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FICHE 1

STRUCTURE ET EXPRESSION D'UN GÈNE EUCARYOTE

CODANT UN ARNm ET UNE PROTÉINE

Un gène eucaryote à ARNm comporte une séquence codante bordée de séquences de

régulation. Ces dernières servent de signaux de début ou de fin de transcription du gène par

l'ARN polymérase II. Certaines de ces séquences (p. ex. la TATA box du promoteur) sont

reconnues par des protéines appelées "facteurs de transcription généraux" car elles assistent

cette enzyme dans les étapes d'initiation et d'élongation de la transcription.



D'autres séquences d'ADN
1
 sont reconnues par des "facteurs de transcription spéci-

fiques" qui modulent l'expression des gènes dans l'espace (selon le type de cellule), dans le

temps (au cours du développement) et/ou sous l'effet de stress. L'agencement de ces protéi-

nes sur l'ADN déclenchera ou inhibera la transcription du gène.

La séquence codante est constituée d'exons et d'introns. Ces deux types de séquences sont

transcrites (transcrit primaire), mais les introns sont éliminés lors de l'épissage. L'ARN est

d'abord modifié en 5'-P (addition d'une coiffe) et en 3'-OH (addition de nucléotides à adéni-

ne), puis épissé (élimination des introns) avant d'être transporté dans le cytoplasme. Là, les

ribosomes se fixent sur l'ARNm (ARN messager) et, par l'intermédiaire des ARNt (ARN de

transfert), l'ARNm est traduit en le polypeptide correspondant.

1. Elles peuvent se trouver en aval et/ou en amont de la séquence codante.

DENIS TAGU



FICHE 2

PARAMÈTRES DE DESCRIPTION D'UN GÉNOME

Paramètres
1

c Quantité d'ADN par noyau 2C : de l'ordre du picogramme (1 pg = 10~1 2 g).

e Longueur totale de l'ADN : exprimée en paire de bases (pb), en kilopb (kpb), en

mégabases (1 Mb = 106  pb).

. Pourcentage en G + C : pourcentage de bases cytosine et guanine dans une séquence

d'ADN connue.

« Diamètre de l'ADN : 20 A. Un morceau d'ADN de 1 A de longueur a une masse de

193/6.10
2 3

 g.

o 1 paire de bases a une masse de 660/N, soit 660/6. 102 3 g.

Grandeur de différents génomes1

» Virus (ADN ou ARN) : de 103 à 105 pb, soit de 1 à 100 um déroulé.

° Bactéries : 106  à 107  pb, soit environ 1 mm.

. Levure: 1,2.1 0
7
 pb.

c Plantes supérieures :

-  noyau : de 108  à 10 1 0 pb, soit environ 1 m. La ploïdie est généralement de 2 et

l'hérédité de type mendélienne.

-  mitochondries : de 1,8 à 6. 105 pb. La longueur est très variable. La ploïdie est non

déterminée et l'hérédité est de type cytoplasmique, maternelle.

-  chloroplastes : 1,5. 105 pb, soit 50 um. La ploïdie est de l'ordre de lOx par chloro-

plaste et il y a de 10 à 100 chloroplastes par cellule. L'hérédité est de type cytoplas-

mique, maternelle.

« Homme :

-  noyau : 3.109  pb, soit 1 m.

-  mitochondries : 16 à 20. 10
3
 pb.

Les trois types de séquences du génome nucléaire1

e Séquences "uniques" : une copie ou quelques copies par génome haploïde (on parle

alors d'une petite famille multigénique, p. ex. les gènes codant pour les protéines de réser-

ve des Graminées). Ces séquences comprennent des gènes de protéines et des transpo-

sons.
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. Séquences moyennement répétées : de 1 000 à 100 000 copies par génome. Elles

comprennent les gènes codant pour les ARN ribosomiques (ARNr), ARN de transfert

(ARNt), éventuellement des gènes de protéines.

• Séquences hautement répétées : de 100 000 à 1 000 000 de copies. Ces séquences ne

sont pas des gènes et peuvent être ou non transcrites. Leur rôle est peu connu (p. ex.

l'ADN satellite).

Données actuelles sur les génomes

De nombreux génomes procaryotes et eucaryotes ont été séquences ou sont en cours de

séquençage (voir Fiche 3). Le tableau suivant donne quelques exemples de paramètres phy-

siques de génomes.

Taille (pb) Nombre
de gènes

Eubactéries Agrobacterium tumefaciens 4,8.10e  4554

Bacillus subtilis 4,2.10 e 4100

Buchnera species 0,6.10 e 564

Enterococcus faecalis 3,2.10 e 3 334

Escherichia coli 4,6.10 e 4 288

Haemophilus influenzae 1,8.10 e 1709

Helicobacterpylori 1,6.10 e  1566

Lactococcus lactis 2,3.10 6 2 566

Listeria monocytogenes 2,9.10 e  2 855

Mycoplasma genitalium 0,5.10e  480

Pseudomonas aeruginosa 6,2.10 e 5 565

Salmonellafyphi 4,8.10 e  4 600

Sinorhizobiummeliloti 6,7.10e  6 204

Streptomyces coelicolor 8,6.10 e 7 848

Xylella fastidiosa 2,6.10 e 2 766

Yersinia pestis 4,6.10 e 4 008

Archébactéries Aeropyrum pernix 1,7.10 e 2 694

Archaeoglôbus fulgidus 2,1.10e 2 407

Halobacterium species 2,0.10 e 2 058

Methanobacterium thermoautotrophicum 1,7.10 e 1 869

Methanococcus jannaschii 1,6.10 e 1 715

Pyrobaculum aerophilum 2,2.10 e 2 605

Pyrococcus abyssi 1,7.10 e 1765

Sulfolobus solfataricus 2,9.10 e 2 977

Thermoplasma acidophilum 1,5.10e  1478



Taille (pb) Nombre
de chromosomes

Nombre
de gènes

(estimation)

Eucaryotes Arabidopsis thaliana 125.10e 5 25 500

Caenorhabditis elegans 97. 10 6 6 19 000

Drosophila melanogaster 140.10 e 4 13 600

Encephalitozoon cuniculi 2.9.10 e 11 1 997

Homo sapiens 3 100.10 6 21 35 000

Oryza sativa 420.10 e 12 40 000

Saccharomyces cerevisiae 12.10 6 16 6 100

Brin codant, brin sens : quelques définitions

L'ADN est constitué de deux brins antiparallèles et complémentaires. Lors de sa trans-

cription en ARN, seul un des deux brins est lu et copié par l'ARN polymérase. Le brin d'ARN

obtenu est donc complémentaire du brin d'ADN matrice qui a servi de copie. Par définition,

ce brin d'ADN matrice est appelé antisens ; l'autre brin, qui a la même séquence que

l'ARNm, est le brin sens.

L'ARNm est ensuite lu et décrypté en protéine : c'est la traduction. Par convention, la

séquence d'ADN identique à l'ARN (donc le brin sens) est appelé brin codant ; l'écriture d'un

gène sur le papier correspond au brin codant dans son orientation 5'-P vers l'extrémité 3'-

OH.

1. D'après Francis Quétier

DENIS TAGU
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FICHE 3

SÉQUENÇAGE DE GÉNOMES ENTIERS

La connaissance de la structure d'un génome dans son entier peut passer par son séquen-

çage. Cependant, la taille des génomes étant de plusieurs millions de bases (ou mégabases,

voir Fiche 2), il est nécessaire de coupler les approches de biologie moléculaire et d'infor-

matique pour pouvoir gérer ces millions de données.

On distingue deux méthodes de séquençage des génomes entiers. Dans les deux cas,

l'ADN génomique est tout d'abord fragmenté par des méthodes soit enzymatiques (enzymes

de restriction), soit physiques (ultrasons) :

c la première méthode de séquençage, dite par ordonnancement hiérarchique, consiste

à classer les fragments génomiques obtenus avant de les séquencer ;

e la seconde méthode, dite globale (ou whole-génome shotgun), néglige la phase pré-

alable de tri et propose de séquencer dans le désordre chacun des fragments génomiques.

La puissance de la bioinformatique permet dans un second temps de réordonner les frag-

ments génomiques par chevauchement de leurs séquences communes.

La principale différence est que l'ordonnancement hiérarchique essaie d'aligner un jeu de

clones de grande taille (~ 100 kb) alors que, dans la méthode globale, le génome entier est

réduit en fragments de petite taille, séquences puis alignés.

Ordonnancement hiérarchique

L'ADN génomique est, après extraction, fragmenté, généralement par des procédés de

sonication, en fragments maniables (c'est-à-dire clonables dans des grands vecteurs) de 50

à 200 kb, puis clone dans un vecteur adapté comme les chromosomes artificiels bactériens

(ou BACs, voir Fiche 8). Le nombre de clones doit permettre une redondance (une repré-

sentation) de 5 à 10 fois le génome total. Le chevauchement et l'ordonnancement des clones

est alors réalisé soit par hybridation de sondes spécifiques (marqueurs moléculaires), soit par

analyse des profils de restriction, soit plus fréquemment par un ordonnancement après

séquençage et hybridation des extrémités des BACs (500 à 600 bp). Après avoir effectué cet

ordonnancement des clones (donc des fragments génomiques), les clones sélectionnés sont

individuellement fragmentés, séquences et assemblés par informatique (alignements).

Les avantages de l'ordonnancement hiérarchique sont de deux ordres : (i) une plus gran-

de facilité d'assemblage des séquences grâce aux données des cartes physiques, génétiques

et aux chevauchements des BACs ; (ii) une ouverture vers un travail en collaboration entre

plusieurs laboratoires, chacun séquencant une région de chromosome. L'inconvénient

majeur est la présence, à la fin, de portions d'ADN absentes de l'analyse à cause générale-

ment des difficultés de clonage dans E. coli de certaines séquences répétées très fréquentes.
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Méthode globale

E s'agit d'une méthode de séquençage "au tout venant" d'ADN génomique fragmenté,

mise au point par le groupe privé Cèlera Genomics sur des génomes bactériens, puis sur le

génome de la Drosophile et enfin sur les génomes de l'Homme et de la Souris. Les étapes

sont les suivantes : de deux à trois banques de fragments d'ADN aléatoires de tailles diffé-

rentes sont réalisées. De nombreux clones sont séquences puis assemblés. La séquence tota-

le est réalisée à force de recouvrements et d'assemblages.

Les avantages par rapport au séquençage hiérarchique sont la rapidité et le faible coût.

L'inconvénient reste le problème d'assemblage, notamment en raison de la présence impor-

tante de séquences répétées, particulièrement dans les génomes de mammifères.

Séquençage et assemblage

Pour les deux approches décrites précédemment, le séquençage et l'assemblage des frag-

ments se font de la même manière. Le principe de séquençage repose sur la méthode de

Sanger (voir Fiche 23). Le séquençage d'un génome entier nécessite des séquenceurs d'ADN

particulièrement performants, ainsi que l'assistance de robots capables de réaliser des

milliers de pipëttages et réactions enzymatiques d'une manière automatisée.

Après la récupération des données brutes du séquençage, il faut assembler les séquences

afin de reconstituer la séquence initiale. Ainsi, toutes les séquences obtenues doivent être

ordonnées les unes par rapport aux autres par la mise en évidence de recouvrements (extré-

mités chevauchantes), c'est-à-dire des régions terminales présentant un enchaînement de

nucléotides identiques (aux erreurs de séquençage près). Lorsque deux séquences se che-

vauchent, elles sont contiguës et forment ce qu'on appelle un "contig" qui désigne deux ou

plusieurs fragments chevauchants. Le but du projet est d'aboutir (par recouvrements succes-

sifs de l'ensemble des contigs) à un contig unique correspondant à la séquence totale de la

molécule d'ADN analysée (un chromosome). Le taux d'erreur peut approcher 1 %, sachant

que certaines portions (comme les zones répétées) sont plus délicates à séquencer.

L'obtention d'une séquence qui couvre 100 % d'un génome est particulièrement coûteuse.

C'est pour ces raisons que l'on qualifie de "brouillon" (working draft) certains génomes en

voie d'achèvement de séquençage.

Annotation

L'annotation est l'étape finale : elle est basée sur un travail de bioinforrnatique à partir des

séquences obtenues et alignées. Elle consiste à : (i) localiser les régions codantes (gènes) ;

(ii) déterminer la direction de la transcription ; (iii) définir les protéines encodées avec des

indications de structure et de fonction ; (iv) identifier les familles de gènes (paralogie1 ).

1. Les gènes qui présentent un taux élevé de similarité et qui dérivent donc vraisemblablement d'un même gène

ancestral sont qualifiés de paralogues.

FRÉDÉRIQUE BARROY-HUBLER
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FICHE 4

ENZYMES DE RESTRICTION

Les enzymes de restriction sont d'origine bactérienne. Elles ont la particularité de couper

les molécules d'ADN bicaténaire (ou double brin) à des sites spécifiques de la séquence : ce

sont des endonucléases. Chaque enzyme de restriction reconnaît et coupe une séquence

nucléotidique donnée. Le nom des enzymes de restriction provient du nom de genre et

d'espèce de la bactérie dont elles ont été isolées.

11 existe trois types d'enzymes de restriction. Les types I et i n sont des protéines com-

plexes coupant l'ADN bicaténaire en dehors de leur site de reconnaissance. Les enzymes de

restriction de type H sont les outils indispensables au génie génétique. Elles reconnaissent

une séquence spécifique de 4, 6 ou 8 pb et coupent à l'intérieur de cette séquence, appelée

site de restriction. Une particularité de ces sites est qu'ils sont généralement palindromiques,

c'est-à-dire que la même séquence est lue sur les deux brins, mais en sens inverses l'un de

l'autre.

De très nombreuses enzymes de restriction sont disponibles dans le commerce. Elles sont

généralement fournies avec leur tampon de réaction et la température optimale d'activité est

indiquée. Il est possible de digérer un même fragment d'ADN par deux enzymes de restric-

tion différentes. Si elles fonctionnent dans des conditions analogues (concentration en sels,

pH, température...), les deux digestions se déroulent simultanément. Sinon, le fragment

d'ADN doit être digéré par les deux enzymes successivement, en changeant entre les réac-

tions enzymatiques les conditions de l'expérience.

Les enzymes de restriction utilisées coupent dans la séquence selon deux modes :

« coupure franche : sont obtenues des extrémités franches par coupure au même endroit

sur les deux brins. Exemple : l'enzyme Hae TE isolée de Haemophilus aegyptius coupe

l'ADN double brin au niveau de la séquence GG/CC.
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