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ORGANISATION DU GENOME
4eme séance 2016

Un Génome est 'ensemble de l'information héréditaire d’un
organisme, présente en totalité dans chaque cellule.

Caractéristiques des génomes procaryotes:

» Chromosome circulaire unique

» Une origine de réplication

» Présence possible de petites séquences d’ADN circulaires
indépendantes : les plasmides.

Les genes procaryotes :

» Fraction codante des génomes élevée: > 90% codant

* Peu de séquences intergéniques : Génome « compact »

* la séquence des genes est continue  :pas d’intron

» Genes organisés en opérons. 600 opérons dans le génome

de Escherichia coli. (uUn opéron est une unité d’ADN fonctionnelle
regroupant des genes qui opérent sous le signal d'u n méme promoteur)
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Organisation Des Adn des Procaryotes : Les Topoisom eres

» L'ADN peut exister a I'état relaché avec une contrainte minimale
dans la molécule. C’est la forme la plus stable de la molécule

ADN linéaire et ADN circulaire
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» L'axe de la double hélice d’ADN peut s’enrouler sur lui-méme en
formant un superenroulement positif ou négatif  : rendre 'ADN

plus compact et diminuer ainsi le volume occupé dans la cellule.

> Les topoisoméres : deux molécules d’ADN qui different uniquement
par le nombre d’enroulements (enlacements). ;

LES TOPOISOMERASES

Topo-isomérases : enzymes qui modifient les enlacements des brins. Nécessitent la coupure
d’un ou deux brins de I'ADN, elles permettent de tordre et détordre les deux brins (et donc
de défaire les supertours)

» Elles ont été mises en évidence chez les procaryote s et les eucaryotes.

» Leur importance est capitale dans la réplication, | a transcription de I'ADN
Topoisomérase 1 Topoisomérase 2
Coupe 1 brin (par rupture liaisol- B FARISOWEBRABERs 2 brins (par le méme procéds)
Défait les supertours négatifs uniquement Défait les supertours positifs ET négatifs
Ne nécessite pas d'énergie (AFR) A une fonction ATPasique (besoin d’ATP)
Conduit a I'état relaché C'est la gyrase d’E. Coli

- Par exemple : I'acide nalidixique inhibe la gyrase des bactéries. Ce principe peut étre
utilisé dans les traitements anticancéreux v =

o UP16: inhibiteur topoisomérase 2
o Taxol : inhibiteur topoisomérase 1 (extrait de I'if))
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TOPOISOMERASES
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I'enroulement en coupant 1 brin I'enroulement en coupant les 2 brins

ORGANISATION DE L’ADN CHEZ LES EUCARYOTES

Caractéristiques des génomes
eucaryotes

e Dans le noyau
e Taille >> génome procaryote

e Plusieurs chromosomes (homme 23, cheval 32,
levure 16, drosophile 4...)

e Plusieurs origines de réplication par chromosome
e Geénes « disloqués » (exons, introns)
e Grandes régions intergéniques de fonction inconnue

e Chromatine!
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ORGANISATION DE L'ADN CHEZ LES EUCARYOTES

Organisation de '’ADN : chromatine

aProbleme : stockage de 'ADN

- 1 cellule : 7 pg ADN soit 2,5 m dans un noyau de 5 um de @
— nécessité de compaction

aComment : 2 états d'organisation

- Chromatine pendant l'interphase sous 2 formes
hétérochromatine : ADN condensé
euchromatine : grandes boucles d'ADN peu condensé

passage réversible d'une forme a l'autre (acétylation des histones et réle
des protéines non histones)

euchromatine

T T R

hétérochromatine

- Chromosomes pendant la mitose

8 histones : {31242 128 a Elemen‘rs !e Ia chromatine

formant un cylindre association de protéines et d'ADN

F ﬂ » riches en aa basiques (Lys, Arg)

ADN | .= trés conservées au cours de ['évolution
internucléo- N .
‘ somique 50 pb * genes sans introns
Histone HI « interactions avec

ADN

protéines de l'enveloppe
» Classification

Histones nucléosomiques : H2A, H2B, H3, H4
+ Organisation

pb d'’ADN formant = 2 fours autour de

8 histones formant un cylindre

histone H1 permet associat® des nucléosomes

- Protéines i: histones
non histones
- Histones

» petite taille : 100 & 200 aa

140-150 pb d'ADN.

formant 2 tours ,
— nucléosome
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X1,

séquence primaire en acides aminés trés conservée

histones : protéines de petite taille (MM 11 & 22 kDa, 100 a 200 aa)
protéines riches en acides aminés basiques (charge +): arginine, lysine, histidine

modifications post-traductionnelles: acétylations, phosphorylations ...
L— « code histones »

Modifications des histones

Domaine N terminal
- acétylation
- méthylation
- phosphorylation
Domaine C terminal
ubiquitinylation

Acétylation liée a activité
transcriptionnelle
- acetylation > transcription

- désacétylation > pas de
transcription

2 - Modification des histones

o8 4§
H2A N ‘ >C
S K K
1 5 119
Ac Ac Ac Ac ?
H2B Nc I J ] I >C
K K K K< K
& 12 15 20 ; 120
Me Me
Ac@ Ac Ac Ac As(l?)
H3 N | | ] | c
K S K K K K 8§
9 10 14 18 23 27 28
@ Ac Ac Ac Ac Me
Ha N || IiZ] | c
5 K K K K K
15 8 12 16 20
L= g
histone-fold
domain

D’aprés Molecular Biolagy of the Cell, 4" ed
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L'épigénétique: modification de I'expression des gé nes non
liés a des changements de séquences (mutations )
PADN
succession des - defl(;ut le
bases A, T,G,C lC? .c
génectique
La chromatine
gene inactif
= définit le
Mote methyl - Genes OFF
code
W épigénétique

Léss methyl - genes ON

gene actif

Léss methyl - genes ON

Repression

Co-repressor

Hypoacetylated, condensed chromatin

Transcriptional
Repressor

Activation

Transcriptional
Awmﬁ ’ i

Hyperacetylated, accessible chromatin

By ®w B

EUCHROMATIN :
Regions with high transcriptio-

nal activity are loosely packed

HETEROCHROMATIN :

Regions with low or no transerip-
tional activity are densely packed

® ® (w)
@: Histone m:DNA g4 Acetyl group  §: Phosphoryl group + Methyl group

More methyl - Genes OFF
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Noyau interphas

Mitose

.

Fragment ADN ZQ0QVVNNY 4

<A .
Collier de perles O/@@ e

Je
l_

Etapes de Compaction
de UADN

Solénaide

Chromosome T
étendu ;e chromosomes interphasiques = invisibles
Chromosome . ‘ [
condensé %: 9

700 nm
chromosomes métaphasiques =
Chromosome f !
i 1400 nm
entier i

0 Chromosomes

- 23 paires chez homme
22 paires d'autosomes (14 22)

- Structure
Cl e Centromere : étranglement
Bras: bras court (p)

bras long (q)

- Classification

Classement par paire en taille
décroissante pour les 22 paires
d'autosomes — caryotype

Schematc diagram

1 paire de chromosome sexuel (XX ou XY)
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suite /\
. \/
N AR
Q Zones d'un chromosome W /

[1] deux téloméres /

replication kinetochore
bubble

[2] un centromére

[3] des séquences non codantes
modérément répétitives

[4] des zones non codantes trés

répétitives (zones Alu de 300 bp),
ne correspondant pas d un gene

[5] des génes
[6] de multiples origines de réplication

Le génome humain

Genes et autres ADN extra-génique
séquences apparentées 2100 Mb

900 Mb |

|

ADN a copies uniques/faible
nombre de copies

A 4 A4
ADN codant ADN non-codant

90 Mb 810 Mb
1680 Mb
| ! .
Pseudogénes| | Fragments Introns,
de génes etc
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ADN répété dispersé

SINE

(short interspersed nuclear elements)

> 500 000/génome haploide
=300 pb

- séquences alu, MIR

- rétrotransposons

LINE

(long interspersed nuclear elements)
> 100 000/génome haploide

-LINE-1 : =6-7 kpb
-LINE-2, 3

~THE-1 : =2kpb

Eléments LTR
({long terminal repeat)

=400 000 copies

Transposons d'ADN
= 300 000 copies

N

ADN répété en tandem

+__ Minisatellites (0,1 & 20 kpb)
- séquences tel
- séquences variables VNTR (9-80pb)

Microsatellites (0,1 2 0,4 pb)
- repétitions de 2 a 10 pb

¥ satellite (100kpb a Mpb)

-

- ADN satellite 1 (25-50 pb)
2,3 (5pb)

- ADN alphoide (CENP-B = 171pb)

- ADN b (68 pb)

microsatellites

+<— minisatellites
D

1. DNA satellite:

DNA.

A- Séquences répétitives en tandem

DNA principalement centromérique
DNA répété en tandem
bloc de 100kb a plusieurs Mb de longueur

Le DNA satellite a une densité différente du reste du

3-5% du DNA de chaque chromosome
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Séquences répétitives en tandem

2 - ADN Minisatellite des régions télomériques :

- bloc de 0.1 a 20kb correspondant a des répétitions de 6 nucléotides (TTAGGG) dans
les régions télomériques

* Les téloméres sont indispensables pour la réplication et pour la stabilité des chrs :
elles sont situés a leurs extrémités grace a des télomérases (télomere synthase )

Chez I’'homme séquence héxanucléotidique répétée: TTAGGG
e réduction de la taille télomérique est liée au probléme de «fin de réplication».

e Au bout d’un certain nombre de divisions, les téloméres vont atteindre une taille
critique qui est corrélée avec la mort phy5|o|og|que de la cellule (horloge
biologique)

¢ implication des téloméres dans le phénomeéne de sénescence.
¢ la détection de I'activité de la télomérase pourrait constituer

un marqueur intéressant dans le diagnostic de certaines tumeurs.

Prix Nobel 2009 pour les téloméres
Elizabeth H. Blackburn, Carol W. Gleider et Jack W. Szostak

pour le role déterminant de ces chercheurs dans la
compréhension des télomeres et la découverte
de la télomérase.

Minisatellites (VNTR, Variable Number of Tandem Rep  eats):
régions du génome caractérisées par la répétition en tandem d’'une méme séquence
de DNA. Le nombre de répétitions est variable. Le motif de base est d’une longueur > a
10 nucléotides.

M- CGCCTCGGCCTCCCAGAGTGC TGAGATTACAGGCGTGAACCACCATGCCTAGCCGTTAGCTCCCAR
CTTATGAGTGAGRAC AGGTGATGTTTGGTTTTCCATTCC TGAGTTACTTTACCCAGALTTGTTGT
CTCCAATCTCATCGAGGTCTCTGCGAATGCCAGTAATTCATTCC TTTTTATGGC TAAGTAGTATT
AT G TATAT AT AC A TATAC A TATATATGTATACACACATATACATATATATGTATACACACAT
AT AC A TATATATG TATACACACATATACATATATATGTATACACACATATACATATATATGTATA
CACACATATAC ATATATATGTATAC ACACATATACATATATATGTATACACACATATACATATAT
ATGTATACACAC A TATACATA TATA TG TATAC ACACATATAC A TATATATGTATACACACATATR
CATATATATGTATAC AC ACATATACATATATATGTATACACACATATACATATATATGTATACLC
A AT ATACATATATATGTATACAC ACATATACATATATATGTATACACACATATACATATATATG
TATACACACATATAC ATATATATGTATACACACATATACATATATAGTATACACACATATACATRA
TATATGTATACACAC ATATACATATATATGTATACACACATATACATATATATGTATACACACAT
ATAC A TATATATGTATACACAC A TA TAC A TATATATG TATAC AC ACATATACATATATACATATR
TACACAR ACACACATGCACCGCACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGATGGGAGTC TCACTCTAT
CACCAGGCTGGAGTGCAGTGGTGTGATCTTGGCTCACTGCAACCTCTGTCTCCTGGGTTCAAGCT
ATTCTCCTGCTTCAGCC TCCTGAGTAGC TGGGATTACAGGTGC TCACCACCATGCCCAGCTALTT
TTTGTATTTTTACCATGTTGGCCAGGATGATC TCCATCTCCTGACCTCCTGATCCTCCTGCCTTG
GGGTCCCAAAGTGC AGGGATTGC AGGCATGAGCCACTGCATGTGGCCACACCACAC TTCCTTTAT
CCACTTGTTGATGGATGGGCATTTGTGTTGAAAAGALAGTCATC TCTGTTTTTC TTTCCCTGAACG ----3!

COTTTTTATGGCTAAGTAGTA TTCCATCGT — Amorces
— TTCAGTAGAGA CAMA A AGASAGOGCACT TGS

Le minisatellite est ici constitué par la répétition (25 fois) du motif de base de séquence consensus

GTATACACACATATACATATATAT ot av rés fz : %0 de variation

interne (les substitutions sont en bleu foncé&). ces (3C cléotides cune) utilisées pour

le choix des amorces sont en rouge. Il est ile résodr 2 r taille du fragment amplifié
n le retrouvera sur le gel,
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EXEMPLE DE VNTR

Iﬂdividual 1 Individual 2 x
VNTR-A ‘ VNTR-A

Allele A5 W d“ Allele A3

Allele A2 ‘“ ‘“ Allele A4
o P

VNTR-B { VNTR-B

Allele BT E —m Allele B2
g 1 ! t

¢ DMNA fingerprint i

Bl ==

= AS

s 82 B2 e
A4 e
A3 e

o BT

o A2

Individual 1 Individual 2

Test de patemite par PCR-RFLP

o . R L’enfant 2 est probablement illégitime !
Les minisatellites peuvent étre

détectés par RFLP (polymorphisme mother

de longueur de fragment) en child 2 | father child 4
utilisant des enzymes de restriction chdd I -J—d-ﬁld 1
qui coupent un grand nombre de fois

le génome mais jamais dans les
minisatellites.

Un RFLP est alors révélé par
I'existence d'un nombre de
répétitions différent entre individus,
ce qui produit des fragments de
tailles différentes.

Les minisatellites sont révélés apres
PCR ce qui nécessite la mise au point
d'amorces spécifiques.

T . e
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3 - Répétitions de type Microsatellites
STR (Short Tandem Repeat)

! l alléle 12 =99 CA
53" 53
s R
e /// 5 -—-ATCGTCACACACA--CACACACACTGGTCA---
—-TAGCAGTGTGTGT--GTGTGTGTGACCAGT---5'
- /y‘i@

% 5 —ATCGTCACACACA--CACACACACACACACTGGTCA---
---TAGCAGTGTGTGT--GTGTGTGTGTGTGTGACCAGT---5"

chria chr b allele 1b = 102 CA

- motifs de 2, 3 ou 4 nucleotides
- nombreux ( > 50 000 dans le génome humain)
- le nombre de répetition varie suivant le microsatellite étudié
- le nombre d’alléles est généralement compris entre 2 et 10
- le nombre de répétitions ne varie géneralement pas lors de la transmission
- les séquences de part et d’autre du microsatellite sont identiques pour
les différents alléles d’un microsatellite

EXEMPLE DE STR
5, 3!
Allslea —————— CACACACACACA
n=6) ——— GTGTGTGT GTGT
3, 5!
5, 3!
Alleleh —— CACACACACACACA
(h=?)  —————— GTGTGTGT GTGTGT
5!
g 3
Alllec ——— CACACACACACACACA
(n=8) 3  GTGTGTGT GTGTGTGT ———
5!
B 3
Allled —————— CACACACACACACACACACACA——
(n=11) 3 GTGTGTGTGTGTGTGT GTGTGT ————
5!
SEQUENCES MICROSATELLITES

Cours_BM_2éme
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EXEMPLE DE STR
i A
i 221 Fragrmesnt bength
| |
\ J
20 Fragrmeant keogth ey
Ol 1
|
)\ i
Fragersaant besngth
Child 2
i |
18 N
Fraagpmeanit bength
Child 3
| -
i\ - -'l\-
- Fragment length 280’
] 4
5
| [
)I II-‘ '\_.-Il‘k -
Fragrment length
Foviows |
E Flots - wel BB e -
747 744 746 743 350 Fr T4 396 790 960 67 T4 P66 26 27D
Father alleles of sizes T-or loBwe T oo
249660 and 251 .44 400
(heterozygous) 200
1]
251 .44
Mothers alleles of sizes a-ot 1 Ewe R

251 44 and 258.64 2000
{heterozygous) ten
B @

Child 1 alleles both of Fi 12Bke E

Size 251.44 f tﬁ
(homozygous) e
251 a4]
Cluld 2 alleles of sizes o e 2000
24966 and 258.63 J-\,_/\_J‘-A‘—EE
{heterozygous) ; "
AT
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RECHERCHE DE PATERNITE

PERE

|

232 pb,
| | 236 pb

L

PRESUME

[EE 28 Foepresure

I o Ferepresure

MERE

220 pb)

| 228 pb

28/04/2016

Intérét des Microsatellites dans le DG des maladies

génétiques
Al[|AS A~ A3||A2
82| |86 .——.\% ) B5||B1
cillca ~ c3llcs
- & 4 |
—_— ) —
' A5||A3 A5[|A3 Al[|A2
B2| g1 B6 ||11 B2| |85
C1ICS C111C3 C2C3
] ’ || *
AS| |AD AT||A7 A2||A7 ATIIA7
B2| |83 B2| |85 B2|| B4 HIEE
cshlca cillce c3llce c2llce
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STR et Maladies héréditaires a triplets

Huntington

CAG 28121 mutation

CAG
CAG |
CAG B-34 e monzhisme
. CAG .
) 3
SEE 6-52 olymor hisme == 5-37
CEG pelymee CTE
CGEG CTG
CGG CTG
200-2000 2f + mukations CTG 200-2000 =t +

CGG CTG

X fragile | Shkeinert

Bl Région raduits haladis

—— Region non raduits m Répstition de rinucléotides

G-34 Mombre de répétitions dans des alléles polymorphes
36  Mombre de répétitions relrouvées dans des alléles pathologiques

B- DNA dispersés

La majorité des génes eucaryotes sont constitués de genes répétés
gui se déplacent dans le génome : Eléménts moboles du génome
1) les transposons

2) les rétrotransposons

Ces deux groupes se différencient par leur mode de mobilisation.
Les rétrotransposons utilisent un intermédiaire ARN pour leur
mobilisation. lls utilisent donc une transcriptase inverse pour
retransformer ’ARN en ADN, comme les rétrovirus.

Les SINEs, les LINEs sont des exemples de rétrotransposons.

Ces éléments mobiles peuvent avoir un réle mutagénique.
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Mécanismes de transposition :
Transposases et rétrotransposases

New copy of
RETROTRANSPOSON retrotransposon

r p—

DNA of genome i
/ RNA J'
/_\ Insertion

transcriptase

(a) i (“copy

» Une séquence Alu est un court fragment d'ADN de type SINE
(Short INterspersed repetitive Element) caractérisé par la
présence d'un site de restriction de I'endonucléase de
restriction : I'enzyme Alu |, spécifique de I'Homme et de
certains primates.

» Elle mesure a peu prés 300 pb et on en a a peu pres 500 000
copies dans le génome.

» les séquences Alu sont les éléments mobiles les plus
abondants du génome humain.

» Des insertions de séquences Alu ont été impliqguées dans
plusieurs maladies humaines héréditaires, dont plusieurs
formes de cancer .

» L'étude de séquences Alu a joué un role important dans I'étude
génétiqgue des populations humaines : Les séquences Alu sont
particulierement spécifiques de I'Homme.
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géne A gene B
e | —

agd geénes : unités d'information génétique transmise par un individu a sa
descendance et correspondant a une séquence d'acides nucléiques
codant pour une protéine (ARNm) ou un ARN (ARNt, ARNr, ARNsn...)

== densité génique variable

> entre especes: -= 11 genes /100 000 pb chez 'homme
- =479 génes /100 000 pb chez la levure

¥ au sein d'un chromosome : peu de génes vers les centromeéres

=100 kb
LU IR RUIR I E TR
Spactrs des couleurs Haute denstd m
1- Stucture d’un géne procaryote
site dinitation
pnunc:u:u:¢ gine 1 Betme 2 géne 3 termuinateur
¥
ARMN polycistronigue
= i -
protéine 1 protdine 2 protéine 3

Les génes ont une structure « en Mosaique »

, exons = séquence exprimes
2 .Geéne Eucaryo T~

séquence non exprimee

introns :

bormes exon-intron

5" —tcagTGTT-————CGTACCT TAAAgtitagtc-—— 3 °
3 " ———agtcACAA - GCATGGAATT Tcaatcag-—— S
intron = exon - intron

Structure d’un géne eucaryole

b Le nombre d'exon-intron varie suivant les géenes
- géne de | ‘interféron « : 600 pb 1 exon

- géne de la dystrophine : 2 400 000 pb 79 exons
- géne du récepteur de la ryanodine 1: 161 000 pb 106 exons
gane A
s Geénes chevauchants: D= ]
——
géne B
o = = gene A exon 1 exon 2 exon 3
it SEHes INtronigues —
gene B
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app les genes ont des tailles variables :

géne de | 'ARNt" : 100 pb
géne de | 'insuline : 1 400 pb
géne CFTR : 250 000 pb

géne de la dystrophine : 2 400 000 pb

génes uniques : 2 copies / cellule
génes multicopies : ARNt, ARNr (ADNr), certains ARNm (histones....)

¥ familles multigéniques « simples » : les ARNr

- = 2000 génes ARNr 5s sur le chr 1
- 280 copies des ARNr 28s, 5.8s, 18s en 5 groupes sur chr 13, 14, 15, 21, 22

v familles multigéniques « complexes »

- les génes de la globine
- les génes de l'aldolase : 5 génes sur les chr 3, 9, 10, 16 & 17

Comparaison de génomes entre especes

e Homme A/ homme B

— 99,5% identique (0,5% différence)
e Homme/chimpanzé

— Codant: 98,5% identique

— Non codant: ~97% identique

— Quelques duplications/délétions importantes de région de
quelques dizaines de kb

e Homme/souris
— Codant: 90% identique

— Non codant: la majorité est sans identité apparente, mais on
trouve quand méme de nombreux segments semblables
(« conservés »)

e Homme/poulet

— Codant: 80% identique
e Homme/poisson

— Codant: 70% identique
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L ADN MITOCHONDRIAL

La mitochondrie a son propre génome: ADN circulaire, double brins:

»16561pb : 37 génes sans introns et sans protéines histones), sans séquences
répétées

» code 22 ARNt, 2 ARNr et 13 protéines membranaires impliquées dans la
production d'énergie par la mitochondrie

» 5 a 10 copies par mitochondrie

» Grande mutabilité : 10 X > par rapport au génome nucléaire

» Dans le DNA mitochondrial, le code génétique est inhabituel:
> Ex: AGA - stop codon et non pas codon pour I'Arg.
» Importance du DNA mitochondrial dans I'hérédité:
> le DNA mitochondrial est d'origine maternelle
» correspond a 0.5% du DNA dans une cellule somatique
» Mode de transmission caractéristique

» Importance du DNA mitochondrial dans la filiation (études phylogéniques)

Région de controle de Ia réplication
ou “d-loop"
125 rRNA | Cytochrome b

Sous-unité de la
___TNADH

165 rRNA / déshydrogénase

Geénes codant les
o ARNtransfert

Bous-unité de la
NADH-
déshydrogénase

Sous-unité de la
cytochrome-
oxydase

\
L]

P g ,
L~ Soua-u%sle de
I'ATP synthase

Sous-unité de la
cytochrome- oxydase
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Hérédité maternelle (scul le noyau du spermatozoide pénétre Iovule)

Les enfants d’une

. femme atteinte

| D_ sont toujours
atteints

I 4‘ in

il [

I Les enfants
[1] d’un homme atteint
\ \ / ne sont jamais atteints

HEREDITE MITOCHONDRIALE

Pathologie: caracteéres geénéraux

Hétéroplasmie: toutes les mitochondries n ont pas le meme ADN
(mutabilité + milliers de mito / cellule et / individu et nb copies / mito)
hétérogénéité génétique mitochondriale = variabilité clinique +++

Homoplasmie : toutes les mitochondries ont le méme ADN
Uniformisation des cellules pendant ['embryogénese.
Mutations homoplasmiques rares et graves (voir léthales)

Pathologie de la chaine respiratoire ++
Phénotype dépend du besoin énergétique du tissu:
SNC puis muscle squelettique puis ceeur, rein, foie
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