CHAPITRE A

BASES GENETIQUES

TOUT CE QUE VOUSAVEZ TOUJOURSVOULU SAVOIR SUR LA GENETIQUE ...

................. SANS JAMAISAVOIR OSE LE DEMANDER

“ Nos séquences d’ ADN se perdent dans la nuit destemps...
...ce qui comptele plus: les génesimmortelsou I'individu qui exprime

leur combinaison transitoire ?”

Jacques RUFFIE (Traité du Vivant)
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BASES GENETIQUES

A.INTRODUCTION

La génétique médicale est sortie du cadre des mala-
dies rares, dites orphelines. Longtemps cantonnée
aux syndromes malformatifs et aux maladies méta
boliques de I'enfant, elle s’ applique maintenant aLix
maladies communes de |'adulte pour mieux com-
prendre leur physiopathologie (a I’ échelon molécu-
laire) et isoler de leur composante génétique des
marqueurs diagnostiques et de nouvelles cibles thé
rapeutiques.

Chaque individu est porteur d’un matériel génétique
qui le caractérise. Son dével oppement et son vieillis
sement ne sont pas indépendants de son milieu, de
son environnement et de son alimentation. Ces deux
types de facteurs, génétiques (génotype) et non
génétiques (facteurs environnementaux ou écolo-
giques ou épigenétiques ou mésologiques), sont dif-
ficilement dissociables et contribuent a définir le
phénotype de I’individu.

Cependant, I’ effet des facteurs mésologiques se fait
ressentir sur le phénotype dans les limites définies
par les processus génétiques. Ainsi, I'information
génétique de l'individu définit I'ampleur des
variations qu’il pourra supporter de son milieu.
C’est ce que I’on définit sous le terme de concept
d’ adaptation.

L'ampleur de ces variations est fonction égale-
ment du type de caractére étudié, qu’il soit nor-
mal ou morbide. Cette notion est essentielle a la
compréhension des variations climatériques et dia
chroniques de I’homme et de ses maladies. L' impact
des facteurs environnementaux (alimentation, pollu-

tion, radiations, ..) dans I’ é&iopathogénie des mala
dies repose sur une susceptibilité génétique a ces
facteurs. Ce qui détermine des facteurs de risques
définis par les interactions entre génotype et envi-
ronnement, “ Ecogenetics ” ou “ environmental
genetics’ des anglo-saxons.

La réponse thérapeutique ou les effets adverses des
médicaments répondent également a ce modéle
génétique et ont permisle développement de la phar-
macogénétique (bases génétiques de la réponse aux
médicaments) et de la pharmacogénomique (décou-
verte de nouveaux médicaments a partir de la décou-
verte de nouveaux genes).

De grands programmes scientifiques, tant publics
gue privés, sont en cours pour décrypter les
séguences du génome humain et leurs fonctionnali-
té. Ces recherches fourniront les bases nécessaires a
I’identification des variations (polymorphismes) de
certaines régions du génome humain et de leur tra
duction phénotypique en terme physiologique,
pathol ogique ou pharmacol ogique.

L e développement des techniques de biologie molé
culaire et les corrélations génotype-phénctype en
épidémiologie et pathologie moléculaire ont apporté
une nouvelle vision nosologique des maladies ou
classification et histoire moléculaire se superposent
progressvement aux classifications anatomo-cli-
niques et al’histoire naturelle des maladies. Le fait
gue les altérations moléculaires soient inscrites dans
le génome avant leur traduction phénotypique per-
met d envisager leur identification comme des mar-
queurs prédictifs de la genése ou de leur progression
et définit ainsi les champs d’ application de la méde-
cine moléculaire, prédictive voire préventive.
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B.LE GENOME HUMAIN

|. L’ ACIDE DESOXYRIBONUCLEIQUE
(ADN) ET LE CYCLE
CELLULAIRE

Toutes les cellules somatiques d un individu posse-
dent le méme matériel génétique, ou génome. Ces
cellules sont diploides par opposition aux cellules
germinales destinées a la reproduction. Elles possé-
dent en effet deux fois un nombre de base (n) dit
haploide de chromosomes a savoir n = 23 dans I’ es-
pece humaine. Chague lot haploide (n=23) de chro-
mosomes est issu de chacun des deux parents, don-
nant pour chague individu des cellules somatiques
diploides (2n) a 46 chromosomes.

Les chromosomes sont situés dans le noyau de la
cellule et contiennent de |'acide désoxyri bonu-
cléique (ADN) (Fig. 1). En 1953, James Watson et
Francis Crick proposérent comme modéle de struc-
ture de I’ADN la forme double hélicoidale bien
connue actuellement. Ce qui, dans la structure
double hélice de I’ ADN (Fig. 2), est responsable du
code génétique consiste en la succession précise des
paires de nucléotides (base + sucre + phosphate)
contenant des bases spécifiques puriques: Adénine et
Guanine ou pyrimidiques : Thymine et Cytosine.
L’ ADN est donc une molécule bicaténaire : double
brin ou les deux hélices sont emboitées et orientées
en sens inverse (les deux brins d’ ADN sont antipa-
ralldles 53 3 & 3F5'). Chague hélice est une
chaine de nucléotides ou une purine (A ou G) est
toujours en face d' une pyrimidine (T ou C) (Fig. 3).

La connaissance de ce modéle est naturellement pri-
mordiale en génétique. Cette structure permet en
effet la réplication de I'’ADN et la colinéarité des
séquences d’ ADN et des acides aminés qui compo-
sent les polypeptides (protéines) codés par le géno-
me. Les deux chaines nucléotidiques, face a face,
sont parfaitement complémentaires et peuvent, apres
leur séparation, servir de modéle pour laréplication
d’ une nouvelle chaine complémentaire au cours de
la division cellulaire ou servir a la synthése d'un
Acide RiboNucléique messager : ARNm qui trans-
mettra I'informaion génétique en une sé&juence
lisible pour la synthése des protéines (Fig. 4).

La synthése de I'ADN se produit pendant la
phase S du cycle cdlulaire (Fig. 53). Elle débute
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simultanément en de nombreux points ou réplicons
et progresse de fagon bidirectionnelle jusqu’ a ce que
deux réplicons adjacents entrent en contact. La syn-
thése d’'un brin d' ADN n’'est possible que dans le
sens (5'F 3'). Sur le brin orienté en sens inverse
(3% 5), lasynthese sefait de fagon discontinue par
petites séquences de 1 a 2 kilobases appelées frag-
ments d’ Okazaki.

Elle s explique par analogie a une sorte de fer metu-
re a glissiere (Fig. 5b). Si I'analogie est exacte,
I’ ouverture va exposer les bases nucléotidiques qui,
lesrégles de |’ appariement étant trés strictes, ne peu-
vent s apparier a nouveau gqu’ avec des bases com-
plémentaires (Adénine avec |la Thymidine, Cytosine
avec la Guanine). Chague hélice simple sert donc de
modéle a la formation d une nouvelle hélice double
semblable a celle de départ. Ce systéme de réplica
tion implique également que la molécule fille
contienne une des chaines parentales et une chaine
nowellement synthétisée, selon un mode semi-
conservatif.

Laréplication del’ADN est contrdlée par un sys
teme enzymatique hautement spécialisé |l faitinter-
venir, entre autre, une famille d enzymes clef : les
DNA polymérases et des petites molécules d ARN
composéesde 5 a 10 nucl éotides ou amorces (primer)
synthétisés par la DNA primase & qui initient la syn-
thése au niveau des réplicons. Cette étape physolo-
gique transposée au laboratoire, est a la base de la
techniqgue damplification in vitro de I'ADN
(Polymerase Chain Readtion : PCR) (Fig. 6).

Au cours de la réplication de I’ADN, d autres
enzymes sont essentidles commelaDNA hélicase ou
laDNA ligase. Certaines, commelaDNA topoisomé-
rase, condtituent ains des cibles thérapeutiques pour
lachimiothérapie des cancers (Fig. 7). La connassan-
ce d'autres protéinesimpliquées dans laréplicationde
I’ADN au cours du cycle cdlulaire, (comme le
Proliferating Cdl Nuclexr Antigen : PCNA ou le
Ki67), apermisde développer apartir de cespratéines
des marqueurs dela prolifé&ation cellulaire (Fig. 8).

La régulation du cycle cédlulaire dépend de diffé-
rentes voies signalétiques intervenant essentielle-
ment entre les phases G1 et S. A ce niveau, le cycle
est schématiquement régulé par dégradation ou
induction de cyclines. Les inhibiteurs de cyclines
(CDKIs) peuvent inhiber le cycle cellulaire en
réponse a de nombreux signaux impliquant des
génes majeurs comme p53 (protéine du géne TP53)
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Cytoplasme

Figure 4: Synthése des protéines

Figure 5a: Phases du cycle céellulaire
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G2=Cellule 4N FO= Fragment d OKAZAKI
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Figure 5b: Réplication de I’ ADN
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Figure 6: PCR (polymerase chain reac -
tion)

Figure7: Cyclecellulaire et anticancéreux
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A

Figure 8 : Marqueurs du cycle cellulaire. Marquarge en Immunohistochimie. A= PCNA - B=Ki67

Figure 8 bis. Cycle céellulaire
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ou pRB (protéine du géne RB1). Ces inhibiteurs de
kinase peuvent étre regroupés en 2 grandes familles:
les CIP/IKIP (p21, p27, p57) capables d'inhiber
toutes les cyclines de la phase G1 et les inhibiteurs
de la famille INK4 (p15, p16, p18, pl9) inhibant
seulement les cyclines D (CDK 4 et CDK 6) (Fig.
8his).

Une enzyme, appelée télomérase, est spécialisée
dans la réplication de I'’ADN au niveau des télo-
meéres. Les télomeres sont des structures situées aux
extrémités des chromosomes de toutes les cellules
eucaryotes. Ces structures ont été séguencées chez
I"homme. Elles se présentent sous forme d’ héxanu-
cléotides (TTAGGG) répétés en tandem. Latélomé-
rase est une nucléoprotéine constituée de I’ associa-
tion de sous-unités codées par le gene hTR (human
Telomerase RNA) (3926.3) pour la matrice ARN et
par le géne hTRT (human telomerase reverse trans-
criptase) (5p15.33) pour la sous-unité catalytique de
la composante protéique.

Au coursdeladivision cellulaire, une diminution de
la taille des séquences des télomeéres est observée
dans les cellules normales somatiques. Cette réduc-
tion de la taille tdlomérique est liée au probléme de
«fin de réplication». Au bout d’ un certain nombre de
divisions, les télomeres vont atteindre une taille cri-
tique qui est corrélée avec la mort physiologique de
la cellule (horloge biologique). D’ou I'implication
des télomeéres dans le phénomeéne de sénescence.

En revanche, dans les cellules a division “infinie’
(cellules souches, certaines cellules cancéreuses), la
taille des télomeéres est stabilisée par une enzyme: la
télomérase. 1l s'agit d’une ribonucléoprotéine dont
la partie ARN a éé séguencée récemment chez
I"homme Une fraction de cette séquence, qui est
complémentaire de la structure primaire des télo-
meres humains, sert de matrice a la télomérase pour
la synthése des extrémités télomériques. Le maintien
de lataille des télomeres est une étape critique dans
I"immortalisation des cellules.

L’ activité de la télomérase a éé détectée, selon la
méthode TRAP-PCR, dans un grand nombre de can-
cers d'origine humaine. En revanche, elle reste
absente dans les tissus somatiques normaux. A I'is-
sue de ces résultats, |a détection de |’ activité de la
télomérase pourrait constituer un marqueur intéres-
sant dans le diagnostic de certainestumeurs (Fig. 9).
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1. ORGANISATION DU GENOME

Une seule cdlule humaine contient dans son ADN
environ 3 milliards de pares de nucléotides (ou
paires de bases :pb) (3x109 pb ou 3 millionsdekilo-
base (kb) ou 3000 mé&gabases (Mb)) (Fig. 10). On
peut aind estimer lalongueur physique d' un filament
dADN aenviron 2,2 m. Ceci impligue une structure
ocomplexede repliement de I’ADN au sein du noyau
cellulaire Chez les eucaryotes, I’ADN et sesprotéines
associées (histones) forment la chromatine dont la
structure a &é comparée a celle d' un collier de perles
(nucléosomes). Chegue nucléosome est formé de 8
protéines de type histone entourées d un 3/4 de pira-
led ADN (soit environ 140bases). Cefilament, ponc-
tué de nucléosomes, présente encore une spiralisation
& méme une superspiralisation sous forme de solé-
noide engendrant des filaments plus gros encore (Fig.
11). Cette gtructure plus ou moins condensée de la
chromatine est corrélée aux activités fonctionnelles
des génes. Le plus haut niveau de condensation est
obsevé au cours de la division cellulaire & corres-
pond aux chromosomes alors visibles en microscopie
optique. L es chromosomes possedent alors 2 chroma-
tides reiées au niveau du centromere, constriction
(primaire) du chromasome et des extrémités appel ées
tdomeéres. Chague chromosome présente deux bras :
un long () et un court (p) separés par le centromére
(Fig. 12).

Latechnigque du caryotype permet de reconnaitre les
chromosomes les uns des autres, de les classer par
taille et d'identifier des remaniements chromoso-
miques, en fonction d'un marquage chimique des
chromosomes, sous forme de bandes perpendicu-
laires al’ axe de leurs chromatides. (Fig.13).

Le caryotype normal présente 46 chr omosomes clas-
S5 en 1 paire de chromosomes sexuels, les gono-
somes, identiques chez la femme (XX) et différents
chez I'homme (XY) & 22 paires de chromosomes
(clasés de 1 & 22) identiques chez les 2 sexes, les
autosomes (Fig. 13 bis). Le caryotype nécessite une
éape de aulture oellulaire &in de bloguer, par la cal-
chidne, les cdlules pendant I’ étgpe de métgphase de
ladivison cdlulare ou mitose. Saules des anomalies
chromosomiques majeures sont détectées par le
caryotype. La majorité des mdadies génétiques non
dysmorphiques et des dtérations génétiques prédispo-
santesaux maladies communessont dues ades altéra-
tions génomiques ponctuelles non détectables par



Figure 9 : Téomeres et télomérase
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Figure 10 : Taille des génomes modeles

Figure 11: Structure de I’ ADN

712



Télomeére

== gatellite chromosome X

«banding»
nomenclature
internationale

== bras court p

N bandes Q et G
=— centromere o
positives
bandes R négatives

constriction
secondaire
bandes Q et G
négatives
bandes R positives
bras long q
e TElOMére
chromosome type standard index centrométrique =c = p

p+q
chromosome 1 = 48,6

chromosome 21 = 28,6

Figure 12: Chromosome

Figure 13: Techniques du caryotype
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Laliste suivanteillustre I’ emploi de lanomenclature [International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN 1985)] dans
les principaux types d’ anomalies chromosomiques humaines.

46, XX

46, XY

47 XXY
47, XY,+21

13p
13q
13014
13g14.2

20-

del(2)
del(2)(021Eqter)
inv(4)
inv(4)(p11g21)

dup(1)
inv dup(2)
inv dup(2)(p23E24)

r(13)

i(Xq)

dic(Y)

idic(X)

t(2;5)

t(2q - ;50+)
(2,5)(921;931)

der(2)
t(13g140q)

ins(5)

Caryotype féminin normal a 46 chromosomes (deux chromosomes X)

Caryotype masculin normal a 46 chromosomes (un chromosome X et un chromosome Y)
Caryotype & 47 chromosomes (deux chromosomes X et un chromosome Y)

Caryotype a 47 chromosomes (un chromosome X et un chromosome Y) dont un chromosome
21 supplémentaire (trisomie 21)

Bras court d’'un chromosome 13

Bras long d’un chromosome 13

Région 1, bande 4 du bras long d’ un chromosome 13

Région 1, bande 4, sous-bande 2 du bras long d’ un chromosome 13

Perte d’'un segment du bras long d’un chromosome 2

Délétion sur un chromosome 2

Délétion terminale (ter) du chromosome 2, avec point de cassure dans larégion 2, bande 1 du braslong (2g21)
Inversion sur le chromosome 4

Inversion péricentrique : inversion sur le chromosome 4, entre les deux points de cassure dans

larégion 1, bande 1 du bras court (4p1l) et larégion 2, bande 1 du bras long (4g21)

Duplication sur un chromosome 1

Duplication inversée sur un chromosome 1

Duplication inversée dans larégion 2 du bras court d'un chromosome 2, avec points de cassure

dans les bandes 3(2p23) et 4(2p24)

Chromosome 13 en anneau (du a deux délétions)

Isochromosome pour le bras long de I’ X

Chromosome Y dicentrique

Chromosome X isodicentrique

Translocation réciproque entre un chromosome 2 et un chromosome 5

Transl ocation réciproque entre les chromosomes 2 et 5, raccourcissant le bras long du 2 et rallongeant celui du 5
Trand ocation réciproque entre un chromosome 2 et un chromosome 5, avec points de cassure danslarégion
2, bande 1 du bras long du 2 (2¢21)

Chromosome dérivant du chromosome 2

Translocation robertsonienne : fusion centrique équilibrée entre les bras longs des chromosomes 13 et 14.
Il en résulte un chromosome unique

Insertion dans un chromosome 5

ins(5 ;2)(p14 ;q22932) Insertion directe dans le bras court du chromosome 5 au niveau de la région 1, bande 4 (5p14), d'un frag

fra(X)(gq27.3)

ment provenant du bras long du chromosome 2 et limité par des cassures en région 2, bande 2 et région 3,
bande 2

Site fragile : chromosome X avec un point de cassure dans larégion 2, bande 7, sous-bande 3 de

son bras long (Xq27.3)

Figure 13 bis: Nomenclature des chromosomes et des principales anomalies chromosomiques
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Figure 13: Technique du caryotype

L égende : coloration des chromosomes en bandes
Q : Quinacrine

G : Protéolyse + Giemsa

R : Chaleur + Giemsa

C : Traitement ionique + Giemsa
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le caryotype. De nouvelles techniques de marquage

des chromosomes direccement sur coupes tissulaires
(FISH) ou in vitro (CGH) (Fig. 14) ont été dévdop-
pées ces derniéres années et pemettent d’étudier des
remaniements chromosomiques sur des populations
cellulaires hétéogénes comme le sont les tumeurs.

Les séquences d’ADN congituant le génome
humain sont hétérogenes. Cette séquence est structu-
rée & 30% en unités fonctionnelles appel ées genes et
a 70% en séquences extragéniques dont la fonction
n'est pas connue au Moins pour une partie d entre
eélles. Elles ne sont pas vitales car elles ont été élimi-
nées du genome de certaines especes animales ou
végétales (especes a génome condensé). Cet ADN
“non fonctionnel” extragénique est congtitué a envi-
ron 20% de séguences répétitives, comme I’ADN
satellite, riches en paires G-C ou en paires A-T. Cet
ADN répétitif contient des séquences variables
(polymorphiques) et spécifiques de régions chromo-
somiques qui peuvent servir de marqueurs pour éta
blir des cartes génétiques (Fig. 15).

Le géne peut ére défini comme un segment de
I’ADN correspondant & une unité de I’information
génétique dont la séguence correspond & une protéi-
ne qui en asurea la fonction. Récemment, J.
Weissenbach a suggéré que le génome humain
contiendrait vraisembl ablement environ 56000
génes et non 100000 comme les premiéres estima
tions le laissaient penser. Au total, I’ ADN intragé
nique codant (exonique) pour des protéines ne
représenterait que moins de 10% du génome
total. L'importance de I’ADN non codant ne doit
cependant pas étre sous estimé car il joue proba-
blement un réle essentiel dans le régulation de
I’expression de I’ ADN codant.
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