour les allèles du gène concerné soient également hétérozygotes pour le marqueur polymorphe 

· mais aussi que la phase (association d'un allèle du site polymorphe avec un allèle du gène concerné)soit la même pour les deux parents 

Lorsqu'on utilise un marqueur biallélique du type RFLP, la probabilité de trouver un hétérozygote varie en fonction de la fréquence de chaque allèle et ne dépasse jamais 50%.
Soit p la fréquence avec laquelle le site est coupé (état 1) et q celle avec laquelle il n'est pas coupé.
p+q = 1
Dans la population il n'existe pour ce site polymorphe que 2 formes possibles de gamètes.
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Les hétérozygotes ont donc une fréquence de 2pq dans la population générale.
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Figure 8- 18. Variation de la fréquence des hétérozygotes en fonction de la fréquence des allèles, dans le cas d'un marqueur biallélique.
 

Microsatellites
De plus en plus on utilise de préférence des marqueurs polymorphes multialléliques du type microsatellites (voir CH3 p15). Dans ce cas chaque allèle est caractérisé par un nombre de répétitions du motif qui peut varier de quelques unités à plus d'une centaine (chaque microsatellite a ses propres caractéristiques). On a souvent une dizaine de formes différentes avec chacune une fréquence propre (f1,f2,...fn). La fréquence des hétérozygotes est égale à [image: image445.png][vi(m’]



, qui est souvent élevée (dépasse largement 50%). Etant donné le nombre de formes alléliques différentes il n'est pas rare de trouver des couples (sans consanguinité) qui portent un allèle différent du même microsatellite sur chacun de leurs 4 chromosomes homologues.

  

 

  

Fréquence des hétérozygotes dans la population générale
Dans une autre famille aucun marqueur RFLP n'est utilisable. Par contre, on vient d'identifier un microsatellite proche du gène impliqué (figure 8-21).
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Figure 8- 22. Diagnostic prénatal à l'aide d'un microsatellite. A : carte du voisinage du gène impliqué dans la CGD. B : pedigree d'une famille, C : reconstruction des 4 chromosomes parentaux homologues.

Dans cette famille chaque chromosome parental est distinct des autres. On peut déterminer sans ambiguïté le génotype de chacun, sachant que le sujet malade est homozygote pour un allèle muté (a1/a1).
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tableau comparatif entre RFLP et microsatellitesà la fin du chapitre.

Comparaison RFLP et microsatellites
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Thérapie génique
Puisqu'on sait cloner des formes diverses d'un gène, l'idée de remplacer chez un sujet atteint d'une maladie génétique, l'allèle responsable par l'allèle sain a donné naissance à la thérapie génique. C'est ce que l'on fait lorsqu'on sauve un mutant de levure en le transformant par un plasmide qui porte comme ADN cloné un fragment de génome de levure contenant la forme fonctionnelle du gène.

But

 

Chez les organismes multicellulaires, le sauvetage s'avère plus complexe. On peut envisager de traiter l'organisme mutant soit à l'état unicellulaire, avant différenciation soit lorsqu'il est déjà différencié.

Mais lorsqu'un oeuf est encore à l'état unicellulaire, comment y prélever ,sans dommage pour lui du matériel génétique afin de déterminer s'il porte ou non la mutation A ce stade (ou presque) on dispose actuellement d'une technique efficace qui à la suite d'une fécondation in vitro et un début de développement (donc déjà à un stade multicellulaire) permet de trier parmi les embryons obtenus ceux qui sont porteurs de la mutation suspectée de ceux qui portent l'allèle sain. Il est donc plus simple de réimplanter un embryon sain que d'essayer de corriger le défaut génétique d'un embryon mutant.

Le problème se pose réellement lorsqu'un sujet qui est déjà né développe une maladie d'origine génétique. A ce moment l'individu est constitué de milliards de cellules différenciées. Pour de nombreuses maladies, l'allèle mutant ne se manifeste que dans une ou quelques lignées cellulaires qui ont perdu la capacité à synthétiser une protéine active. On souhaite donc redonner cette capacité à suffisamment de cellules de cette lignée pour rendre au sujet la capacité dont le défaut est la cause primaire de sa maladie. 

On ne peut envisager une possibilité de thérapie génique qu'à certaines conditions : connaître le gène en cause, l'avoir cloné, avoir identifié les cellules dans lesquelles il devrait s'exprimer. Ce ne sont pas les seules conditions mais celles-ci sont incontournables. 

Les maladies susceptibles de faire l'objet d'une thérapie génique sont de 3 sortes :

· maladies génétiques monogéniques 

· maladies génétiques complexes 

· maladies génétiques acquises 

Les maladies génétiques monogéniques sont dues à un défaut d'un unique gène et pour lesquelles le gène en question a été cloné et analysé. Les maladies génétiques classiques ont souvent des conséquences complexes: le défaut dans un gène unique peut en fait avoir de profondes répercussions sur des organes différents; la thérapie génique est actuellement limitée par le type de cellule somatique ou les tissus visés. De plus, le contrôle de l'expression du gène nouvellement introduit peut être problématique.

D'autres maladies génétiques ( cardio-vasculaires, cancer, hypertension, arthrite) ont des composantes génétiques complexes (plus d'un gène est impliqué dans le développement de la maladie). La thérapie génique peut intervenir dans ces situations en fournissant une nouvelle fonction. Dans le cas du cancer par exemple, on essayera d'induire une réponse immunitaire renforcée contre les cellules tumorales ou d'induire la mort de ces mêmes cellules par la métabolisation de molécules toxiques.

Certaines maladies virales peuvent être considérées comme des maladies génétiques acquises, comme par exemple les cancers engendrés par le virus Epstein-Barr ou par le virus de l'hépatite B, ou le SIDA. La thérapie génique visera à éliminer sélectivement les cellules infectées ou à inhiber la réplication virale dans ces cellules (virus HIV). De nombreux projets en développement concernent effectivement le SIDA.

Méthode

 

 

 

Il faut que le gène cloné puisse s'exprimer correctement. Le vecteur dans lequel il est inséré doit donc avoir les caractéristiques d'un vecteur d'expression (posséder des signaux de début de transcription et de fin pour que la synthèse d'ARNm se fasse correctement). Les problèmes d'épissage et de taille (certains gènes génomiques humains dépassent la centaine de kbp)sont résolus en clonant non pas le gène génomique mais l'ADNc. Néanmoins il reste les problèmes de maturation de la protéine après la traduction (glycosylations, méthylations,...) .Dans le cas du facteur VIII (gène impliqué dans un type d'hémophilie) dont le gène a été cloné en 1985, ce problème n'est toujours pas résolu. 

Vecteurs
Les vecteurs viraux que l'on utilise actuellement sont soit des rétrovirus qui ne s'intègrent que dans des cellules en division, soit des adénovirus à ADN qui peuvent infecter les cellules qui ne se divisent pas, soit des constructions plus artificielles.

Dans tous les cas on intègre au génome viral une cassette qui contient l'ADNc à exprimer et des séquences régulatrices en 5' et 3' qui permettront son expression dans des cellules de type mammifère.

Les rétrovirus ont un génome d'ARN qu'ils recopient en ADN après infection. Cette copie est intégrée au génome de la cellule hôte grâce aux répétitions terminales. On prépare un virus recombiné où les gènes de réplication (gag-pol-env) ont été remplacés par la cassette contenant le gène d'intérêt. Après reproduction de ce virus défectif, il est injecté aux cellules à transformer où la cassette va s'intégrer au hasard dans le génome propre de la cellule. Cette intégration non ciblée peut être à l'origine de mutations néfastes pour les cellules qui les portent. Si les cellules transformées sont aptes à survivre, leurs descendantes porteront également le gène surnuméraire et le produit de traduction continuera d'être fabriqué pour corriger le défaut génétique. La capacité de tels vecteurs est de 9kbp maximum.

Les adénovirus sont des virus à ADN qui infectent aussi bien les cellules qui ne se divisent pas. Ils ont principalement comme cibles des cellules du système respiratoire. C'est pourquoi on s'en est servi dans la recherche d'une thérapie génique pour la mucoviscidose. Un des gènes essentiel de l'adénovirus est remplacé par la cassette d'expression (capacité maximum 8kbp). L'ADN de ces virus n'est pas intégré au génome de la cellule hôte, ce qui implique la nécessité de traitements récurrents pour maintenir l'infection. Mais il arrive que certaines protéines virales présentent un effet toxique et des problèmes de rejet des cellules infectées sont fréquents 

Des parvovirus défectifs sont parfois employés(Adeno Associated Virus). Il faut alors les utiliser avec un virus (type herpes ou adéno) qui vient aider le virus défectif dans sa réplication. La cible peut être constrituée par des cellules qui ne se divisent pas. Les problèmes sont encore ceux inhérents aux protéines virales et à la réaction immunitaire qu'elles risquent de déclencher. La capacité maximum de telles constructions est de 4,5kbp.

Afin d'éviter les problèmes immunitaires on s'est tourné vers des constructions dépourvues de protéines : de l'ADN de type plasmidique qui contient une cassette d'expression (maximum 50kbp) est inclus dans un liposome. La plupart des liposomes reste dans le cytoplasme. La faible proportion qui atteint le noyau s'y maintient sous forme plasmidique. Le rendement de ce type de transformation est très faible.

ADN nu
L'ADN cassette est inclus dans un plasmide bactérien entouré des séquences qui lui permettent une expression dans des cellules de mammifères. Tel quel il est injecté aux cellules à transformer. Les plasmides qui atteignent le noyau s'y maintiennent sous forme plasmidique. L'efficacité est cependant très faible.

Dans l'ensemble des techniques décrites ci-dessus la capacité des vecteurs est limitée ey ne permet que le clonage de l'ADNc. Il est donc impossible d'intégrer l'allèle sauvage du gène d'intérêt avec ses séquences de contrôle naturelles (ce qui peut être une cause supplémentaire de dérégulation cellulaire).

Minichromosome humain
On sait construire depuis un certain temps des chromosomes artificiels de levure (pYAC, voir Chapitre 2). Les chromosomes eucaryotes ont tous comme constituants essentiels

* aux deux extrémités des télomères( répétitions de 5 à 20 kbp d'un petit motif TTAGGG) protégeant les chromosomes d'érosion.

* une région centromérique constitués de motifs répétés. Cette séquence centromérique se fixe aux microtubules cellulaires et assure la répartition correcte des chromatides filles lors des divisions cellulaires.

* une (plusieurs sur les chromosomes naturels) origine de réplication. 

Résultats

 

Premiers résultats de thérapie génique

Les premiers résultats thérapeutiques ont été obtenus avec la technique de l'injection de l'ADN nu utilisée pour soigner la gangrène des extrémités faisant suite à une ischémie musculaire. Il a ainsi été possible de revitaliser des mains et des pieds qui auraient dû être amputés. Le plasmide, codant pour un facteur de vascularisation (VEGF = Vascular Endothelial Growth Facor) est injecté (voie intramusculaire)en proximité de l'affection gangreneuse. Cet ADN va transformer une petite quantité de cellules musculaires et le gène VEGF va être exprimé. Le facteur vascularisant diffuse dans les environs et induit la formation de nouveaux vaisseaux sanguins (c'est-à-dire qu'il réactive a vascularisation de la région malade), entraînant ainsi la guérison de la nécrose. 

Par ailleurs, le premier succès thérapeutique complet à long terme a été obtenu en 2000 par l'équipe de A. Fisher de l'Hôpital Necker de Paris. Deux enfants de 8 et 11 mois affectés par l'Immunodéficience Sévère Combinée (causée par des mutations dans le gène codant la sous-unité [image: image450.png]


c du récepteur des cytokines IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 et IL-15). La technique utilisée a été celle du transfert in vivo dans des cellules CD34+ prélevées des patients; le vecteur était un rétrovirus contenant le gène codant pour le peptide ?c. Dix mois après, les patients montraient des lymphocytes T et NK exprimant ?c et ayant toutes leurs fonctionnalités. La réponse immunitaire à l'inoculation d'antigènes (vaccination) s'est avérée être comparable aux enfants normaux de même âge. Depuis, 11 enfants au total ont été traités avec succès. Cependant, en octobre 2002, les essais ont été provisoirement suspendus pour permettre des investigations supplémentaires. En effet, un des patients a développé une maladie lymphoproliférative monoclonale (une sorte de leucémie) et a dû être soumis à un traitement chimiothérapique. Des évidences préliminaires suggèrent que la prolifération lymphocytaire pourrait avoir été initiée par un événement de mutagenèse qui a ensuite progressé en un avantage réplicatif pour une sous-population de lymphocytes T.En résumé, la thérapie génie en est encore à ses débuts. Des améliorations considérables doivent être réalisées dans le domaine de l'efficacité du transfert de DNA et dans le contrôle de l'expression des gènes transférés. Les premiers résultats positifs obtenus laissent bien présager de l'avenir, mais il faut être conscient que de nombreuses années nous séparent encore de l'utilisation clinique courante de cette nouvelle thérapie.

Dépistage systématique
 Domaine d’application 

 

Dépistage systématique

Domaine d'application (fréquence dans la population)
Pour envisager un dépistage systématique, il faut posséder un test de dépistage fiable, sensible (repérant le maximum de sujets atteints) et spécifique (évitant les faux-positifs), un traitement possible, enfin tenir compte de l'incidence de la maladie.

Actuellement quatre maladies sont systématiquement dépistées à la naissance : la phénylcétonurie (depuis 1972), l'hypothyroïdie (depuis 1978), l'hyperplasie des surrénales (depuis 1995) et la drépanocytose (depuis 1989 dans les Dom-Tom et 1995 en métropole). S'y ajoute aujourd'hui la mucoviscidose

[image: image451.png]Maladie Phényloétonurie | Hypothyroidie | Hyperplasie | Drépanocytose
congénitale | des dépitage niemert
a0 3 popuiaons 3
suménales | reave
Connaissange bonne bonne bonne bonne
physiopathologique
Fréquence 1715 000 174000 1712 000 17400%
Gravite retard menfal | refard mental | décés décks par
puberté infection avant
précoce 5 ans (30% des
(nanisme) | enfants)
Traitements régime prescription | prescription | prévention des
systematiques de 1- de cortisone - | infections
Thyroxine | sel
Repérage ¥ ¥ + ¥
présymptomatique
Marqueurs phénylalanine | TSH T7 hydroy- | présence
progestérone | dhémoglobine
s
Mathode test de Guthrie | radio- radio- électrophorése
ouenzymologie | immuno.cy | immunoou | isoelectros
oubiochimie | immuno: immuno:. focalisation
fluorimétric | fluoriinéirie
Efficacite-urlite | 100% 100% 100% T00%
Prise en charge des | en moyenne & | en moyenne & | enmoyenne | en moyenne &
malades 10-12jours de | 10-12 jours de | & 10-12 jours | 10-12 jours de

vie

vie

de vie

vie





 

Dans le cas de l'anémie falciforme (drépanocytose),la fréquence est particulièrement importante en Afrique inter tropicale, puisque 1 à 2 % des nouveaux nés sont homozygotes . En France où les populations sont hétérogènes, la prévalence à la naissance de la drépanocytose varie de 1/550 à St Denis à 1/16.000 à Lille.

La leucinose (1/100.000 à 200.000), les galactosémies (1/50.000 à 150.000), l'homocystinurie (1/300.000) n'ont pas une incidence dans la population qui justifie un diagnostic périnatal. Pour l'histidinémie (1/10.000 à 1/20.000), le dépistage et le traitement sont douteux. La dystrophie musculaire de Duchenne pourrait également être dépistée par le dosage de la créatine kinase sur éluat de sang. Ceci serait intéressant dans les familles où il y a des sujets atteints.

Dans le cadre d'un dépistage systématique, seuls des tests biochimiques simples sont envisageables. Lorsque la maladie est diagnostiquée on peut alors faire des analyses d'ADN.

Maladie due à une mutation particulière

 

'est le cas de l'anémie falciforme qui est due à la substitution d'une paire TA à une paire AT en seconde position du codon 6 du gène codant la [image: image452.png]


globine et conduisant, au niveau protéique, au remplacement d'un acide glutamique par une valine. Nous avons déjà vu un type de dépistage (voir ci dessus, les sondes oligonucléotidiques ASO). D'autres tests sont disponibles tels que la détection d'un site d'enzyme de restriction qui est modifié du fait de la mutation ou par amplification par PCR de la zone qui contient l'éventuelle mutation, et son séquençage..
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Figure 8- 22. Détection de l'allèle HbS par modification du profil de restriction.
 

Déséquilibre de liaison

 

 

Parmi les maladies génétiques monogéniques , certaines sont dues à un grand nombre de mutations différentes d'un (ou plusieurs gènes) alors que pour d'autres, parmi toutes les formes mutantes connues causes de la maladie, une forme est extrêmement répandue alors que les autres sont rares. En général, dans ce second cas cette particularité n'est vraie que pour une population particulière. Ce résultat est en général dû à une apparition unique de la forme mutante majoritaire, qui s'est ensuite répandue dans une population par des croisements consanguins (d'ou la restriction à des populations particulières)

 

Mucoviscidose
Cette maladie affecte 1/1000 des naissances dans les populations européennes. Le gène impliqué dans la mucoviscidose est encadré par deux sites polymorphes (TaqI et PstI et les sondesSt et Sp). L'enzyme de restriction TaqI donne deux tailles de bandes 7,6 et 6,8kbp qui seront désignées par t1 et t2. L'enzyme de restriction PstI donne deux tailles de bandes 2,1 et 1,4kbp qui seront désignées par p1 et p2. Quant au gène CFTR, parmi les nombreuses formes mutées , la délétion du triplet 508 est responsable de 70% des cas dans la population caucasienne . 
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Figure 8- 23. Les polymorphismes détectés autour du gène CFTR.
Considérant ces 3 sites qui ont chacun 2 formes alléliques distinctes il y a 8 formes possibles d'associations
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La fréquence de chacune de ces formes du chromosome 7 a été relevée dans trois populations de type caucasien.
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Tableau 8- 1. Répartition des haplotypes TaqI et PstI parmi les formes allélique du gène CFTR + et [image: image457.png]


508.
L'examen du tableau 8-1 montre que la répartition des 4 haplotypes n'est pas identique pour les deux formes alléliques. Cette différence de répartition s'explique par une origine unique de la mutation sur une seule des 4 formes du chromosomes 7. Comme les sites polymorphes sont très proches du gène CFTR, la probabilité de recombinaison entre eux est extrêmement faible et le nombre de générations écoulées depuis l'apparition de la mutation n'a pas été suffisante pour permettre un brassage allélique qui conduirait à l'équilibre c'est à dire à la même répartition des haplotypes parmi les chromosomes 7 portant CFTR+ et ?508. Dans de nombreuses générations , lorsqu'il y aura eu suffisamment de crossing over pour atteindre l'équilibre la différence des fréquences due à l'origine de la mutation sera effacée. 

Lorsque, dans une population donnée, on constate un déséquilibre de liaison entre un marqueur polymorphe et une forme allélique délétère d'un gène, on peut définir les individus à risque (de porter l'allèle muté) : ce sont ceux qui porteront la forme polymorphe du marqueur qui est le plus fréquemment associée à cet allèle. Ces individus sont susceptibles d'avoir reçu la région chromosomique portant le marqueur et la mutation délétère sans événement de recombinaison. Parmi cette fraction à risque de la population, on peut pousser l'analyse génotypique afin de préciser s'ils sont vraiment porteurs de l'allèle délétère. Il faut bien voir que ce dépistage ne garantit pas la détection de tous les porteurs sains de l'allèle mutant, tous ceux qui ont reçu un chromosome remanié entre le gène et le marqueur polymorphe peuvent ne pas faire partie de la population à risque et cependant porter l'allèle mutant. Dans le tableau 8-1 la population à risque est dans le groupe t1,p2 (84% des français de ce groupe sont porteurs de la délétion 508). Néanmoins on trouve également quelques porteurs de cette mutations dans les autres groupes. Ce déséquilibre de liaison permet seulement d'effectuer un test rapide sur n marqueur polymorphe sur toute la population pour définir les 15% à risque sur lesquels on pratiquera ensuite les analyses plus approfondies, au lieu de faire d'emblée ces analyses sur toute la population.

Equilibre de liaison : l'hémophilie A
C'est le cas pour une autre maladie : l'hémophilie de type A (facteur VIII déficient) dont le gène est également encadré de deux sites polymorphes BclI (c1 et c2) et BglII(g1 et g2).
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Tableau 8- 2. Le gène codant le facteur VIII est en équilibre avec les marqueurs polymorphes qui l'entourent.
Dans ce cas on constate que c1 a la fréquence 0,9 ((0,57 + 0,54 + 0,33 + 0,36)/2) et c2 0,1 alors que g1 a la fréquence 0,61 et g2 0,39. Compte tenu de ces fréquences on attend , du fait de la combinaison au hasard de ces 2 formes alléliques :

* C1 g1 fréquence 0,9 x 0,61= 0,549 (valeur observée = (0,57 + 0,54)/2 = 0,555)

* C1 g2 fréquence 0,9 x 0,39= 0,351 (valeur observée = (0,33 + 0,36)/2 = 0,345)

* C2 g1 fréquence 0,1 x 0,61= 0,061 (valeur observée = (0,06 + 0,05)/2 = 0,055)

* C2 g2 fréquence 0,1 x 0,39= 0,039 (valeur observée = (0,04 + 0,05)/2 = 0,045)

Les valeurs théoriques ne sont pas significativement différentes des valeurs observées. Le tableau 8-2 montre clairement que ces 4 associations présentent la même fréquence que l'allèle du gène FVIII soit sauvage ou muté. L'équilibre a été atteint. Le temps écoulé depuis l'apparition des mutations est suffisant pour que des recombinaisons multiples aient redistribué également ces 4 haplotypes parmi les deux génotypes pour le gène FVIII.

Lorsque, dans une population donnée, on constate un déséquilibre de liaison entre un marqueur polymorphe et une forme allélique délétère d'un gène, on peut définir les individus à risque (susceptibles de porter l'allèle muté) : ce sont ceux qui porteront la forme polymorphe du marqueur qui est le plus fréquemment associée à cet allèle. Ces individus sont susceptibles d'avoir reçu la région chromosomique portant le marqueur et la mutation délétère sans événement de recombinaison. Parmi cette fraction à risque de la population, on peut pousser l'analyse génotypique afin de préciser s'ils sont vraiment porteurs de l'allèle délétère. Il faut bien voir que ce dépistage ne garantit pas la détection de tous les porteurs sains de l'allèle mutant, tous ceux qui ont reçu un chromosome remanié entre le gène et le marqueur polymorphe peuvent ne pas faire partie de la population à risque et cependant porter l'allèle mutant.

D'autres maladies, dans certaines populations sont également dues à une mutation apparue suffisamment récemment pour présenter un déséquilibre de liaison avec un marqueur polymorphe. Je n'en citerai qu'un seul exemple, celui de l'hémochromatose

 

Hémochromatose héréditaire

L'hémochromatose est causée par une absorption intestinale accrue et non contrôlée de fer entraînant sa déposition dans une multitude de tissus. Le fer libre est hautement toxique parce qu'il induit la génération de radicaux libres et d'autres composés d'oxydation. Ces molécules causent la peroxydation des membranes cellulaires et le dommage tissulaire. Les manifestations cliniques débutent habituellement par de la fatigue, des arthralgies, des douleurs abdominales et parfois de l'impuissance chez l'homme. À mesure que le niveau toxique de fer augmente dans les tissus, d'autres manifestations comme l'hyper pigmentation cutanée, le diabète et la fibrose hépatique apparaissent. La cirrhose, l'insuffisance cardiaque, l'hypogonadisme et hypopituitarisme sont des manifestations tardives de la maladie. Le diagnostic est souvent établi alors que le dommage tissulaire est irréversible. Les patients diagnostiqués tardivement ont une espérance de vie diminuée. 

Cette affection est à transmission récessive autosomique. Le gène en cause (gène HFE) a été localisé sur le bras court du chromosome 6 (1975) puis cloné (1997). Il code une protéine de 343 acides aminés. Une mutation a été décrites dans le gène HFE, qui conduit au remplacement dans la protéine d'une cystéine par une tyrosine en position 282 (C282Y) 

Cette mutation est majoritaire parmi les sujets atteints :

· 94,7 % en Bretagne, 

· 93 % au Royaume-Uni et en Allemagne, 

· 94,2 % en Suède et même 

· 100 % en Australie. 

On la retrouve à des fréquences plus faibles 

· Alabama (69,5 %), 

· sud de la France (76,5 %) 

· Italie (69 %). 

La mutation C282Y est très irrégulièrement répartie à l'échelon mondial : absente ou extrêmement rare en Afrique et en Asie, elle présente en Europe un gradient décroissant nord-ouest/sud-est. Les fréquences d'hétérozygotes vont de 20 % en Irlande (où l'incidence de la maladie est de 1,24%) à 3 % dans l'Italie du Sud 0,023% de malades dans la population générale). 

Pour le dépistage dans la population générale, la mesure de la saturation de la transferrine a été le plus étudié associée à la ferritinémie. Deux études ont construit des modèles avec un coût estimé des tests, de l'organisation du dépistage et d'une estimation de la prévalence. Ces deux études concluaient que le modèle étudié entraînait un coût par année de vie sauvée acceptable (En fait, ce dépistage lorsqu'il s'adresse à une population générale, peut dépister non seulement des surcharges en fer mais également des déficits en fer, augmentant le rendement du dépistage). Ce dépistage biochimique pourrait être proposé chez l'adulte jeune de plus de 20 à 30 ans afin d'éviter que l'accumulation en fer ait causé des dommages irréversibles à divers organes. L'utilisation d'un test génétique de dépistage pourrait en revanche être proposée systématiquement à la naissance qui permettrait d'établir un traitement préventif. 

La mutation C282Y,cause principale de la maladie a dû se produire une seule fois et se répandre dans les populations par des croisements consanguins. Au cours du clonage du gène HFE, on a étudié 43 microsatellites autour de ce gène. Ces données ont permis de reconstituer le chromosome ancestral dont on retrouve des fragments parmi les patients qui portent la mutation C282Y.
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Tableau 8- 3.Déséquilibre de liaison entre les formes alléliques de 2 microsatellites et les allèles du gène HFE
La complexité de détection d'un marqueur microsatellite ou d'une mutation connue est du même ordre : on amplifie par PCR la portion d'ADN génomique concernée, en utilisant 2 courtes sondes oligonucléotidiques uniques ; puis on analyse les produits de PCR par électrophorèse en gel de polyacrylamide. Sauf problèmes techniques particuliers, lorsqu'on a mis au point la détection de la mutation , c'est un test préférable à la détection d'un marqueur microsatellite avec un déséquilibre de liaison. Le déséquilibre de liaison est utilisé dans un but prédictif lorsque la mutation 'est pas encore identifiée. Il peut également être utilisé pour retracer l'histoire de la mutation et son origine, ainsi que pour comparer des populations différentes.

Médecine légale
Typage d’un individu 

 

 

Chaque être humain se distingue de ses " semblables " par un ensemble de caractéristiques morphologiques et biologiques qui rendent son identification possible. 

Les techniques utilisées pour mettre en évidence le polymorphisme de l'ADN permettent aujourd'hui d'obtenir, dans de courts délais, des résultats extrêmement précis à partir d'échantillons ne contenant qu'une quantité infime de produit biologique. Elles imposent, en contrepartie, des précautions rigoureuses pour parer aux risques de contamination qui compromettraient la fiabilité des analyses.

Polymorphismes utilisables
. Le polymorphisme de l'ADN nucléaire
Pour 4 à 5 %, la molécule d'ADN est constituée par les gènes qui sont le support de l'information. Ces unités codantes se retrouvent au niveau de l'ARN messager lors du phénomène de transcription puis se traduisent en protéines.

En revanche, la plus grande partie (95 à 96 %) de l'ADN nucléaire ne commande directement aucune synthèse protéique et l'on ignore actuellement sa fonction précise. Dans cette partie non codante, l'analyse a mis en évidence des régions variables : il s'agit de segments d'ADN caractérisés par la répétition en tandem d'unités de base composées de deux ou plusieurs nucléotides. La taille de ces fragments, ou allèles, varie en fonction du nombre de répétitions. On distingue ainsi deux types de polymorphisme :

1. les mini-satellites ou VNTR (Variable Numbers of Tandem Repeats) correspondent à des motifs répétées en tandem, de 15 à 40 paires de bases. Le nombre de ces répétitions est variable d'un individu à l'autre, constituant une série allélique. Des études récentes considèrent que nous aurions 1 500 zones de ce type, soit 1 500 systèmes de polymorphisme.

2. les micro-satellites ou STR (Short Tandem Repeats), unités répétitives dont le motif est très court (4 paires de bases en moyenne) et répété de deux à dix fois ou plus. Des centaines de micro-satellites ont été étudiés mais, peuvent seuls être retenus pour la pratique des empreintes génétiques ceux 

* qui sont aisément amplifiables avec une expression simple des allèles,

* présentent un fort taux d'hétérozygotie 

* expriment un nombre d'allèles suffisamment élevé.

Deux points importants doivent être soulignés à propos de cet examen des zones variables :

* plus nombreux sont les sites polymorphes qui font apparaître une concordance entre un échantillon recueilli sur le lieu d'une infraction et un échantillon connu (prélevé sur un suspect), moins il est probable que l'échantillon provienne d'un individu différent.

* La non-concordance constatée sur un seul site polymorphe conduit à écarter de façon absolue l'individu dont le profil ADN est confronté à celui de l'échantillon recueilli.

La certitude de l'identification s'apprécie en termes de probabilité, l'exclusion en termes de certitude.

Le polymorphisme de l'ADN mitochondrial
L'ADN mitochondrial (ADNmt), présent dans le cytoplasme, peut également être utilisé pour l'expertise génétique : il s'agit d'une petite molécule circulaire et monocaténaire de 16 569 paires de bases qui code pour des chaînes polypeptidiques nécessaires au fonctionnement de la mitochondrie et pour des ARN. Sa séquence est entièrement connue et elle présente deux régions hyper variables. Le polymorphisme n'est pas lié ici à des variations de longueur mais à des variations dans la composition en nucléotides (polymorphisme de structure).

Une autre caractéristique de l'ADNmt est son hérédité maternelle. En effet, l'ovule est bien fourni en mitochondries (entre 100 000 et 200 000) alors que le spermatozoïde n'en contient qu'un petit nombre qui ne persistent pas dans la descendance. La mère transmet donc son ADNmt à tous ses enfants mais seules les filles le transmettront à leur tour à leur progéniture.

Par ailleurs, le polymorphisme de l'ADNmt est moins marqué que celui de l'ADN nucléaire et l'analyse qui en est faite est donc moins discriminante. Il présente néanmoins un double intérêt :

* préservé par la haute résistance de la mitochondrie et présent à de nombreux exemplaires dans une cellule (de l'ordre de 50 génomes mitochondriaux pour un seul génome nucléaire), il peut être analysé sur des traces anciennes ou fortement dégradées sur lesquelles l'ADN nucléaire n'est plus exploitable. La recherche historique en a fait ces dernières années un fréquent usage, notamment pour les ossements de la famille impériale de Russie et pour le coeur présumé de Louis XVII conservé à St Denis.

* il peut également permettre d'expertiser des tissus biologiques dépourvus d'ADN nucléaire, mais riches en mitochondries, qui sont prélevés sur une scène de crime. C'est notamment le cas des tiges de cheveux.

Techniques
Analyse par hybridation
Technique utilisée dès 1985 avec des sondes multilocus puis des sondes monolocus. L'ADN est tout d'abord digéré par une enzyme de restriction , ce qui génère de l'ordre d'un million de fragments tous différents. Ces fragments sont triés par ordre de taille par électrophorèse sur gel d'agarose, puis transférés par Southern Blot sur membrane de nylon où l'on peut les hybrider avec différents types de sondes.

Sondes multilocus
Dès 1985 on a utilisé des sondes oligonucléotidiques pouvant reconnaître plusieurs sites dont les séquences d'ADN sont très voisines sur l'ensemble du génome, il est possible, en les rendant radioactives, de faire apparaître les fragments hybridés sur une autoradiographie. Le polymorphisme de taille, différent chez chaque individu, se traduit par la mise en évidence de bandes noires ressemblant à un code-barre dont il faut définir avec précision la taille des fragments. Ces sondes peu spécifiques ont été appelées multilocus.
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Figure 8- 24. Empreinte génétique de 5 personnes établie avec une sonde multilocus.
Malgré son très fort pouvoir discriminant, cette méthode a été abandonnée car elle présentait, pour la médecine légale, un certain nombre d'inconvénients :

* lourdeur et longueur de la mise en oeuvre (cinq jours environ),

* nécessité d'une grande quantité d'ADN (une tâche de sang de la taille d'une pièce de cinq francs),

* difficulté, voire impossibilité, d'interprétation en cas de mélanges d'ADN,

* impossibilité de conserver des données pour une interprétation ultérieure.

Sondes monolocus
En 1989, cette méthode fut améliorée par l'usage de sondes monolocus qui utilisent, comme les précédentes, la technique du Southern Blot et étudient le même type de variabilité mais se concentrent sur une seule localisation du génome. L'autoradiographie ne révèle donc qu'un locus représenté par un ou deux allèles selon que le sujet est homozygote ou hétérozygote. Il est possible d'augmenter la puissance de ce test en multipliant les sondes spécifiques.
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Figure 8-25.Utilisation de sondes monolocus pour confirmer une filiation.
Cette technologie robuste est peu sensible aux contaminations, très discriminante et d'une interprétation aisée. Elle présente d'autre part l'avantage de permettre un travail sur les mélanges d'ADN, mais elle demeure coûteuse en temps et en personnel et sa faible sensibilité requiert une quantité importante (500 ng au minimum) d'ADN non dégradé et bien purifié. Si elle reste encore employée, dans le domaine civil, pour les recherches de paternité, elle a été supplantée au pénal par la réaction de polymérase en chaîne (PCR) basée sur l'amplification génique.

Analyse par PCR
L'amplification génique est plus facile à réaliser sur des unités répétitives du génome dont le motif n'est composée que de deux à sept nucléotides, les micro-satellites ou STR (Short Tandem Repeats), qui seront localisés sur différents chromosomes et exprimeront un nombre d'allèles suffisamment élevé.

Le nombre de loci étudiés doit être assez élevé pour conférer à l'analyse du profil génétique un pouvoir réellement discriminant. Tous les laboratoires français utilisent aujourd'hui des kits qui incluent une quinzaine de régions du génome sélectionnées par le système américain CODIS pour leur haute valeur discriminante. Sept d'entre eux sont ceux qu'a consacrés la pratique anglaise et qui tendent désormais à être mis en oeuvre par tous les laboratoires européens. Ces kits permettent d'amplifier simultanément plusieurs STR associés à un marqueur sexuel(le gène de l'amélogénine qui chez l'homme est présent sur le chromosome X et avec une addition de 6bp sur le gène Y, ce qui permet de distinguer un ADN d'origine mâle d'un ADN d'origine femelle).

Ce système multiplexe présente, outre son coût réduit et sa rapidité de réalisation, l'avantage de permettre l'analyse sur de très faibles quantités d'ADN (cas fréquent dans le cas de traces prélevées sur des scènes de crime). Il convient cependant d'observer que plus les zones étudiées sont nombreuses, plus les conditions de bonne amplification sont délicates à réunir et plus la réaction est fragile.

Les marqueurs sont révélés, soit de façon manuelle sur gel de polyacrylamide coloré à l'argent, soit de façon automatisée sur un séquenceur avec une détection en fluorescence. Le choix des loci coamplifiés est déterminé par la nécessité d'obtenir des conditions d'amplification homogène et de permettre une lecture simple : les zones de taille des fragments ne doivent pas se chevaucher et des échelles de références possédant toutes les tailles d'allèles doivent être disposées sur le gel tous les deux échantillons.

Cette technique présente de nombreux avantages qui expliquent qu'elle se soit imposée dans tous les laboratoires spécialisés pour l'établissement des profils génétiques :

* Une réaction PCR peut être réalisée sur une très faible quantité d'ADN représentant cinquante à cent cellules, qu'il soit dégradé ou non, purifié ou non, récent ou ancien et, pratiquement, quel que soit le support. Ceci permet d'obtenir des résultats à partir de très petits échantillons et de pratiquer un complément d'expertise avec le matériel restant.

* La méthode est facile à pratiquer, les réactifs pouvant être fournis sous forme de kits prêts à l'emploi.

* Le recours à l'informatique permet d'obtenir le résultat de l'analyse dans un délai très court, avantage décisif dans le cadre d'une enquête judiciaire : douze heures pour une trace de sang, soixante douze heures pour une trace de sperme. Dans le cas d'un prélèvement buccal opéré sur un suspect, ce délai n'excède pas six heures et est donc compatible avec celui de la garde à vue.

La seule faiblesse de cette méthode, liée à sa très grande sensibilité, réside dans le risque de contamination par un ADN étranger, et ce d'autant plus que la quantité d'ADN analysable est réduite. Des précautions draconiennes doivent donc être observées tant au stade du recueil des échantillons qu'à celui de l'analyse.

Toutes les méthodes ci-dessus, qui utilisent des STR, sont applicables à l'ADN nucléaire.

Séquençage
L'analyse de l'ADN mitochondrial vise à mettre en évidence un polymorphisme de structure. La définition du mitotype (type de l'ADNmt) porte sur la détermination d'environ 700 nucléotides par la technique du séquençage. L'utilisation d'un séquenceur automatique permet de raccourcir le délai de réponse.

La séquence déterminée est comparée à une séquence de référence. Les points de mutation sont mis en évidence et les mitotypes permettront, comme pour l'ADN nucléaire, d'affirmer, soit une exclusion (certaine si plus de trois différences sont observées entre les deux ADN), soit une identité (avec une certaine probabilité).

Dans le cas de l'affirmation d'identité, la fréquence du mitotype est déterminée à partir d'une banque de données internationale comportant les séquences de 1657 individus non apparentés. La majorité des séquences déterminées n'existent pas dans cette banque de données. Dans ce cas, l'estimation de la fréquence en cas d'identification est inférieure à 1/1657, soit moins de 0,06 %. Néanmoins, certaines séquences d'ADN mitochondrial sont sur-représentées dans la population générale et leur fréquence peut atteindre 2,8 %. Dans ce cas, on considère que cette fréquence élevée ne permet pas une identification fiable et que seule une exclusion est possible.

Cette technologie est lourde et onéreuse. Comme il s'agit d'une méthode permettant l'analyse de micro-prélèvements, elle est très sensible aux contaminations. Plus encore que pour l'ADN nucléaire, la séparation des activités et la mise en place de nombreux contrôles (extraction-amplification) revêtent une importance particulière pour la validation des résultats.

Interprétation des résultats et limites

 

Si l'analyse comparée d'une STR dans le cadre d'une enquête judiciaire fournit, pour un individu, deux allèles différents en taille de ceux qui caractérisent un ADN inconnu (prélèvement opéré sur une scène de crime), l'identité peut être exclue. Cette exclusion est toujours formelle et ne souffre aucun risque d'erreur. Si, en revanche, les allèles caractérisant l'ADN du suspect sont de même taille que ceux mesurés sur l'ADN inconnu, on parlera de concordance sans pouvoir totalement écarter la possibilité qu'un autre individu possède, sur cette région précise de l'ADN, les mêmes caractéristiques génétiques.

On doit donc, d'une part, estimer les fréquences du génotype (association de deux allèles) dans une population donnée, et d'autre part, utiliser un nombre de marqueurs assez élevé pour réduire à un niveau infinitésimal le risque de coïncidence.

Les laboratoires disposent d'études -réalisées principalement par le FBI et le Forensic Science Service britannique- qui donnent la fréquence de chacun des allèles dans différentes catégories de populations (blanche ou caucasienne, noire, asiatique...). Quant au nombre de systèmes utilisés, l'usage de quatre sondes (analyse par la technique du Southern Blot) permet d'obtenir des fréquences de 1 sur plusieurs dizaines de milliers, alors que huit systèmes STR abaissent la fréquence à 1 sur plusieurs milliards(Liste des 7 sondes monolocus utilisées :- D21S11 (chromosome n° 21), VWA (chromosome n° 12), TH01 (chromosome n° 11), FGA (chromosome n° 4), D8S1179 (chromosome n° 8), D3S1358 (chromosome n° 3), D18S51 (chromosome n° 18).Les analyses portent également sur le gène de l'amélogénine, marqueur spécifique du sexe. Ces marqueurs présentent en particulier une capacité de discrimination suffisante du fait du polymorphisme des loci. Ainsi cette capacité est-elle de l'ordre de 1 X 10-9 au sein de la population caucasienne qui, du point de vue de la génétique des populations, comprend les différentes populations européennes. En d'autres termes, les chances de voir deux individus non apparentés présenter le même profil sont de l'ordre d'une sur un milliard.La mise en oeuvre des investigations sur un tel ensemble de loci permet par ailleurs de fournir des réponses dans un délai inférieur à 48 heures). 
Pour la recherche en paternité, un seul allèle étant pris en compte, l'analyse du polymorphisme des individus concernés s'opère habituellement à partir de treize marqueurs. En l'absence d'exclusion dans chacun de ces systèmes, la probabilité de paternité est calculée à l'aide d'un programme qui tient compte, là encore, de la fréquence de chaque marqueur génétique dans la population de référence.

Exemples

 

 

Identification
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Figure 8- 26. Détermination d'un coupable possible .
 

 

Dans la figure 8-10, on peut exclure les suspects 2 et 3 qui présentent des bandes absentes dans l'ADN du spécimen. Par contre il faudrait tenir compte des probabilités d'obtenir un profil de type 1 avant d'inculper formellement le suspect 1. Les preuves ADN viennent en complément de l'enquête.

Paternité

[image: image463.png]c5 i

S e
T h
be=l g

L'enfant a-t-il comme pére I"homme 1 ou homme 2 7
Son ADN ainsi que celui de 5a mére et des dews

hommes a é15 digéré par Bgll, les fragments ont été triés par

- ordre de faille par électrophorése sur gel d'agarose. L' ADN a

~w " «D| | ensvite été transféré sur membrane de nylon pour y étre
o= - hybridé avec une sonde multilocus marquée radioactivement,

puis autoradiographié





Figure 8- 27. Exclusion de paternité à l'aide d'une sonde multilocus.
 

Dans le cas décrit dans la figure 8-11, l'enfant présente des bandes d'origine maternelles (1 à 7), les autres étant d'origine paternelles (A à F). Ces bandes ne sont pas présentent chez l'homme 2, ce qui l'exclue de façon certaine comme père possible. Pour assurer la paternité de l'homme 1 (toutes les bandes d'origine paternelle de l'enfant sont présentes dans son ADN), il faudrait calculer avec les banques mondiales de fréquence allélique, la probabilité d'obtenir avec cette sonde multilocus un tel profil. Ce n'est qu'en dessous d'un certain seuil que cette paternité serait " sûre "(ou considérée comme telle).

Problème d'immigration
 

Une analyse d'ADN devait établir si le garçon candidat au retour était bien le fils de la femme résidant en Angleterre, sachant que

* ni le père ni les soeurs de la mère n'étaient disponibles pour une analyse ADN

* la mère était sûre que le garçon était son fils mais ne pouvait préciser quel était le père

* la mère avait deux filles et un fils(au moins demi-frère et demi-soeurs du garçon) disponibles pour l'analyse ADN

De l'ADN de la mère, du garçon, du frère et des deux soeurs, a été digéré par HinfI et hybridé avec deux sondes multilocus identifiant des minisatellites (sondes multilocus).

L'analyse des résultats a été conduite en deux étapes :

1. tout d'abord établir l'empreinte génétique du père manquant. Les bandes d'origine non maternelles permettent cette reconstruction pour chacun des 3 enfants dont on est sûr. Un total de 39 bandes a été reconnu dont on trouve à peu près la moitié chez le garçon, supportant largement l'hypothèse qu'il est bien le frère des 3 enfants analysés.

2. Si l'on soustrait les fragments paternels chez le garçon, il reste 40 bandes maternelles qui sont toutes présentes chez sa mère supposée, ce qui favorise largement l'hypothèse que c'est bien sa mère.

On a ensuite pratiqué un calcul des probabilités (basé sur la probabilité de conservation d'une bande d'un individu à un autre non apparenté prise égale à 0,26, d'après les données sur un échantillon témoin).

· Probabilité que le garçon ne fasse pas partie de la famille = 7 x 10-23 (basée sur les 61 bandes des empreintes maternelles ou paternelles 

· Probabilité que le garçon ne soit pas apparenté à la mère même s'ils partagent 25 bandes = 0,2625=2 x 10-15 

· Probabilité que la mère soit en réalité une tante du garçon même en partageant 25 bandes avec lui = 6 x 10-6 

Ces probabilités ne permettant plus le doute , le garçon fut admis au retour en Angleterre.

Organismes génétiquement modifiés en agronomie

Plantes

 

 

 

La bactérie Agrobacterium tumefaciens est un pathogène naturel des plantes, qu'on trouve dans le sol. Elle a la faculté exceptionnelle de transférer une partie de son ADN dans le génome de la plante réceptrice (dicotylédone), qui développe alors une gale à l'endroit de la blessure qui a permis la pénétration de l'ADN. Cet ADN transmissible est un grand plasmide circulaire de 200kbp (plasmide Ti pour Tumor inducing)) qui est responsable des propriétés transformantes (pénétration et intégration d'ADN) et du développement de la gale..

Le plasmide Ti
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Figure 8- 28. Plasmide Ti natif.
Ce plasmide transfère la région d'ADN T qui code pour la production de la tumeur et la synthèse d'opine (nopaline). Ce fragment d'ADN est inséré (au hasard) dans le génome de la plante hôte. Ces gènes activés dans la plante sont responsables du développement de la tumeur. Le fragment d'ADN T est entouré par deux régions, les frontières droites et gauches constituées de répétitions imparfaites d'un motif de 25 bp. Ces deux frontières sont indispensables pour l'initiation et la terminaison de l'expression des gènes de l'ADN T

Le plasmide natif possède une origine de réplication spécifique d'Agrobacterium tumefaciens, des gènes vir responsables du transfert d'ADN et des gènes impliqués dans le catabolisme des opines.

La construction d'un plasmide Ti recombiné et l'obtention de plantes transgéniques se fait en plusieurs étapes

Construction d'un Ti recombiné (figure 8-29)

* Long de 200kbp, Ti ne possède pas de site unique de clonage. Il est donc nécessaire de cloner le gène d'intérêt dans un petit plasmide qui présente une zone d'homologie avec Ti pour pouvoir recombiner avec.

* Afin que la plante transformée ne développe pas de gale qui entraînerait sa mort à plus ou moins longue échéance, on va utiliser un plasmide Ti désarmé c'est à dire auquel on a ôté les gènes oncogènes de l'ADN T

* La recombinaison permet d'additionner l'ADN des deux génomes plasmidiques. Un Ti désarmé porteur du gène d'intérêt et de gènes de sélection est prêt.

Construction d'une plante transformée
* Le plasmide recombiné transforme la bactérie Agrobacterium. Les réceptrices sont sélectionnées grâce au gène de sélection bactérien (AmpR par exemple).

* Cette bactérie infecte une culture de cellules végétales susceptibles de donner une plante entière, mises à pousser sur un milieu additionné de kanamycine (gène de sélection de la plante KanR). Les clones cellulaires qui poussent ont reçu l'ADN T du plasmide recombiné qui s'est intégré dans leur génome. Sur un milieu toujours additionné de kanamycine on laisse les cals régénérer des plantes complètes. La kanamycine interfère avec la fonction plastidique et des plantes non résistantes sont blanches alors que des plantes résistantes sont vertes.

Il reste à étudier l'impact du gène apporté par l'ADN T dans la physiologie et des performances de la plante recombinée
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Figure 8- 29.Construction du plasmide Ti recombiné désarmé contenant le gène d'intérêt (GI) sur l'ADN-T transférable à une plante grâce aux gènes Vir. 
 

les réalisations
Par cette méthode ( ou des variantes) mise au point en 1983 on a déjà construit des plantes transgéniques. La première était un plant de tabac rendu résistant à un antibiotique, puis en 1985 résistant à un insecte. Le tableau 8-4 résume le bilan en 2003 sur le plan mondial.
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Tableau 8- 4. Les plantes transgéniques déjà commercialisées, ou en cours d'étude, dans le monde.
Trois lignées de maïs sont actuellement autorisées à la mise en culture en France : 

* Le maïs 176 (société Novartis) résistant à la pyrale (insecte ravageur). C'est celui-ci qui a été cultivé en France sur 1 965 hectares en 1998 ; 

* Le maïs MON 810 (société Monsanto) résistant à la pyrale et à la sésamie (2 insectes ravageurs) ; 

* Le maïs T25 (société AgrEvo) tolérant à un herbicide : le glufosinate ammonium.

La plante contient un gène de résistance spécifique -présent dans une bactérie du sol- qui rend la plante résistante à un herbicide non sélectif des plantes cultivées : le glufosinate ammonium.

Les animaux

 

Chez l'animal aussi, il est désormais possible de procéder à des transformations génétiques. Pour l'instant, les animaux transgéniques sont essentiellement utilisés par la recherche fondamentale (les souris génétiquement modifiées sont utilisées depuis plus de 10 ans principalement comme modèles pour diverses maladies génétiques humaines). Néanmoins, certaines expérimentations envisagent d'obtenir des débouchés commerciaux en utilisant des animaux domestiques. Ainsi, les idées actuellement explorées sont l'expression de protéines thérapeutiques dans le lait de vache ou la protection des animaux d'élevage contre certaines maladies.

Dans le cas des animaux, plusieurs techniques peuvent être employées pour introduire le gène d'intérêt. Notons entre autres la micro-injection (on introduit directement l'ADN dans la cellule) ou l'emploi d'un vecteur (on utilise un virus inactivé qui va transporter le gène et le faire entrer dans la cellule). Dans tous les cas, il est quasiment obligatoire de procéder à la modification dès le stade de l'ovule fécondé, si l'on souhaite obtenir un animal totalement transgénique.

Les techniques de clonage devraient permettre de faciliter la production d'animaux génétiquement modifiés : pour obtenir 100 animaux transgéniques, il ne faudra plus modifier 100 embryons, il suffira d'en modifier un puis de cloner cent fois l'animal adulte.

Problèmes

 

Deux grandes catégories de risques potentiels peuvent être schématiquement présentées.

Problèmes liés à l'insertion
La première catégorie concerne les risques liés au fait même d'insérer dans un organisme un gène ou une séquence d'ADN qui lui est étranger. 

Un premier type de risques pourrait résulter de ce que, dans la plupart des cas, les gènes étrangers sont insérés au hasard dans une portion du génome de l'organisme hôte. Il n'est donc pas toujours possible de savoir à l'avance quelles séquences du génome seront modifiées par l'insertion et quelles en seront les conséquences et ce d'autant plus qu'il existe des phénomènes d'interaction entre les différents gènes d'un génome. Plusieurs situations sont alors envisageables. Il se peut, en premier lieu, que les fragments d'ADN insérés recombinent accidentellement avec l'ADN de l'organisme hôte formant un recombinant capable de synthétiser des substances nouvelles pouvant s'avérer nocives ou permettant l'expression de virus jusque là désactivés. En second lieu, les mécanismes de contrôle protecteurs du gène inséré peuvent être déstabilisés par le transfert et devenir par là même inefficaces. 

Un second type de risque peut être induit par l'utilisation de virus comme vecteur du gène inséré. Ces virus pourraient provoquer des mutations et donc être cancérigènes pour l'homme ou l'animal. 

Problèmes lié à la dissémination 
La seconde catégorie de risques regroupe ceux qui sont susceptibles d'être engendrés par une dissémination, accidentelle ou volontaire, de l'OGM dans l'environnement, plus précisément par l'incapacité de maîtriser le transgène ou l'OGM dans son entier. Ici, les risques potentiels diffèrent selon que l'OGM est un micro-organisme, une plante ou un animal et en fonction de nombreux facteurs. 

De manière générale, deux problèmes peuvent se poser. 

Tout d'abord, celui généré par les nouvelles propriétés biologiques conférées à un organisme par l'insertion d'un transgène. Ainsi, si ces nouvelles propriétés confèrent à l'OGM un avantage sélectif, celui-ci peut envahir des écosystèmes où il s'avérerait nuisible, se développant au détriment d'autres organismes. Un transgène pourrait par exemple transformer en mauvaise herbe une plante qui n'en était pas une. Par ailleurs, on pourrait aussi voir apparaître de nouvelles populations sous l'effet de la forte pression de sélection accompagnant les OGM, comme par exemple le développement de populations d'insectes résistant à la toxine produite par une plante transgénique rendant celle-ci inefficace. 

Le second problème concerne la question des flux de gènes, c'est-à-dire le passage du gène inséré à des espèces apparentées ou non à l'organisme modifié. Ainsi, un gène de résistance à un herbicide pourrait être transféré à des plantes sauvages apparentées à l'organisme transgénique, ce qui conduirait à la création de mauvaises herbes résistantes. 

Un rapport INRA publié en 2000 concernant la dissémination accidentelle des OGM conclut ainsi : 

" il est impossible de confiner un transgène strictement dans les parcelles cultivées, même si certaines hybridations ne se produisent qu'à des fréquences très faibles. Si l'on souhaite créer une double filière agro-alimentaire et conserver une filière " sans OGM ", il faudra donc savoir quantifier la pollution génétique d'un champ vers un autre, afin de mettre en place des consignes de culture garantissant des produits qui répondent aux normes choisies. "

Exemple: Le mais transgénique et le papillion Monarque.
 

 

Les plantes qui ont reçu le transgène codant la toxine du Bacillus thuringiensis étaient considérées comme inoffensives pour l'environnement. Ce transgène leur confère une résistance à un ravageur , dans le cas du maïs Ostrinia nubilalis , ou mineuse du maïs qui creuse des galeries dans les feuilles et les tiges du végétal. 

Effets de la mineuse du mais
Le maïs infesté par une larve de lépidoptère Ostrinia nubilalis, ou mineuse a une tige moins résistante et l'attaque de la larve favorise l'infection par un champignon fusarium qui augmente notablement la teneur des grains en fumonisine (figure 8-14). Cette substance est mortelle pour le bétail.(porc et cheval) et soupçonnée d'avoir un effet carcinogène sur l'humain.
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Figure 8- 30. Conséquences d'une attaque de mineuse sur maïs.
 

Remède

On connaît une substance inoffensive pour l'environnement qui possède un puissant effet insecticide : la toxine du Bacillus thuringiensis.
Le gène codant cette toxine a été cloné et introduit chez divers végétaux cultivés à l'aide d'un plasmide Ti (voir ci-dessus). Pour le mais, 5 souches différentes ont été isolées : 176, Bt 11, MON 810 (dont la culture est autorisée en Europe) et CBH351 et DBT418 (interdites en Europe, mais cultivées aux USA). Ces souches sont bien indépendantes puisque l'ADN-T s'insére au hasard. Chaque obtention indépendante est différente et peut avoir un phénotype différent selon le lieu d'insertion. Le transgène s'est révélé efficace pour la protection des plants de maïs (figure 8-15).
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Figure 8- 31. Protection du maïs par un transgène Bt.
 

Problème écologique
Dans les champs, le pollen du maïs se dépose sur les plantes voisines, particulièrement sur celles qui sont en lisière, telles que Asclepias curassavica, qui sert de plante hôte à la larve du papillon Monarque (Danaus plexippus). On a pu montrer qu'après 4 jours de ce régime 56% des larves de monarque étaient mortes et que les survivantes avaient moins progressé qu'une population nourrie sur des plantes témoin sans pollen transgénique. Ces résultats sont d'une importance considérable pour la conservation du monarque car dans le nord des états Unis et le sud du Canada qui concentre 50% de la population estivale de monarques, dont les larves se nourrissent principalement de feuilles d'Asclepias poussant au bord des champs de maïs, le pollen est libéré durant 8 à 10 jours fin juillet-début août, juste dans la période de développement des larves de monarques. Compte tenu de la progression des souches transgéniques cultivées il est indispensable d'évaluer le risque associé à cette nouvelle agrotechnologie et de le comparer aux risques encourus avec les pesticides conventionnels.
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Figure 8- 32.Le monarque Danaus plexippus la chenille et l'imago.
Ethique
 

 

L'utilisation de tests génétiques comme le génotypage HFE est soumis à des considérations éthiques. Les résultats de tests génétiques peuvent stigmatiser ou avoir des conséquences sur l'assurabilité des sujets. L'importance du bruit de fond génétique (forme allélique des 29 999 autres gènes du génome humain restant à apprécier, le résultat à long terme de ce diagnostic n'est pas 100% fiable.

Pour une discussion éthique et génétique de nombreux sites sont consultables.

  

http://www.amisdelaterre.org/publications/publications_15.html#2 



 HYPERLINK "http://www.genopole-lille.fr/domaines_transverses/ethique/DJ_conference_genopole_mai_2002.html" http://www.genopole-lille.fr/domaines_transverses/ethique/DJ_conference_genopole_mai_2002.html 
textes de lois 

http://www.genopole-lille.fr/domaines_transverses/ethique/AB_conf_bioethique.html 

http://www.genopole-lille.fr/domaines_transverses/ethique/CD_conference_genopole.html
un exemple 

http://www.fao.org/documents/show_cdr.asp?url_file=/DOCREP/003/X9601F/x9601f04.htm 
agro alimentaire 

http://web.ustpaul.uottawa.ca/fr/recherche/centre_ethique/g%C3%A9nomique%20Simard.htm



 HYPERLINK "http://www.ethique.gouv.qc.ca/ogm/index.html" http://www.ethique.gouv.qc.ca/ogm/index.html 
OGM 

ttp://www.genetic.ch/opinion/scientif.htm 
diverses opinions de scientifiques 

 

Dans ce cours nous avons étudié les méthodes de génétique moléculaire utilisés actuellement ainsi que les modes de transmission des génomes mutés ou non , modifiés ou pas par génie génétique. Les connaissances dans ce domaine pour considérables qu'elles paraissent , en particulier par la rapidité croissante de leur acquisition reste minime par rapport à l'immensité de ce qui reste à découvrir dans des domaines tels que la différenciation cellulaire (génétiquement programmée) et les modes et lois de l'évolution des organismes. Intervenir sur des points qui peuvent paraître minimes peut entraîner des conséquences totalement imprévisibles, par manque d'une vision synthétique du problème (exemple du papillon monarque) ainsi que par manque de connaissance de tous les facteurs déterminants. Point par point , dans un contexte humain, sociopolitique et moral c'est à chacun de se déterminer. 

Glossaire
 

2 azaguanine: analogue de A s'apparieavec T , sous une forme protonée plus rare, sapparie à C, cause des transitions de A-T en G-C ou l'inverse. 

5 bromodésoxyuridine : analogue de T (Br remplace CH3), s'apparie à A. Il a une forte tendance à se tautomériser en " enol , s'apparie alors à G.

Acide nitreux : à l'origine de désaminations(= perte d'un groupe NH3)(ex : C ->U ; meC->T ; A-> hypoxanthine). 

Acides nucléiques : Les acides nucléiques sont des macromolécules et comportent des sous-unités appelées nucléotides.On peut en distinguer deux grands types: les acides désoxyribonucléiques (ADN) et les acides ribonucléiques (ARN). Les premiers sont essentiellement localisés dans le noyau des cellules et les seconds dans le cytoplasme cellulaire.

Adénine : base azotée constituant des acides nucléiques. Dans l'ADN elle s'apparie avec T.
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ADNc : c pour complémentaire ou copie, ADN produit in vitro de manière que la séquence de bases soit complémentaire à un ARN message mature particulier. L'ADN complémentaire (ADNc) est utilisé pour étudier l'expression des gènes parce qu'il est plus stable que l'ARN et plus facile à utiliser dans les techniques de clonage.

Agents alkylants : la nitrosoguanidine, le methyl-methanesulfonate, l'ethyl- methanesulfonate réagissent avec les bases en ajoutant des groupements methyl ou ethyl. La dégradation peut aller jusqu'à la production de sites sans bases ce qui, à la réplication, est générateur de mutations. 

Agents mutagènes : agents susceptibles de modifier la séquence de l'ADN

Allèle de référence : forme d'un gène, la plus fréquemment rencontrée dans une population. C'est souvent la forme la plus adaptée à la survie de cette population et fonctionnellement la plus efficace.

Allèles :formes différentes d'un même gène qui peuvent occuper le locus de ce gène. 

Amplification :multiplication d'une portion limitée d'ADN (pas plus de 2kbp sauf cas particuliers. Cette amplification peut être géométrique c'est à dire doubler le nombre de molécules présentes à chaque cycle si deux amorces sont utilisées, ou arithmétique si une seule amorce est utilisée. Dans ce dernier cas les molécules présentessont recopiées à chaque cycle et s'ajoutent les unes aux autres.

Annotation : L'annotation du génome consiste à prédire et localiser l'ensemble des séquences codantes (gènes) du génome et à déterminer et identifier leur structure (annotation syntaxique = inventaire de l'ensemble des gènes contenus dans ce génome), leur fonction (annotation fonctionnelle = identification de toutes les régions codantes par l'analyse structurale du génome , quiconduit aux produits des gènes (ARN et protéines) qui doivent être caractérisés par leurs propriétés, structures et fonction). ainsi que les relations entre les entités biologiques relatives au génome (annotation relationnelle) Cette annotation dépasse l'objet biologique proprement dit pour identifier les relations entre les entités biologiques relatives au génome et la dynamique fonctionnelle dans laquelle elles sont impliquées (réseaux d'interactions géniques et voies métaboliques).

Anticodon: la séquence de trois bases nucléotidiques dans un ARNt qui est complémentaire de la séquence d'un codon d'ARNm mature. Un triplet nucléotidique de la molécule d'ARNt s'apparie avec un codon particulier de l'ARNm au sein du ribosome de telle sorte que l'acide aminé lié à l'ARNt soit ajouté au polypeptide en croissance. 

ARNase : enzyme qui catalyse l'hydrolyse de l'acide ribonucléique. Cette enzyme est exceptionnellement stable et ubiquitaire, ce qui pose de nombreux problèmes dans la manipulation de l'ARN. Il existe de nombreuses ARNases. Quelques unes parmi les plus importantes : ARNase A coupe l'ARN simple brin en 3' d'une pyrimidine ; ARNase T1 coupe l'ARN simple brin au niveau des G ; ARNase V1 coupe l'ARN double brin (régions en hélice) ; ARNase H degrade le brin ARN des hybrides AND/ARN

ARNm: Acide ribonucléique messager ou parfois simplement message. C'est un ARN qui contient la séquence qui code pour une chaine polypeptidique. L'appellation ARNm est utilisée uniquement pour un transcrit matre avec une queue poly A et dont tous les introns ont été épissés, et non pour le transcrit initial que l'on ne trouve que dans le noyau. Un ARNm mature est constitué d'une région 5' non traduite (5'UTR), une région codante (CDS), une région 3' non traduite(3'UTR) et presque toujours une queue polyA. En moyenne 2% de l'ARN cellulaire est de l'ARNm.

ARNr ou ARB ribosomique : une classe de molécules d'acide ribonucléique qui ont un rôle (encore mal compris) dans la structure et le fonctionnement du ribosome. On les désigne souvent par leur coefficient de sédimentation : 28S, 18S, 5,8S chez les eucaryotes pluricellulaires et 23S et 16S chez les procaryotes

ARNt,ou ARN de transfert : Un groupe de petites molécules d'acide ribonucléique qui fonctionnent comme donneur d'acide aminé au cours de la synthèse protéique. Chaque ARNt se lie spécifiquement à un acide aminé particulier pour former un aminoacyl ARNt et est également caractérisé par son anticodon. Ces molécules ont en moyenne de 73 à 80 nucleotides de long.Il y a 61 sortes d'ARNt différents pas forcément tous représentés dans le même organisme.

Asque : organe microscopique des champignons ascomycètes, où se forment les spores (quatre ou huit, selon les espèces,4 disposées en pyramide chez la levure)..

Auxotrophe : un organisme, souvent un mutant défectueux dans la synthèse d'une biomolécule donnée. La biomolécule doit être fournie à l'organisme pour que la croissance normale soit atteinte. Cette biomolécule est un produit final du métabolisme cellulaire 

Bactériophage : virus parasite des bactéries qui peut entraîner leur destruction (lyse).

Banque d'expression: ensemble d'éléments autoréplicatifs portant des ADN copie. Pour une espèce donnée, il n'y a qu'un génome mais il y a de nombreux tissus qui expriment des gènes différents. A chaque type de tissu correspond une banque différente.

Banque génomique: ensemble d'éléments autoréplicatifs portant des fragments du génome d'un organisme. L'ensemble des fragments doit couvrir tout le génome pour que la banque soit complète. Chaque vecteur contient un fragment. Les fragments sont obtenus par coupures au hasard. Ils sont donc tous différents. Chaque vecteur porte un fragment. Tous les vecteurs recombinés sont donc aussi différents. pour qu'une banque d'ADN copie soit complète, elle doit contenir toutes les copies des ARNm exprimés. Elle contient des milliers de vecteurs recombinés différents. Les ADN clonés ne sont pas chevauchants puisque représentant chacun un ADN copie entier (cas idéal)

Base : Les bases sont classées en bases pyrimidiques et en bases puriques. Les principales bases pyrimidiques sont: l'uracile, la cytosine et la thymine. Les principales bases puriques sont l'adénine et la guanine. Les bases puriques et pyrimidiques présentent des formes chimiques interconvertibles que l'on appelle des formes tautomères

Bouts collants ou extrémités cohésives : extrémités simple brin qui peuvent recombiner générées par la digestion d'un ADN double brin par certaines enzymes de restriction. Ces extrémités simple brin peuvent dépasser en 5' ou en 3' selon l'enzyme qui l'a générée.

Bouts francs : extrémités générées par certaines enzymes de restriction qui laissent des extrémités qui ne peuvent pas se recombiner, sans extrémités cohésives

Bromure d'ethidium : agent intercalant utilisé pour la detection des bandes d'ADN dans les gels de biologie moleculaire. Agit également comme mutagène.
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Cadre de lecture : enchaînement de triplets nucléotidiques pouvant coder pour un peptide ; une des six phases possibles de lecture de l'enchaînement des triplets sur l'ADN. ... 

cadre de lecture : ouvert ou phase ouverte de lecture: (anglais Open Reading Frame : ORF) enchaînement de triplets, codant pour un peptide, et ne renfermant pas de codon stop.. La phase ouverte (ORF, Open Reading Frame) est la région de l'ADN qui sépare deux codons STOP (donc potentiellement codante). Dans celle-ci, une séquence codante (CDS, région traduite en protéine) commence par un codon START, se termine par le codon STOP et est précédée d'un site de liaison aux ribosomes (RBS). Il y a six cadres de lecture possibles dans la séquence : trois par brin, avec un décalage de un nucléotide pour passer d'une phase à une autre, et sur les deux brins. 

Capping : modification post transcriptionnelle de l'ARNm qui modifie son extrémité 5'( ajout d'une coiffe). Une 7 méthylguanosine est ajoutée en 5'. Cette modification rend la traductionnelle plus efficace. A cette position il y a fixation du ribosome associé avec des protéines spécifiques. 

Carte :représentation graphique de la position de marqueurs génétiques et de la distance qui les sépare sur un chromosome ou sur un génome viral, bactérien ou eucaryote. 

Carte de liaison : la carte de liaison est l'ordonnancement de marqueurs définissant chacun un locus unique. Ces cartes indiquent les positions relatives des marqueurs les uns par rapport aux autres. Deux marqueurs sont d'autant plus difficilement séparables qu'ils sont proches l'un de l'autre. 

Carte de restriction : représentation graphique de la localisation des sites de restriction sur une molécule d'ADN, après avoir soumis celle-ci à une digestion enzymatique. 

Carte génétique : la carte génétique est l'ordonnancement de marqueurs grâce à l'analyse statistique de leur ségrégation au cours des générations. Ces marqueurs doivent donc être polymorphes (présenter différents allèles identifiables) et peuvent être localisés dans un exon (variations phénotypiquement détectables) ou (plus couramment) dans un intron (variations détectables au niveau de l'ADN). Les distances se mesurent en centimorgans (cM). 

Carte d'hybrides d'irradiation : la carte RH repose sur la fréquence de cassures chromosomiques induites artificiellement, observées chez des hybrides d'irradiation (cellules humaines lourdement irradiées et fusionnées à des cellules de hamster) : deux marqueurs initialement localisés à proximité l'un de l'autre ont plus de chance d'être simultanément retrouvés dans les mêmes hybrides que deux marqueurs éloignés. Les distances se mesurent en centiray (cR). 

Carte physique : la carte physique est l'ordonnancement de fragments clonés chevauchants reconstituant la molécule d'ADN de départ. C'est à partir de cette carte que sera choisi l'ensemble minimal de fragments assurant la couverture complète du génome à séquencer. Les distances, mesurées en paires de bases (pb), entre les différents marqueurs sont dites absolues. 

Centromère : région du chromosome qui le rattache au fuseau achromatique par le cinétochore On retrouve au niveau des centromères plusieurs familles de séquences hautement répétées en série.

Chromatide : Chez les eucaryotes, dans une cellule en division (mitose et méïose) après synthèse de l'ADN (phase S),donc en phase G2, le chromosome est composé de deux double brins parallèles identiques, les chromatides soeurs, connectées au niveau du centromère. Lors de la mitose, à l'anaphase, les chromatides se séparent, chacune devenant un chromosome dans les cellules filles. Lors de la méiose, à l'anaphase de la première division les chromatides restent associées en un chromosome et migrent dans une des deux cellules filles. Les chromatides de deux chromosomes homologues (présentant les mêmes loci, mais pas forcément porteurs des mêmes allèles) sont des chromatides "non soeurs"

Chromosome: Chez les organismes eucaryotes, organite de structure complexe, localisé dans le noyau de la cellule. Cet organite a une réplication autonome et renferme la fraction la plus importante du matériel génétique des cellules. Le chromosome consiste en une seule molécule d'ADN double brin associée à 5 sortes d'histones et un petit nombre de protéines non histones dont la plupart sont des facteurs de transcription qui régulent la transcription des différents gènes. Un chromosome est constitué d'un centromère entouré de deux bras chromosomiques dont les extrémités sont les télomères

Cinétochore: sur le chromosome, point où s'attachent les fibres du fuseau, au niveau du centromère. 

Cladogramme : Schéma exprimant les relations de proche parenté entre taxa construit à partir de l'analyse cladistique, où les points de branchement (ou noeuds) sont définis par des synapomorphies. Contrairement au phylogramme, les longueur des branches ne reflètent pas les taux de divergence.

Clonage : insertion d'un fragment d'ADN dans un vecteur, qui sera propagé dans une cellule hôte. La culture de cette cellule et la purification ultérieure du vecteur permettent de produire des quantités quasiment illimitées du fragment d'ADN cloné que l'on désire étudier.

Clonage fonctionnel : méthode qui permet, dans une banque d'ADN de repérer le vecteur qui contient l'allèle fonctionnel d'un gène donné, par la restauration de la fonction. Une culture de cellules mutantes pour ce gène est transformée par l'ADN de la banque et cultivée en conditions non permissives. Seules poussent les cellules qui ont été sauvées grâce à l'apport de l'allèle sauvage par le vecteur recombiné. 

Code génétique : Code de correspondance entre les différentes combinaisons en triplet des quatre bases de l'ADN et les vingt acides aminés constituant les protéines Ce code est universel, c'est-à-dire commun à tous les êtres vivants (à quelques exceptions près). , 

Codon : Unité du code génétique composée par un groupe de trois nucléotides présent sur une molécule d'ARN (ou par extension d'ADN). Un codon a un sens (voir code génétique), il code un acide aminé, ou il est non sens : aucun aminoacide n'est alors inséré en face. Ces codons non sens ou stop signalent les fins de chaine protéiques. Dans le code universel ils sont trois :UAA, UAG et UGA

Coiffe (=chapeau, en anglais cap) : Courte séquence nucléotidique ajoutée, par modification post-transcriptionnelle, à l'extrémité 5' de l'ARN messager chez les Eucaryotes. Elle semble nécessaire pour la maturation, la stabilité et la traduction de l'ARNm. 

Complémentation fonctionnelle : possibilité pour deux gènomes haploïdes mutés rassemblés dans un diploide de reconstituer un phénotype normal par l'intermédiaire de leurs produits (effet en trans). Dénote un non-allélisme entre ces gènes. Rétablissement d'une fonction de type sauvage chez un hétérozygote diploïde en conjuguant des haploïdes frappés chacun d'une mutation dans un gène différent qui code pour une protéine intervenant dans une voie métabolique où les deux gènes sont en jeu. Le test de complémentation d'une série de mutations conduisant à un même phénotype mutant (par exemple, incapacité à produire le galactose) permet de savoir si deux mutations frappent oui ou non le même gène. 

Cosmide : Plasmide possédant le site COS du bactériophage lambda nécessaire à l'encapsidation. Un cosmide ne permet de cloner que des fragments d'ADN de grande taille (30 à 40 kilobases). 

Crible ou sélection positive: toute méthode qui permet lorsqu'on cultive un ensemble de cellules que seules celles d'un type poussent alors que les autres ne se multiplient pas et meurent 

Cytosine : base azotée pyrimidique, constituant des acides nucléiques. Elle s'apparie avec la guanine.
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Dégénérescence du code génétique : Le code génétique est dégénéré : certains acides aminés peuvent être codés par des codons différents, puisqu'à 61 codons correspondent 20 acides aminés. Pour 2 acides aminés il n'y a pas de dégénérescence (Met et Trp), pour 9, elle est de 2 codons (Asn, Asp, Cys, Glu, Gln, His, Lys, Phe, Tyr), pour 1 elle est de 3 (Ile), pour 5 elle est de 4 (Ala, Gly, Pro, Thr, Val) et pour 3 elle est de 6 (Arg, Leu, Ser) dans le code " universel ". 

Dendrogramme : Schéma exprimant les liens entre des taxons sous la forme d'une succession de branchements

Diploïde : Etat d'une cellule qui possède 2n chromosomes, c'est à dire que chaque type de chromosome est en 2 exemplaires (= chromosomes homologues). Les chromosomes homologues portent les mêmes gènes mais pas forcément les mêmes allèles. 

Dominance : La notion de dominance (et de récessivité) ne se rapporte qu'à l'effet phénotypique d'un gène donné sous une forme allélique donnée et en face d'une autre forme allélique qu'il convient de préciser. Un allèle confère un phénotype dominant sur le phénotype conféré par un autre allèle lorsque chez le diploïde hétérozygote, c'est ce phénotype qui est exprimé.

Duplications : Doublement d'éléments génétiques, soit de tout le génome, soit de portions plus restreintes (jusqu'à une seule base dupliquée).

Editing :.Modification post traductionnelle de l'ARNm avant sa traduction. L'éditing désigne tout mécanisme produisant des molécules d'ARNm dont l'information n'est pas complètement spécifiée par l'ADN. Initialement cela désignait des insertions ou délétions de bases telles que U ou la conversion de bases (A?G, C?U...). Actuellement d'autres modifications ont été décrites. Certaines au moins de ces modifications sont dirigées par des ARN guide (ARNg)

Electrophorèse : séparation de molécules (protéines ou acides nucléiques), sous l'effet d'un champ électrique, en fonction de leur poids moléculaire et/ou de leur charge électrique. Dans l ;e cas de l'ADN cette séparation se fait principalement en fonction du poids moléculaire, les molécules les plus petites étant les plus rapides. Deux types de gel sont uilisés pour l'ADN : gel d'agarose qui sépare des fragments dont la taille diffère de quelques centaines de paires de bases et le gel de polyacrylamide qui sépare deux fragments dont la taille diffère d'un seul nucléotide 

Endonucléase ou enzyme de restriction: Une enzyme qui clive les liaisons internes d'un ADN double brin entre deux nucléotides d'une séquence spécifique et qui produit ainsi des fragments d'acide nucléidique de diverses longueur.

Enrichissement en mutants :méthode utilisée pour récupérer des mutants rares en l'absence d'un crible de sélection positive. Elle consiste à cultiver le mélange de cellules non mutantes (majoritaires)et mutantes (rares) dans des conditions ou les non mutantes seules vont se multiplier et être tuées (à 99%) du fait même de leur multiplication 

Episome : Elément génétique bactérien, extrachromosomique capable de s'intégrer dans le chromosome.Il est constitué d'ADN circulaire lorsqu'il est autonome et porte une origine de réplication et de nombreux gènes dont ceux utiles à son intégration au génome bactérien.

Epissage alternatif: Mécanisme par lequel des ARN messagers matures composés d'exons différents sont produits à partir du même ARN messager. Ainsi, pour un même gène, il y aura plusieurs ARNm différents qui donneront naissance à des protéines différentes. Les différents ARNm peuvent être produits dans des cellules différentes ou à des temps différents de la vie cellulaire. Ce phénomène d'économie pour la cellule est omniprésent chez tous les eucaryotes pluricellulaires.

Epissage, procédé par lequel l'ARN messager se transforme et se raccourcit, excluant les séquences correspondant aux introns et fusionnant les exons. L'épissage s'effectue grâce à des séquences spécifiques situées aux extrémités 5'et 3' de chaque exon. L'épissage est une des étapes de la maturation de l'ARN messager (après la transcription) chez les eucaryotes. Elle intervient avant le passage de l'ARNm dans le compartiment cytoplasmique. 

Epistasie : Une forme d'interaction entre gènes où un gène masque ou interfère avec l'expression phénotypique d'un ou plusieurs gènes situés à d'autres loci. Le gène dont le phénotype est exprimé est dit épistatique alors que le phénotype altéré ou masqué est dit hypostatique 

EST : (Expressed Sequence Tags) c'est une séquence partielle d'ADNc de quelques centaines de nucléotides, correspondant à une des extrémités d'un ARNm et qui lui est spécifique. Elle comporte le plus souvent de nombreuses erreurs. 

Eucaryotes : organisme dont les cellules possèdent un noyau qui sépare le matériel génétique du reste du contenu cellulaire tels qu'animaux, végétaux, protozoaires.

Exon : fragment de gène dont la séquences d'ADN, après transcription se retrouve dans les ARNm maturés. Cette partie du gène est le plus souvent codante.

Exonucléase : enzyme qui clive les nucléotides un par un à partir de l'extrémité d'un acide nucléique linéaire 

Extrémités cohésives : voir bouts collants

Facteur de transcription :.chez les eucaryotes protéine qui régule la transcription d'un gène en se fixant sur son promoteur (au niveau des sites de liaison: binding sites

Familles de gènes: ensemble de gènes ayant de grandes ressemblances fonctionnelles et structurelles. 

Forme ancestrale : forme que présentait à l'origine l'ancêtre du ou des taxa considérés. Cette forme est restée inchangée au cours de l'évolution. 

Forme dérivée : forme résultant de la modification d'une forme initiale, par le jeu conjugué des mutations et de la pression sélective. 

Gamète : cellule reproductrice sexuée possèdant chaque chromosome en un seul exemplaire (haploïde) et qui, en s'unissant avec une cellule reproductrice du sexe opposé, forme l'oeuf (ou zygote) diploïde d'ou sera issu un nouvel individu. Dans le cycle de vie de tout organisme eucaryote on observe l'alternance des phases haploïdes et diploïdes.

Gène,: un segment d'ADN ou d'ARN (certains virus) situé à un endroit bien précis (locus) sur un chromosome et porteur d'une information génétique. Il peut coder une protéine ou un ARN. Il comprend la séquence codante et des séquences qui en permettent et régulent l'expression.

Génome : Le génome représente l'ensemble de l'information génétique présente dans une cellule. 

Groupe monophylétique : contenant un ancêtre et tous ses descendants. , 

Groupe paraphylétiques : contenant un ancêtre et seulement une partie de ses descendants. , 

Groupe polyphylétique : contenant un certain nombre d'espèces , mais pas l'ancêtre commun à tous. En d'autres termes, un groupe polyphylétique dérive de deux ou plusieurs espèces ancestrales. 

Guanine : base azotée constituant des acides nucléiques. Dans l'ADN elle s'apparie avec C.
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Haploïde : Etat d'une cellule qui possède n chromosomes, c'est à dire que chaque type de chromosome est en 1unique exemplaire.

Hardy Weinberg (loi de): loi formulée en 1908 par un mathématicien anglais, G.H. Hardy, et un médecin allemand W. Weinberg selon laquelle les fréquences alléliques restent stables de génération en génération dans une population diploïde idéale et ne dépendent que des fréquences de la génération initiale. De plus, les fréquences génotypiques ne dépendent que des fréquences alléliques. La population idéale 'est une population fictive de grande taille,(idéalement de taille infinie). Les individus s'y unissent aléatoirement, impliquant l'union aléatoire des gamètes. Il n'y a donc pas de choix du conjoint en fonction de son génotype. Dans cette population il n'y a ni migration (aucune copie allélique n'est apportée de l'extérieur) ni mutation ni sélection. Les génération sont séparées. 

Homéotique (gène) Chez les animaux, gène de développement qui intervient dans la programmation du développement en déterminant la mise en place des organes le long de l'axe antéro-postérieur. Les gènes homéotiques appartiennent à la catégorie des gènes de segmentation. Leur mutation entraîne la transformation d'une partie du corps en structures d'une autre partie. Ces mutations sont dites homéotiques. Chez les plantes d'autres familles de gènes entrainent également des transformations homéotiques. Ces gènes sont impliqués dans la détermination des verticilles des fleurs des angiospermes.

Homologues (gènes): gènes descendants d'un ancêtre commun. On peut les rechercher au sein d'un même organisme (gènes paralogues) ou chez différentes espèces.

Horloge moléculaire,: hypothèse formulée par Zuckerkandl en 1965 selon laquelle une certaine molécule évoluerait de façon constante au cours du temps. Selon cette théorie, des vitesses évolutives différentes sont possibles pour différentes molécules. Si l'on admet cette théorie, et que l'on connaît le taux d'accumulation des mutations, il est possible d'estimer le temps de divergences d'espèces en comparant leur diversité moléculaire.

Hybridation : appariement par complémentarité des bases de deux chaînes d'acides nucléiques simple brin pour former des doubles brins. In vivo, l'ADN n'existe pratiquement que sous forme double-brin, où les orientations de chacun des brins sont opposées. Expérimentalement, deux brins complémentaires peuvent être séparés l'un de l'autre (dénaturation) par l'action de la chaleur ou d'agents chimiques, par exemple, et s'hybrider à nouveau dans des conditions favorables.

Insert : Séquence d'ADN étranger introduite dans une molécule d'ADN donnée.

Intron : fragment d'un gène (en principe eucaryote) situé entre deux exons. Les introns sont présents dans l'ARNm immature et absents dans l'ARNm mature. Fragment "non codant" du gène.

Inversion : Réarrangement chromosomique dans lequel un segment d'un chromosome se retourne de 180°. 

Isoformes :les différentes formes sous lesquelles peut exister une protéine donnée. Elles se distinguent les unes des autres par des propriétés physico-chimiques.

ITR : (Inverted terminal repeats) répétitions terminales inversées, ce sont les séquences courtes identiques (ou étroitement apparentées) présentes en orientations inversées aux extrémités de certains transposons.

Knock out : technique permettant d'invalider un gène. Technique de génétique moléculaire permettant d'invalider un gène et donc de supprimer ses effets habituels. 

Levure : Champignon de la famille des blastomycètes, constitué d'une seule cellule et se reproduisant par bourgeonnement. Deux organismes de type levure sont des modèles classiques : Saccharomyces cerevisiae (la levure de boulangerie) et Schizosaccharomyces pumbe. La première a des cellules rondes alors que la seconde a des cellules allongées.

Maladie monogénique : une maladie héréditaire causée par des mutations dans un seul gène (mais pas toujours forcément le même). Une maladie causée par des mutations dans un seul gène (p. ex. l'hémophilie), par opposition aux maladies polygéniques (comme l'hypertension).

Maladie plurigénique ou multigéniques: maladie héréditaire qui nécessite l'interaction de plusieurs gènes Maladie héréditaire où des anomalies siégeant simultanément sur plusieurs gènes concourent au déterminisme pathologique. On parle également de maladies multigéniques, polygéniques ou multifactorielles 

Marche sur le chromosome :, chromosome walking): méthode permettant d'établir par approches successives la séquence d'un fragment de chromosome en s'appuyant sur une séquence nucléique connue afin d'établir la séquence des région nucléiques voisines et chevauchantes.

Méiose :. Processus de division de certaines cellules diploïdes avec réduction par deux du nombre de chromosomes. La méiose génère quatre plutôt que deux cellules filles, chacune ayant un ensemble haploïde de chromosomes.

Mitotype : Ensemble des mutations présentes dans un ADN mitochondrial donné

Modifications post traductionnelles : Une fois traduite, la protéine peut subir une maturation post-traductionnelle. Au cours de son transfert entre différents compartiments cellulaires, la protéine peut subir une série de modifications biochimiques (glycosylation, hydroxylation, phosphorylation, acylation, protéolyse partielle...) la modifiant profondément, de telle sorte que la protéine finale est bien différente de la molécule directement codée par le gène. Ces modifications chimiques contribuent à la régulation de l'activité de la protéine, ainsi qu'à sa localisation

Mutagenèse : Procédé par lequel l'information génétique d'un organisme est modifée de façon stable et héréditaire, à l'aide de produits chimiques ou par radiation. On considère actuellement que ces méthodes provoquent des mutations au hasard dans tout le génome.

Mutagenèse dirigée : introduction d'une mutation précise dans un fragment d'ADN cloné, suivie de la réinsertion de la séquence mutée dans le gène original en remplacement de l'ADN sauvage correspondant.

Mutant : Individu portant une modification héréditaire spontanée ou induite (par un mutagène) ou construite (par manipulation génétique, cas des OGM),avec un individu de référence du même groupe taxonomique (espèce, sous espèce, variété, population,...).

Mutant létal conditionnel : mutant dont le phénotype létal ne s'exprime que dans certaines conditions, mais qui est viable dans d'autres conditions

Mutation dirigée : une modification contrôlée de la séquence nucléotidique d'une molécule d'ADN 

Mutation :. Modification définitive et héréditaire de la structure de la molécule d'ADN, donc du matériel génétique. Elle peut être due à un dysfonctionnement de la machinerie cellulaire lors de la fabrication de la molécule d'ADN (mutation dite spontanée) , elle peut être induite au hasard par des agents chimiques, physiques ou biologiques dits mutagènes.ou .précisément par des manipulations de l'ADN (mutagenèse dirigée) 

Non utilisatrice : un microorganisme sait utiliser comme source de carbone différents sucres. Une souche sauvage est en général capable d'utiliser de nombreux sucres, le glucose étant utilisé préférentiellement à d'autres si plusieurs sont fournis simultanément. Un mutant non utilisateur est devenu incapable de dégrader un de ces sucres. Contrairement à la souche sauvage, si seul ce sucre est fourni, le mutant sera incapable de pousser, alors qu'il croitra normalement sur n'importe quel autre sucre comme la souche sauvage. Pour que le mutant pousse il faut lui fournir dans le milieu n'importe quel sucre sauf celui-là.

Nucléoside : Unité structurale des acides nucléiques constituée d'une base associée à un glucide (ribose ou désoxyribose).

Nucléotide : Unité de construction des acides nucléiques, résultant de l'addition d'un sucre (ribose pour l'ARN et désoxyribose pour l'ADN), d'un groupement phosphate et d'une base azotée

Oligonucléotide : simple brin formé d'une séquence courte d'une vingtaine de nucléotides en moyenne (moins de 50). L'usage réserve ce terme à des séquences réalisées artificiellement par synthèse, disponibles commercialement.

ORF : en anglais pour "Open Reading Frame". En français "cadre de lecture ouvert". Séquence contenant une série de triplets ( en général plus de 100) codant pour des acides aminés, non interrompue par un codon de terminaison

Origine autonome de réplication : Séquence de nucléotides au niveau de laquelle s'amorce la synthèse d'ADN

Orthologues : désigne des gènes d'espèces différentes dont les séquences sont homologues et dérivent d'un même gène ancestral puis ont divergés à la suite d'un évènement de spéciation. Peuvent ou non avoir la même fonction.

Palindromique : Séquence d'acide nucléique pouvant se lire de la même façon dans les deux sens par rapport à un point central soit sur le même brin (exemple dans un ARNr: 5'AUUGC. 5'CGUUA), soit sur les deux brins ( cas d'un ADN double brin : 5'AACGTT et 3'TTGCAA).

Paralogues : gènes d'une même espèce dont les séquences sont homologues et résultent de la duplication d'un même gène ancestral

Phénogramme : Diagramme arborescent utilisé pour résumer graphiquement les relations de similitude entre les organismes.

Phénotype : Ensemble des caractères qu'affiche un individu. Il correspond à la réalisation du génotype (ensemble des gènes) sous l'influence de l'environnement.

Phylogénie : science qui reconstitue les relations de parenté entre les taxons. .

Phylogramme : dendogramme de relations de parenté exprimant les branchements et le degré de divergence adaptative associé à chaque branche .

Plasmide YAC: (Yeast Artificial Chromosome) .Premier vecteur permettant de cloner des fragments d'ADN (en moyenne 300kbp et jusqu'à 1000kbp) 20 fois plus grands que les plasmides utilisés jusqu'alors. Cette limitation rendait très complexe l'étude des gènes eucaryotes car le gène se retrouvait découpé en plusieurs morceaux insérés dans des clones différents. Le YAC ouvre la voie à des projets de séquençage d'organismes de grande taille, notamment humain. 

Plasmide recombiné : plasmide dans lequel a été inséré un fragment d'ADN étranger. 

Plasmide : élément génétique stable, composé d'une molécule d'ADN capable de se répliquer de façon autonome, en particulier indépendamment du génome, dans la cellule d'origine et dans une cellule-hôte. Certains plasmides sont utilisés comme vecteurs de clonage de gènes. Ils contiennent souvent un gène qui permet de sélectionner les organismes qui les ont reçu.

Polymorphisme génétique : Variation entre individus dans la séquence de gènes. Ces variations qui rendent compte des différents allèles dans une population sont normales et ne sont pas pathogènes. 

Polyploïdisation : addition de un ou plusieurs jeux complets de chromosomes au nombre de chromosomes initial", ce qui constitue une duplication (triplication,...) totale. 

Prémessager : L'ARN précurseur transcrit à partir de la plupart des gènes eucaryotes et de certaines archéobactéries contient des introns qui seront éliminés lors de la maturation. Il représente le produit de transcription primaire d'un gène. 

Protéine : macromolécule constituée de longue(s) chaîne(s) d'acides aminés (de 50 à 30000 acides aminés, la moyenne étant d'environ 400) qui se replient sur elles-même et adoptent des conformations très spécifiques dans l'espace. 

Prototrophie : capacité d'un organisme à survivre en l'absence d'une substance (acide aminé, nucléotide) en la synthétisant grâce à son propre métabolisme.

Purine : base dérivée du noyau purine : noyau pyrimidique accolé à un noyau imidazol. Les purine nucléosides comportent le suffixe " osine " : adénosine et guanosine. 

Pyrimidine : base dérivée du noyau pyrimidique, hétérocycle à six côtés dont deux atomes d'azote. Les pyrimidine nucléosides (dérivés du noyau pyrimidique, hétérocycle à six côtés dont deux atomes d'azote) comportent un suffixe " idine " : uridine, thymidine et cytidine

Queue poly A: modification post transcriptionnelle des ARNm qui consiste en l'ajout à l'extrémité d'un ARN messager, d'un polymère d'adénine, ce qui contribue à améliorer la stabilité du messager.

Radiation, Emission de particules ou de rayonnement. Certaines radiations (UV, rayons X, rayons émis par des éléments radioactifs) peuvent modifier l'ADN et provoquer des mutations.

Récessivité : propriété d'un phénotype qui ne s'exprime pas devant un autre chez l'hététozygote porteur des deux formes alléliques conférant chacune un des deux phénotypes.

Recombinaison homologue : lorsque deux chromosomes sont appariés, il peut se produire un échange de matériel génétique entre deux chromatides qui au même endroit portent une différence ponctuelle. A la méiose on ne retrouvera pas toujours la mutation dans le même environnement génétique. Ces échanges se font entre séquences qui localement sont identiques (donc homologues) et sont précis à la base près.

Réplication : Processus de duplication à I'identique d'une molécule d'ADN en deux molécules filles.

Ribosome : Structure cytoplasmique (25 nm de diamètre) constituée par l'association d'ARN et de protéines au niveau duquel se réalise la synthèse des protéines. 

Sauvetage de mutant : méthode de criblage utilisée en génétique moléculaire. Un mutant létal conditionnel qui a reçu un vecteur recombiné porteur de l'allèle sauvage du gène muté cause de la létalité devient viable dans les conditions où précédemment il était létal. Il s'agit d'un crible positif.

ARN sc : petits ARN cytoplasmiques parfois également présents dans le noyau des eucaryotes.

Sélection : pour les microorganismes il y a sélection lorsqu'on trouve des conditions qui face à deux souches de phénotypes différents n'autorise la croissance que de l'une d'entre elles. Si le type qui pousse est celui que l'on cherche à mettre en évidence, on parle de sélection positive ou crible. Lorsque le type cherché est celui qui ne pousse pas, on doit comparer deux conditions de culture : l'une ou tout pousse l'autre ou le type recherché ne pousse pas ; on parle alors de sélection négative ou mieux de repérage 

Séquençage : Détermination de l'ordre linéaire des composants d'une macromolécule (les acides aminés d'une protéine, les nucléotides d'un acide nucléique, etc.). Le séquençage de l'ADN ("décryptage" du génome) s'effectue selon la méthode enzymatique de Sanger.

ARNsn : petits ARN nucléaieres. N'importe quelle espèce des nombreux petits ARN localisés dans le noyau des eucaryotes. Certains sont impliqués dans l'épissage ou d'autres processus réactionnels des ARN.

Sonde monolocus : c'est une sonde qui ne s'hybride qu' à une séquence présente en un site unique. Chez un organisme haploïde une seule bande sera mise en évidence alors qu'on en verra deux au plus chez un diploïde.

Sonde multilocus : dont la séquence est capable d'hybrider en plusieurs sites. On visualise ainsi un nombre plus ou moins grand de bandes.

Sonde oligonucléotidique : courte séquence oligonucléotidique simple brin, et complémentaire à une région particulière du génome.

Start : s'il s'agit d'un codon, c'est le codon initiateur AUG. Dans le contexte de l'étude du cycle cellulaire c'est la période du cycle qui initie une nouvelle duplication d'ADN qui conduira finalement à une division cellulaire. 

STS : (Sequence Tagged Sites). Le STS est une courte séquence représentée de façon unique dans le génome et facilement amplifiable par PCR. Il n'a pas de signification biologique en tant que tel. Les séquences EST sont des séquences STS codantes.

Sucre:composants des acides nucléiques le ribose et le 2'-désoxyribose. Ces deux sucres sont des oses avec cinq atomes de carbone ou pentoses

Sucre :source de carbone et d'énergie dans des milieux de culture des microorganismes. Le glucose est utilisé de préférence s'il est présent. D'autres (galactose mannose maltose etc...) peuvent être utilisés à sa place.

TCF : expérience qui permet de déterminer si deux mutants présentant le même phénotype sont mutés dans le même gène ou dans deux gènes différents. C'est une façon de définir un gène par sa fonction. Pour que les résultats de cette expérience soient interprétables il est essentiel que le phénotype de chacun des mutant soit rtécessif devant le phénotype sauvage (celui conféré par le génome non muté).

Télomères : extrémité des chromosomes eucaryotiques présentant des séquences répétées (ADN Satellite) contenant le motif (TTAGGG)n. La fonction des télomères est de stabiliser les chromosomes, de les lier à l'enveloppe nucléaire et d'éviter le raccourcissement de leurs extrémités lors de la réplication. Des répétitions télomériques sont perdues au cours de chaque cycle cellulaire, qui sont compensées par l'activité de la télomérase.

Thermosensible : un mutant qui ne peut vivre qu'à une température relativement basse comparé à la souche sauvage correspondante. Ce type de mutant doit posséder une protéine (codée par l'allèle muté) qui est inactivée par la chaleur. Les seules mutations envisageables pour donner ce type de variant sont donc des substitutions qui ont pour conséquence des modifications d'un acide aminé.

Thymine : base azotée pyrimidique, constituant spécifique de l'acide désoxyribonucléique (ADN)Elle s'apparie avec l'adénine.
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Transfert horizontal: transfert de gènes entre espèces. Il est rendu possible par des éléments transposables pouvant passer d'un organisme à un autre. Lorsqu'un gène est passé par ce mécanisme d'une espèce à une autre, son histoire phylogénique ne reflète plus la phylogénie des espèces. 

Translocation : Transfert d'un fragment de chromosome ou d'un chromosome entier sur un autre chromosome. Dans certains cas, la translocation est réciproque, il y a alors échange de fragments entre deux chromosomes. 

Transposase : Enzyme codée par un gène porté par un élément transposable et qui permet la transposition.

Transposon fragment d'ADN ayant intrinsèquement la propriété de changer de localisation dans le chromosome. Un transposon possède à ses extrémités des séquences spécifiques appelées " séquences d'insertion ". Les gènes contenus dans un transposon sont dits transposables ou mobiles.

Transposons de type I : transposons à ADN qui transposent par l'intermédiaire d'un ARN (rétrotransposon); ils sont bordés de deux "long terminal repeats" appelées LTR, en répétition directe

Transposons de type II : transposons qui s'intègrent directement via l'ADN. Ils ont la particularité de présenter des séquence terminales répétées et inversées (ITR) d'une cinquantaine de paires de bases en moyenne, et codent une transposase.

Transposons de type III : Miniature Inverted-repeats Transposable Elements ou MITEs. Petits éléments transposables contenant des séquences inversées répétées.

Type sexuel : chez certains champignons caractéristique d'une cellule d'une souche haploïde, lui permettant (ou pas) de fusionner avec une autre de type sexuel différent pour donner une cellule diploïde. Analogue aux sexe des eucaryotes pluricellulaire par son rôle mais pas par son déterminisme. Chez la levure de boulangerie Saccharomyces cerevisiae, un seul gène sous deux formes alléliques différentes confère soit le type sexuel a soit le type ?.

Uracile : base azotée pyrimidique, constituant spécifique de l'acide ribonucléique (ARN). Elle s'apparie avec l'adénine (principalement, mais dans certains cas il y a d'autres possibilités). 
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Vecteur d'expression : Vecteur possédant une région permettant l'insertion d'une séquence codante d'un gène entre les signaux indispensables à son expression.

Vecteur navette : Vecteur capable de se répliquer dans au moins deux organismes différents grâce à des origines de réplication appropriées.

Vecteur : molécule d'acide nucléique capable de se répliquer de façon autonome dans laquelle il est possible d'insérer des fragments d'acide nucléique étranger, pour ensuite les introduire et les maintenir dans une cellule hôte. Par exemple, le bactériophage lambda et les plasmides sont des vecteurs utilisés pour cloner des fragments d'ADN dans Escherichia coli.

Xénologue : qalifie un gène qui est passé d'une espèce à une autre par transfert horizontal. De tels gènes ne peuvent être utilisés pour retracer la phylogénie des espèces. 

