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Introduction



La science des « omes »

La génomique au sens large est la science qui découle de la connaissance de la séquence des génomes (c’est-à-dire l’ensemble des gènes d’un être vivant). Au sens strict, on sépare volontiers la génomique de la post-génomique. Dans ce cas, la génomique sensu stricto concerne les informations sur le contenu des génomes, tandis que les analyses post-génomiques concernent la comparaison génomique (variation du contenu et structure des génomes) et l’analyse fonctionnelle des gènes.

L’analyse fonctionnelle des gènes peut porter sur :

— le transcriptome (l’ensemble des transcrits ou ARN messagers) ;

— le protéome (l’ensemble des protéines).

Par la suite, on a défini d’autres notions qui découlent des analyses post-génomiques comme le sécrétome (l’ensemble des protéines sécrétées), le métabolome (l’ensemble des métabolites produits par une cellule), l’interactome (l’ensemble des protéines et/ou acides nucléiques interagissant entre eux), etc.




La « Préhistoire » de la génomique

Même si ce mot n’était pas encore inventé, la génomique existait avant la maîtrise puis la diversification des techniques de séquençage des acides nucléiques. C’est ce que nous décrirons dans le premier chapitre.




De la génétique à la génomique : les conséquences d’un développement technologique sans précédent

À ses débuts, la génomique pouvait donc être considérée comme de la génétique à l’échelle de la cellule entière ou d’un organisme entier. Les concepts de génétique concernant de un à quelques gènes étaient transposés aux plusieurs centaines ou plusieurs milliers de gènes constituant un génome. Par conséquent, la génomique était moins l’élaboration d’une nouvelle branche de la biologie avec ses concepts propres que la conséquence d’un développement technologique. Ce développement technologique débute avec les premières techniques de séquençage des acides nucléiques dans les années 1950. Depuis, les techniques de séquençage se sont perfectionnées et diversifiées. Des stratégies et des outils ont été élaborés pour séquencer des génomes entiers et pour les annoter. Les techniques de comparaison génomique et de génomique fonctionnelle se sont multipliées. De plus, la production massive d’informations génomiques a alternativement profité et stimulé le développement d’outils informatiques. Ces différents aspects technologiques seront illustrés dans les chapitres 2 à 6.




La génomique : transformation d’un outil de production massive d’informations en l’élaboration de nouveaux concepts

Ce n’est que dans un second temps que les informations apportées par la génomique ont permis d’élaborer de nouveaux concepts. Ce point sera illustré par quelques exemples dans le dernier chapitre.
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Chapitre 1

Connaissances des génomes
 dans l’ère pré-génomique


La détermination de la structure chromosomique ainsi que de la dynamique des génomes a nécessité la mise en place d’outils tels que l’électrophorèse en champ pulsé ou la microscopie électronique. Dans ce chapitre, des focus permettront de décrire les principales techniques qui ont permis depuis les années 1960 d’établir les bases de la génomique.


1.1 Structure des génomes

Le génome, c’est-à-dire l’ensemble des gènes d’un organisme, est structurellement défini par les chromosomes au sein de chaque cellule, selon la théorie chromosomique de l’hérédité.

Chaque chromosome est constitué d’une molécule d’ADN (Figure 1), support physique des gènes, et de protéines associées. Nous détaillons ci-dessous leur constitution selon qu’il s’agisse de cellules procaryotes ou eucaryotes.


1.1.1 Génomes procaryotes

Le matériel génétique des bactéries n’est pas organisé de la même façon que chez les eucaryotes. Toutefois, les gènes bactériens sont disposés linéairement sur le chromosome.


Figure 1. Structure de l’ADN


[image: images]



a. Caractéristiques des chromosomes procaryotes

Les procaryotes possèdent en général un seul chromosome circulaire, en exemplaire souvent unique. Néanmoins, avec l’utilisation de l’électrophorèse en champ pulsé permettant de séparer les molécules d’ADN de grande taille (Focus 1), il a été montré que certaines bactéries ont un chromosome linéaire ou plusieurs chromosomes circulaires et linéaires. Cette particularité (forme circulaire) confère de nombreuses caractéristiques à la génétique bactérienne qui ont permis d’effectuer aisément la cartographie chromosomique.

Les procaryotes possèdent de l’ADN sous forme extra-génomique. Il s’agit d’une petite molécule circulaire d’ADN, appelée plasmide, capable de se répliquer indépendamment du chromosome.




b. Caractéristiques des plasmides

Les plasmides ne sont généralement pas essentiels pour la cellule bactérienne. Ils ont la propriété de pouvoir s’intégrer dans le génome bactérien et dans certains cas, lors de l’excision du plasmide, celui-ci peut emporter avec lui une partie du chromosome bactérien (cf. 1.2.2). Ces types de plasmides sont utiles comme vecteurs pour porter l’ADN de génomes à séquencer (cf. Techniques de séquençage, Chapitre 2).

Différents groupes de plasmides ont été répertoriés, chaque groupe portant des déterminants génétiques particuliers, c’est-à-dire des types différents de gènes (Tableau 1). Ainsi, le plasmide F chez E. coli est le premier plasmide découvert par Hayes qui commande la synthèse de pilus, c’est-à-dire des projections qui initient le contact avec une autre cellule lors de la conjugaison bactérienne. Un autre type de plasmide confère de multiples résistances aux antibiotiques à la souche porteuse, il s’agit des plasmides R. Ils sont transférés rapidement d’une souche à l’autre lors des conjugaisons bactériennes.


Tableau 1. Exemples de déterminants génétiques spécifiques de types de plasmides









	Plasmides

	Caractéristiques




	F

	Fertilité




	R

	Résistance aux antibiotiques




	R6

	Résistance aux métaux lourds




	T1 (Agrobacterium tumefaciens)

	Tumorigénicité chez les plantes














1.1.2 Génomes eucaryotes

Chez les eucaryotes, les génomes sont en fait visualisés comme des structures filamenteuses, non circulaires, situées majoritairement dans le noyau, et qui peuvent présenter des configurations variables suivant le cycle cellulaire (cf. mitose)1.

Il existe également des chromosomes mitochondriaux et chloroplastiques qui sont pour la plupart circulaires. Ceux-ci sont plus petits que les chromosomes nucléaires et ne présentent pas d’aspect filamenteux. Les gènes présents sur ces chromosomes extra-nucléaires ne suivent pas les lois de la transmission mendélienne.


a. Composition des chromosomes

Avec l’avènement de l’électrophorèse en champ pulsé (cf. Focus 1) permettant de séparer de grandes tailles de molécules d’ADN, il a été admis que chaque chromosome eucaryote est constitué d’une molécule unique et linéaire d’ADN, repliée sur elle-même.




b. Caractéristiques des chromosomes

L’étude par microscopie optique des chromosomes eucaryotes au sein d’un même génome a nécessité le développement de techniques de préparation des chromosomes. Les cultures de cellules sont mises en contact de colchicine, un perturbateur du fuseau mitotique, bloquant ainsi les cellules en métaphase de mitose. Les cellules sont ensuite « gonflées » dans un milieu hypotonique puis fixées pour l’observation microscopique. Ceci a dans un premier temps permis de distinguer des caractéristiques distinctives telles que la taille et la forme :


	— les chromosomes sont variables en taille : ainsi chez l’humain, le chromosome 1 est environ 3 à 4 fois plus grand que le chromosome 21 ;


	— concernant la forme, les chromosomes apparaissent avec un « étranglement » au niveau de la région centromérique dont la position est variable (cf. infra) : la longueur des 2 bras de chaque chromosome par rapport au centromère est propre à chaque chromosome.




De plus, chaque espèce contient un nombre de chromosomes qui lui est propre. On note n, le nombre de chromosomes dans un ensemble génomique élémentaire ; c’est le nombre haploïde. Ce nombre, spécifique à chaque espèce, permet de constituer le caryotype, c’est-à-dire la « carte d’identité » de l’espèce étudiée.

Lorsque les espèces ne présentent qu’un seul jeu de chromosomes, les cellules sont dites haploïdes : c’est le cas de la plupart des champignons et des algues. Lorsque les espèces présentent deux jeux de chromosomes, c’est-à-dire des paires de chromosomes, les cellules sont dites diploïdes et sont représentées par 2n : c’est le cas des cellules somatiques de la plupart des animaux et végétaux. Dans le tableau 2 sont représentés des exemples d’espèces en fonction du nombre n de chromosomes.


Tableau 2. Exemples du nombre n de chromosomes chez différentes espèces









	Espèce

	Nombre 




	Moustique (Culex pipiens)

	3




	Riz (Oryza sativa)

	12




	Souris commune (Mus musculus)

	20




	Homme (Homo sapiens)

	23




	Pomme de terre (Solanum tuberosum)

	24




	Chien (Canis familiaris)

	39












c. Organisation chromosomique

En dehors des caractéristiques de taille, de forme et de nombre, chaque chromosome présente une organisation définie par les critères suivants.


	• La chromatine représente l’ensemble des matériaux qui constituent un chromosome. Suivant la « qualité » de ces matériaux, la chromatine est définie différemment : lorsque l’ADN est compacté ou fortement enroulé, la région chromosomique constitue l’hétérochromatine ; lorsque l’ADN est plus lâche, la région constitue l’euchromatine. Cette définition provient à l’origine de la différence de coloration des chromosomes traités par des substances chimiques telles que le colorant de Feulgen. La plupart des gènes actifs se trouvent dans l’euchromatine. Quant aux régions hétérochromatiques, elles se répartissent généralement au niveau du centromère et des télomères.


	• Le centromère représente la région du chromosome où s’attachent les fibres du fuseau lors de la mitose et de la méiose. C’est une région qui présente au microscope une constriction, facilement détectable (Figure 2). Le rapport entre la longueur des bras du chromosome de chaque côté du centromère est un critère intéressant pour différencier les chromosomes lors de l’établissement du caryotype : les positions des centromères sont classifiées en télocentriques (à l’extrémité des chromosomes), acrocentriques (loin du centre) ou métacentriques (au milieu).


	• Les télomères sont les extrémités des chromosomes. Ils ne sont pas caractérisés par une structure visible au microscope, mais ils sont repérables au niveau de l’ADN par la présence de séquences nucléotidiques particulières : des répétitions en tandem de séquences d’ADN.


	• En plus du centromère, il existe des constrictions secondaires des chromosomes, appelées organisateurs nucléolaires, occupant des positions bien définies, à proximité des nucléoles (organites du noyau, riches en ARN ribosomiaux [ARNr]).




Cette organisation chromosomique en régions présentant des caractéristiques physiques de réaction aux colorants (Focus 2) ou liées à la topologie des séquences d’ADN participe à la différenciation des chromosomes, au sein d’une espèce donnée.



Figure 2. Organisation chromosomique eucaryote (exemple d’un chromosome de tomate)

Par convention, le bras court du chromosome est situé au-dessus du centromère, le bras long en dessous.
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d. Structure tridimensionnelle

L’ADN des eucaryotes présente un fort taux d’empaquetage dans le noyau cellulaire. Ainsi, dans le noyau d’une cellule humaine de 6 μm de diamètre, la compaction est telle que 2 mètres d’ADN sont empaquetés en 46 chromosomes.

Les modèles d’empaquetage, basés sur des expériences de variations de compaction ou condensation de la chromatine dans des conditions salines variables et observées en microscopie électronique (Focus 3), ont permis d’établir qu’il existe différents niveaux successifs d’empaquetage des chromosomes (Figure 3) :


	— la molécule d’ADN s’enroule autour de protéines chromosomiques, appelées des histones, présentes sous forme d’octamères : cet ensemble constitue le nucléosome avec un aspect en « collier de perles » observable en microscopie électronique ;


	— la chaîne de nucléosomes s’enroule en un solénoïde ; où l’histone H1 joue un rôle stabilisateur ;


	— le solénoïde forme des boucles qui se fixent à une armature centrale de protéines non histones ;


	— l’armature et les boucles s’organisent en un superenroulement.







e. Chromosomes des organites

Que ce soient les chloroplastes, chez les plantes, ou les mitochondries, ces organites contiennent de nombreuses molécules circulaires d’ADN, que l’on appelle les chromosomes chloroplastiques ou mitochondriaux, respectivement. Ces molécules d’ADN empaquetées dans les organites (ADNcp pour ADN chloroplastique ; ADNmt pour ADN mitochondrial) n’est pas organisé de la même façon que l’ADN nucléaire ; il n’y a pas d’histones associées.


[image: images]Figure 3. Empaquetage des chromosomes




Puisque les génomes des organites ne sont pas contenus dans le noyau cellulaire, ces génomes cytoplasmiques ont des modes de transmission particuliers qui ne sont associés ni à la mitose ni à la méiose : 

Puisque les génomes des organites ne sont pas contenus dans le noyau cellulaire, ces génomes cytoplasmiques ont des modes de transmission particuliers qui ne sont associés ni à la mitose ni à la méiose :


	— la transmission des génomes d’organites est généralement maternelle : le zygote reçoit les organites à partir du cytoplasme de l’ovule ;


	— il n’y a pas qu’une seule copie chromosomique par gamète, mais une multitude de chromosomes d’organites identiques dans le cytoplasme de l’ovule, qui est transmise à la descendance ; on parle de population chromosomique chez les organites.




Lorsque la fréquence du chromosome portant une mutation augmente dans la population à l’intérieur de la cellule, on parle de dérive génétique aléatoire. Les cellules qui contiennent des mélanges de génotypes d’organites sont appelées hétéroplasmiques.

Au cours de divisions successives d’une cellule hétéroplasmique, il se peut que tous les chromosomes portant la mutation ségrègent vers une cellule-fille, et tous les chromosomes non mutés vers l’autre, on parle de ségrégation cytoplasmique. Il ne s’agit bien sûr pas de mitose.








1.2 Dynamique des génomes


1.2.1 Réplication

Le mécanisme de copie du matériel génétique, porté par la molécule d’ADN, correspond à la réplication semi-conservative de l’ADN : suite au déroulement de la double hélice et grâce à la synthèse d’un nouveau brin complémentaire de chacun des brins initiaux de la double hélice d’origine, l’ADN est répliqué (Figure 4).


Figure 4. Réplication semi-conservative et fourche de réplication
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La réplication nécessite des enzymes telles que les ADN polymérases associées à un complexe nucléoprotéique nommé réplisome2. Le réplisome assure la coordination des activités protéiques nécessaires à la synthèse des amorces, au déroulement de la double hélice et à la stabilisation des brins néo-formés.

Les composants du réplisome sont variables selon qu’il s’agisse de cellules procaryote ou eucaryote :


	— procaryote : ADN polymérase III et protéines accessoires formant le complexe holoenzyme polymérase III ;


	— eucaryote : ADN polymérase II et protéines accessoires avec des fonctions supplémentaires consistant à dissocier et reformer les nucléosomes.




Le réplisome s’assemble au niveau de sites chromosomiques précis nommés des origines de réplication. Chez les procaryotes, il s’agit d’une origine unique (oriC chez E. coli), caractérisée par la répétition de séquences spécifiques sur lesquelles se fixe une protéine (DnaA) qui permet l’assemblage du réplisome. La réplication a lieu dans les 2 sens à partir de la même origine de réplication sur le chromosome circulaire procaryote.

Chez les eucaryotes, il faut distinguer les eucaryotes simples (levures) des eucaryotes supérieurs. En effet, dans le premier cas, il s’agit d’origines de réplication similaires à celles des procaryotes. Dans le deuxième cas, les origines de réplication ne sont pas toujours bien caractérisées et ont une grande taille (plusieurs milliers de nucléotides). Mais tous les chromosomes eucaryotes comportent plusieurs origines et la réplication se déroule dans les 2 sens à partir de ces différentes origines sur les chromosomes linéaires (voir Chapitre 7, figure 42).




1.2.2 Intégration et excision plasmidique chez les bactéries

Le plasmide F peut se combiner avec le chromosome bactérien, créant une souche bactérienne nommée Hfr (pour haute fréquence de recombinaison). L’intégration du plasmide F dans le chromosome est obtenue suite à une double recombinaison (ou double crossing-over ; Figure 5).

Dans les souches Hfr, le facteur F est généralement stable à la position chromosomique d’insertion. Mais il peut s’exciser, par un processus inverse de celui de la recombinaison. Parfois, la libération du plasmide n’est pas exactement l’inverse de l’insertion, engendrant l’association d’un fragment du chromosome bactérien avec le plasmide excisé : on note F’ le plasmide F portant un fragment du génome bactérien.


Figure 5. Intégration plasmidique


[image: images]





1.2.3 Les remaniements chromosomiques

Il existe plusieurs types d’événements, responsables de changements structuraux des chromosomes. Dans tous les cas, on parle de réarrangements chromosomiques.


a. Délétions/duplications

Un fragment chromosomique peut être perdu, constituant ainsi une délétion, ou être doublé, formant ainsi une duplication.

Les délétions à l’échelle chromosomique peuvent être la conséquence d’un crossing-over inégal, notamment lorsque le fragment délété est délimité par des séquences répétées. Il existe également des cas de perte de chromosome (chez l’homme, seule la perte d’un chromosome X est viable, définissant le syndrome de Turner). L’origine de cette perte de chromosome est la non-disjonction (ou non-ségrégation) lors des divisions mitotiques ou méiotiques. Autrement dit, les 2 chromosomes ou chromatides gagnent un seul pôle cellulaire, au lieu de migrer chacun vers un pôle.
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