[image: background image]






[image: background image]


Guillaume Grzych

Génétique  

et Biologie Moléculaire







[image: background image]


© De Boeck Supérieur s.a., 2021Rue du Bosquet, 7B-1348 Louvain-la-NeuveTous droits réservés pour tous pays.Il est interdit, sauf accord préalable et écrit de l’éditeur, de reproduire (notamment par photocopie) partiellement ou totalement le présent ouvrage, de le stocker dans une banque de données ou de le communiquer au public, sous quelque forme ou de quelque manière que ce soit.Dépôt légal : Bibliothèque nationale, Paris : août 2021 Bibliothèque royale de Belgique : 2021/13647/096 Pour toute informaon sur notre fonds et les nouveautés  dans votre domaine de spécialisaon, consultez notre site web :www.deboecksuperieur.com











[image: background image]


Remerciements

Je remercie le Docteur Malika Balduyck pour ses conseils et la relecture de la partie biologie moléculaire, ainsi que toute l’équipe de biologie moléculaire du CHRU de Lille et plus particulièrement Anne-Sophie et Caroline.Je remercie le Professeur Catherine Roche-Lestienne pour ses conseils et la relecture de la partie cytogénétique, ainsi que Sonia, Elise, Frédérique, Thomas et toute l’équipe de cytogénétique du CHRU de Lille pour leur formation et leur sympathie.Je remercie le Docteur Jamal Ghoumid pour ses conseils et la relecture de la partie génétique médicale, ainsi que toute l’équipe de génétique clinique du CHRU de Lille pour leur accueil.Je remercie le Professeur Thierry Brousseau pour ses conseils et son encadrement tout au long de mon cursus.Je remercie Amandine pour sa relecture.






[image: background image]

[image: background image]


Génétique Humaine

Cet ouvrage aborde les notions de génétique en lien avec les items 1 à 6 de la section II et les items 54 et 55 de la section IV du nouveau programme (2010) de l’internat en pharmacie.Il propose un résumé de l’essentiel à connaitre en génétique, des bases physiologiques, jusqu’aux techniques permettant d’identifier et de caractériser les anomalies génétiques.Il se construit en 3 parties principales :• Rappel des bases en génétique ;• Exploration et caractérisation des anomalies génétiques ;• Entrainement sous orme de QCM et exercices.Ces fiches ont été conçues de açon claire et aérée afin de retenir l’essentiel nécessaire à la compréhension et à la résolution des problématiques concernant la génétique au cours des études de pharmacie.Vous pouvez retrouver un ensemble de vidéos supplémentaires concernant la génétique sur la page Youtube de l’auteur à l’adresse suivante : https://www.youtube.com/channel/UCk4IQcwRcaWZeFkTErj9_ew
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Items du programme présentés dans ce chapitreSECTION II : Sciences de la Vie (Quesons 1 à 31). Cee secon exclut l’étude de toute pathologie.1. Structure, organisaon, dynamique et polymorphisme du génome humain.I. Structure, organisation et polymorphisme1) La chromatineStructure de condensaon de l’ADN à plusieurs niveaux : –Le double brin d’ADN (bicaténaire). –Le nucléosome : ensemble d’ADN et d’un octamère d’histones (H2A, H2B, H3, H4). –Ensemble de nucléosomes reliés entre-eux par l’histone H1 pour former un collier de perles. –Enroulement des octamères du collier de perles pour former la chromane –Surenroulement de la chromane pour former les chromosomes mitoquesDouble hélice ADN2 nmNucléosomeHistone H130 nmChromosomeChromane300 nm1400 nm2) Les bases azotéesStructure de l’acide désoxyribonucléique (ADN) : –Succession de bases azotées, puriques (Adénine et Guanine) ou pyrimidiques (Cytosine et Thymine) ; associaon par complémentarité (A-T et G-C). –Les bases azotées sont liées à un sucre, le désoxyribose, et forment des nucléosides. –Les nucléosides forment à un groupement phosphate et forment des nucléodes. –Les nucléodes sont reliés entre eux par des liaisons phosphodiester. –Formaon de deux brins constuant une double hélice par des liaisons hydrogènes ; anparallélisme des deux brins ; absorpon dans l’UV à 260 nm.






[image: background image]

[image: background image]


5Structure, organisation et dynamique du génome humain –3 liaisons hydrogènes entre la guanine et la cytosine. –2 liaisons hydrogènes entre l’adénine et la thymine.ThymineGuanineAdénineCytosine5’3’GroupementPhosphateDésoxyriboseNucléosideNucléodeLiaisonphosphodiester3’-5’Liaison hydrogeneStructure de l’acide ribonucléique (ARN) : –Globalement semblable à l’ADN. –Simple brin (monocaténaire) –Sucre diﬀérent : Ribose –Pas de thymine, remplacement par l’uracile –Diﬀérents types (ARNm messager, ARNt transfert, ARNr ribosomique).3) Le gèneEléments caractérisques d’un gène (environ 22 000 gènes dans le génome) : –En amont du gène en 5’ se trouve la région promotrice, qui conent le site d’iniaon de la transcripon. –En -30, la TATA box est un site de reconnaissance de l’ARN polymérase II et en -80 environ, la CAAT box permet la ﬁxaon de facteurs de transcripon. –Les pares codantes des gènes sont appelées exons, elles sont en général traduites, sauf les régions UTR (untranslated region) ou les exons excisés lors de l’épissage. Seul 5% du génome est dit codant. –Les introns sont situés entre les exons, ils ne sont pas codants mais peuvent intervenir dans les processus de régulaon ou d’épissage. –Un gène se lit convenonnellement dans le sens 5’ vers 3’. –Le codon stop est un signal d’arrêt de la traducon et est suivi d’un site de polyadénylaonIntronsExons5’+1Région promotrice–1TATAAATATA Box–30ATG…Codon StopTAA  AATAASite de polyadénylaonCAAT Box–80CAAT3’
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6Structure, organisation et dynamique du génome humain4) PolymorphismeLes polymorphismes non fonconnels sont des régions de variaon du génome n’ayant généralement pas d’eﬀet pathologique ; dans le cas contraire on parlerait de mutaon (voir chapitre 5).a. Single Nucleotide Polymorphism (SNP)Variaon d’une seule paire de base du génome.b. Mini-satellitesÉgalement appelés VNTR pour Variable Number Tandem Repeat, mofs répétés en tandem compris entre 10 et 60 nucléodes.c. Micro-satellitesSéquences de mofs répétés composées de 1 à 4 nucléodesd. Copy Number Polymorphism (CNP)Variaon du nombre de copies d’un gène ou d’un segment chromosomique.5) Le génome mitochondrialL’ADN mitochondrial ADNmt : –Provient de l’origine bactérienne de la mitochondrie. –Molécule circulaire double brin d’environ 16 000 pb. –Code pour les protéines de la chaîne respiratoire, des ARNt et des ARNr –Absence d’introns, une seule région non codante la D-loop qui conent les séquences pour l’iniaon, la réplicaon et la transcripon. –2 à 10 copies d’ADNmt par mitochondrie. –Réplicaon indépendante de l’ADN nucléaire. –Plus haut taux de mutaon que l’ADN nucléaire du fait de l’absence de système de réparaon. –Transmission uniquement maternelle (toutes les mitochondries du zygote proviennent de l’ovule). –Peut être à l’origine de maladies généques en cas de mutaons pathologiques : les maladies mitochondriales –Maladies métaboliques liées à des déﬁcits de la chaîne respiratoireII. Dynamique du génome1) Réplication de l’ADNLa réplicaon : –Mécanisme semi-conservateur (un brin matrice). –Bidireconnelle –Se déroule en 3 étapes5’3’3’5’Elongaon « directe », connue 5’ → 3’Elongaon « indirecte », disconnueFragments d’OkazakiLigaseHélicaseTopoisoméraseFourche de réplicaonElongaonADN polyméraseADN polyméraseLes 3 étapes de la réplicaon : –Iniaon : formaon de la fourche de réplicaon (origine de réplicaon), intervenon de l’hélicase, de la topoisomérase et ﬁxaon de l’ADN polymérase –Elongaon : intervenon de l’ADN polymérase, synthèse dans le sens 5’→ 3’ « direct » de façon connue, et synthèse dans le sens 3’→ 5’ « indirect » de façon disconnue via les fragments d’Okazaki
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7Structure, organisation et dynamique du génome humain –Terminaison : arrêt de la réplicaon et liaison des fragments par la ligase2) Les systèmes de réparation de l’ADNDes erreurs sont possibles lors de la réplicaon, mais également des lésions produites par modiﬁcaons chimiques, cassures… Aﬁn de préserver l’intégrité du génome, des systèmes de réparaon entrent en jeu.Les mécanismes de réparaon : –Réparaon directe de la lésion. –Réparaon par excision de base : base excision repair (BER). –Réparaon par excision de nucléodes : nucleode excision repair (NER). –Réparaon des mésappariements : mismatch repair (MMR)  –Réparaon par joncon d’extrémités non homologues (NHEJ). –Réparaon par recombinaison homologue (HDR).3) Cycle cellulaireEnsemble des modiﬁcaons que subit une cellule par division de la cellule mère, et qui forment deux cellules ﬁlles idenques. Il comprend l’interphase (phase G1, S et G2), période entre la ﬁn d’une division et le début de la suivante, et la mitose ou phase M. A la ﬁn de la division, une cellule peut également interrompre le phénomène de division et entrer en phase G0.G0MG2SG1a. L’interphase –Phase G0 : interrupon de la division, peut durer jusqu’à des années. –Phase G1 : synthèse des protéines nécessaires à l’accroissement de la cellule. –Phase S : réplicaon de l’ADN. –Phase G2 : préparaon de la mitose.b. La phase M ou mitoseLa mitose comprend 6 phases successives : la prophase, la pré-métaphase, la métaphase, l’anaphase, la télophase et la cytodiérèse.La prophase : –Séparaon des centrosomes qui migrent au niveau des pôles opposés. –Chaque centrosome organise son réseau de microtubules qui se polymérisent et se dépolymérisent (= instabilité dynamique).CentrosomeMicrotubule
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8Structure, organisation et dynamique du génome humainLa pré-métaphase : –Désassemblage du noyau. –Liaison des microtubules aux chromosomes via les kinétochoresLa métaphase : –Alignement des chromosomes sur la plaque équatoriale.Plaque équatorialeL’anaphase : –Séparaon des chromosomes homologues. –Dépolymérisaon des microtubules.La télophase : –Reformaon de l’enveloppe nucléaire. –Décondensaon des chromosomes.La cytodiérèse : –Formaon des deux cellules ﬁlles –Creusement d’un sillon de clivage par l’anneau contracle.Anneau contracle
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Chapitre 2

 

La régulation de l’expression génétique 

chez

 

les eucaryotes







[image: background image]

[image: background image]


10l

a

 

r

é

g

u

l

a

t

i

o

n

 

d

e

 

l

’

e

x

p

r

e

s

s

i

o

n

 

g

é

n

é

t

i

q

u

e

 

c

h

e

z

 

l

e

s

 

e

u

c

a

r

y

o

t

e

s

Items du programme présentés dans ce chapitreSECTION II : Sciences de la Vie (Quesons 1 à 31). Cee secon exclut l’étude de toute pathologie.2. Régulaon de l’expression des gènes codant les protéines chez les eucaryotes.I. TranscriptionLa transcripon permet l’expression des gènes et a lieu dans le noyau, elle passe par la synthèse d’un ARN messager à parr d’une matrice d’ADN. Chez les eucaryotes, les gènes sont dits mosaïques, c’est-à-dire que l’ensemble du gène est transcrit, les introns et les exons.L’ARN polymérase : –Complexe enzymaque qui permet la synthèse d’ARN à parr d’une matrice d’ADN. –l’ARN polymérase I assure la synthèse des ARN ribosomique (ARNr) 5,8s, 18s et 28s. –l’ARN polymérase II assure la synthèse des ARN messager (ARNm), des snoARN, des snARN, des microARN et siARN. –l’ARN polymérase III assure la synthèse des ARN de transfert (ARNt) et de l’ARNr 5s.Iniaon : –Fixaon de la protéine TFII D, qui comporte la protéine de liaison TBP qui va se ﬁxer sur la boîte TATA, ce qui va constuer le cœur du complexe d’iniaon –Fixaon des diﬀérents facteurs de transcripon généraux (TF):• TFII A vient stabiliser le complexe TFII D-ADN ;• TFII B et TFII E se lient à l’ADN ;• TFII F est une hélicase ATP-dépendante.• TFH est une protéine kinase –Fixaon de l’ARN polymérase II –Ce complexe ne peut déclencher la transcripon qu’à une faible fréquence –Des facteurs supplémentaires doivent intervenir pour inier la transcripon : les séquences enhancers seront acvées par des acvateurs et vont entrer en contact avec la TATA box par courbure de l’ADN. –Fixaon sur la TATA box, déroulement des deux brins par l’ARN polymérase et début de la transcripon.+1Région promotriceTATAAATATA Box–30GèneSequence Enhancer+1TATA Box–30GèneTFIIDTBPTFIIBTFIIA
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11La régulation de l’expression génétique chez les eucaryotes+1GèneARN Polymérase IITFIIDTBPTFIIBTFIIATFIIHTFIIETFIIFSequence EnhancerAcvateurTranscripon à faible fréquence+1GèneARN Polymérase IITFIIDTBPTFIIBTFIIATFIIHTFIIETFIIFTranscriponFixaon sur la TATA boxElongaon et terminaison : –Localisée dans le noyau –L’ARN polymérase II synthése un ARN pré-messager à parr d’un des deux brins d’ADN. –Ajout de nucléodes complémentaires au brin d’ADN matrice. –Terminaison de l’élongaon au niveau du signal de polyadénylaon AATAAA présent sur le brin codant de l’ADN. –Libéraon de l’ARN polymérase II et du pré-ARNm néosynthésé.ADNARN polymérase IIARN pré-messagerMaturaon de l’ARNm : –Maturaon de l’ARN pré-messager en ARNm. –Au niveau de l’extrémité 5’ : addion de la coiﬀe 5’ Cap : 7 méthyl-guanosine triphosphate. –Au niveau de l’extrémité 3’ : clivage par une endonucléase à proximité du signal de ﬁn de transcripon et incorporaon de la queue polyA par une polyA polymérase.
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12La régulation de l’expression génétique chez les eucaryotesIntronExonARN pré-messagerARN messager5’3’5’3’5’3’Coiﬀe 5’capQueue polyAMaturaon des extrémitésEpissageExcision-Epissage : –Epissage, excision des introns par le spliceosome et mise bout à bout des exons. Phénomène non unique, l’épissage peut être alternaf et abour à la synthèse de protéines diﬀérentes. –La plupart des introns commencent par GU (site donneur d’épissage) et se terminent par AG (site accepteur d’épissage). Ces séquences canoniques permeant l’excision, un changement d’un nucléode à cet endroit peut entraver ce phénomène.Exon 2IntronExon 1Excision de l’exon 1Exon 2Exon 1Extrémité 5’ de l’introns’aache à l’adénosinedu site de branchementIntronExcision de l’exon 2Exon 2Exon 1Libéraon de l’intron sous formede lasso et dégradaonIntronLigaon des exonsIntronExon 13’Séquence canonique 3’CAG GExon 2C/A AG GU A/G AGUSéquence canonique 5’5’Site d’excision d’épissage 5’Site DonneurSite d’excision d’épissage 3’Site AccepteurAPoint de formaon de branche« Lasso »GU
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