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Figure 1.1 5chéma de I'acide désoxyribonuciéigue {ADN]. A. ADN
en structure double hélice onentée sens et antisens en &' phospho-
ryl& et 3 hydroxylé, G : guanine ; A : adénine ; T : thymine ; C : cyto-
sine ; 5 : désoxyribose (sucre); P ;. acide phosphorigque, B. Deux
ligisons hydrogéne relient A & T (A=T) et trols liaisons hydrogéne
rellent C & G (C=G).

Les deux chaines d'ADN forment une hélice en éra-
blissant au niveau de leurs bases des liaisons de faible
énergie, les liaisons hydrogénes, Par ailleurs, les deux
chaines d’'ADN sont complémentaires. En effer, les liai-
sons hydrogénes se forment selon les regles d'apparie-
ment suivantes :

® la base « A » est associde avec la base « T » par deux liai-
sons hydrogénes (A=T) ;

® |a base « G » est associée avec la base « C » par trois liai-
sons hydrogénes (G=C).

Cette régle fondamentale est 4 la base des principales
techniques de biologie moléculaire.

Chaque brin d’ADN posséde une extrémité 5'-phosphate
ct une extrémité 3-hydroxyle. Par convention, une
orientation a éé définie de l'extrémicé 5 vers I'extrémiré
3" (5'=3"). Les deux brins sont orientés en sens opposé :
on dit qu'ils sont antiparalléles, Les liaisons hydrogenes
étant de faible énergie, il est possible de séparer les deux
brins d'’ADN par chauffage ou par traitement chimique
(par la soude, par exemple) : on parle alors de
dénarurarion.

Cetre séparation est réversible et la réassociation s ap-
pelle la renaturation ou hybridation (elle peut se faire
ADN/ADN ou ADN/ARN}.

Sur le plan structural, 'ADN existe sous trois princi-
pales formes hélicoidales diftérentes : A, B (la plus fré-
quente) et £ (la plus rare), selon la séquence et la
concentration ionique du milieu. Ces trois structures se
différencient schématiquement par une torsion, un
enroulement et une orientation différente et donc une
accessibilité plus ou moins importante des bases.

Structure de I'acide ribonucleique (ARN)

Lacide ribonucléique (ARN) se distingue de 'ADN par

son sucre, le D-ribose, et differe d'une base pyrimidique,

'uracile (U) au lieu de la thymine (T) de structure pro-

che. Uuracile s'apparie 4 'adénine et forme deux liaisons

hydrogénes avec elle (A=U),
[l existe trois grands types 'ARN :

® 'ARN messager (ARNm) : il provient de la transerip-
ion de 'ADN. Il sert de matrice pour la traduction en
protéine ;

® 'ARN de transfert (ARN) : il véhicule les acides ami-
nés vers les ribosomes au cours de la traduction (on
parle alors d’ARNt-aminoacyl). Chaque acide aminé
fixé sur 'ARNt est associé 2 un anticodon complé-
mentaire du codon correspondant (un acide aminé
pouvant avoir plusieurs anucodons — voir le code
ecndtique) ;

® 'ARN ribosomal (ARNrr) : il s'associe 4 des complexes
protéiques pour former le ribosome qui servira de
support pour la synthése des procéines lors de la
traduction,
[DYautres ARN jouent un réle important. Nous les

citerons briévement :

®les petis ARN nucléaires de 100-190 pb (small
nuclear RNA, snRNA) impliqués dans I'épissage du
pré-ARNm et la maturation de 'ARNr;

i3 2006 Elsevier SAS. Tous droits réservis
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m es petits ARN nucléolaires d’environ 100 ph (smmall
nucleolar RNA, snoRNA) impliqués dans les modifica-
tions et la maturation des ARNr ;

W les introns du groupe 1 (growp [ intron), ARN aux capa-
cités d'auto-épissage présents dans les ARN 285 ;

Bles microARN (microRNA, miRNA), ARN non
codant d'environ 22 pb. Ces ARN interviennent dans
la régulation post-transcriptionnelle er de la traduction ;

W les petits ARN d'interférence (small interfering RNA,
siIRNAJ, ARN issus d'ARN double brin et jouant un
role dans la dégradation ’ARN dont ils sont complé-
mentaires (voir le chapitre sur l'interférence d’ARN).
Les structures différentielles de F'ADN er de 'ARN

sont résumées dans le ableau 1.1.
Code génétique

La structure primaire de FADN (succession des bases le
long de brin de I'hélice, appelée encore séquence de
I'ADN) porte l'information génétique er constitue le
génome,

Linformarion génétique des parties dites codanres est
décryprée puis traduite en protéine dont le squelerte est
constitu¢ d'acides aminés. Il n'existe que 20 acides ami-
nés pouvant étre intégrés au sein des protéines, Ceci
impose que l'enchainement des bases constituant la
séquence soit lu par triplr:t, une lecture en doublet ne
donnant que 16 combinaisons pussEHfs (4%). Le rriplv:t
de base (appelé aussi codon) code donc pour un acide
aminé, molécule de base composant les protéines. La
relation triplet/acide aminé porte le nom de code géné-
tique {tableau 1.2). Le nombre de codons pnssiHc.s
4* (soit 64) étant plus important que le nombre d'acides
aminés existant (20 acides aminés), le code génétique
permettant d'interpréter la relation entre un eripler et
l'acide aminé correspondant est dit dégénéré,

Ce terme signifie que plusieurs codons codent pour le
méme acide aminé, Deux acides aminés seulement pos-
stdent un seul codon, la méthionine et le tryprophane.

En sus des triplets codant pour les acides aminés, il
existe :

Tableau 1.1. Différence structurale
entre I'ARN et I'ADN

Constituants ARN (simple brin}) ADN (double brin)
Sucre Ribose Désoxyribose
Acide Phosphorique

Bases
Puriques Adénine (A)

Guanina (G}
Pyrimidiques Cytosine (C)

Uracile (L) Thymine (T)

Chapitre 1 GENERALITES 5

® un codon initateur ATG a partir duquel commence la
traduction (signal d'initiation de la traduction) et qui
code aussi pour un acide aminé, la méthionine (appelée
encore méthionine initiatrice quand il s'agit du codon
correspondant au signal de débur de la traducrion) ;

® rrois codons particuliers, les « codons-stop » (TAA,

TAG, TGA), signaux de fin de traduction.

La succession de plusieurs codons sur 'ADN définit la
partie codante d'un géne. Les codons seront traduits en
acides aminés donr ["association formera le « squelerte »
d'une protéine. Le tableau 1.2 rappelle le code générique
chez I'ére humain.

Biais de codon - Variantes du code
généetique

Le code génétique est universel. Néanmoins, selon les
espéces, on observe un biais d'utilisation des codons, un
ou plusieurs codons pour un méme acide aminé (codons
synonymes) érant plus urtilisés que dautres (rableau 1.3).
Certe sélection des codons est le plus souvent corrélée a
I'efficacité de I'expression des génes.

Description générale du genome humain
Génome humain

Le génome humain est constitué¢ de deux génomes dis-
tincts, le génome nucléaire situé dans le noyau de la cel-
lule (souvent appelé par défaut le génome humain) et le
génome mitochondrial localisé dans les mitochondries.
Dans le noyat, le génuml: humain est constitué d'envi-
ron 3,2 milliards de paires de nucléotides (on dir aussi
paires de bases, pb). Le nombre de génes codant pour
des protéines n'est pas connu avec précision. Il est estimé
actuellement entre 20 000 er 25 000, Ce nombre n'in-
clur pas les génes codant pour des ARN non codant (tels
que les ARN de transfert, ribosomaux, les microARN et
les petits ARN nucléolaires, snoARN). Evénement
majeur dans I'histoire de I'humanité, la publication de la
quasi-totalité du génome humain date de février 2001, A
ce jour, on connait la succession des nucléotides sur
99 % du génome humain. La quasi-totalité du génome
a éré identifiée en 2003 (annonce du 14 avril 2003).
Mais le décryprage du génome humain est encore loin
d’érre réalisé,

De maniére simplifiée, sur le génome, on peurt distin-
guer la partic codante de 'ADN constituée des gines
puis les pseudogénes er les séquences non codantes
(figure 1.2). Seule une faible partie du génome (environ
5 %) code pour des protéines. Une partie minime (envi-
ron 0,5 %) est constituée de pseudogénes. Le reste du
génome est constitué d'introns et ' ADN intergénique.
Par ailleurs, I'érude de la répartition des génes a monuré
que leur densité est trés variable d'un chromosome i
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Tableau 1.2. Code génétigue

2
[ v | © I 2 [ |
u uuL Phe ucu Ser UAL Tyr UGl Cys u
uuc ucc LUAC UGC Cc
LA Leu LICA LIAA Stop UGA Stop A
UuG UCG UAG L JuGG| | T G
CCu Pro CAL His CGU Arg u
CcCcC CAC CGC [
CCA CAA Gin CGA A
CCG ___| cag | cGG G
ACL Thr AAL Asn AGU Ser U || ~e—
ACC AAC AGC c
ACA AAA Lys AGA Arg A
ACG AAG AGG G
GCU Ala GAU Asp GGU Gly u
GCC GAC GGC Cc
GCA GAA Glu GGA A
GCG GAG GGG G

Mode d emplol du tableau @ on ddsing par exemphe connaitre I'acide aminé corréspondant au codon ACU (ACT sur I"ADNL On procéde comme suit ; on prend
la colonne 1 & gauche (exemple &), puis 13 Bgne 2 du miliew (exemple C) puis la colonne 3 (exémple U). L'intersection des trois donne ACU soit Thr (thréaonine).

Introns, promoteurs et pseudogénes
rEI
25 %

__’l Séquences codantes et réglons de régulation

"has oaf
int. Rl \§
75 %4 1> LINE
1
nQHEFS
T e \

_I Transpasnns

[5 ,.] Satellites

T
“[mF-L »—1%  Mini-satellites
| i3 % 3 Micro-satellites

Génome

humain

Figure 1.2 Composition générale du génome humain. Le pourcentage représente la quantité de séquences par rapport a la séquence totale
connue du génome. Génes & relat : génes et séguences associées ; Int. R ; régions intergéniques ; Un. : séguences intergénigues unigues ;
Rep. : séquences intergéniques répétitives ; IR ; séquences intergéniques répétitives dispersées | TR : séguences intergéniques répétées en
tandem.

& 206 Elsevier SAS, Tous droits réservis
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Tableau 1.3. Codon(s) « préféré(s) » selon I'organisme

Acide aminé Nombre de Codon(s) préféré(s) chez
codons possibles
Mammiféres Plantes Levures Bactéries Gram + Bactéries Gram —

Alaning 4 GCC GCU GCU GCG GCA
Arginine G AGG, AGA AGA, AGA CGC, CGU AGA
Asparagine 2 AAC AAC AAL AAC AAL
Acide aspartique 2 GAC GAU AL GaL AL
Cystéine 2 UuGC UGC UGU UGC uGe
Acide glutamigue 2 GAG GAA GAA GAA GAA
Glutamine 2 CAG CAA CAA CAG CAA
Ghycine 4 GGC GGA, GGU GGU GGC GGA
Histidine 2 CAC CAU CAU CAC. CAU CAU
Isoleucine 3 ALC AUU AUU AUC AUU
Leucine 6 CuG UUG, Cul UG CuG LA
Lysine 2 AAG AAG AAA AAA AAA
Méthionine 1 AUG AUG AUG AUG AUG
Phénylalanine 2 uuc UL Loy Uuc Ly
Proline 4 ccc CCA CCCA CCG CCU
Sérine 6 AGC ucu LCuU AGC LUCU, UCA
Thréonine 4 ACC ACU ACU ACC ACA,
Tryptophane i UGG UGG UGG UGG UGG
Tyrosine 2 UAC uac LUAC e LAL
Valine 4 GUG GUU GUU GUG GLU
Codon-stop 3 UGA LGA LIAR LIAA, LiAa

Dians la mitochandrie, le codé est modifié : UGA © tryptophane | AUA : méthlonine ; AGA et AGE : codons-stop,

Récemment, deux nouveaus acides aminés alyplgues onl élé décrits

— la sélénocystéine : cet acide aminé a 81é décrit chez les eucaryotes et les procaryotes. Daens certains génes, le codon UGA peul coder pour cel acide amind
en présence d'un complexe traductionnel spécifliqgue. Certaines enrymes par axemple possédent cet acide aming telles gue la formate déhydrogénase ou &

gluthatione peroxydase |

= 13 pyrrolysing © ool aclde amind a &g décril chez certaines bacténes. Le codon UGA peut dans certains cas et 2 ["aide d'un mécanisme spécifique donner

nassance & cel aclde amdnd

Pautre. Par exemple, les chromosomes 17, 19 et 22 sont
relativement riches en génes contrairement aux chromo-
somes 4. B, 13, 18 et Y.

Chromosomes

CADN est compacté dans le noyau en ensembles, les
chromosomes. On distingue 23 paires de chromosomes
dans la cellule humaine, chacun ayant une composition
en séquence caractéristique er donc unique. Vingt-
deux paires sont aussi appr:|—=5::s autosomes et la ?iﬂgb
troisiéme paire est constituée par les chromosomes
sexuels X et Y. Les chromosomes ne présentent pas la
méme taille, le plus petit érant le chromosome 21 et le
plus grand le chromosome 1 pratiquement cing fois
plus gros (tableau 1.4),

Télomeéres

Dans une cellule eucaryote normale, aprés environ 40 i

G0 cycles de réplication, la cellule meurt. Un des méca-

nismes expliquant cette mort naturelle est le raccourcis-

sement des réloméres. Les wéloméres sont les extrémirds

terminales des chromosomes indispensables pour préser-

ver l'intégrité du marériel générique au cours des divi-

sions cellulaires. Leur role est multiple tel que :

® |3 protection de |'extrémité des chromosomes de la
dégradation exonucléolytique ;

® |2 prévention d'une recombinaison chromoesomique
aberrante ;

® [a ségrégarion des chromosomes durant la mitose et la
mdéiose ;

® ['attachement des chromosomes i la marrice nucléaire.
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Tableau 1.4. Taille des chromosomes humains

Chromosome Taille (Mpb)
1 249
2 23T
3 192
4 183
5 174
8 165
T 153
a8 135
9 132
10 132
11 132
12 123
13 108
14 105
15 99
16 84
17 81
18 75
19 69
20 63
21 o4
22 57
X 141
¥ &0

LADN télomérique est riche en séquences répérdes en
tandem (environ 1000 séquences) 3-TTAGGG. Le
télomére se termine par une extrémité 3 simple brin
riche en G. Cette extrémiré est associde 4 des complexes
protéiques formant un chapeau « protecteur ». Par sa
fonction de protection du chromosome, le télomére
empéche la dégradation de lextrémiré chromosomique
et la fusion des extrémités. Lérosion progressive des
extrémités a chaque division cellulaire provoque la perte
de protection des téloméres avec instabilité, fusion des
extrémites, |ensemble aboutissant e plus souvent a
I'apoprose. Les ADDN polymérases habituelles ne pouvant
répliquer efficacement les extrémités 37 des téloméres, il
en résulte une diminution de la longueur des rélomeéres.
A titre d’exemple, en culture cellulaire, on observe une
diminution d'environ 100 pb par division cellulaire jus-
qu'a perte de viabilité des cellules. En effer, de maniére
générale, les cellules somariques normales ne possédent
pas dactivité télomérase aprés la naissance, Cette activiré
est cependant retrouvée dans les cellules 3 renouvelle-
menr rapid{: [fl].l:!'i quc Ii.'S -EL""IJ].ES L{C ]Il I'['I.L“.'“l: O55eUse e
iL"S- ICUE’E]E}'TL'H par t.'KCmP]L'.

Deux classes cellulaires, les cellules de la lignée germi-
nale et les cellules embryonnaires & un stade précoce pré-
sentent cependant un mécanisme protecteur évitant le
raccourcissement des téloméres. Lactivité télomérase
(voir infra) persiste durant la vie intra-utérine dans la
majorité des tissus et est rapidement perdue A la nais-
sance dans les tissus somatiques (sauf les leucocytes et la
moelle osseuse). Une enzyme spécifique appelée télomé-
rase est dédiée a la réplication des télomeres. Certre télo-
mérase est en fait composée d'une sous-unicé
catalytique, d'une transcriprase inverse et d'un ARN ser-
vant d'amorce. Elle participe en association avec un
complexe protéique a la régulation et la réaction de répli-
cation. L'enzvme catalyse l'addition de séquences
TTAGGG aux extrémités 3'. La télomérase compense
ainsi les pertes de séquences qui se produiraient si certe
réplication s'effectuait a partir de la machinerie cellulaire
« conventionnelle ». Son dysfonctionnement peur avoir
des conséquences importantes. Par exemple, dans les cel-
lules somariques ol Pactivité rélomérase est absente, la
maintenance anormale de cette activitd abourir 4 des cel-
lules rendues quasiment immortelles et participe au phé-
noméne de cancérogenése,

Centromeére

En cytologie, sur le chromosome, on reconnait physi-
quement une zone de constriction se traduisant par un
raccourcissement de |'épaisseur de la chromatine. Certe
région est appelée centromére. Ce centromére joue un
role fondamental puisqu’il est le site de fixation des
microtubules de tubuline formés au cours de la division
de la cellule. Cela aboutit 4 l'alignement correct des
chromosomes en métaphase et a la ségrégation correcte
des chromosomes dans les cellules filles au cours de
I'anaphase. Une perte de centromére aboutit 4 une insta-
bilité chromosomique. Plutdt que centromére, terme
utilisé par les cytogénéticiens er cyrologistes, nous parle-
rons de domaine centromérique qui englobe le centro-
meére proprement dit et la région adjacente. Ce domaine
est constitué¢ d’ADN sarellites, ensemble de séquences
répérées comme, par exemple, la famille ADN alphoide,
unités répérées d'environ 170 pb spécifique, de chromo-
somes. Dans cette région, on trouve aussi des rétro-
transposons comme, par exemple, des éléments LI
(rétrotransposons de rype LINE, voir infra).

Variants non pathologiques du génome :
les polymorphismes

Chez Thomme, entre deux individus non apparentds, il
existe de petites variations de séquences, estimées entre | et
2 %, considérées comme non pathologiques, appelées
polymaorphismes. Ces polymorphismes génotypiques peu-
vent se trouver dans des régions codantes ou non codantes

Tous drodes rdservds
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d'un géne ou dans d’autres régions du génome. Au cours
de I'étude de pathologies diverses (maladies génétiques,
cancers) ou dans d’autres cas (épidémiologie bactérienne),
ils peuvent servir de marqueurs. Bien que considérés
comme non pathologiques, dans certains cas, ces polymor-
phismes peuvent avoir un rile fonctionnel et participer
aux mécanismes physiopathologiques (voir le chapitre
« Principes de pathologie moléculaire humaine »).

On distingue schémartiquement deux classes de poly-
morphismes.

Polymorphismes bi-alléliques

Un polymorphisme peut en effer se caractériser par la
présence d'un nucléotide différent sur chacun des deux
chromosomes d'une méme paire (par exemple, A sur un
alléle et G sur 'autre alléle). On parle de polymorphisme
bi-allélique (ou single nucleotide polymaorphism, SNP).

Polymorphismes multi-alléliques

Certains polymorphismes sont de courtes séquences
répét&cs de quclques bases & plusieurs centaines de bases
qui peuvent varier sur chacun des deux chromosomes,
En effet, sur chaque chromosome, le nombre de répéti-
tions peut ne pas érre le méme. On dit qu'il y a hétéro-
zygotie pour le nombre de séquences répérdes. Le
nombre de variations de la séquence pouvant érre diffé-
rent entre deux individus, on parle alors de polymor-
phisme mult-allélique. Schématiquement, parmi les
polymorphismes multi-alléliques, suivant leur taille, on
peut distinguer :
B |es séquences répérdes « simples » : ce sont les mono-,
di-, tri-, térra- et pentanucléotides (par exemple :
[AC] = 5-AC AC AC... répétées n fois). On les
:atppn:]rz le encore STR (short tandem repeats). On estime
leur nombre entre 50 000 et 100 000 copies dans le
génome ;
W les séquences en tandem (variable number of tandem
repeats ou VINTR) : ce sont des unités répérées en tan-
dem, de nombre variable. Parmi ces VINTR, on dis-
tingue schémariquement :
mles SINE (short intersped repetitive nucleotides elements),
courtes séquences répérées de moins de 500 bp ; une
séquence particuliere parmi les SINE mérite une bréve
et schémartique description, la séquence Alu,

mles séquences Alu sont réparties dans le génome au
niveau des introns le plus souvent. En moyenne, on
considére qu'une séquence Alu est présente tous les 4 4
5 kb. En fait, les séquences Alu sont réparties en
groupe, séparées par quelques centaines de bases
d’ADN « non-Alu ». Ces séquences sont composées
typiquement de deux parties homologues « droite et
gauche » distinctes, dérivées d'un gene, le géne ARN
75L,
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mles LINE I[fw:g in:errpfdr repetitive nmucleotides ele-
ments), séquences plus longues de quelques milliers
de bp (environ 6 4 7 kb),

mles ADN « satellites » : on distingue classiquement les
satellices o et . Les satellites ¢ sont situés au niveau
des centroméres. Ce sont des séquences répérées en
tandem, de 171 bp constituant entre | et 3 % des
chromosomes. Les satellites B sont des séquences
répétées en tandem de 68 bp situées dans I'hétéro-
chromatine des chromosomes acrocentriques et du
chromosome 9. Ces séquences sont encore mal
connues.

Définition d'un géne

De maniere générale, un géne est un segment d ADN
contribuant 4 une fonction ou un phénotype. Il consti-
tue un ensemble de séquences nucléiques contenant l'in-
formation nécessaire pour la production d'un ARN
(transcription) et/ou d'un polypeptide ou d'une protéine
[tmducriﬂn] Un géne peut cependam coder pour plu-
sieurs protéines (par exemple, par épissage alternarif) et
peut, dans certains cas, produire des transcrits antisens.
La taille d'un géne est trés variable, de 2000 pb i plus de
2 millions de pb.

Nomenclature des génes humains

La nomenclature des génes est en évolution permanente,
Elle est évaluée par un comité au sein du projer HUGO)
(HUman Genome Organisation), organisme internatio-
nal aidant 4 la recherche sur le génome humain (voir le
chapitre « Sites interner de biologie moléculaire »).

Description générale d’'un géne

Le géne d'un eucaryote est morcelé en fragments
codants, les exons (dont la taille varie en moyenne entre
50 et 200 pb), séparés en général par des séquences non
codantes, les introns. En amont du géne, se trouve une
séquence régulatrice, le promoteur (figure 1.3).

Promoteur

En amont du géne en 5, se trouve la région promotrice
ou promoteur, séquence régulatrice de la transcription du
gene, d'environ 800 i 1 kb. Cette séquence d'ADN,
adjacente au site d'initiation de la transcription, est posi-
ton- et orientation-dépendante. En effet, le promoteur
définit le site d'initation de la transcription et sa direc-
tion. De nombreuses séquences régulatrices de I'expression
sont contenues dans cette région. Elles peuvent étre soit
tissu-spécifiques, soit ubiquitaires dans I'organisme. Dans
ce dernier cas, on parle encore de génes de ménage (bowse-
keeping). Comme exemples de sites régulateurs, on
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Site donneur Site accepteur
d'épissage d'épissage

Site
de polyadenylation

Exon 1 1 T Exon 2 Dernier exon
' GT AG | ;
'n_\,_)
Promoteur intron 1
{ron codant)
ATG Codon-stop
Site d'initiation ;:g
de la traducti
v a traduction TGA v
Site d'initiation AATAA
de la transcription signal

de polyadénylation

Figure 1.3 Organisation générale d'un géne eucaryole. Le géne est
onenté de 5" vers 3'. Les exons sont représentés par des rectangles
et les parties foncées sont les parties codantes au sein des exons,
En amont des esons, se trouve le promoteur et entre les exons se
trouvent les introns.

peut citer la « TATA-box », 3-TATAAA, et le site Spl,
5-GGCGG. Des facteurs protéiques, dits facteurs de
transcription, interagissent entre eux et avec les séquences
régulatrices, modulant de maniére le plus souvent com-
plexe I'expression du géne.

Gene

Un gene est une entité discontinue dans laquelle les par-
ties codantes (trouvées dans les exons) sont en général
sépardes entre elles par des parties non codantes (appe-
lées introns) élimindes au cours de la maturation de
FARNm.

Un géne commence en 5" de 'ADN par une séquence
qui ne sera pas transformée en protéine (partie 3 non
codante du gene, 5'NC). Le débur du gene (situé sur
I'exon 1) nest pas traduit : la partie 3'NC intervient
dans ['initiation de la transcription et la fixation d'un
« chapeau » (capping) 3"-m ' GpppX sur TARN messager,
indispensable pour sa traduction ultérieure.

En 3" de ce site d'initiation (de quelques dizaines i
quelques centaines de bases aprés), le codon ATG signale
le site d'inidiation de la traduction, c'est-a-dire le débur
de la partie codante du géne. Ce site d'imination est sou-
vent présent sur 'exon 1. Il peut cependant étre présent
sur un autre exon. Par ailleurs, cerrains génes contien-
nent plusieurs sites d'initiation de la craduction (sires
alternatifs de traduction). Ces sites alternatifs peuvent
érre par exemple tissu-spécifiques. Puis vient une succes-
sion de séquences, soit codantes er conservées dans
I'ARN (les exons), soit non codantes et éliminées lors de
la transcription (les introns).

En 3" du géne, sur le dernier exon, un des trois
codons-stop TAA, TAG, TGA signale l'arréc de la
rraducrion.

Aprés le codon-stop, se trouve la partie non codante
du dernier exon (3" non codant, 3'NC). Pour un grand

nombre de génes, certe région joue un rdle important,
plus particulierement dans la régulation post-transcrip-
rionnelle du géne en contrdlant par exemple soit sa loca-
lisation dans la cellule, soit sa srabilité ou dans
I'initiation de la traduction. Par ailleurs, la seabilité des
ARNm dans la partie 3’ non codanre est régulée par cer-
taines séquences telles des zones riches en éléments
5" -AU (AU-rich elements, ARE, par exemple la séquence
5-AUUUA).

Dans la région 3'NC, se trouve aussi une séquence,
signal de polyadénylacion : 5-AATAAA. 1l peut cepen-
dant en exister plusieurs correspondant 4 des ARNm de
raille différente. Ils peuvent étre « tissu-spécifiques ». La
régulation de ces sites alternacifs est encore mal connue.
Ce signal de polyadénylation représente un site de recon-
naissance pour la coupure de FTARNm primaire. Elle est
indispensable pour la stabilité de 'ARNm. Voir infra
pour une description plus précise de la région 3'NC.

La taille des exons et leur nombre sont variables selon
les génes. La raille varie de 12 pb 4 environ 17 000 pb.
Enfin, certains génes ne présentent qu'un seul exon et
aucun intron (génes ftronless).

Introns

Certains introns jouent un role important dans la régu-
lation de Pexpression d'un géne (sl y a présence d'un
enhancer qui stimule l'expression d'un géne ou d'un
stlencer qui diminue voire inhibe I'expression d'un géne,
par {:x:mpic, voir infra). Dans certains cas, un intron
peut aussi contenir un géne (on parle alors de géne
« niché », mested gene, « un gene dans un géne »). Clest le
cas par exemple d'un géne appelé FBA [Omim 305423],
FVIIl associated gene I, situé dans le vingr-deuxieme
intron du géne codant pour le facteur VIII de la coagu-
lation. Ce géne posséde aussi une autre caractéristique, il
est dans un sens de transcription opposé 4 celui du fac-
reur VIIL. De fagon générale, les introns nexistent pas
chez les virus et les bactéries. Ils ne sont présents que
chez les eucaryores,

Familles de génes

Le décryprage progressif du génome humain montre que
son organisation et sa régulation sont complexes. Ainsi,
bien qu'un grand nombre de génes soient transcrits dans
le sens 5 —3", certains génes sont transcrits 4 partir du
brin opposé (le brin antisens). Certains génes se trouvent
en tandem et d'autres en sens opposé. Enfin, certains
génes se chevauchent (un géne commence « dans » un
autre géne),

Par ailleurs, les scientifiques, au cours du déc:}-’ptag::
(non achevé actuellement), constarent qu'un grand
nombre de génes peuvent étre regroupés selon la simili-
tude de séquence en un amas de génes (on parle de

O 2006 Elsevier SAS. Tous droits réservds
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cluster). Cette parenté peut correspondre 3 de courtes
séquences appelées motifs, de fonction semblable, ou a
de longues séquences se rapportant i des génes dont les
produits possédent des propriétés analogues (par exemple,
les génes codant pour certaines histones localisées sur le
chromosome 6). Ces similitudes, outre leur classification
i tel ou tel groupe de génes (famille de génes), permet-
tent aussi, par comparaison entre les espéces, de com-
prendre, regrouper ou déduire le fonctionnement de
telle ou telle classe de génes. Des logiciels ont écé déve-
loppés pour aider au regroupement par famille, classe ou

fonctionnement de génes.
Génes chevauchant

On parle de génes chevauchant quand les exons d'un
géne sont contenus dans les introns d'un autre géne
(everlapping gene groups, OGG), Souvent, ces génes sont
codés sur les brins opposés (sens et antisens) de 'ADN,
Il semblerait que ces génes soient plus sensibles aux réar-
rangements géniques et que ces régions soient des points
chauds de mutation.

Pseudogénes

Le pseudogéne de structure proche du géne auquel il est
rattaché ressemble structurellement & un géne fonction-
nel. Mais ce n'est pas un géne, car il n'est pas traduit en
protéine. On estime actuellement 4 environ 20 000 le
nombre de pseudogénes dans le génome humain. Chez
les procaryotes, les pseudogénes sont en nombre varia-
ble. En moyenne, il semblerait que le nombre de
pseudogtnes constitue environ 1 4 5 % du génome total
(avec cependant des cas particuliers comme, par
exemple, Mycobacterium leprae chez qui on dénombre
1100 pseudogénes pour 1600 génes). Le pseudogéne
présente quelques caraceéristiques générales :
® |a séquence du pseudogéne est proche de la séquence
de 'ARN messager codant pour le géne normal (pou-
vant aller jusqu'a 98 % d’homologie de séquence). Il
ne posséde pas d'introns er présente des variations de
séquence. En effet, la séquence contient des murations
ponctuelles, des insertions ou des délérions. La plupart
du temps, ces mutadons entrainent la formation de
Cﬂdﬂns'stﬂp nc permetant pas IE trﬂﬂﬁcriptiﬂ“ ¥
® dans certains cas, cependant, le pseudogéne peut érre
ranscrit en ARN (mais en faible quantité). Dans ce cas,
il ne peut éwre traduit. Aucune protéine fonctionnelle
n'est synthétisée. A ce jour, un seul cas de pseudogene
fonctionnel a été décrit. Il s'agit d'un pseudogéne codant
pour un ARN 2 fonction régulatrice. La possibilité de
eranscription d'un pseudogéne en ARN peur poser par-
fois des problémes au cours de ['érude de certains génes
présentant un pscudogéne transcrit. La transcriprase

inverse PCR. (RT-PCR) peur dans ce cas donner des
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résultats erronds dans la recherche de murtations sur les

génes correspondants (exemple du géne codant pour la

protéine cytokératine 19 [KRT19, Omim 148020] dont
le pseudogéne est aussi ranscrit) ;

® sa localisation peut étre située sur un autre chromo-
some que le géne correspondant.

Certains auteurs distinguent quatre grandes classes de
pseudogenes :
® |es pseudogenes complets ou quasi-complets ;
® les exons ou groupes d'exons isolés, en dehors d'un

cluster de génes ;
®les exons « échappés » proche d'un géne parent ou

d'un cluster de génes ;
® les exons internes, dupliqués ou partiels, situés dans
des génes.

Cerre classification n'est cependant pas encore accep-
tée sur le plan internarional.

Sur le plan conventionnel, un pseudogéne est repré-
senté par la lettre grecque psi (W), par exemple yPGK-1
(pseudogéne dérivé du géne PGK-1 [phosphoglycérate
kinase 1]} ou par le suffixe B par exemple CYP21P
(pseudogéne dérivé du géne CYP21). Les pseudogénes
sont observés aussi bien chez les eucaryotes que chez les
procaryotes, De maniére générale, un pseudogéne est la
conséquence de la duplication d'un géne soit par rétro-
transposition, soit par duplication dADN génomique

(figure 1.4).

Rétrotransposition
On parle aussi de rétropseudogeéne, [l est caractérisé par
I'absence de promoteur et d'introns, la présence de

&

Géne - IR~ ¥ géne

A _ A Autres modifications
* | Duplication, 4—-—-—

‘[‘- Non fonctionnel

w

Géne (- ETHED

¥ || | Epissage
Rétrotransposition 'ﬂ“’“"“‘ ARNm
B o R e + Hétr{:traﬁspﬂsﬂlﬂn

e = TNV Y ——

+ Mutations - Non fonctionnal

-D-TAA,MAH--H---------

Figure 1.4 Exemples de mécanisme de formation d'un pseudo-
géne. Deux mécanismes essentiels peuvent aboutir 4 la formation
d'un pseudogéne (¥ géne), la duplication et la rétrotransposition. La
rétrotransposition : un géne transcrit en ARNm est inséré (« rétro-
transposé ) dans une zone chromosomique contenant des séquen-
ces réphtées (triangle). Aprés insertion, cet ARNm intégré subit des
mutations {losange et carré) le rendant non foncticnnel. Un pseuwdo-
gene est créé, La duplication : au cours de ["évolution, certains
génes se sont dupliqués, intégrés et ont subi des mutations (camé,
triangle et losange) et d'autres modifications les rendant non fonc-
tionnels, aboutissant a la formation de pseudogéne,

I.Ii gﬁ“a i s R



12 BASES FONDAMENTALES

séquences répétées I'encadrant et d’une queue poly(A) en
3. Il résulte de la transposition par insertion d'un
ARNm normalement reverse-transcrit dans une zone
non homologue d'un chromosome contenant de part et
d'autre de l'insertion des séquences répétées. Dans un
deuxiéme temps, de nombreuses murtations sur 'ADNc
apparaissent dans cette région chromosomique et ren-
dent le géne inacdf. Il est devenu un pseudogéne. 1l
sagit par conséquent de rétrotransposons insérés dans le
génome sous forme d’ADN double brin issu d'un ARN
simple brin généré le plus souvent par une ARN poly-
mérase 11. La majorité de ces rétrotransposons sont done
inactivés en rérropseudogenes. Le mécanisme de rétro-
transposition peut cependant ne pas aboutr dans cer-
tains cas 2 la formation d'un pseudogéne. En effer, un
gene fonctionnel peut étre maintenu (ce n'est donc plus
un pseudogéne) sans intron (par exemple, le géne PGK-2
fonctionnel et le pseudogéne WPGK-1 sont tous les deux
issus par rérrotransposition du gene PGK-1). Par
ailleurs, certaines séquences mitochondriales sont retrou-
vées dans le génome nucléaire. Elles ont ainsi pu migrer
dans le génome nucléaire et se transformer en pseudo-
géne. Bien que le mécanisme ne soit pas connu, certains
auteurs ont suggéré la possibilité d'un phénoméne de
rétrotransposition 4 partic d'ARN  mitochondrial
converti dans un deuxieme temps en ADN intégré.

Duplication d’ADN génomique
Au cours de I'évolution du génome, un certain nombre
de génes ont évolué a partir d'un ancétre commun. La
duplication est un des mécanismes expliquant la pré-
sence de famille de génes au sein du génome. Certaines
duplicarions ont évolué vers la formarion de pseudogéne
(par exemple, WBRCA] provenant de la duplication de
I'extrémité 5° du gene codant pour BRCA1 et qui ne
cumpn:nd que les exons 1A, 1B et 2).

Tous les genes n'ont pas de pseudogénes. Cependant,
I'analyse du génome humain semble indiquer que les
pseudogénes sont assez fréquents. Quant aux procaryo-
tes, le mécanisme de formartion des pseudogénes est
encore mal compris.

Séquences répétées

De nombreuses séquences répétées sont réparties sur le
génome. Leur taille et leur nombre sont trés variables,
Selon leur ongine, leur fonction ou leur consurution,
plusieurs types de séquences répéides existent. Par exem-
ple, les ADN satellites sont des séquences hautement
répétitives, de foncrion inconnue. Les séquences répétées
parsemées (intersped repeat sequences) sont le produir de
lintégration d'éléments transposables (comme les réwro-
gines et les rétropseudogenes), d'un géne fonctionnel.
Schémariquement, on distingue trois classes de séquen-
ces répétées,

Microsatellites

Ce sont de courtes séquences répérées en tandem.
Chaque répétition est constitude de 1 2 10 pb au maxi-
mum. Les plus fréquentes sont les séquences répérées
[CA]. Leur fonction n'est pas connue. Leur nombre peut
varier. Certaines maladies sont la conséquence d'une
augmentation importante de leur nombre (expansion)
comme, par exemple, 'expansion de trinucléorides asso-

ciée au syndrome de I'X fragile (Omim 309550).
Minisatellites

La raille des séquences répétées d'ADN varie de 1 a
15 kb. C'est le cas par exemple de 'ADN des extrémirés
des chromosomes (ADN télomérique) contenant des
répétitions d’hexanucléorides, 5-TTAGGG sur 10-15 kb,
ajouté par une télomérase pour permettre une réplica-
rion compléte des chromosomes.

Macrosatellites

Les répéntions peuvent aller jusqu'a une centaine de kb
de séquences répétées en randem. Clest le cas par exem-
ple de 'ADN alpha-satellites qui constirue I'hétérochro-
matine centromérique des chromosomes.

Eléments transposables

Schémartiquement, selon le mode de transposition de ces

éléments, on distingue (figure 1.5) :

® |3 classe 1 : les rérroéléments. Ils se transposent par
réplication et nécessitent un intermédiaire ARN qui se
rérrorranscrit avant d'éere intégré dans PTADN. Clest le
cas, par exemple, des transposons LTR (long terminal
repeat proches des rétrovirus), des éléments non LTR
(lomg intersped nuclear elements 1, L1, LINE, et short
intersped nuclear elements, SINE), des séquences Alu et
des rétrogénes (pseudogénes) ;

W |a classe I : ce sont des séquences s'intégrant par un
mécanisme de « copier-coller ». Aprés excision de la
séquence, celle-ci est réinsérée dans un autre lieu du
génome.

Reéetroélements

Les rétroéléments se caractérisent par la nécessité de pas-
ser par un intermédiaire ARN rranscrit 4 partir du rétro-
transposon ADN pour pouvoir intégrer le génome. Les
deux principales et plus abondantes classes de séquences
répérées sont des rétrotransposons, les long intersped repe-
titive elements (LINE) et les short intersped repetitive ele-
ments (SINE)., On en distingue cependant d'autres.
Classiquement, on les sépare en deux classes, les rétro-
[FANSPOSONS AULONOMEs ¢t NON autonomes,
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Figure 1.5 Schéma des structures des principaux éléments
transposables chez 'homme. Les fléaches claires correspondent aux
sites dupliqués d'insertion dans le génome. Les fleaches sombres
indiquent des LTR, CP : capside ; NC : nucléocapside ; Pr : protéi-
nase ; RT : transcriptase inverse ; Int : intégrase ; ORF ; cadre de
lecture ouverte ; A et B ; promoteurs de 'ARN polymérase lIl. On dis-
tingue deux classes : les classes | et Il. Classe | @ les rétrotranspo-
s0ns autonomes, séquences d'environ 6-7 kb, contenant des LTR
[similaires au rétrovirus) ou n'en contenant pas (éléments LINE 1 ou
L1). lls rétrotransposent par l'intermédiaire d'un ARN soit comme
les rétrovirus, soit par transcription inverse médiés par une amorce
(target-primed reverse transcription, TPRT). Les rétrotransposons
non autonomes comme |es séquences Alu (environ 300 pb) et les
pseudogénes (rétrogénes), copies d'ARMNm sans introns et contenant
des mutations non-sens ou des décalages de phase. Classe |l © les
transposons « mariner =, séquences d'environ 1,4 Kb qui s intégrant
par un meécanisme = couper/coller » ou = copig/Scoller = par une
transposase.

Reétrotransposons autonomes
Les rétrotransposons contenant des séquences long ter-
minal repeat (LTR) ont une structure similaire 3 FADN
des rétrovirus. Dans le génome humain, la classe domi-
nante est constituée par les rétrovirus endogénes (fuman
endogenous retrovirnses, HERV, dont on peut consulter la
base de données a 'adresse HERVd, voir le chapitre
« Sites internet de bil:r|ugiv: moléculaire »). Leur taille
varie entre 6 et 10 kb. On estime qu'ils représentent
environ 0,1 4 1 % du génome. Ces HERV sont le plus
souvent défectifs méme si on pense que certains d’entre
eux puissent rérrotransposer. Enfin, un cerrain nombre
de ces HERV possédent une activité transcriptionnelle
(promoteur ou enbancer).

Pour les rétrotransposons ne contenant pas de TR,
les deux principales et plus abondantes classes de séquen-
ces répérées sont des rétrotransposons d'origine non
virale, les LINE et les SINE. 5ur le plan structural, ils
présentent tous deux une région 3" riche en A er 'ab-
sence de longues séquences répérées terminales (LTR), ce
qui les distingue des rétrovirus et des rétroéléments en
dérivant. Les LINE (appelé aussi élément L1) sont dissé-
minés dans le génome et sont surtour concentrés dans les
régions riches en AT, Sans rentrer dans les dérails, un
LINE complet mesure environ 6 4 7 kb. Certains d'en-
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tre eux sont potentiellement actifs. On estime que les
LINE constituent environ 17 % du génome, Un grand
nombre dentre eux sont tronqués er constituent des
pseudogénes aux extrémités 57 diverses par transcription
inverse incompléte.

Le nombre de LINE est estimé i environ 100 000 dans
le génome humain dont environ 3500 complets. Un pour
cent environ de ces LINE complers ont une séquence
promoteur d’ARN polymérase Il er deux séquences
codantes ou apen reading frame (ORF) intactes permettant
de générer de nouvelles copies d'éléments L1. Un LINE
condent une queue poly(A) er a chaque extrémicé des
séquences répérées. Lacrivité LINE a pu étre mise en évi-
dence dans les ligndes germinales et somatiques.

Rétrotransposons non autonomes
Le nombre des séquences Alu est estimé a environ
500 000-1 000 000 de copies ; elles constituent le « chef
de file » des SINE. La séquence Alu est le transposon le
plus efficace du génome et constituerait environ 10 %
du génome. Réparties dans tour le génome, on estime
qu'il ¥ a en moyenne une séquence Alu tous les 5 kb.
Dans certaines régiﬂns cependant, des groupes (clusters)
de séquences Alu peuvent étre observés,

De nombreuses érudes ont montré que les séquences
Alu dérivent du géne codant pour 'ARN 75L. Chaque
élément Alu est constitué d'un fragment de 280 pb de
structure dimérique et contient des séquences promo-
teurs pour 'ARN polymérase III. Elle posséde une
queue poly(A) et & ses exerémirds des séquences répérées.
Les séquences Alu de maniére généra]e affecrent la com-
position, lnrgamsa:mn et 'expression du genume Elles
peuvent avoir un role pathogéne (insertion de séquences
Alu) mais aussi fonctionnel comme enbancer ou silencer,
jouer un role dans le mécanisme d'empreinte ou étre le
composant d'un géne par exemple. Certains auteurs ont
utilisé les séquences Alu comme marqueur générique par
exemple dans des érudes d'épidémiologie moléculaire.

Eléements de classe Il

Ce sont des transposons proches de ceux observés dans
les bactéries. Ils contiennent des séquences répétées inver-
sées de 10 & 500 pb i leurs extrémicés et codent pour une
transposase catalysant la transposition. Aprés excision du
site donneur, ils se réinsérent ailleurs dans le génome.

Autre « génome humain » :
I’ADN mitochondrial

La mitochondrie fournit |'Em:rg'u: 4 la cellule en s}rnd'létir
sant le carburant cellulaire (FATP) grice 4 un ensemble de
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réactions chimiques complexes, la phosphorylation oxy-
dative. Ces mitochondries contiennent leur propre ADN
et different de 'ADN contenu dans le novau de la cellule.
Cet ADN est donc extrachromosomique. 1l s'agic d'un
ADN double brin, d'environ 16,3 kb, circulaire, codant
pour 13 sous-unités protéiques constituant quatre com-
plexes biochimiques et 24 ARN « seructuraux » (2 ARNr
et 22 ARN1) indispensables pour la traduction intramiro-
chondriale des protéines (soit 37 génes au roral).

LADN mirochondrial est indépendant de 'ADN du
noyau : la réplication, la transcription, la traduction sont
donc indépendantes de celles se déroulant dans le novau.
LCADN nucléaire code pour des protéines participant i
la phosphorylation oxydative et pour les proréines néces-
saires aux fonctions et structures mitochondriales. Ces
protéines (codées par des génes du noyau) sont sécrétées
dans le cytoplasme avant d'aller dans la mitochondrie. I
existe donc une inter-relation ADN nucléairelf ADN
mitochondrial.

Caracteristiques de I'’ADN mitochondrial

LADN mirtochondrial ne posséde pas d'introns.
® CADN mitochondrial a un raux de mutations environ

dix fois plus élevé que F'ADN du noyau. Il n'a pas de

systéme de réparation, ni d'histones. Par ailleurs,

'ADN polymérase gamma, responsable de la réplica-

tion de TADN mirochondrial, aurait un raux derreur

de recopiage important.
® | existe un grand polymorphisme générique au sein de

I'’ADN mitochondrial.
® ADN mitochondrial est transmis de manitre géné-

rale par la mére. En effet, les mitochondries dérivent

de I’ ovocyte. Néanmoins, cette reg!e n'est pas absolue.

DE‘ l.'['L"‘ﬁ rarcs Cas de rr:!n'-'.ml'-'.sl{m PE.["LTT]L"I'_ ont ¢ré

décrits.

B [ADN mitochondrial ne recombine pas.

® Chaque mitochondrie contient deux i dix molécules
d’ADN.

® Chaque cellule contient de trés nombreuses miro-
chondries (jusqu'a plusieurs milliers).

® Dans une méme mitochondrie, peuvent coexister de

ADN normal er de FADN muté, On parle alors

d'hétéroplasmie.

B En cas de présence uniquement d'ADN normal ou
uniquemem d’ADN murtd, on p:-lrlt dlhumuphﬁmit.
® Au cours de la réplication, la proportion 'ADN nor-
mal et murant (en cas d’héréroplasmie) peur érre
modifiée dans les cellules filles, i la suite d'une répar-

tition au hasard des mitochondries.

Enfin, le code génétique dans la mitochondrie pré-
sente certaines modifications par rapport au code uni-
versel applicable dans le génome nucléaire. Ainsi, le
codon UGA code pour le tryprophane (au lieu du
codon-stop), le codon AUA pour la méthionine (au lien

de lisoleucine) et les codons AGA et AGG pour le
codon-stop (au lieu de I'arginine).

Replication

La réplication constitue l'ensemble des événements
abourtissant 4 la duplication de F'ADN au cours de la
division cellulaire, L'informartion générique est transmise
aux deux cellules filles. Sans rentrer dans les dérails des
mécanismes fort complexes de la réplication, nous rap-
pellerons quelques bases indispensables.

Tandis que chez les procaryotes de maniére générale,
un site de réplication existe (origine de réplication), chez
les eucaryotes, la réplication se produit en de nombreux
sites (environ 10°=10%). Les unités de réplication ainsi
composées s appellent les réplicons.

(ue ce soit les eucaryotes ou les procaryores, les régles
de base de la réplication sont universelles. Il s'agit d'un
processus semi-conservatif et bidirectionnel. La vitesse
de la réplication dépend de la fréquence de son initiation
et de la vitesse de I'élongation ou de la progression de la
fourche de réplication. De maniére schématique, les
enzymes-clés de la réplication sont :
® ['hélicase qui déroule les deux brins d'ADN et définit

le point de la fourche de réplication ;

®la rtopoisomérase qui facilite la progression de la
fourche ;

B ['ADN polymérase qui permet le recopiage de 'ADN
par addition des nucléotides dans la direction 5'—3',
les nucléotides étant complémentaires de 'ADN
source et ajoutd i lextrémitd 3-OH des nucléotides
déja polymérisds.

En plus de ces enzymes, des protéines jouent un réle-
clé, les protéines single strand binding proteins (S5B). Les
S5B stabilisent 'ADN source simple brin.

La réplication érant bidirectionnelle et dans la direc-
rion 5'—3’, 4 partir de chaque brin ADN source (sens et
antisens), le mode de réplication est différent ;
®le brin leader (leading strand) déroulé dans le sens

3" —5" sert directement de source pour I'élongation

5'—3" du brin complémentaire naissant dans la direc-

tion de la progression de la fourche ;

® [ brin retardé (lagging strand) de direction antiparal-
lele doit étre régulitrement ré-initialisé par une pri-
mase (ARN polymérase permettant la synthése des
petits brins I'ARN) a partir de perits brins ’ARN ser-
vant d’amorces pour 'extension par la polymérase. [l
sagit en effer d'un processus discontinu. Uextension
depuis ces amorces ARN (initiator ARN) avec 'ADN
polymérase aboutit 4 la production de petits frag-
ments, les fragments d'Okazaki, de raille variable (en
moyenne, 2 4 3 kb chez les procaryotes et 100 4 300 pb
chez les eucaryotes). Ces fragments sont ensuite collés
Entre eux par une enzyme, I'ADN 11535:, aprés rem-
placement des amorces ARN par de FADN.,

@ 2006 Elsevier SAS. Tous droits réservés
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Dans la mitochondrie, I'enzyme responsable de la
réplication est une ADN polymérase spécifique, FADN
polymérase gamma de structure proche de 'ADN poly-
mérase | de Escherichia coli.

Origine de réplication

La rephcatu}n est définie sur le plan de la séquence ADN
mais aussi en fonction de déterminants strucruraux que
nous ne déeaillerons pas. La séquence ' ADN qui inite
la réplication s'appelle I'origine de réplication. Celle-ci
interagit avec un grand nombre de protéines constituant
un complexe (a titre d'exemple, les protéines Cdc6,
Cdk2, les protéines lamines chez les mammiferes). Chez
les eucaryotes, I'origine de réplication se dénomme aussi
origins of bidirectional replication (OBR). Des séquences
en cis (appelées réplicateurs) définissent sa localisation.
Les réplicateurs sont reconnus par des protéines iniatri-
ces (initiatior protein, 1D, telles que les origin recognition
complex, ORC, impliquées dans la réplication dans la
levure, les mﬂfﬂpmrfm rfp.!'rmrmﬂ rﬂmp.ﬂe.r, MRC, chez
les mammiféres) qui 1nt::r:|.gla:.::nt sur ceux-ci. Le dérou-
lement de TADN et le début de la synthése se fair alors
au niveau de l'origine. Certaines séquences de réplica-
rion sont rranspnsables Cest le cas par e:{emple des
réplicateurs trouvés chez Saccharomyces cerevisiae qui
peuvent aussi servir de réplicateurs dans des plasmides.
Ces séquences sont appelées séquences réplicantes auto-
nomes (autenomously replicating sequence, ARS).

Réplication chez les eucaryotes

Celle-ci n'a lieu qu'une fois au cours d’un cycle cellulaire.
A partir d'une unité de réplication (réplicon) qui
contient une origine de réplication, deux fourches de
réplication divergentes prennent naissance. Chaque
réplicon a une taille variant entre 50 er 250 kb. La répli-
cation d'un réplicon s'achéve quand une fourche ren-
contre une autre fourche. Les deux fourches fusionnent
alors. Les réplicons sont coordonnés en groupes de 20 4
100 unités, chaque groupe érant activé i différents
moments de la phase S du cycle cellulaire. Par ailleurs, il
existe plus de sites potentiels d'inidation de la réplication
dans une cellule quiescente que ceux observés dans une
cellule en phase S dans une cellule normale. La réplica-
tion est réalisée dans un ordre défini sparial et temporal.
En fait, la sélection des sites d'initiation de la répliu::atiun
varie selon le stade cellulaire (par exemple, embryoge-
nése, développement ussulaire). La régulation de la
réplication au cours de la phase S est un phénoméne
complexe. Par exemple, au niveau des centroméres, les
alpha-satellites riches en séquences A et T sont répliqués
tardivement au cours de la phase S. Le plus souvent, les
genes les plus activement transcrits sont les premiers
répliqués et inversement pour les génes inactifs,
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Le déclenchemenr de la réplicarion est encore mal
connu. De nombreuses protéines interviennent dans
celle-ci, v compris, semble-t-il, des facteurs de rranscrip-
tion. La structure chromatinienne joue aussi un rile
important dans la réplication, un certain nombre de pro-
réines lides aux nucléosomes érant impliquées.

A noter qu'au cours de la réplication, la méthylation de
FADN est maintenu grice 4 des ADN méthylases qui
reconnaissent les duplex ADN hémiméthylés. Certe
action se fait en présence de complexes protéiques et d'his-
tones, ces derniers jouant un réle important dans la recon-
naissance de I'érat de méthylation de 'ADN et permer 4
la fois la transmission de I'état de méthylation dans les cel-
lules en division et permet le maintien de la mémoire épi-
générique dans les cellules qui ne sont pas en division.

Réplication chez les procaryotes

Comme pour les eucaryotes, la réplication est bidirec-
tionnelle 4 partir de |1urigin|: de répii{:atiun {Ori). Apres
fixation d'un complexe protéique sur Ori et en présence
d'une enzyme, I'hélicase, la double hélice ' ADN s'ouvre
dans les deux directions. D’autres enzymes intervien-
nent, la gyrase (son activité est pruchf: de celle de la
topoisomérase), la mpmsnmerase. la primase et FTADN
pnl}rmem.se A noter a propos des amorces urilisées avec
la primase que, chez certains procaryotes, pour les plas-
mides et pour certains bactériophages, une amorce ADN
(au lieu d’'une amorce ARN) est urilisée. Certains virus
(par exemple, I'adénovirus) utilisent une protéine et non
un acide nucléique. CADN polymérase (par exemple,
Fﬂl}’mfl’ﬂjt 111 chez Escherichia colf) présente une capa-
cité 4 polymériser (« la processivité ») importante et une
activité correctrice des erreurs (activité exonucléasique
3" =5, proofreading). Comme chez les eucaryotes, la
fourche de réplication est asymérrique avec un brin syn-
thétisé de fagon continue et I'autre de fagon discontinue
avec synthése des fragments d'Okazaki. A noter que les
ARN synthéusés par la primase et servant d'amorces
sont ensuite détruits par une RNase H (ou par la poly-
mérase | grice 4 son activité exonucléasique chez
Escherichia coli). La réplication se termine lorsque deux
tourches se rencontrent. Au cours de la réplication, des
erreurs de recopiage apparaissent. Celles-ci sont corrigées
par lactivité exonucléasique 3" —5" de 'ADN poly-
mérase mais aussi par un systéme de correction des
erreurs de plusieurs protéines (chez FEscherichia colt, le
raux d'erreurs résiduel est faible : environ 107" erreurs
d'incorporation). Par ailleurs, le systeme de méthylation
de 'ADN (chez Escherichia coli) permet de différencier le
brin parental du brin néosynthétisé (qui n'est pas transi-
toirement méthylé). Enfin, outre les erreurs de reco-
piage, il peur se produire dans certains cas (par exemple
au cours de l'arrér de la progression de la réplicarion),
des réarrangements de grandes séquences d’ADN.



16 BASES FONDAMENTALES

Réparation de I'ADN

Au cours d'une aueinte de 'ADN (par exemple, par
exposition aux ultraviolets provoquant une dimérisation
covalente de pyrimidines adjacentes ou aprés incorpora-
tion erronée de bases par erreur au cours de la réplica-
tion), la machine réplicative permer la réparation de
I'ADM. Les mécanismes en sont complexes er impli-
quent de trés nombreuses protéines. Dans certains cas, il
n'y a pas réparation mais ignorance de l'anomalie
(bypass). Ce phénomene de rolérance permer la réplica-
tion mais aboutit 4 la formation de mutation sur la nou-
velle séquence. Enfin, parfois, il n'y a pas de réparation
et l'atteinte de FADN provoque la mort cellulaire par

apoptose.

:-AIZ:IN genomigue
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Exon 2

Du génotype au phénotype :
I'expression d’'un gene

Lexpression d'un géne démarre au moment de l'acriva-
tion de la transcription et se termine 4 la synthése d'une
protéine fonctionnelle I[ﬁgurf:s 1.6 et 1.7).

Le niveau d'expression de la plupart des génes est
r-egu[e par des facreurs de transcription se fixant sur des
séquences spécifiques au niveau de FADN, en amont du
site d'initiation de la transcriprion. Laction des facteurs
de la transcription est I'aboutissement d'un ensemble
d'interactions multiples et complexes entre plusieurs
voies de régularion.

Lensemble des facteurs de transcription en association
avec la machine transcriptionnelle favorise I'accés 4 TADN

Dernier exon

Figure 1.6 Relation géne/protéine.
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Protéine(s)
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Figure 1.7 Relation génomes/protéine. Au sein de la cellule, les relations entre les génomes des mitochondries et du noyau (communément
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appelé génome humain) et I'ensemble de la machinerie cellulaire sont complexes.
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et le recrutement des ARN polymérases au site d'initiation
de la rranscription. De maniére générale, on distingue trois
ARN polymérases (1, I et I11) dont le fonctionnement est
similaire, 'ARN polymérase I1 étant la plus imporante.

Transcription

La séquence de 'ADN contenue dans le noyau est lue et
traduite en une séquence d'acides aminés qui constituera
la protéine. Cette traduction passe par une étape inter-
médiaire qui transforme [information contenue dans
FADN en une copie sous forme d'ARN messager
(ARNm) : cette érape s'appelle la transcription.

Certte érape est plus complexe chez les eucaryortes ot
plusicurs érapes de marturation sont nécessaires afin
notamment d’éliminer les introns. En effer, en général,
les procaryotes ne présentent pas d'introns,

De maniére générale, la régulation de la transcription
est la conséquence de la fixation de protéines agissant en
trans (facteurs de mamscription) sur des séquences
d’ADN situdes & proximité du géne a réguler (sites de
fixation en « cis »). La fixation d'éléments #rans sur des
sites cf5 permer alors |'interaction avec le complexe d'ini-
riation de la transcription.

De nombreuses séquences agissent sur 'ADN pour en
réguler I'expression. Nous donnerons quelques exemples
de ces éléments de régulation.

Séquences d’ADN agissant en cis
(cis-acting factors)

Locus control elements (LCR)
Ces régions sont définies par leur capacité a stimuler
I'expression de certains génes et maintenir un niveau
physiologique d’expression des génes sous leur dépen-
dance. Ces séquences d'ADN sont trés éloignées des
genes qu'elles controlent (plusieurs dizaines de kb en
moyenne). Le premier LCR décrit mais aussi le plus
érudié est celui du locus béraglobine. Elles sont tissu-
spécifiques et [nombre de copies]-dépendant. Ces LCR
sont localisés au niveau de sites d’hypersensibilité aux
DMases (reflet indirect de la strucrure de la chromartine,
cette propriété est associée 4 un éat ouvert de la chro-
matine et donc 4 une accessibilité de 'ADN). Ils main-
tiennent la chromatine dans un érat ouvert. Cependant,
le mécanisme expliquant son action i distance est encore
mal connu. Pour certains, elle pourrait jouer un role
dans la dynamique d’acérylation des histones en stimu-
lant 'activité des acérylrransférases au moins A certains
loci. Le LCR pourrait aussi jouer un role dans la démé-
thylation tissu-spécifique de 'ADN. Ce qui est clair,
cest que le LCR joue un réle sur la configuration et la
conformation de la chromarine. Cet élément empéche
ainsi I'évolurion de la chromatine vers de I'hétérochro-
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matine, propriété¢ fondamentale qui la différencie des

enhancers. [Vautres séquences spécifiques telles que des

activateurs ou des isolateurs (fmswlators) interviennent
probablement pour moduler la fonction des LCR. Par
ailleurs, le LCR posséde plusieurs propriéeés :

® il stimule de maniére importante l'activité de trans-
cription d'un géne. Ainsi, dans les souris transgéniques
pour le locus béraglobine humain, 'absence de LCR se
eraduit par une expression résiduelle d'environ 1 % par
rapport 4 I'homologue murin. Lactivitd du locus
d'origine humaine retrouve un niveau similaire a celle
de son homologue murin, quand le LCR est rajouré ;

® ["acrivité LCR est rissu-spécifique. Cerre spécificité est
li¢e aussi & son interaction avec le promoteur du géne.

Sur ce LCR, se trouvenrt des séquences spécifiques de

fixation pour des facteurs de transcription ;

m sur le géne auquel il est lié, le LCR est capable de sti-
muler l'expression indépendamment de la position
mais fonction du nombre de copies du géne ou locus lié
a celui-ci.

Un certain nombre de LCR ont écé déerits dans le
génome. A titre d’exemple, on peur citer les LCR du
géne codant pour ladénosine déaminase (Omim
102700), du géne de lhormone de croissance GH
(Omim 139250) et du EEnr: codant pour |’apu|ipu-—
protéine B (Omim 107730).

Promoteur
Certte séquence d’ADN est adjacente au site d'initiation
de la transcription. La fonction du promorteur (ou région
promotrice) est position- et orientation-dépendante. En
effer, le promoteur érablit le site d'initation de la trans-
cription et la direction dans laquelle la transcription va
se dérouler. Chague promorteur contient non seulement
des séquences définissant le site d'initiation de la trans-
cription mais aussi des séquences consensus pour les sites
de fixation de 'ARN polymérase et des complexes de
transcription.

Par exemple, certains genes « tissu-spécifiques »
contiennent, 20 & 30 bp en amont du site d'initation de
la transcription, une boite TATA (5°-TATAAA-3") sur
laquelle se fixent certains complexes protéiques alors que
certains génes sexprimant dans tous les tissus (house-
keeping gene) contiennent des séquences riches en GC,
par exemple, 5'-GGGCGG-3, séquence sur laquelle se
fixe le facteur de transcription Spl.

Un gene peut avoir plusieurs promoteurs (certains
d’entre eux pouvant érre tissu-spécifiques).

Enhancers
Ces séquences d’ADN sont localisées en 5" ou en 3 du
gene, dans un exon ou dans un intron. La foncrion de
lenhancer est position- et orientation-indépendante.
Chaque enbancer contient au moins un site de fixation
pour un facteur de transcription (en général, plusieurs
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sites sont présents qui agissent en synergic). Ces séquen-
ces stimulent l'expression d'un géne,

Silencers
Ces séquences d’ADN diminuent ou inhibent i’expresa
sion d'un géne. lls sont souvent localisés entre le promo-
teur et les enbancers. Ce sont des « anti-enbancers »,

Insulateurs
Les insulateurs sont des séquences d’ADN parfois cour-
tes (par cx-:mp]e. 42 pb) situées entre un (et/ou plu-
sieurs) emhancers ou un (et/ou plusieurs) stlencers et un
promoteur de génes ou de groupes de génes adjacents.
Linsulateur empéche l'influence d'un géne (par activa-
tion ou répression) sur son voisin. A titre d'exemple, le
promoteur du géne codant pour la chaine delta du
récepreur gamma/delta de la cellule T (7 cell recepror,
TCR) est juste 3 coté du promoreur du géne codant
pour la chaine alpha du récepreur alpha/béra de la cel-
lule T. La cellule T doit choisir une des deux chaines.
Un insulateur sépare le promoteur du géne alpha de
celui du géne delea et évire ainsi que ["activation de 'un
ne sétende a l'autre. Ces insulareurs fonctionnent en

association avec une protéine se fixant sur leur
séquence, le CTCF (CCCTC-binding factor),

Facteurs agissant en trans
(trans-acting factors)

Ce sont les protéines qui agissent sur FADN en activant
(activateurs) ou en inhibant particl]umcnr ou rotalement
(répresseurs) la rranscription.

Role de la chromatine

LADN n'est pas nu dans le noyau. 1l est empagqueté dans
un complexe nucléoprotéique appelé chromatine dont
on distingue deux formes, 'euchromatine et I'hééro-
chromatine. La chromatine est en effet un ensemble
complexe constitué de l'association de 'ADN er de pro-
té¢ines histones et « non histones »,

L'organisation de base de la chromatine est appelée
nucléosome : il est constitud d'ADN de aille 146 pb
enroulé pratiquement deux fois autour d'un noyau pro-
r¢ique contenant deux copies de chacune des quatre pro-
téines appelées histones (H2A, H2B, H3 et H4). La
compaction de l'ensemble du génome est ensuite réalisé
par un arrangement de nucléosomes par un mécanisme
mal connu actuellement. Les moditications de la chro-
matine jouent un réle important dans la régulation
ranscriptionnelle des génes. Elle modifie I'acces de la
machinerie transcriptionnelle aux genes. Cependant, la
chromatine n'est pas homogeéne. Les régions non trans-
crites du génome sont empaquetées dans des régions
hautement condensées appelées hétérochromartine,

riches en séquences répérées et contenant peu de génes
alors que les geénes accessibles pour la transcription se
rrouvent dans les zones accessibles appelées euchroma-
tine. Lhétérochromarine présente un certain nombre de
modifications caractéristiques relles que I'hypoacétyla-
tion des histones sur des résidus lysine ou leur méthyla-
tion ou encore la méthylation des cytosines sur 'TADN.
Cette subdivision euchromatine/hétérochromarine est
différente selon le type de cellule et détermine les génes
qui seront activés en fonction du type de cellule. Elle se
rransmet aux cellules filles. Un exemple de ces modi-
fications est I'X inactivé chez la femme, inactivation
aléaroire provenant de I'X du peére ou de la mére. Pour
activer un géne, les protéines activatrices de la trans-
cription doivent donc franchir la structure chroma-
tinienne « fermée » (voir infra, régulation de la
transcription).

Mecanismes géenéraux de la transcription

La transcription a lieu dans le noyau. On distingue sché-
mariquement trois érapes importantes :
® |3 fixation d'un chapeau en 5" du pré-ARNm ;
® |'élimination des introns (appelé aussi épissage ou
iplicing) ;
® ['addition en 3-terminal d'une queue poly(A).
Ces trois phénoménes sont en fait interdépendants,
I'ensemble [protection en 5, épissage et polyadényla-
tion] érant couplé.

Mise en place d'un chapeau en 5" du pré-ARNm
Dés linitiation de la transcription par TARN polymérase
(nous prendrons Pexemple de 'ARN polymérase 11, les
autres agissent de fagon similaire), aprés la synthese d'en-
viton 20 4 30 nucléotides en général, TARMNm naissant va
étre modifié par I'addition d'un chapeau (cap) en 5 par
un processus complexe faisant intervenir plusieurs protéi-
nes. Au moment de l'addition de ce chapeau, 'ARN
polymérase effecrue une pause. Il semblerait que cette
érape soit fondamentale : I'enzyme continue uniquement
si le chapeau est ajouté. Celui-ci, stabilisant 'ARNm, le
protege d'une digestion par les exonucléases 5°—3". 1l
permet aussi la fixation de protéines indispensables a I'ex-
portation de FARNm mature dans le cytoplasme et & sa
traducrion en protéine. Au début de la traduction, il par-
ticipe 4 I'engagement des sous-unités ribosomales avec
'ARNm. Lélongation de 'ARNm se poursuit ensuite 4
partir de l'exerémité 5 de I'ADN wvers I'extrémicé 3", Un
certain nombre de protéines appelées facteurs d'élonga-
rion interviennent au cours de cette phase en régulant
certe étape.

Epissage (splicing)
Cette érape a lieu aprés la transcription er avant la tra-
duction. Au cours de la transcription, le géne est trans-
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crit en pré-ARNm, copie de TADN génomique conre-
nant les introns. Ces derniers sont éliminés au cours de
I'érape d'épissage pour aboudr 4 'ARNm marture. Au
niveau du génome, les séquences codantes du géne
(contenues dans les exons) sont séparées entre elles dans
la majorité des génes par de longues séquences non
codantes, les introns, Ces derniers sont caractérisés par
au minimum trois éléments, le site d'épissage 5, le site
de branchement et le site d'épissage 3. Ces introns sont
¢liminés par un phénoméne complexe appelé épissage
(¢pissage des pré-ARNm ou splicing). Le pré-ARNm
posséde en cis des séquences consensus essentielles pour
I'épissage. La jonction 5exon-intron (représenté par
une barre verticale, |), appelée aussi site d’épissage, est
constituée par la séquence 5-AG| GURAGU (R, purine ;
Y, pyrimidine). La fin de I'intron, le site d’épissage 3', est
définie par la séquence YAG| RNN (N, n'importe quelle
base) : 20} 4 40 pb environ en amont du site 3 d'épissage,
se situe une séquence appelée site de branchement dont
le rile est fondamental dans la réaction d’épissage. Ce
site présente la séquence consensus : YURAY,
l'adénosine est quasi constante (trés conservée), suivie
d’'une séquence riche en pyrimidine. Nous ne décrirons
pas le phénoméne d'épissage qui sort du cadre de cet
ouvrage. Cette réaction complexe fait intervenir
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notamment des petits ARN nucléaires (small nuclear
RNA, snRNA) et des ribonucléoprotéines, snRNE
Associées 4 d'autres protéines, elles aboutissent a la for-
mation d'un ensemble comprenant I'intron qui sera éli-
miné. Ce complexe constitue le spliccosome dont le réle
principal est la reconnaissance des jonctions exon/intron
et la catalyse de la réaction « couper/coller » éliminant les
introns et joignant les exons. Lidentification des exons,
introns et de leurs joncrions est complexe. Des érudes
ont montré 'existence de séquences soit dans les introns
soit dans les exons stimulant I'épissage (exonic splicing
enhancer, ESE, et intronic splicing enhancer, ISE) ou inhi-
bant celle-ci (exonic splicing silencer, ESS, et intronic splic-
ing silencer, 1S8), ces séquences interagissant avec le
splicecosome. LARNm peut aussi subir des épissages
alternatifs aboutissant & partir de la méme unité de trans-
cription 2 plusieurs isoformes (figure 1.8). Par exemple,
I'analyse du chromosome 22 a montré que G0 % des
génes au minimum possédaient au moins deux trans-
cripts. Ainsi, dans cerrains cas, des exons pourront érre
excisés de facon différente suivant les tissus (rels que des
isoenzymes dont |'expression peut étre spécifique d'or-
gane). Lexistence d'épissage alternarif est en partie a
l'origine de la diversité protéique observée dans les érudes
de protéomique. Le nombre de génes soumis 4 un épissage

@ Intren

18-40 pb
T ——— F i,
5 = ExonN GU——— = A - (Y),AG __ExonN+1 ——
et
Site 5' Branchement Site 3°
_ Epissage normal : A-B-C
C
o £ Saut d'exon : A-C
@ - Epissage normal : A-C
A Ci G :
Epissage alternatif 3' : A-CiC
@ Eplssage normal : A-C
A Al [»
Epissage alternatif 5' : AAI-C
@ Epissage 1 : A-Aa-C
p— . Tc. Aa —n Epissage mutuellement exclusif
== Epissage 2 ;: A-Ce-C
@ : Rétention d'intron : A-intron I-C
A Intron | c Absence d'épissage

Figure 1.8 Epissage normal et exemples d'autres formes d'épissage. A. Les motifs conservés aux extrémités de I'intron sont les dinuciéo-
bides GU en 5 et AG en 3, ce dernier étant précédé d'une séquence polypyrimidigue (Y) n. Le résidu A est le nucléotide conservé au niveau
du site de branchement & 30-50 pb de l'extrémité 3" de I'intron. En B, C, D, E, F, cing modes d'épissage alternatif sont schématiquement

décrits. En F, il n'existe pas d'épissage.



20 BASES FONDAMENTALES

alternarif est encore largement spéculatif acruellement.
Un certain nombre d'auteurs pensent qu'au minimum
35 % des genes humains présentent un ou plusieurs
¢pissages alternartifs (le nombre d'épissage alternatif est
en effer variable selon les génes). *ar r:m::mplt:, le gene
KCNMAL (potassism channel, calcium-activated, large
conductance, subfamily m, alpha member [1; Omim
600150}, codant pour un canal potassium activé par le
calcium exprimé au niveau de la cochlée (oreille interne)
et dont le role est imporrant dans la dérecrion des gam-
mes de fréquence, comprend huit sites indépendants
d’épissage alternarif aboutissant 4 500 ARNm différents
et autant de protéines foncrionnelles.

Les mécanismes i 'origine de I'épissage alternatif sont
complexes. Certaines érudes ont montré par exemple un
role possible du promorteur dans la régulation des épissa-
ges alternatifs en agissant sur 'ARN polymérase II par
I'intermédiaire d’'un complexe protéique (facteurs de
transcription) et d'une séquence régulatrice d'épissage
située sur l'intron en amont du géne épissé, I'ISE. Ceci a
été mis en évidence par exemple dans le cas de la modu-
lation d'épissage de l'exon 9 du géne codant pour le
CFTR (Omim 602421). Cer exemple montre bien
l'existence d'un couplage entre la transcription d'une
part et I'épissage d’aurre part,

Enfin, chez les eucaryortes, il faur noter que certains
génes n'ont pas d’introns et que les procaryores ne pos-
sédent pas d'introns en général.

Formation de I'extréemité 3" de I'’ARNm

A la fin du géne, 'ARN polymérase arréte la transcrip-
tion. LARNm synthétisé est clivé et une queue polyadé-
nosine (poly(A), résidus adénine) est ajourée en son
extrémité 3', Certe érape est réalisée dans le noyau chez
les eucaryores. Cette queue est indispensable pour la sta-
bilit¢ de 'ARNm chez les eucaryotes alors que chez les
procaryotes (qui ne possedent pas de noyau) elle semble
jouer aussi un role dans la dégradation de FARNm
(effectude par une « déanylation » réversible). Chez les
procaryotes, cette queue pn[}r{r’k} parair donc plus labile.
Cette queue est constituée d’environ 200 nucléorides. La
machinerie protéique impliquée dans ce mécanisme doit
d’abord couper le pré-ARNm. Le site de clivage dans la
plupart des cas est situé entre le site hautement conservé
AAUAAA (ap pclé aAUSSI signai de pn[}'adén}riatinnj ef une
séquence en aval, un motif riche en U ou en GU. Le cli-
vage a lieu le plus souvent au niveau d'un dinucléotide CA.
L'addition de la queue poly(A) est effectuée par une
enzyme, la polymérase poly(A) [PAP] en présence de
protéines spécifiques. Il faur noter que, dans un méme
gene, plusieurs signaux de polyadénylation peuvent érre
présents (sites alternatifs) er provoquer 'expression diffé-
rentielle ou différente de génes (par exemple, expression
tissu spécifique ou aprés traducrion, production d'une
protéine différente).

Chez les eucaryores, les génes d’histone ne possédent
pas de queue poly(A).

La partie 3" non codante (3'NC) de TARNm joue éga-
lement un réle important dans la régulation de l'expres-
sion d'un géne. Par exemple, certaines séquences, les

cytoplasmic polyadenylation elements (CPE) ou les deﬂ_}l‘-

lation control elements (ACE) interviennent dans la
répression initiale puis dans 'activation de la traduction
'I'.{l'_' I'IDTnI:FtEUI ﬂRNm mattrnr's dll COLrs EII:' ]ﬂ matura-
tion et du développement précoce des oocytes de souris
et de l'activation concomitante [déanyladon/re-anyla-
tion] qui modulent la longueur de la queue poly{A). Ces
régulations se font par interaction avec des complexes
protéiques spécifiques.

De maniére générale, la partie 3° d'un ARNm est
importante pour 'expression des génes. Elle participe au
controle de l'exportation hors du noyau, le statur de
polyadénylation, la localisation cellulaire, les taux de tra-

duction et de dégradation de 'ARNm.

Couplage chapeau 5, épissage et gqueue poly(A)
L'étude de la transcription a rapidement montré que ces
trois réactions étaient lides, Il a pu érre ainsi montré que
la mise en place du chapeau en 5" stimulair I'épissage et
la formation de FARNm. Les modalités exactes de ces
interactions chez les eucaryotes sont encore mal
connues. De la méme fagon. une influence entre le cha-
peau 3° et I'addition de la queue poly(A) a pu étre mis en
évidence, Cet effet semble néanmoins plus modeste.

La polyadénylation est fortement influencée par le
phénomene d'épissage, plus particuliérement avec celui
de l'exon terminal.

Facteurs de transcription
Aprés décompaction au niveau du promoteur (voir
infra), la chromatine doir aussi &tre en relichement au
niveau des régions codantes. En fait, cetre décompaction
au cours de la transcription est synchronisée avec I'élon-
gation en présence de 'ARN polymérase. Au moins
deux protéines jouent un role important dans ce proces-
sus, le facteur d'élongarion de la transcriprion spécifique
de la chromatine, FACT, et la protéine elongator, 'en-
semble aboutissant 4 une régulation fine de I'expression
du géne.

De nombreux facteurs de transcription exercent leur
activité en fonction du contexte et peuvent souvent étre
modulds eux-mémes par d'autres facteurs de telle sorte
qu'un méme facteur de transcription peut activer un
gene et réprimer 'expression d'un autre géne. Ainsi, la
transcription d'un géne est-elle sous le contrdle d'une
combinatoire de protéines. Lactivité des facteurs de
transcription est donc soumise i de multdiples régula-
tions. Parmi celles-ci, on peur citer le transport de ces
facteurs protéiques entre le cytoplasme et le noyau i tra-
vers les pores nucléaires des protéines, canaux contrélant
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le passage des macromolécules. Ce transport se fait a
l'aide de molécules spécialisées reconnaissant des motifs
d’acides aminés.

On distingue deux rypes de motifs, les signaux d’ex-
port nucléaires (nuclear export signal, NES) retrouvés
dans les protéines exportées du noyau vers le cytoplasme
et des signaux de localisation nucléaire (nuclear localisa-
tion signal, NLS), pour I'importation de protéines dans
le noyau.

En répanse i un stimulus, une cellule doit pouvoir
rapidement réagir pour inactiver un ou plusieurs facteurs
de transcription. Il semble que cela soit réalisé par le sys-
téme ubiquitine/protéasome permertant la dégradation
de cels) facteur(s). Aprés ubiquitination de la protéine
par le systéme ubiquitine ligase, celle-ci est dérruire par
le protéasome. En cas d'activation prolongée du signal,
un nouveau facteur de transcription est synthérisé et la
transcription continue. Dans le cas contraire, la
transcription s arréte.

D’autres modifications post-traductionnelles sem-
blent aussi jouer un réle dans la régularion de la trans-
criprion.

Promoteur et transcription
Le(s) promoteur(s) d'un géne alont) un réle trés impor-
tant dans la transcription. Il a pu étre montré, par exem-
ple, I'importance de celui-ci sur I'épissage alternarif
observé dans certains pénes. Le mécanisme exact n'est
pas connu.

Régulation de la transcription

Elle est complexe. Un ensemble de signaux de transduc-
on dans la cellule va abounr 4 I'activation de protéines
régulant la transcription. Ces dernitres viennent alors se
fixer sur des séquences spécifiques du promoreur ou des
enhancers du geéne. Pour arriver au géne, ces facteurs doi-
vent d'abord décompacter la chromatine. Pour cela, ces
protéines nécessitent la coopération d'un ensemble de
protéines corégulatrices et d'enzymes. Cerrains facreurs
de transcription peuvent cependant accéder a 'ADN
méme en état condensé dans les nucléosomes (par exem-
ple, le récepteur aux glucocorticoides)

Enzymes agissant sur les histones
En général, sur chaque géne, de nombreux sites de fixa-
ion spécifiques de multiples facteurs de transcription
sont présents. s agissent de concert avec des corégula-
teurs dont on distingue deux types, les coacrivateurs et
les corépresseurs. Ces corégulateurs jouent un réle fon-
damental dans la genése de réponse promorteur-
spécifique et rissu-spécifique. Une aurre forme de
corégulateur, appelé médiateur, complexe multipro-
téique, joue aussi un role important dans la régulation
d'un grand nombre de génes. De maniére générale, de
nombreux corégulateurs sont des enzymes modulant la
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structure de la chromatine, ce qui souligne I'importance
de 'empaquetage de TADN pour son expression.

Ces enzymes sont de deux classes : celles remodelant
les complexes nucléosomes (modification de conforma-
tion par exemple) et celles catalysant les modifications
post-traductionnelles des histones.

Quatre classes de modificateurs d’histone ont éé
décrites :

® les histones acérylransférases (HAT) : elles initient la

premiére modification conformationnelle de la chro-

matine. Par exemple, I'acérylation des histones H3 et

H4 a certains résidus lysine sont associés 4 une forte

activité transcriptionnelle. De maniére générale, les

histones acérylés sont associés i des génes activés er,
inversement, les histones déacérylés a la répression des
génes au sein de 'hérérochromarine. Par conséquent,
en général, les HAT activent donc la transcription et
les HDAC (voir infra) inhibent la transcription. Bien
que ce mécanisme soit le plus souvent observé comme
précédemment décrir, le cas inverse est aussi possible
montrant bien la complexité du systéme ;

® |es histones déacérylases (HDAC) : recrutées par les
répresseurs de transcription, elles abourissent a la déacé-
tylation des histones. Ces enzymes sont indispensables
pour la répression ;

® les histones méthylrranstérases (HMT) : comme les

HAT, elles agissent dans la queue N-terminale des his-

tones. Elles jouent un réle fondamental dans I"activa-

tion ou la répression d'un grand nombre de génes. La
conséquence de leur action est fonction du résidu
lysine ou arginine méthylé. Le mécanisme précis est
encore mal connu ;

W les histones kinases (phosphorylation).

En fair, les conséquences des modifications d'histones
semblent bien plus complexes. Uinterdépendance des
modifications sur les histones et la combinatoire qui en
résulte joue un role fondamental dans les conséquences
fonctionnelles er démontre la complexité du systeme.

Code histone
Cetre théorie s'applique aux eucaryotes, les procaryores
ne possédant pas d’histones. Lhypothése du code his-
tone a été proposée a partir des différentes observations
sur les modifications des histones, leur nombre et leur
variété ainsi que sur l'interdépendance de celles-ci sur la
fonction des histones. De maniére schémarique, le code
histone est I'ensemble des modifications des histones qui
provoquent par leurs effets combinatoires et/ou séquen-
tiels sur la ou les queues histones des modifications fone-
tionnelles uniques.

Les modifications des histones aboutissant 4 une réor-
ganisation de la strucrure chromatinienne et jouant un
role dans la régulation transcriptionnelle constituent un
phénoméne combinatoire fondamenral. Cerrains
auteurs ont suggéré un code histone résultant de la
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combinaison des modifications des queues histones. Ce
code est considéré comme un érar de reconnaissance
aboutissanrt i la réorganisation de la chromatine locale-
ment. Contrairement au code génétique qui est perma-
nent sur le génome, le code histone est temporel. Ces
modifications réversibles post-traductionnelles telles que
l'acétylation (par l'intermédiaire d'enzymes comme les
acétylases et les déacérylases), la méthylation, la
phosphorylation, ['ubiquitination et 'ADP-ribosylation
des histones nécessitent P'action d'enzymes spécifiques
modifiant 'extrémité N-terminale des histones. Par
excmple, les extrémités N-terminales des histones acéry-
lées interagissent spécifiquement avec des domaines pro-
téiques {appdé& bromodomaines) présents au niveau de
complexes protéiques associéds i la chromatine. La lysine
(« lysine 9 ») méthylée des queues histone H3 est un site
de reconnaissance spécifique pour un complexe pro-
téique au niveau d'un domaine appelé chromodomaine
(ce dernier érant en général nécessaire pour la formation
de I'hérérochromarine et I'expression des génes). Laction
des protéines reconnaissant des sites de fixation sur ces
histones modifiées (on parle de bromodomaines et de
chromodomaines) et lisant ce code aboutirait 3 des
transitions entre les différents états conformationnels.
Par exemple, 'hypoacétylation des histones (ainsi que
I'érar de méthylation de certaines histones en N-termi-
nal) a éié associée 4 la formation d’hérérochromarine et
I'inhibition de 'expression des génes alors que 'hypera-
cétylation est associée 4 I'euchromarine (figure 1.9).

[l faut noter que ce code histone dépend en partie du
code générique, ce dernier contenant la majorité des
informations déterminant I'érar des histones (comme les
enbancers par exemple). Par ailleurs, Uinteraction avec
des facteurs de transcription interagissant avec les
nucléosomes provogue des modifications conformation-
nelles impliquées dans ce code. Cette théorie aux
contours encore mal définis est 'objer d'intenses érudes.

Euchromatine
active Hétiro-
chromatine
Histone | . Histone
H3-mLys4 ', H3-mLys9
Histones / \\
Hi/H4 Histones
: ADN
acetylés - HAHE &, =
e Déa i:ét'yrl-ﬁs{'_ mCytosine

cytosine ‘

Figure 1.9 Marqueurs épigénétiques et leur influence sur I'état de
la chromatine (hétérochromatine ou euchromatine). mLys® : lysine
méthylée | *cytosine : cytosine méthylée.

Uétude de la pathuh:lgi:: moléculaire humaine démontre
sa réaliré,

Code épigénétique
De grands fragments du génome humain (dont un
grand nombre de séquences répétées) sont sous forme
de chromatine inactive, c'est I'hétérochromatine. Ces
séquences inactives sont sous l'influence de la modifi-
cation d’histones, la présence de complexes protéiques
et d'un érar spécifique de FADN. Cet érar silencieux
peut érre transmis au cours des mitoses et des méioses,
Qurtre les modifications d’acérylation er de méthylation
des histones précédemment décrites, une autre modifi-
cation joue un role fondamental dans le maintien de
I'hétérochromatine et |':::-:prts.~.-'.ic:n des genes, cest la
méthylation des cytosines en 3" (5mC). Cetre modifi-
cation des cytosines est assurde par un groupe d'enzy-
mes, les cyrosine-ADN méthyltranstérases (Dnmi). Ce
phénomeéne mal connu est un processus dynamique
observé par exemple au cours du développement pré-
coce de I'embryon ol on constate un effacement des
méthylations et une reprogrammation de celles-ci sans
que l'on sache quels processus gouvernent ces modifi-
cations. Certaines études proposent un lien entre la
méthylation des cytosines sur FADN d'une part et la
méthylation et acérylation des histones dautre pare.

Enfin, un mécanisme décrit chez les plantes est la
méthylation de FTADN dépendant de 'ARN (RdDM).
Une hypothése (qui reste 3 prouver chez les eucaryotes)
est que 'ARN pourrait dans certains cas étre un cofac-
teur des Dwmt pour les méthylations de cytosine de novo
(mécanisme proche de I'interférence d’ARN, voir chapi-
tre correspondant).

La méthylation des cytosines est transmise aux cellu-
les filles au cours de la mitose et probablement aussi de
la méiose. A l'inverse, la déméthylation des cytosines est
possible grice 4 I'action de déméthylases. De maniére
générale, les phénoménes de méthylation différentiels
du génome humain appartiennent au domaine de I'épi-
génétique, domaine encore mal connu dans lequel la
séquence nucléique de FADN n'est pas altérée mais son
état de méchylation est modifié. Ce domaine est en
cours d'exploration dans le cadre du projet humain

d'épigénome (buman epigenome project, HEP).

Methylation et transcription
Certaines zones du génome humain contiennent des
régions riches en CpG : on les appelle les ilots CpG.
Ces ilots sont définis par une raille minimum de 200 pb
et un contenu en [G+C] supérieur & 50 %. Ces ilots
sont essentiellement trouvés en 5° de nombreux génes
au niveau du promoteur, autour du site d'initiation de
la transcription er se continuent dans un ou plusieurs
exons. Dans le cas des génes de ménage par exemple
(house-keeping genes), les ilots CpG ne sont générale-

€ 2004 Elsevier SAS. Tous droits réservés



i 2006 Elsevier 5A5. Tous drois réservds

ment pas méthylés quel que soit le niveau d'expression
du géne. Par ailleurs, dans un certain nombre de cas, il
existe une relation inverse entre la méthylation des
ilots CpG associés au promorteur et I'expression d'un
géne, ce qui signifie de maniére simplifiée que la
méthylation inhibe I'expression d'un géne en inhibant
la transcription. Ceci est essentiellement observé au
niveau des promoteurs. Il est rare en effer que la
méthylation des parties codantes ou en aval du pro-
moteur inhibe la transcription : dans ce cas, on
observe le plus souvent une augmentation de I'expres-
sion d'un géne. Dans certains cas par ailleurs, 'érar de
méthylation peut étre tissu-spécifique. Enfin, dans
I'ADN normal, les cellules différenciées ont un profil
de méthylation spécifique transmis aux cellules filles
au cours de la réplication.

Méthylation et séquences répétées

Le génome humain est constitué d'un grand nombre de
séquences répérées (au moins 35 % du génome) telles
que les éléments transposables, les LINE, les séquences
Alu. La méthylation de ces séquences jouerait un réle
important pour empécher leur activation. En effer, les
conséquences de leur acuvaton sur le génome pour-
raient érre dramatiques. A rtitre d’exemple, en cas de
perte de méthylation d'une séquence Alu, un élément
transposable pourrait érre activé er s'insérer par rérro-
transposition dans un géne (mutation par insertion)
provoquant ainsi son inactvation (voir infra, interfé-
rence de transcription). La méthylation jouerait donc
un rile protecteur en inhibant lactivation de la
séquence,

Méthylation et développement
La méthylation du génome est un phénomeéne complexe
et dynamique. Elle peur étre ou non modulée, comme
dans certains cas développés plus bas. Nous citerons :
B |'inactivation de "X ;
B ['empreinte parentale ;
B |e développement embryonnaire.

Interférence de transcription

Linterférence de transcription est la perturbation d'une
unité transcriptionnelle par lactivation d'une autre
unité eranscriprionnelle soit située 4 proximicé {génes en
randem par exemple), soit située i distance. Ce phéno-
méne a éré décrit par exemple chez les plantes ol des
transposons ayant perdu leur érar de méthylation ont
éré acrivés et ont réprimé 'expression d'autres unités
transcriptionnelles. De nombreux mécanismes expli-
quent| 'interférence de transcription. On peut citer,
outre ['état de méthylation, les modifications des
histones, les ARN antisens (interférence d'’ARN par
exemple), la compérition en cfs entre facteurs de
transcriprion.
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Stabilité de I'ARNm dans la cellule

Certains auteurs ont érudié le niveau global des
ARNm et leur durée de vie dans la cellule. De manigre
générall:, la cellule rfpund rapidt:m::nt et de maniére
coordonnée aux variations physiologiques qu'elle
subit. Par exemple, dans les cellules de la |igné{: éry-
throide, 'induction de la transcription du géne glo-
bine est couplée 4 la déstabilisation d'un grand
nombre d'autres ARNm permettant ainsi la redirec-
tion des ressources cellulaires vers la production d’hé-
moglobine. De méme, les hormones stéroides agissent
sur la stabilité des ARNm ainsi que la transcription des
oines cibles. Les mécanismes de régularion, d'interac-
tion et de coordination des synthéses et dégradarion
des ARNm et des protéines sont néanmoins encore
mal connus.,

Exportation de 'TARNm du noyau
vers le cytoplasme

La compartementalisation de la cellule en noyau et
cytoplasme est une propriéeé caractéristique des euca-
ryotes. Chez ces derniers, 'ARNm mature doit ensuite
passer dans le cytoplasme pour ére transformé (« tra-
duit ») en protéine. Lexportation de 'ARNm est effec-
tuée par un processus complexe faisant intervenir des
protéines reconnaissant et se fixant 3 TARNm er lui
permettant de passer 4 travers des canaux, les pores du
novau (constitués d'un grand nombre de protéines
dont les nucléoporines). 1l sagit d'un processus acrif
faisant intervenir des protéines de transport transmem-
branaires (membrane du noyau), les karyophérines
(comprenant les importines et les exportines). Méme si
ces molécules jouent un réle fondamental dans |'im-
port/export des protéines, elles interviennent aussi
(essentiellement les exportines) dans le passage des
ARN (notamment ARNt, ARNr et ARNsn). Pour les
ARNm en général., d'autres protéines interviennent. 1|
a en effer pu érre démonuré qu'il existait un couplage
entre |'épissage et 'exportation (4 travers les nucléopo-
rines) des ARNm en présence d’un complexe protéique
(appelé hérérodimeére d'export de TARNm). Dés que
'ARNm pénérre dans le cytoplasme, les ribosomes se
fixent sur ce dernier.

Traduction

Elle a lieu dans le cytoplasme pour les eucaryotes. La
séquence des codons sur FARNm dirige la synthese du
polypeptide qui aboutira dans un deuxiéme temps i la
protéine fonctionnelle. La traduction de TARNm en pro-
téines est réalisée 2 partir d'un complexe de ribonucléo-
protéines appelé ribosomes. Les ribosomes cheminent le
long de TARNm et, en association avec 'ARNt combiné
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4 un acide aminé (aminoacyl-ARNt) et un complexe pro-
téique, permettent la synthese du polypepride.

Eléments de structure générale du ribosome
et traduction

Le ribosome est un large complexe de ribonucléoprotéi-
nes constitué¢ de deux sous-unités 205 et 605. Chaque
sous-unité est constituée de trois sites de fixation dési-
gnés A (aminoacyl) qui accepre l'amincacyl-ARNY,
P (peptidyl) sur lequel vient se fixer TARNt contenant le
polypepride naissant et E (exif) qui fixe FARNt déacylé
avant que celui-ci ne quitte le ribosome,

La petite sous-unité se fixe 3 TARNm et a Panti-codon
de 'ARNt. Elle vérifie la complémentarité des bases
entre le codon sur FARNm er I'anticodon sur 'amino-
EC}’I—M{HE currtspundnnt.

La grande sous-unité fixe le bras accepreur de I'ami-
noacyl-ARNr et catalyse la formation de la liaison pepti-
dique entre I'acide aminé présent sur 'ARNr au site A er
au polypeptide naissant fixé 4 'ARNt du site P,

Les deux sous-unités sont impliquées dans la translo-
cation, mécanisme par lequel FARNt et FTARNm se
déplacent dans le ribosome codon par codon (un codon
a la fois).

Aprés reconnaissance du site d'initiation de la tra-
duction par les ribosomes en présence de facreurs
d'initiation de la traduction et des sous-unités riboso-
males, I'élongation en polypeptide puis la fin de la tra-
duction se poursuit (au cours de la rraduction, le
ribosome peut faire des erreurs dont le raux est estimé
a 1/10 000 codons).

Le polypeptide néoformé subit ensuite des modifica-
tions post-traductionnelles puis prend sa conformarion
définitive donnant une protéine fonctionnelle.

Initiation de la traduction

Dans le cas des bactéries, l'initiarion de la traduction fair
intervenir dans la grande majorité des cas une séquence
spécifique, la séquence de Shine-Dalgarno (situde sur
'ARNm), complémentaire de l'extrémité 3" de 'ARN
165 de la sous-unité ribosomale 305, er impliquée dans
la traduction chez les procaryotes (on Pappelle aussi site
de fixadon du ribosome, RBS, ribasome binding site).
Cette séquence est située 10-13 pb en amont du codon
d'iniviation de la rraducrion (AUG) donr la séquence
optimale chez Escherichia coli (elle varie selon les proca-
ryotes) est 3-AGGAGG (le motif le plus conservé érant
AGGA). Par exemple, 5-AGGAGGACAGCUAUG (la
séquence soulignée correspond 4 la séquence Shine-
Dalgarno et le double soulignement au codon initiateur).

Chez les cucaryotes, la plupart des génes présentent
une séquence impliquée dans la raduction (RBS), la

séquence de Kozak (5-A[/G]JCCACCAUGG, AUG

souligné correspond au site d'initiation de la rraduction).
Elongation au cours de la traduction

Chez les eucaryotes, apres la sélection de 'ARNr initia-
teur en présence de facteurs d'initiation, I'ensemble se
fixe 4 la sous-unité ribosomale 408 pour former le com-
plexe de pré-initiation 435. La fixation de 435 3 'ARNm
se fait au niveau du chapeau m’G situé en 5" de FARNm.
Parfois, comme cest le cas par exemple pour certains
virus (exemple, virus de hépatite C) ou certains génes
cellulaires (par exemple, vascular endothelial growth factor,
VEGE Omim 192240), l'initation de la traduction peut
commencer en des sites différents indépendants du cha-
peau, ce sont les sites d'entrée des ribosomes (internal
ribosomal entry site, IRES). L'ensemble du complexe ribo-
somal va se déplacer de la partie 5° non codante de
F'ARNm 4 la recherche du codon d'initiation (AUG,
scanning) et former un complexe d'initiation 485 dans
lequel 'anticodon présent sur 'ARNt-Mer se fixe au
codon initiateur (AUG, codon initiateur principal). Dans
de rares cas (certains ARNm viraux ou cellulaires), les
codons initiateurs peuvent ére CUG, GUG, ACG er
AUU. Quand le complexe d'initiation migrant le long de
la partie 5NC de TARNm rencontre le site AUG, le
complexe 485 est remplacé par les sous-unitds 405 e
605, La rraduction de F'ARNm démarre aprés 'associa-
tion de ARN initiateur (ARNt-Met), de TARNm et des
sous-unités 405 er 605 (ces deux derniéres constituant le
ribosome 80S). Lensemble de ce processus fair appel a
plusieurs protéines, les facteurs dinitiation (ewkaryotic
iniriarion factors, elF). A la fin du processus d'initation,
I'ARNt-Met initiateur se trouve dans le site P Le site A
du ribosome est alors vide. 'élongation va démarrer. De
maniére simplifide, un aminoacyl-ARNt est amené au
site A en présence d'un complexe protéique. Ces molécu-
les vont lire les codons sur TARNm (Cest-i-dire les tri-
plets de bases, par exemple : GAU—acide aspartique).
L'association codon de 'ARNm et de I'anticodon com-
plémentaire sur I'aminoacyl-ARNr provoque une modifi-
cation de conformation du ribosome et une stabilisation
de I'association ARNm/aminoacyl-ARNt. Cette réaction
provoque la libération de l'extrémité aminoacyl de
I'ARNrt au site A er le passage de 'ARNrt vers le site pep-
tidyl transférase par un processus complexe appelé
accommodation. Au niveau du site P, la formation de la
liaison peptidique nécessite la déacylation de 'ARNr et
provoque le transfert du peptide en cours de formarion a
I'ARNt au niveau du site A. Apreés transfert du pepride,
on a donc un ARNt déacylé au site P er un ARNt-pepdidyl
au site A. UARNt déacylé est ensuite transféré au site E
du ribosome, 'ARNt-pepridyl au site P Le site A rede-
vient prét i recevoir un nouveau aminoacyl-ARNL
Lélongation peut se poursuivre,

) 20006 Elsevier SAS5. Touws droirs réservés
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Terminaison

Celui-ci démarre quand le site A rencontre le codon-stop.
[La reconnaissance du codon stop est effecruée en pré-
sence de protéines, notamment les facreurs de libération
de classe | (release factors, eRF1) qui reconnaissent les
codons-stop. Cette reconnaissance au site A provoque
une lyse puis la libération de la chaine pepridique fixée
sur 'ARN fixé au site B Aprés libération du polypepride,
le ribosome reste fixé sur TARNm avec un ARNt déacylé
au site P Pour que le ribosome se dissocie de I'ensemble
et puisse étre de nouveau urtilisé pour une autre synthese,
un facteur protéique, le facteur de recyclage du ribosome
(ribasome recycling factor, RRF) est nécessaire.

Modifications post-traductionnelles

Une fois la protéine formée, celle—ci va encore subir des

transformations dites post-traductionnelles : glycosylarion,

acétylation, phosphorylation, etc. Uensemble de ces trans-

formartions est complexe et est réalisé au cours des

dans le réticulum endoplasmique et lappareil de Golgi.
Ces mécanismes ne seront pas développés car ils sor-

tent du cadre de cer ouvrage.

Controle général de la traduction

Un cerrain nombre de facteurs extérieurs interviennent
dans la traduction, De maniére générale, le contrile glo-
bal de la traduction est la conséquence de modifications
post-traductionnelles des facteurs d'initiation et des pro-
téines ribosomales alors que le contrdle spécifique de la
traduction est assuré par des motifs nucléotidiques dans
les régions non traduites de FARNm. Certains contréles
sont assurés par régulation du site d'initiation en 5'NC,
d’autres par régulation de la stabilité de FARNm (en
3'NC par exemple). Ainsi, cerraines hormones ou des
Facteurs de croissance peuvent stimuler la traduction. A
'opposé, le stress oxydatif, par exemple, diminue la
traduction.

Certaines molécules peuvent se fixer sur 'ARNm au
niveau de séquences comme la séquence from responsive
element (IRE) et modifier la traduction d'un géne en
agissant sur sa stabilité (par exemple 'ARNm codant
pour la ferritine par fixation de la protéine IRP1 [fron
regulatory provein] sur la séquence IRE, certe interaction
érant modulée par le fer). Par ailleurs, des effets directs
de régulation de la partie 3'NC sur l'initation de la
traduction sont aussi décrits,

Linhibition de l'initiation de la rraduction est assurde
par des éléments de régulation négative séquence-
spécifique située en 5'NC. Ces régulations négarives sont
complexes. Schématiquement, on en distingue deux
types, des structures secondaires spécifiques de TARNm
et des cadres de lecture parriculiers en amont du cadre de

Chapitre 1 GENERALITES 25

lecture physiologique (wpstream apen reading frame,

uORF) situé en 5'NC.,

® Les structures secondaires inhibitrices de 'ARNm sont
constitudes de séquences autocomplémentaires stables
repliées en boucle (stem-loop). Quand ces structures
sont proches du chapeau 5, elles peuvent interférer
avec l'assemblage du complexe de pré-initiation (par
exemple, pour 'ARNm codant pour I'ornithine décar-
boxylase ; Omim 165640). Si elles sont situées plus en
aval, elles peuvent étre suffisamment stables pour résis-
ter au « déroulement » de 'ARNm par I'hélicase asso-
ciée aux ribosomes et empécher la wvérification
(scanning) du complexe par les ribosomes. Cette
« résistance » peut érre stabilisée par la fixation de pro-
téines er provoquer une inhibition de la traducrion
(par exemple, les IRE avec les IRP sur le géne codant
pour la ferritine).

m Linhibition de la traduction peur aussi érre la consé-
quence de la reconnaissance de codon AUG (uAUG)
en amont du codon iniateur physiologique au cours
du criblage (scanning) par le ribosome 405, Ces uAUG
sont suivis de codons-stop prémarurés provoquant 'ar-
rét de la traduction (par exemple, sur FARNm codant
pour l'interleukine 15). La traduction peut cependant
érre réinitide et le ribosome 405 peut continuer le
scanning jusqu'a PAUG suivant (par exemple, pour
'ARNm de la thrombopoiétine ; Omim 600044). 11 a
pu érre démontré que la réinitacion de la rraduction
pouvait étre réalisée si une distance minimum de
16 nucléotides séparair les deux AUG.

® CuAUG peut aussi étre responsable de la formation
d'un pepride qui inhibera lui-méme le débur de I'ini-
tiation (par exemple, ARNm codant pour le récepreur
adrénergique béra-2 ; Omim 109690},

® Ce n'est cependant pas toujours le cas. Certains pro-
moteurs alternartifs urilisent ces uAUG pour donner
des protéines aux extrémités 5° variables. Dans ce cas,
les uAUG sont en phase de lecture avec le produit de
traduction principal (par exemple c-myc; Omim
190080). Lurilisation de rels sites de rraduction aleer-
natifs peut aboutir 4 des protéines aux extrémités
N-terminales différentes et pouvant érre actives, inactives
ou aux proprié¢tés différentes (par exemple, le facteur
de transcription C/EBPbéra activateur en cas d'utilisa-
tion d'un AUG en amont et inhibiteur en cas d'utili-
sation d'un AUG en aval).

® Enfin, dans certains cas, inhibition de la traduction
peut étre « surpassée » par 'initiation au niveau d’'un
IRES situé en aval d’une structure secondaire en bou-
cle ou d'un uORF (par exemple, ARNm du VEGE
Omim 192240),

Initiation alternative de la traduction
Qurtre la traduction telle que décrite précédemment,
dans certains cas, 'initiation ne dépend pas du chapeau
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mais d'un site dinitation interne de la traduction
encore appelé site interne d'entrée du ribosome (IRES).
Ce mécanisme alternatif est observé au cours de la tra-
duction de certains virus notamment {exemple, virus de
héparite C). Cela a aussi éré rapporté dans certaines
CEH.L'I.ICE.

Régulation de I'expression d’'un géne

Cette régulation est fort complexe. Nous soulignerons
CErtains points imporants.

Lensemble des érapes depuis la transcription jusqu'a la
synthése protéique est en fait étroitement interdépen-
dant. Il s'agit d'un processus continuel. Par exemple, les
facteurs de transcription jouent un réle important dans
le recrutement des protéines impliquées dans la forma-
rion du chapeau et la naissance de 'ARNm. L'épissage
du pré-ARNm stimule I'élongation au cours de la trans-
cription, Ainsi, des nombreuses érudes réalisées. il ressort
que les facteurs protéiques responsables de chacune des
étapes sont fonctionnellement et méme parfois physi-
quement connectés entre eux. La régulation des diffé-
rentes érapes est controlée i de nombreux niveaux et
dépend du (ou des) géne(s) concerné(s). Il n'existe pas de
régle générale permettant de décrire les différents modes
de régulation de l'expression d'un géne. Ainsi, certains
genes dont lexpression doit étre rapidement et précisé-
ment controlée sont souvent rapidement transcrits et
rraduits et la demi-vie de la protéine correspondante
courte. Alors que d'autres génes de role plus général (par
exemple, les génes de ménage, howse-keeping genes) sont
souvent plus lentement induits et possedent une demi-
vie plus longue. La régulation peur donc se faire &
plusieurs stades de l'expression d'un géne er avoir diffé-
rentes conséquences sur la protéine synthétisée.
Brievement, on peut citer :
® |a régulation de l'activité de la protéine : en modifiant

la quantité de protéines synthétisées. Cela peur érre

réalisé au niveau transcriptionnel et/ou traductionnel
et/ou post-traductionnel ;

® [a génération d'une diversité protéique : la combinai-
son des exons (épissage alternatif) améne dans certains
cas i I'obtention de plusieurs protéines (isoformes par
exemple). On obtient la méme chose avec | ediring de

'ARN qui modifie la séquence codante de 'ARNm

{voir infra). Il en est de méme au cours des modifica-

rions post-traductionnelles ;
® |3 régulation par compartimentalisation : on obrent

un controle de la concentration locale de la protéine.

Apres formatdon de la protdine, celle-ci est adressée

vers un compartiment défini (mitochondrie, peroxy-

some par exemple). Cerraines séquences d'acides ami-
nés permettent cet adressage (par exemple, dans la
mitochondrie).

Phénoméne particulier : I'édition de I’'ARN

De maniére générale, I'édition (editing) de 'ARN est une
modification post-transcriptionnelle se traduisant par la
modification de la séquence nucléotidique de 'ARN i
une ou plusieurs positions (figure 1.10).

Modification de la cytosine en uracile

Lédition a initialement ¢té mise en évidence en obser-
vant 'addition ou la délétion d'un ou de plusieurs rési-
dus uridyl sur TARN. Ce phénoméne a été initialement
constaté dans les mitochondries des trypanosomes. Par
la suite, chez le méme organisme, 'édition a été obser-
vée pour la rransformation d'une cytosine en uracile. En
présence d'un complexe protéique comprenant une déami-
nase, Apobec-1 (dont une séquence spécifique,
UUUN (A/U) U, située 2 3 pb du site édité, a éié iden-
tifiée comme site de fixation), et appelé éditosome,
I'édition permet de modifier la séquence d'un ARN
simple brin par rapport 4 la séquence d’'ADN géno-
mique. Les conséquences fonctionnelles qui en décou-
lent sont importantes (changement d'acide aminé,
nouveau codon d'initiation, etc.). Ce mécanisme a éeé
retrouvé chez les virus (par exemple, le virus de la rou-
geole) et les cucaryotes, l'exemple le plus connu érant
celui de Tapolipoprotéine B (ApoB, Omim 107730)
pour lequel existent deux formes (ApoB48 et ApoB100)
de mérabolisme totalement différent er codées par le
méme gene ApoB. Lune est synthétisée dans le foie
(ApoB100) et 'autre dans I'intestin (ApoB48). Dans ce
cas particulier, I'édition du géne au niveau d'une
séquence CAA est effectuée par déamination de la cyto-
sine (ce qui la transforme en uridine : C—U) et produit
un codon-stop (UAA) er la formation d'une protéine
ronguée, ApoB48. Certe édition survient aprés ['épis-
sage, le spliceosome inhibant cette forme d'édidon
(contrairement a 'édition A—I qui se produir avant
'épissage, voir infra).

| Transcrit ARN |
| a—=ic-u |

Structure de I'ARN
* Madification de fixation
des protéines sur I'ARN

Traduction ARN
= Substitution
d'acide aminé

* Codon-stop
I::pisﬂﬂge Replication de I'ARN
du pré-ARNm * Mutation duv géanome

* Sélection d'un site viral

alternatif d'épissage v

Dégradation de I'ARN
* Clivage par une nucléase

Figure 1.10 Mécanismes d'édition (editing).
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Meodification de I'adénine en inosine
Un autre type d’édition, plus fréquent chez les eucaryo-
tes, a aussi éoé décrit : la modification d'une {ou de plo-
sieurs) | adénosine en inosine {A—1, l'inosine étant
reconnue comme un G par les ribosomes au cours de la
traduction) sur le prr: -ARNm en présence d'un com-

plexe protéique et d'un groupe d'enzymes spécifiques des
HRN double brin, la famille ADAR. (adenosine deami-
nase acting on RINA). Cette réaction de déaminartion a été
déerite chez les mérazoaires (par exemple, Xenopus spp.).
Ce mécanisme a aussi éeé rerrouvé cher les eucarvores
(par exemple, sur les rranscrits du géne codant pour les
récepreurs de gluramare) et les virus (par exemple, virus
de 'héparite delta). Certaines érudes évoquent une
interaction entre les mécanismes d'épissage d'une part et
I'édition d’autre part.

De manitre générale, le phénoméne d'édition de
PARN semble un processus fondamental chez les mam-
miferes. Beaucoup d'inconnues demeurent cependant,
notamment sur la régulation de ce phénoméne et le
nombre de génes soumis i ce processus. D’autres méca-
nismes| de modification des ARN restent probablement
i découvrir.

Empreinte génomique - Bases

La majorité des génes présentent une expression
bi-allélique avec un alléle d'origine paternelle et un autre
d'origine maternelle. Dans de rares cas, i’expressinn
d'un géne est dépendant de l'origine parentale de celui-ci
c'est ['empreinte génomigue, conséquence de modifica-
tions épigénétiques (c'est-a-dire pour itsqu:l]ts aucune
modification de la séquence d’ADN n'est observée).
Lempreinte génomique est donc caractérisée par l'ex-
pression mono-allélique d'un géne. Un géne soumis a ce
phénum-‘:nc sera exprimé exclusivement soir i pnrtir de
I'alléle |d’ origine maternelle, soit exclusivement 4 partir
de 'alltle d° origine partm:li: A ce jour, une trentaine
de genes soumis 4 empreinte génomique ont éoé idenci-
fiés (voir le chapitre « Sites internet de biologie molécu-
laire »)| Leur role est fondamental dans le développement,
la croissance feetale ou la régulation cellulaire. Une
anomalie de I'empreinte génomique a éeé déerite dans
certaines maladies héréditaires et au cours de la
carcinogendse.

Par exemple, au cours de la gamérogenése, certains
genes (environ une centaine répertorids) sont soumis 4
:mprtim:c génnmique: De maniére généralt ces génes
jouent un réle i important dans la croissance, le dévelop-
pement et la suppression des tumeurs. Cette caractéris-
tque sera maintenue au cours des divisions et au cours
de la |différenciation cellulaire. Lexpression mono-
allélique est érablie au niveau moléculaire. Parmi les méca-
nismes en cause, ont ¢ré décrits la mérhylation
différentielle, la structure chromartinienne er des élé-
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ments de régulation. Ces mécanismes sont encore mal
connus.

Empreinte génomique

et développement embryonnaire
Au cours des premiers stages du développement dans les
cellules primordiales germinales, on observe une remise
i zéro (reser) de la méthylation de FADN. Ueffacement
de 'empreinte génomique i ce stade semble fondamen-
tal pour son ré-érablissement de nove qui se poursuit au
cours de I'embryogenése (effectué notamment par des
méthyleransférases). Lempreinte génomique est trans-
mise aux cellules flles au cours des mirases successives
(figure 1.11). I a pu étre démoneré que la méthylarion
de 'ADN est un processus fondamental (d'autres méca-
nismes existent aussi} de cerre empreinte génomique.
On observe donc pour certains génes une méchylation
différentielle de TADN,

Les génes soumis 4 empreinte génomique semblent
organisés en groupes (cluster) dans de larges domaines
chromatiniens. La structure chromatinienne joue par
ailleurs un role important au nivean de ces domaines
pour assurer |'empreinte génomique.

Mécanisme de |'empreinte génomique
Le mécanisme précis régissant 'empreinte génomique
est encore mal compris. De nombreuses érudes ont été
réalisées notamment au niveau du locus Igf2/H19,
domaine denviron 100 kb situé sur le chromosome
11p15.5. Dans cette région, deux génes ont éé particu-
litrement érudids, insulin-like growth factor 2 (lgf2,
Omim 147470, jouant un réle important notamment
au cours du développement) et H19 (Omim 103280, de

> Alléle exprimé
I
R o g St
L ry
X \ o
H
| i::ni.m;: Callules
's0 | germinales | | Gamétes
somatiques| primordiales | | =

- ~ (=i

o

Mare A
m- r

b, A
Dﬂn#l‘hf!:lmn
| |siade précoce
de 'embryogenésa)

-

I Etahﬂs:ementi MulntEnﬂnl:E

[Effecement]

Figure 1.11 Empreinte génomigue et développement embryonnaire.
Au cours du développement, les génes soumis & empreinte géno-
migue sont remis & zéro trés précocement avant d'étre reprogram-
més. L'empreinte est ensuite transmise aux cellules filles.
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fonction inconnue et dont le transcric est un ARN non
codant). Nous prendrons ce locus comme exemple pour
illustrer de maniere simplifiée la complexité du méca-
nisme de |'empreinte génomique. A partir de ces érudes,
plusieurs hypothéses ont éié évoquées.

Une localisation chromatinienne, appelée région
méthylée dittérentiellement (differentially methylated
region, DMR) et caractérisée par une sensibilité parti-
culiére aux nucléases, semble jouer un réle important
pour le contrdle de 'empreinte génomique du locus
[fg2/H19. A noter que d'autres noms ont été aussi
donnés au DMR tels que domaine méthylé différen-
tiellement (differentially methylated domain, DMD) ou
région de contrdle d'empreinte (imprinting control
region, ICR). Cette zone d'environ 2 kb située en
amont du géne H19 contient des zones d hypersensibi-
litd aux DNases sur l'alléle non méthylé marternel, ce
qui n'est pas le cas sur ['allele méthylé paternel. On
observe un remodelage chromatinien différentiel entre
I'alléle marternel et paternel. Lacérylation différentielle
des histones joue probablement un réle. Ainsi, la déacé-
tylation des histones participe a la répression de l'ex-
pression notamment au niveau de H19 d'origine
paternel. Par ailleurs, la méthylation des histones joue-
rait aussi un role dans la répression de l'expression du
géene H19 d'origine paternelle. Ces modifications épi-
génétiques assocides aux modifications conformation-
nelles de la des mécanismes
importants mais pas uniques dans empreinte
génomique,

chromatine sont

DMR

Il a pu érre démontré qu'en général l'acriviré du DMR
est héritée de la mére et est associée a une structure chro-
matinienne ouverte et déméthylée. Elle interagit avec
certains complexes protéiques. Par opposition, le DMR
hérité du pére est méthylé er localisé dans une strucrure
chromatinienne fermée. Ce DMR fair partie des isola-
reurs ou éléments frontieres, séquences de régulation
délimitant des domaines génomiques indépendants. Ces
¢léments peuvent bloquer l'action de promoreurs et/ou
d’enhancers en fonction de leur position. Certe action est
dépendante de l'interaction avec un facteur protéique
nucléaire, le CTCF (CCCTC-binding factor, Omim
604167, protéine décrite comme activateur/répresseur
d'un certain nombre de promoteurs). Certe protéine se
fixe sur le chromosome maternel non méthylé (mais ne
peut se fixer sur le DMR paternel méthylé). Dans le cas
du locus Ifg2, 'activité « isolateur » de DMR est limitde
a ses propri¢eés de blocage d'embancer méthylation-
dépendant (figure 1.12). A noter que d'autres DMR ont
éré déerits et peuvent avoir des propriéeés dittérentes de
celles illustrées dans notre exemple (certains DMR par
exemple sont méthylés sur le locus inactif et méthylé sur
le locus acrif).

¥ - A Chromosome
5 3' d'origine

2 44 Hig Enh maternelle
e i H19 exprimé
DMRA
; e "i_f‘——hh__h_‘
"-m" 4 Chromosome
5 Hﬂ- d'origine
g2 [ Hi9 Enh paternelle
Igf2 exprimé

_ ‘eTeF.

Figure 1.12 Schéma simplifié de I'action du DMR dans |a région
Ifg2/H19. Exemple d'empreinte génomigque et de sa régulation. Un
enhancer specifigue est partagé par le géne Igf2 exprimé chez le
pére et par le géne H19 (exprimant un ARMN non codant) exprimé chez
la mére. La région DMR est une « frontigére « fermée quand il est non
méthylé (Igf2 n'est pas exprimd) et ouverte qguand il est méthylé (g2
exprimé). Un facteur protéique nucléaire, le CTCF (CCCTC-binding fac-
tor), interagit sur la séquence DMR non méthylée de la mére (et non
sur celle méthylée du pére} et joue le rile disolateur entre deux
régions du génome. La fixation de la protéine CTCF permet en effet
'expression du géne H19 et inhibe I'expression du géne Igf2. La
méthylation chez le pére du DMR ne lui permet plus de jouer son rdle
d'isolateur et 'enhancer (Enh) peut stimuler le géne Igf2.

Inactivation du chromosome X

Chez la femme (XX), un des deux chromosomes X est
inactivé au hasard. C'est le phénoméne de lyonisation.
La femme est donc une mosaique pour I'inactivation du
chromosome X. En moyenne, environ 50 % des cellules
ont I'X d'origine paternelle activé et 50 % des aurres cel-
lules I'X d'origine maternelle activé, Néanmoins, chez
certaines femmes normales, 'inactivation n'est pas 50/50
mais déséquilibrée pour un des deux X (jusqua 90 %
d'un des deux chromosomes X inactivé). Le méca-
nisme de ce biais d'inactivation n'est pas clairement
identifié¢. Certte inactivation démarre o6t au cours du
développement embryonnaire et s'accompagne d'une
modification de la chromatine, caractéristique de I'hété-
rochromarine. Uinactivation de I'X est un des événe-
ments de méthylation de novo d'ilots CpG les plus
précoces se produisant avant I'implantation de I'ceuf. Un
des deux chromosomes X d'origine paternelle ou marter-
nelle est inactivé au hasard. Dans le chromosome inac-
tivé, le processus démarre au niveau d'une séquence
d'ADN appelée centre d'inactivation du chromosome X
(X-chromosome inactivation center, Xic). A ce niveau, se
trouve un gene codant pour un ARN non rraduir,
X inactivation specific transcript (Xist, Omim 314670),
transcrit & partir de I'X inactivé. Xist joue un role fonda-
mental dans l'initiacion et la propagation de l'inactiva-
tion de I'’X. En revanche, il ne joue aucun réle dans le
maintien de I'inactivation de I'X. Xt facilite la méthyla-

i 2006 Elsevier SAS. Tous drois réscrvés
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tion de novo des ilots CpG sur le chromosome X inac-
tivé, ce qui rend la majorité des génes inactifs (et donc
non exprimes). Cependant, certains génes méchylés sur
I'X inactif sont quand méme exprimés (malgré l'inacti-
vation de I'X cnrrt&;pnndant}l- Chez les humains, la régu-
lation et la maintenance de I'inactivation de I'X sont des
mécanismes complexes dont on commence seulement a
comprendre les différentes érapes.

Induction de
mulalions par
meéethylation CpG

L
—

Hegulation

de |'expression
des genes par la
methylation

S Epigénétique

e Ginctique g
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Interactions génétiques et épigénétigues

Lexpression d'un géne est complexe er sous l'influence
de nombreux facreurs génériques er épigénériques
(figure 1.13). Bien évidemment, d'autres facreurs jouent
un role trés important. On peut citer les facteurs environ-
nementaux généraux sur lesquels nous reviendrons dans la

pathologie moléculaire.

Reégulation
de la méthylation

L —
-

Sites
de methylation

Figure 1.13 Interactions génétique/épigénétique. La méthylation de I"ADN se fait sur les ilots CpG dans le génome, L'expression des génes
dépend aussi de I'état de méthylation. La méthylation agit aussi indirectement sur le code génétique en favarisant la mutagengse, Génétique

et dpigénétigue sont donc étroitement liées.

Points forts

Les acides nucléiques

Les acides nucléiques sont des macromolécules constituées
de chaines de nucléotides. On distingue deux acides
nucléiques, I'ADN (acide désoxyribonuciéique) et I'ARN (acide
ribonucléique). L'ADN forme une double hélice constituée
d'unités de base, les nucléotides (union d'une base avec un
sucre, le D-désoxyribose et un phosphate). Les bases com-
posant un ADN normal sont au nombre de quatre : deux
bases purigues (adénine [A), guanine [G]) et deux bases pyri-
midigues (cytosine [C] et thymine [T]). La base « A » est asso-
ciée avec |a base « T » par deux liaisons hydrogénes (A=T). La
base « G « &5t associée avec la base « C = par trois liaisons

hydrogénes (G=C).

L'acide ribonucléique (ARN) se distingue de I'ADN par son
auure le Dribose, et differe d'une base pyrimidique, 'uracile
(U} Bu lieu de la thymine (T) de structure proche. L'uracile
s'apparie a 'adénine et forme deux liaisons hydrogénes avec
elle (A=L1).

Il existe trois grands types d'ARN : I'ARN messager (ARNm),
I'ARN de transfert (ARNt) et I'ARN ribosomal (ARNr).

Le génome du noyau

La structure primaire de I'ADN (succession des bases le long
de brin de I'hélice, appelée encore séquence de I'ADN) porte
I"information génétique et constitue le génome.

L'information génétigue des parties dites codantes est
décryptée puis traduite en protéine dont le squelette est

constitué d'acides aminés. || n'existe que 20 acides aminés
codés chacun par un ou plusieurs tripiets de base (appelé
aussi codon). La relation triplet /acide aminé porte le nom de
code génétique. En sus des triplets codant pour les acides
aminés, il existe un codon initiateur ATG & partir duguel com-
mence la traduction (signal d'initiation de la traduction) et
trois codons particuliers, les « codons-stop = (TAA, TAG, TGA),
signaux de fin de traduction.

Le génome humain est constitué de deux génomes distincts,
le génome nucléaire situé dans le noyau de la cellule (sou-
vent appalé par défaut le génome humain) et le génome mito-
chondrial localisé dans les mitochondries. Le nombre de
génes codant pour des protéines n'est pas connu avec pré-
cision. |l est estimé actuellement entre 20 000 et 25 000,

L'ADN est compacté dans le noyau en ensembles, les
chromosomes. On distingue 23 paires de chromosomes
dans la cellule humaine, chacun ayant une composition en
séquence caractéristique et donc unique. Vingt-deux paires
sont aussi appelées autosomes et la vingt-troisiéme paire
est constituée par les chromosomes sexuels X et Y, Le
chromosome comprend en ses extrémités les téloméres
indispensables pour préserver I'intégrité du matériel géné-
tique au cours des divisions cellulaires. En oytologie, sur le
chromosome, on reconnait physiquement une zone de cons-
triction se traduisant par un raccourcissement de |"épaisseur
de la chromatine. Cette région est appelée centromére, site
de fixation des microtubules de tubuling formés au cours de
la division de la cellule.
[ Suite)
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Points forts :uite)

Chez I'homme, entre deux individus non apparentas, il existe
de petites variations de séquences, estimées entre 1 et 2 %,
considérées comme non pathologiques, appelées polymor-
phismes. Ces polymorphismes génotypiques peuvent se
trouver dans des régions codantes ou non codantes d'un
géne ou dans d'autres régions du génome. On distingue
schématiquement deux classes de polymorphismes, les
polymorphismes bi-alléligues et les polymorphismes multi-
alléligues.

De maniére générale, un géne est un segment d'ADN contri-
buant & une fonction ou un phénotype. Il constitue un ensem:-
ble de séquences nucléiques contenant linformation
nécessaire pour la production d’'un ARN (transcription) et/ou
d’un polypeptide ou d'une protéine (traduction). Le géne d'un
eucaryote est morceld en fragments codants, les exons
séparés en général par des séquences non codantes, les
introns. En amont du géne se trouve une ségquence régula-
trice, le promoteur. Dans certains cas, on peut trouver un
pseudogéne de structure praoche du géne auquel il est ratta-
ché. Il ressemble structurellement @ un géne fonctionnel.
Mais ce n'est pas un géne, car il n'est pas traduit en protéine.

De nombreuses séquences répétées sont réparties sur le
geénome (par exemple, les microsatellites et les minisatellites).

Le génome mitochondrial

L'autre génome humain est I'ADN mitochondrial. Les mito-
chondries contiennent leur propre ADM, différent de I"ADN
contenu dans le noyvau de la cellule. Cet ADN est extrachro-
mosomique, double brin et circulaire, Il est indépendant de
I"ADN du novau. Trés polymorphique, il ne posséde pas d'in-
tron et est transmis par [a mére.

De I'ADN a la protéine

L'expression d'un géne démarre au moment de 'activation
de la transcription et se termine & la synthése d’une protéine
fonctionnelle. Elle est régulée par des facteurs de transcrip-
tion se fixant sur des séguences spécifigues au niveau de
I'ADN, en amont du site d'initiation de la transcription. De
nombreuses séquences agissent sur 'ADN pour en réguler
I'expression par exemple, le locus control région (LCR), les
enhancers, les silencers, les insulateurs, la conformation de
la chromatine. La transcription d'un géne est donc sous le
contréle d'une combinatoire de protéines.

La transcription qui a liew dans le noyau est constituée de
trois étapes interdépendantes : la fixation d'un chapeau en
5 du pré-ARNm, I'élimination des introns (appelé aussi épis-
sage ou splicing) et |'addition en 3-terminal d'une gqueue
polylA).

Le code histone est basé sur les modifications des histones
(acétylation et méthylation différentielles) aboutissant par
leurs effets combinatoires et/ou séquentiels sur la ou les
queues histones a des modifications fonctionnelles uniques.

Le code épigénétique est constitué du code histone et des
modifications épigénétiques du génome, essentiellement la
méthylation des cytosines en 5" (5mC).

La traduction a lieu dans le cytoplasme pour les eucaryotes.
La séquence des codons sur I'ARNmM dirige la synthése du
polypeptide qui aboutira dans un deuxiéme temps a la pro-
téine fonctionnelle, La traduction de I'ARNmM an protéines est
réalisée a partir d'un complexe de ribonucléoprotéines
appelé ribosomes. Les ribosomes cheminent le long de
I'ARMmM et en association avec I"ARNt combingé a un acide
aminé (aminoacyl-ARNt) et un complexe protéique permettent
la synthése du polypeptide. Une fois la protéine formée,
celleci va encore subir des transformations dites post
traductionnelles : glycosylation, acétylation, phosphorylation,
etc. L'ensemble de ces transformations sont complexes et
sont realisées au cours des passages dans le réticulum
endoplasmigue et I"appareil de Golgi.

La régulation de |"'expression d'un géne est fort complexe.
L'ensemble des étapes depuis la transcription jusqu'a la syn-
thése protéiqgue est en fait étroitement interdépendant. |
s agit d'un processus continuel.

L'édition (editingd de |I"ARN est une modification post-
transcriptionnelle se traduisant par la maodification de la
séquence nucléotidique de I'ARN a une ou plusieurs posi-
tions comme la modification de la cytosine en uracile ou la
madification de |'adénine &n inosine,

L'empreinte génomique est 'expression d'un gé&ne dépen-
dant de |'origine parentale de celui<i. Conséquence de modi-
fications épigénétiques, elle est caractérisée par |'expression
mono-alléliqgue d'un géne soit exclusivement & partir de 1I'al-
léle d'origineg maternelle, soit exclushvement & partir de |"al-
l&le d'origine paternalie.

L'inactivation du chromosome X : chez la femme (XX}, un des
deux chromosomes X est inactivé au hasard. C'est le phéno-
meéne de Ivonisation. La femme est donc une mosaique pour
I'inactivation du chromosome X. En moyenne, environ 50 %
des cellules ont I'X d'origine paternelle activé et 50 % des
autres cellules I'X d'origine maternelle activé, Néanmoins,
chez certaines femmes normales, 'inactivation n'est pas
50/50 mais déséquilibrée pour un des deux X (jusgu'a 20 %
d'un des deux chromosomes X inactivé). On parle alors de
biais d'inactivation,

L'expression d'un géne est complexe et sous l'influence de
nombreux facteurs génétiques et épigénétiques.
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Annexe

Tableau A. Contenu en acides nucléigues d'une cellule humaine

ADM
ARN total

Taille du génome humain

Ségquences codantes,/ADN génomique

MNombre de génes

Nombre de génes actifs

Nombre de molécules d’ARNm
Taille movenne d'un ARNmM
Distribution des ARN dans la cellule

6 pg
10-30 pg
310 pb
3%

0,5-1 10°
1,5 104

2 105-10%
1930 pb

ARNr (55, 1BS, 28S) : 80-85 %

ARNL 1 1520 %
ARNm : 1-5 %

Tableau B. Abréviations des acides aminés et symboles correspondants

Acide aminé Abréviation (en trois lettres) Symbole
Alanine Ala A
Argining Arg R
Asparagine Asn M
Acide aspartique Azp D
Cystéine Cys C
Glutaming Gin Q
Acide glutamigue Glu E
Glycing Gly G
Histidine His H
Izoleucine [l [
Leucinge Lew L
Lysine Lys K
Méathioning Met M
Phénylalanine Phe F
Proline Pro P
Sérine Sar 5
Thréaonine Thr T
Tryptophane Trp w
Tyrosing Tyr ¥
Valine Wal v
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Tableau C. Exemples de différences entre une cellule eucaryote et procaryote

Eucaryote Procaryote
Apparell nucléaire Présence d'un noyau Pas de véritable noyau
Mambrane nucléaire Pas de membrane nuclesine
Histones Chromosome unigue, circulaire, pelotonng
Plusieurs chromosomes dont le nombre haplowdie

et la forme sont caractéristiques
de I'espéce diploidie

Structure membranaire Cytoplasme structuré de facon complexe
par le réticulum endoplasmigue (RER)
Organites : Ribosomes TOS libres
- mitochondries Les mémes fonctions sont assurées par la
- Golgi membrang plasmique
= ribosomes BOS libres et sur le RER
Paroi Pas chez tous les protistes Presgue toujours présente
Pas de glycopeptides Polymére caractéristique : le peptidoglycane
Constitutants spécifigues
Reproduction Asexipée : mitose Asexuée (amitotique)
Sexuée ; méiose
Exemples de modifications génétiques Crossing-over Conjugaison ou transduction

Pendant I'interphase, la cellule eucaryote contient un noyau, organite limité par une enveloppe, renfermant le matériel génétigue sous forme d'acide désoxy-
ribonuckique (ADN), mokicule majeure des chromosomes. Mous distinguons ;

- les protozoalres, formés par une seule cellube libre, souvent capables de sé mouvoir (amibes, peramecies, Euglena) |

= lgs métaroaires (animaux, plantes, levures) dont les cellules sont groupdes an tissus (Spilhilaug, musculaliies, ﬂﬂd‘ljﬂﬂ-':llf-'i-. de soutlen |cartilagineus,
O8SEUL), NEFVEL),

Pendant |'interphase, |a cellule procaryote ne posséde pas de noyau. Un seul chromosome formé aussi d'ADN représonts & maldnel géndligue. Aucuni enve-
loppe ne la sépare du cytoplasme. En microscople optique, aprés coloration, le chromosome apparalt comme un fin granuke dénommé nuchéoide.

Les virus ;

- iz &chappent & cette classification : lorsqu'ils sont isclés, ils ne manifestent aucune activité vitale |

- en revanche, dans les cellules qu'ils infestent (eucaryotes ou procaryotes), lewr matériel génétigue (ADM ou ARN) s réplique et commande les synihases
de protéines spécifiguement virales.

Tableau D. ADN mitochondrial et nucléaire

ADN nucléaire (ADNg) ADN mitochondrial {ADNmt)

Un ADN dans le noyau Emviron 1000 ADNmt/cellule

Transmission par les deux parents Transmission maternelle

=3 10" kb 16,5 kb

Organisation promoteur, région 5° non codante, Pas d'intron

exons,/introns, région 3’ non codante

= 25 000 génes 37 génes codés par FADMmL ;
- 5| pathologie ; hétéroplasmie mélange d'ADNmt normal
et pathologique

- affet seuil : dans une cellule, le rapport ADNmT/ADNE
doit dépasser un seuil pour gue le phénotype se déclare
(notamment défaut de la chaine respiratoire)

— variabilité du nombre d'ADNmt muté intracellule et/ou
intratissu et/ou intra-organe et/ou intrafamiliale
Interaction ADNE &t ADNmT

@ 2004 Elsevier SAS. Tous droits réservés



{‘I t,. :
v N .
O

R . -

. il g
. . ‘_'.:I": e
R -l-.i- -|'f:. - 3 -
; _"F! L : Clh

¥

!"I

Afin de comprendre I'intérér des techniques de biologie
maoléculaire en médecine, nous décrirons dans ce chapi-
tre les bases de la pathologie moléculaire chez I'étre
humain. Quelques exemples serviront 4 illustrer nos
propos. Les lecteurs sont invités 4 se reporter au site
internet O [ine mendelian inberitance in man (Omim)
pour approfondir les sujets brigvement décrits. Apres
avoir rappelé quelques principes de base en générique
moléculaire, nous évoquerons les principales anomalies
moléculaires responsables de pathologie médicale. Le
domaine de la cytogénétique ne sera pas évoqué car il
sort du cadre de cet ou . Par ailleurs, la pathologie
moléculaire appliquée 4 la microbiologie éant similaire
4 celle observée en pathologie humaine, nous ne 'abor-
derons pas.

Principes de bilogle moléculaire en biologic clinigue

) 20006 Elsevier SAS. Tous droits réserves

O et Chapitre 2

"'j‘jasﬁﬁ de pathologie moléculaire

Génétique mendélienne
Mutations mitochondriales
Anomalies d empreintes génomiques

Polymorphismes
Génes de susceptibilité - Modulation polygénigue
des maladies monogénigues

Génes modificateurs

Maladies polygéniques et multifactorielles
Pathologie moléculaire : les mutations
Généralités sur les effets des mutations
Relation génotype-phénotype

Mutation(s) et pathologie

Mutation(s) et pathologie

Nomenclature des variations de séquence

Génétique mendeélienne

Ce chapitre de la générique est abordé dans de nombreux
ouvrages. Nous rappellerons quelques principes de base.
De maniére schémarique, en géndrique moléculaire, on
distingue :

® Jes maladies monogéniques ;

® les maladies polygéniques.

Certe distinction est cependant artificielle. En effer,
dans le cadre des maladies monogéniques, bien qu'un
cerrain nombre de pathologies soir clairement associé au
déficit d'un gene, la pénétrance d'un grand nombre de
ces maladies monogéniques est variable (la pénérance
¢tant la proportion de sujets ayant une murtation dans le
géne causal et développant la maladie par rapport aux
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sujets ayant la méme mutation et ne déclarant pas la mala-
die). Ourre les facteurs environnementaux (non géné-
tiques), on découvre de plus en plus de génes influengant
le développement et/ou protégeant un sujet d'une mala-
die. On parle de génes modificareurs et de génes de sus-
ceptibilité. Les réseaux de génes interagissant entre eux
soit directement, soit indirectement, aménent & délimiter
une frontiére de plus en plus floue entre ce qui est consi-
déré comme mnnugéniqu{: et |:|n-|:|.rgéniqur: {Egun: 2.1).
La génétique mendélienne décrir les modes de trans-
mission des parents 4 leur descendance selon des regles
initialement décrites par Gregor Mendel en 1865. Le
recensement des maladies héréditaires monogéniques est
regroupé dans le catalogue Omim accessible sur internet
(On line Mendelian Inberitance in Man). Dans les exem-
ples que nous décrirons, le numéro omim est indiqué, Il
sagit d'un numéro convenrionnellement donné i
chaque pathologie sur le site internet Omim. Les mala-
dies hérédiraires monogéniques sont nombreuses
(> 4000} mais rares. A titre d'exemple, les plus fréquen-
tes d'entre elles ont une incidence faible comme la
mucoviscidose (incidence 1/3000), le déficit en alpha 1-
anticrypsine (incidence 1/1 700), 'hypercholesterolémie
familiale (1/500) ou les neurofibromartoses (incidence
1/3000). Méme si ces maladies sont rares, elles posent
évidemment un réel probleme i la fois humain er de
santé publique. Classiquement, on décrit plusieurs
modes de transmission :
® récessif lié 4 I'X : par exemple, 'hémophilie A (Omim
306700) ;
® dominant li¢ a2 I'X : par exemple, certaines formes de
maladie de Charcot-Marie-Tooth (Omim 302800) ou
le syndrome de Coffin-Lowry (Omim 303600). Certe
forme de rransmission est tres rare ;
B jurosomique récessif : par exemple, la mucoviscidose

(Omim 219700). Pour que la maladie se déclenche, il

« Hérédité mendélienne
* gutosomigue
+ dominante i
« codominante * Mosaicisme

« Néomutations

est nécessaire qu'une mutation soit présente sur chaque
alléle de la paire d'autosomes portant le géne. La muta-
tion sur un seul des deux alléles ne permet pas de déve-
lopper la maladie (le sujet est porteur du rtrai
héréditaire et est par conséquent normal) ;

® autosomique dominant : par exemple, la porphyrie
aigué intermittente (Omim 176000). Une mutation
sur le géne d'un chromosome non sexuel (un alléle) suf-
fit pour provoquer la maladie ;

B codominant : on parle de codominance quand deux
alleles d'un méme chromosome expriment chacun leur
caractére de maniére indépendante. Par exemple, les
groupes sanguins ABO (Omim 110300).

Transmission liée a I'X

Les génes murés sont localisés sur le chromosome X. Le
risque clinique er la sévérité sont donc différents pour les
deux sexes. La femme posséde deux chromosomes X et,
par conséquent, peut ére homo-ou hétérozygote pour
une mutation.

[ expression chez la femme est variable et est largement
influencé par l'inactivation au hasard de I'X (phénomeéne
de lyonisation). Au cours des maladies récessives lides &
I'X, les hommes sont atteints et les femmes porteuses de
la maladie. Chez la femme, cela est la conséquence de
I'inactivation aléatoire de I'X (en général, 50 % de I'K
d’origine maternelle inactivé et 50 % de I'X d'origine
paternel inactivé), Cependant, dans certains cas, la
femme peut présenter des manifestations cliniques lides a
anomalie de I'X. En effet, dans de rares cas, on peut
observer un biais d'inactivation de I'X chez la femme.
Dans ce cas, un X d'origine soit paternel soit maternel
sera majoritairement exprimé (au lieu d'une inacrivation
50/50 la plus fréquemment observée). Ce biais peut étre
la conséquence d'un avantage sélectif de I'X normal sur

* Héréditeé non mendelienne
= Expansion de triplets
= Dysméthylation

* récessive b QE”'ITiI:I al i
*lige al'X . S-F.'rmailque ;r.
.--_h '--1}_____-—-____“* __,.-'-
J Ny,
k- -’f b ____.-*"'f
| Pathologie | __—
'l.ll'l'hﬂ‘!ﬂ-'l.‘-lllall'l _|'

H_ﬂ__*__f A

S\ = Mutations somatiques acquises

« Pathologie de la mitochondrie —

~ + Anomalies de méthylation acquises

Figure 2.1 Pathologie moléculaire héréditaire et acquise. La pathologie moléculaire, quel que soit son mécanisme, peut étre d origine héné-
ditaire ou acquise. De nombreuses inconnues demeurent pour expliquer la physiopathologie des maladies acquises et héréditaires. La patho-
logie moléculaire ne constitue gu'une brique de ce complexe physiopathologigue,

i 2000 Elsevier SAS, Tous droits réservés
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I'X muté (par exemple, I'’X normal assure une meilleure
croissance cellulaire ou améliore la durée de vie de la cel-
lule) ou peur provoquer un avantage sélectif de I'X muré
(par exemple, par défaur d'inacvation de I'X, consé-
quence d une muration sur le géne Xisr, Omim 314670).
Un biais d’inactivation en faveur de I'X muté peut don-
ner I'apparence d'une transmission dominante lide 4 I'X.

On ne parle de maladie dominante ou récessive lide a
I'X que chez la femme. Dans ce cas, les femmes arteintes
peuvent avoir des fils ou des hlles atteints mais les hom-
mes atteints n'ont que des filles atteintes. Certe différence
est difficile 4 préciser du fait de 'inactivation au hasard de
I"X. Ces expressions sont donc rarement urilisées. Clest la
raison pour laquelle on parle en général de maladie liée a
I'X. Cependant, le plus souvent, la maladie est récessive.
Les garcons présentent la maladie, mais les filles sont
conductrices et peuvent avoir des fils atreints. Toutes les
filles d'un homme atteint sont conductrices. En effet, les
hommes transmettent 4 toutes leurs filles le chromosome
anormal. Dans les maladies lides & I'X, il n'y a jamais de
transmission d’homme 3 homme.

Cas particulier :
les génes pseudo-autosomaux

Il sagit de génes présents sur les chromosomes X et Y.
Leur mode de transmission n'est pas différent de celui des
génes autosomaux. A ce jour, aucune maladie n'a été for-
mellement démontrée par anomalie dans la région
pseudo-autosomale des chromosomes X et Y.

Transmission autosomique dominante

La maladie se manifeste 4 I'éat hérérozygote. Un seul
allele (I'alléle muré) est anormal. La muration est présente
sur un des 22 autosomes (chromosomes non sexuels).

Caractéristiques générales

® Un des parents est atteint ou porteur sain,

® Un sujet arteint posséde une chance sur deux (50 %) de
transmettre |'alléle anormal 4 sa descendance.

® La transmission est verticale.

® Les enfants normaux d'un sujer atteint n'auront que des
sujets NOrmatx.

® Les hommes et les femmes sont atteints également.
Bien qu'encore imparfaitement compris, deux mécanis-

mes expliquent au moins en partie le mode de transmission

autosomique dominant d'un grand nombre de pathologies.
Ce sont lhaplo-insutfisance (HI) et l'effer dominant

négatif (EDN) (figure 2.2). Dans les deux cas, la mani-

festation phénotypique est la conséquence de mutation(s)

a I'érar hérérozygote.

Haplo-insuffisance (HI)

De manitre générale, les copies d'un méme géne auto-
somigue sur chaque chromosome issu des deux parents
sexpriment en proportion identique (codominance),
Lhaplo-insuffisance est une manifestation phénory-
pique consécutive 3 une mutation a I'état hétérozygote.
Quand un seul alléle d'une cellule diploide est présent
ou fonctionnel (un seul des deux alltles est exprimé), la
protéine correspondante est traduite en quantité insuf-
fisante pour I'expression d'un phénotype normal (par
exemple, une mutation sur un promoteur et modifiant
I'expression d'un géne, la délétion compléte d'un géne
ou une mutation intragénique responsable de I'aboli-
tion de lactivité d'une protéine [alltle nul] ou de la
diminution de son activitd). En dehors du cas de la
transmission autosomique dominante, on peut aussi
parler d’haplo-insuffisance dans les cas oli certaines
mutations homozygotes ou double hérérozygotes (hété-
rozygotes composites) sont responsables de la forte
diminution d’activité d'une protéine. Cette haplo-
insuffisance peur aussi étre sous la dépendance d'aurres
facteurs, que ce soit d’autres protéines (soit par action
synergistique, soit par action de protéines sous
influence de génes modificateurs, voir infra) ou de fac-
teurs environnementaux (toxique, médicament, tabac,
aliment, infection, etc.) (figure 2.3).

Effet dominant négatif (EDN)

Leffer EDN est le résultar de l'interaction d'une protéine
anormale (produir d'un géne muté) avec la protéine nor-
male (synthérisée par le géne présent sur aurre alléle).
Elle interfére avec l'activité de la protéine normale en
diminuant son activité globale, voire en l'inhibant,

En pathologie moléculaire, selon leur localisation sur

un méme géne, certaines murarions peuvent étre respon-
sables d'un effer HI et d'autre d'un effer EDN.

Un cas particulier : |'effet dominant positif

Leffer dominant positif est le résultar de l'interaction
d'une protéine anormale (produit d'un géne muré) avec
la protéine normale (synthérisée par le géne présent sur
l'autre allele). Elle est 'opposé de 'EDN. En interférant
avec l'activité de la protéine normale, la protéine murtée
va acquérir un gain de fonction.

Un cas rare : la dominance autosomique
spécifique de I'hétérozygote

Comme déja indiqué, une maladie est de transmission
autosomique dominante lorsque I'alléle muté détermine
le phénotype i I'étar hérérozygote. En régle générale, dans

les maladies aurosomiques, l'allele mueé agit en faic sur
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Cale =

1. Si TF: monomire

MHHMHFMW TF mut
TF

S

b 3
. Expression diminuée

2. 5i TF: homodimére

3 FﬂEEEhllﬂi‘B 2 5 r———ﬂ]—-_' 3
Actif  «TF-TF m
* TF-TFmut
« TFmut-TFmut } Inactif Expression diminuée

Figure 2.2 Notions d haplo-insuffisance et d'effet dominant négatif, Prenons |'exemple d'un facteur de transcription (TF) se fixant sur une
séquence specifigue du promoteur d'un géne (3G). Le TF contient deux domaines, le domaine de fixation a ['ADN (SF-ADN) et le domaine de
transactivation (T3-ADN). Le TF, en se fixanl par son domaine de fixation & I'ADN, active le domaine de transactivation et permet la trans-
cription du géne. 1. Haplo-insuffisance ; supposons gue le TF soit un monomére. En cas de mutation sur le SFADN, e TF muté (TFmut} ne
pourra plus s fixer sur 'ADN cible et activer son expression. Seul, ke TF normal pourra le faire, La mutation étant présente & 1'état hétéro-
zygote, la guantité de TF présente est diminuée de modtié {TF muté inefficace et TF normal actif) et 'expression du géne cible aussi. On aura
un phénotype d'haplo-insuffisance. 2. Effet dominant négatif : supposons un TF agissant sous forme d'homodimére (deux TF associés pour
obtenir I'action du TF sur l& géne cible). 5i un des deux alléles est muté, on aura un monomeére TF nomal et un monomére TF muté (TRmut).
On ocbtiendra donc trois formes homodiméres, TRTF (normal fnormal), TETEmut (nommal /muté) et TRmut-TRmut (muté/muté), En cas d'effet
dominant négatif, TFmut empéche 'action normale de TF. Seul I'homodimére TF-TF sera actif, L action globle du TF (sous forme d'homodi-
mére) sera diminuée,

Induction (1}

dhnmdbntntntnte

A
Phénaotypa
pathologigue Phenotype normal
« s b ¥
=
A

* Génes modificateurs
* Modifications épigénétiques

Figure 2.3 Haplo-insuffisance et influence multifactonelle. A noter gue dans cet exemple, plusieurs protéines (groupe de FT) sont Impliquées.
Il pourrait n'y en avoir qu'une seule, Représentation schématique d'une réponse ranscriptionnelle synergistigue (par exemple, action de fac-
teurs de transcription [FT] dont 'effet global, & savodr linduction {I] de 'expression d'un géne est supérieure & un simple effet additf [la
somme des actions] de ces FT) fonction de |la concentration d'un activateur global A, somme de plusieurs FT (par exemple, par fixation sur
le promoteur et/ou un enhancer], On observera une courbe sigmoide résultant d'un effet coopératif de "ensemble des FT. Autour du paint
d'inflexion (point rouge), une petite variation de I'activateur global provoque de grandes vanations d'induction, Dans ce modéle schématique,
au-deld d’un certain seuil, le phénotype est normal (sujel sain), En dessous d'un autre seull, e phénotype est anormal (sujet malade). Entre
les deux [deitad), le phénolype est incertain, || dépend dinfiuences extérieures (génétiques et envirpnnementales} qui déclencheront |'évo-
Iution soit vers un phénotype normal, soit vers un phénotype pathologique. Ce basculement peut varier dans le temps, étre réversible ou non
par axample.

& 2006 Elsevier 5AS. Tous droits réservés
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un mode semidominant (ou codominant). En effet, lors-
qu'un sujet est homozygote pour une maladie de trans-
mission autosomique dominante, les effetrs des deux
alléles muréds s'additionnent et donnent une maladie
beaucoup plus sévére qu'a I'érar héérozygore. Ce nlest
cependant pas toujours le cas. Certaines maladies sont
strictement autosomiques dominantes (ou dominant
compler) comme, par exemple, la chorée de Huntington
(Omim 143100} et la néoplasie endocrinienne de type |
(MEN1, multiple endocrine neoplasia rype 1, Omim
131100). Dans ces deux maladies, aucune différence
phénotypique n'est observée entre les sujets homo- et
hérérozygores.

La dominance autosomique spécifique de I'hétérozy-
gote est un phénoméne différent. Celle-ci a été observée
par exemple dans une forme héréditaire de glaucome a
angle ouvert résultant d’'une muration (K423E) dans le
géne codant pour la myocyline (Omim 601652). Dans
certe pathologie héréditaire, les sujets héérozygores pré-
sentent la maladie alors que les sujets homozygotes pour
la murtation sont asymptomatiques. La pénérrance de la
maladie est donc largement supérieure chez les sujets
hétérozygotes par rapport aux homozygotes. Lexplication
réside dans ['effer dominant négadf de la protéine pré-
sentant la mutation sur la protéine normale (le complexe
devient non fonctionnel), effer neutralisé quand la pro-
téine (agissant sous forme de multimére) est présente uni-
quement sous forme mutée. La protéine retrouve alors sa
fonctionnalité,

Transmission autosomique récessive

La maladie s'exprime cliniquement quand le sujet est
homozygote (la méme muration sur les deux alléles)
ou hétérozygore composite (une muration ditférente
sur chacun des deux alléles). Les deux alléles d'un
méme locus sont donc murés. Le géne érant situé sur
un des 22 autosomes, les deux sexes peuvent donc érre
affecrés (nous excluons de ce cadre les disomies unipa-
rentales).

Caractéristiques

® Les parents sont cliniquement normaux.

® Seule la descendance est arteinte. 1l n'y a pas de trans-
mission verticale. La probabilité d'avoir un enfant
atteint est de 1/4 (25 %) si les parents indemnes sont
porteurs. Les enfants indemnes sont porteurs avec une
probabilicé de 2/3.

® Les hommes et les femmes sont arteints également.
Ces maladies sont rares et la probabilicé de consangui-

nité est importante,
De maniére générale, la survenue des maladies récessi-

ves apparait tot dans la vie, par opposition aux maladies

dominantes,

Néomutation (mutation de novo)

De maniére générale, il s'agit de mutations apparaissant
nouvellement chez un individu normal (nous excluons de
ce cadre les murtarions somatiques acquises, dans les can-
cers par exemple). La fréquence de mutation est approxi-
mativement de 5 107" mutation/géne/génération (ou
encore 1-2 107* muration/nucléotide/génération). La
fréquence des néomurations serait alors de 1/100 000
nouveau-nés a chaque locus. Un grand nombre de ces
mutations doit étre probablement silencicuse ou réces-
sive. La plupart, de fait, semblent silencieuses. Certaines
cependant peuvent s'exprimer de maniére dominante. Le
parent chez qui la muration est apparue dans la cellule
germinale (et donc transmissible) est cliniquement nor-
mal. Les autres enfants seront normaux, la mutation ger-
minale sexprimant en effer dans peu de cellules
germinales, Le nombre de gamétes atteints érant limicé, la
probabilité que les autres enfants soient atteints est faible.
On peur cependant la retrouver chez d'autres enfants,
dans ce cas, un mosaicisme (au minimum gonadal) existe
probablement. Bien évidemment, avant d'envisager ces
possibilités, il est nécessaire de penser i la non-paternité
(estimée 4 environ 5 % des cas) ou 4 la pénétrance faible
d'une mutation. En général, cependant, les néomurations
sont facilement suspectées dans les maladies lides 3 I'X et
les maladies de transmission autosomique dominantes.
Les néomutations récessives sont beaucoup plus rares
(par exemple, un parent porteur héwérozygore d'une
mutation et |'autre parent ayant une néomuarion).
Mosaicisme

De maniére générale, le mosaicisme est une condition
dans laquelle coexiste un mélange de population de cel-
lules génériquement distincres (figure 2.4). Le mosai-
cisme peut étre la conséquence de mutarions dans les
cellules précurseurs de la lignée germinale. On a alors un
mosaicisme germinal. Le parent transmetteur normal
(pas de murtarion somarique) présentera ainsi un risque
de transmettre une maladie lide 4 la muration apparue
dans la lignée perminale (par exemple, le pére pourra
avoir une mutarion présente sur 10 % des spermartozoi-
des pour un géne donné). Le mosaicisme peut éwre la
conséquence de mutations apparues aprés la fertilisation :
on parle de mutations post-zygotiques. On observe alors
chez un méme sujet une prolifération clonale de deux
groupes de cellules génétiquement distincres comme, par
exemple, dans certaines formes de neurofibromaroses de
type 1 (Omim 162200). Il s'agir d'un mosaicisme soma-
tique. Un mosaicisme somartique peut donc sobserver
par suite d'une mutation apparue dans une cellule au
cours de la gamérogenése. 11 peut s'observer plus rardive-
ment Pﬂr ﬂfmF‘tE cn Pﬂthﬂlﬂgl{f, ALl COUrs Ii-E I.;I. cancéro-
genese. Le mosaicisme est observé aussi dans les
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Transmission mendélienne

Mut —»= '

Mutation postzygotique
: B
ey -+

3
% a s a N &k & T i
30 O W ' ) 8
u : ' Mutation
: | somatique
) Mitose P
-'ﬂ = i ' -"

a— 7 o M .q-———'._'“““l v >
M e
a0l omlo W - L"- - '-'E,,f

e BT o R NG
Cellules somatiques ] 8| ' Y110 Cellules somatiques

Cellules germinales

Cellules germinales

Figure 2.4 Mosaicisme génétigue et génétique mendélienne. Transmission mendélienne : un géne muté sur un chromosome d'origing mater-
nel (rectangle rouge) est transmis de génération en génération (mitose) aux cellules somatiques (elles sont toutes atteintes : cellules pos-
sédant I'étoile orange) et germinales (transmission au cours de la méiose, étoile orange). Transmission postzygotique : une mutation
somatique apparait dans une cellule somatique aprés la fertilisation. Il ¥y a un mosaicisme. La mosaigue est constituée par des cellules sans
mutation et d'autres avec mutation (chromosome possédant la barre rouge). Selon la nature de la mutation et la période d'apparition de
celle-ci, la mutation reste somatigue (cellules possédant I"étolle orange) ou peut étre transmise aux cellules germinales.

mitochondries (héréroplasmie), en cas d'altérations épi-
génériques ou d’anomalies chromosomiques. Par ailleurs,
un mosaicisme germinal peut coexister avec un mosai-
cisme somatique.

Linactivation au hasard de I'X (d'origine paternelle ou
maternelle) dans les cellules XX est une forme de mosai-
cisme du moins pour certains génes exprimés a partir du
chromosome X,

Enfin, certains auteurs ont calculé que nous étions tous
probablement des « mosaiques ». En effer, le nombre de
cellules d'un organisme humain adulte est estimé 4 envi-
ron 10" et la fréquence d'une muration par division cel-
lulaire est estimée & 107 par géne.

Le diagnostic d'un mosaicisme n'est pas toujours sim-
ple. Cette anomalie peut simuler d'autres formes de
transmission héréditaire (par exemple, mosaicisme ger-
minal et transmission autosomique dominante simulant
une transmission récessive).

Conséquences possibles du mosaicisme

Les conséquences d'une mutation somatique dépen-
dent i la fois de sa nature et de sa date d’apparition. Il
est fort probable que la majorité des murations sont

phénut}rpiqu:mcnt silencieuses, probablement par

redondances soit de génes similaires, soit de génes aux

fonctions moins importantes. Cela n’est pas toujours le
cas. Voici quelques principes volontairement simplifiés
et simplistes :

W si une mutation est provoguée dans un géne au rile
majeur (par exemple, une muration provoguant une
perte de fonction de la protéine correspondante), si le
géne en question joue un rdle primordial dans le
contrile de la croissance cellulaire et si cetre muration
est dominante, on peut sattendre 4 I'apparition d'un
cancer (ol & un mécanisme favorisant lapparition d'un
cancer) ;

® 5i ce méme géne n'est pas dominant, il représente un
premier « choc » génétique dans un certain nombre de
cellules. Ces cellules sont alors prédisposées pour un
deuxieme « choc» (mutation somatique sur lautre
allele) inactivant complitement le géne ;

® une mutation post-zygotique peut dans cerrains cas
étre transmise i la génération suivante. Il s'agit dans ce
cas d'une mutation présente dans les cellules donnant
naissance aux gametes. En fait, il semblerait que cela
soit rare, la séparation entre les cellules germinales et
somatiques se faisant tor chez I'embryon. 1 faudraic
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alors une muration précoce dans les premiéres érapes
post-zygotiques du développement ;

® enfin, dans cerrains cas, le mosaicisme n'est présent que
dans les cellules de la lignée germinale. Ce cas rare peut
érre envisagé par exemple lorsque les parents sont tous les
deux normaux et présentent plusieurs enfants malades.

Notion de pénétrance et d'expressivité
Pénétrance

La pénétrance est la proportion de sujets présentant un
phénotype pathologique (sujets malades) par rapport au
génorype responsable de la pathologie. Par exemple, une
pénérrance de 10 % signifie que 10 % des sujets possé-
dant 'anomalie moléculaire (la muration par exemple)
présente au moins un signe phénotypique de la maladie.
Quand on parle de phénotype pathologique, il s'agit de
n'importe lequel des symptomes de la maladie (depuis
une anomalie biologique jusqu'a la présence d'un ou de
plusieurs signes cliniques). Cette derniére notion est
importante, la noton de phénotype pouvant varier
selon les érudes (er, par conséquence, la fréquence de la
pénétrance aussi), certains auteurs n'accordant pas tou-
jours la méme signification au terme de phénorype.

La pénérrance est compléte quand tout porteur du
géne délétére est arteint. La pénérrance d'une maladie est
trés variable selon les génes en cause. Elle peur aller de 1 2
100 %, Cetre pénérance peut se traduire aussi en fone-
rion de l'ige, certaines maladies se déclarant dés la nais-
sance et d'autres plus rardivement au cours de la vie,
Dans un grand nombre de pathologies, la pénétrance est

incomplére.

Expressivité ou variabilité
de I'expression clinique

Il s'agit de I'ensemble des effets phénorypiques observés
pour une mutation donnée. Les manifestations cliniques
peuvent étre différentes d'un sujet & lautre pouvant aller
d'une seule manifestation clinique 4 'ensemble du phé-
notype clinique décrit pour certe maladie, par exemple,
type et sévérité des symptomes, dge de survenue de la
maladie.
Lexpressivité et la pénérrance variables d'une maladie
peuvent étre dues & plusieurs facreurs :
B des génes modificateurs situés sur d'aurres loci ou
d'autres variations génotypiques sur le méme locus ;
B des facteurs environnementaux et exogénes.

Transmission dominante ou récessive

Dans la générique mendélienne classique, les maladies
héréditaires sont classées selon le mode de transmission de

maniére cartésienne. En fair, ce concept n'est pas toujours
aussi tranché. Par exemple, le déficit héréditaire en facteur
V de la coagulation (facteur V Leiden, Omim 227400) est
considéré comme une maladie de rransmission auroso-
mique récessive. La mutarion la plus fréquente (R5060Q))
est associée au risque élevé de thrombose veineuse (risque
relatif compris entre 80 et 100 fois par rapport au sujet
normal). Le sujer présentant la mutation i I'érar hérérozy-
gote présente aussi un risque de thrombose veineuse
(risque relatif 5 & 10 fois supérieur 4 la population nor-
male). La notion de récessivité doit donc érre interprérée
avec une certaine relativité dans certaines pathologies.

Phénotype et diversité
des modes de transmission

Certaines entités cliniques présentent plusieurs modes de
transmission héréditaire selon le géne muté. Clest le cas
par exemple dans la cardiomyopathie dilatée responsable
d'une insuffisance cardiaque congestive chez le sujet
jeune, Sans rentrer dans les dérails de certe pathologie
dans laquelle de nombreux génes sont incriminds, selon le
géne en cause, la transmission peut étre autﬂsﬂmique
dominante (par exemple, mutations sur le géne codant
pour la troponine T, Omim 191045), mitochondrial (par
exemple, murtation sur le géne codant pour I'ARNt-
isoleucine, Omim 590045) ou liée 4 I'X (murtadon sur le
gene codant pour la rafazzine, Omim 300394).

Génétigque non mendélienne

La génétique mendélienne n'explique pas toures les mala-
dies génériques. Ces vingt derniéres années, de nouveaux
concepts sont apparus et ont amené i des modes de trans-
mission héréditaires différents classiquement appelés
« génétique non mendélienne ». Cette classification rela-
tive ne doit pas faire oublier que I'ensemble des mécanis-
mes physiopathologiques est plus complexe que ne laisse
penser ce mode de classification.

Instabilité du génome

Séquences répétées

On distingue schémariquement dans le génome :

® [es minisatellites, séquences répéées de 10 pb i plus de
100 pb. Ces minisatellites répétés en randem varient en
longueur, on parle de variable number of tandem repear
(VINTR). Ces VNTR peuvent étre intragéniques (par
exemple, dans le géne codant pour le récepreur i la
dopamine D4, DRD4, Omim 126452) ou, le plus
souvent, extragéniques. Ces VINTR peuvent jouer un
rile régulateur de la transcription : par exemple, le
VINTR situé 600 pb en amont du site d'initiation de la
rranscription du géne codant pour [insuline {INS,
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Omim 176730). Dans ce cas, le VNTR contiendrair
des sites de fixation pour des facteurs de transcription.
Ces séquences peuvent parfois devenir instables soir au
niveau de la lignée germinale, soir de la lignée soma-
tique. D'aurres séquences telles les séquences Alu peu-
vent induire des pathologies par insertion ;

® les microsatellites de tille inférieure & 10 pb (en
moyenne, 1 4 4 pb) répérées en tandem. Ces séquences
répétées en tandem (par exemple, CACACA... dinu-
cléotide répécé N fois) sont présentes dans tour le
génome. Ces mono-, di-, tri- ou térranucléotides (on
parle encore de microsatellites) sont trés polymor-
phiques chez I'étre humain. Dans un grand nombre de
cancers notamment, la répérition de ces séquences
devient instable au cours des mitoses dans les cellules
cancéreuses, Cette instabilité des microsatellites (MIN,
microsatellite instabiliny, voir infra) se traduit par une
variation du nombre de séquences répétées (augmenta-
tion ou diminudon) différentes de celles des cellules
normales et peur étre facilement détectée par les métho-
des de biologie moléculaire. Un des mécanismes consi-
dérés comme essentiel dans les tumeurs er expliquant
certe instabilité est une erreur de réparation de 'ADN
au cours de la réplication (d’autres mécanismes ont
aussi ér¢ décrits tel que la recombinaison homologue
par exemple).

Phénomeéne d’'anticipation

Dans certaines pathologies humaines résultant de 'exten-
sion de séquences répéides en nombre anormal (par
exemple, le syndrome de I'X fragile [Omim 309550] ou
la chorée de Huntington [Omim 143100]), on observe
de génération en génération une augmentation du
nombre de séquences rrinucléotidiques répérées en tandem
rraduisant une instabilité de ces microsatellites (figure 2.5).
Bien que le mécanisme moléculaire soit encore mal
compris, cette instabilieé serait le résultat de la structure
spatiale secondaire instable de ces répétitions (formarion
d'épingles i cheveux [hairpin] notamment). Pour expli-
quer cette instabilité, plusicurs mécanismes (isolés ou
associés) ont éré décrits tels que les recombinaisons au
cours de la méiose et/ou de la mitose (dans ce dernier cas,
cela expliquerair les variations de longueur des séquences
observées au cours de 'analyse moléculaire), les erreurs de
réplication de 'ADN (par glissement de 'ADN polymé-
rase), la conversion (par recombinaison homologue non
réciproque) et les anomalies de réparation de FTADN. 1l
existe une relation génotype/phénotype entre le nombre
de séquences répétdes et les symptdémes (par exemple,
sévérité de la maladie, age de déburt). A partir d'un certain
nombre de répétitions, la pathologie se déclare. Un érar
intermédiaire entre un nombre de répétition normale et
pathologique existe, on parle alors de prémuration. Le
nombre de répétitions au stade de prémuration est relai-

650 : mormal
45-60 : intermédiaire Exemple : FRAXA
. “ (Omim 309550)
[CGG] [CGG] ... [CGG]

P s Xq27.3
s—— 1 - 10
3
Prémutation: 55-200 || aTe
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Figure 2.5 Le phénoméne d'anticipation. Dans le syndrome de I'K
fragile (Omim 309550}, la trinucléotide CGG est répétée entre & et
50 fois chez le sujet normal. En cas d'anticipation, d'une génération
a l'autre, cette répétition de microsateliite augmente, Lorsque |e
nombre de répétitions du microsatellite est au-dessous du seuil de
200, la maladie n'est pas déclarée encore, c'est le stade de pré-
mutation. Au stade de prémutation, il peut y avoir une instabilité de
microsatellite aboutissant & une expansion du triplet {phenoméne
dynarmigue). Et au-deld d'un certain nombre de répétitions (> 200 en
moyenne), la maladie apparait et s'aggrave au fil des générations,
apparaissant de plus en plus précocement : ¢'est le phénoméne
d anticipation.

vement stable dans la lignée germinale de 'homme alors
quelle est plus instable dans la lignée germinale de la
femme. Clest le cas dans le syndrome de I'X fragile.
Néanmoins, cela n'est pas toujours observé, Ces amplifi-
cations de séquences répétées se produisent au cours de la
méiose avec parfois une amplification préférentielle d'ori-
gine maternelle ou paternelle. Ainsi, de généradion en
génération, la maladie s'aggrave et apparait 4 un dge plus
jeune : ce phénoméne est appelé anticipation. Ces mura-
tions sont ainsi dynamiques (tendance a l'allongement de
la longueur des séquences répétées). Enfin, il a été décric
dans de rares cas non pas une expansion des séquences
répétées mais une contraction (réduction des séquences
répérées) dans la lignée germinale. Cet événement excep-
tionnel est encore appelé réversion (voir infra). Cette
expansion est bien évidemment aussi présente dans les
cellules somariques o1 on observe souvent une instabilicé
des séquences répérées (variabilité du nombre de séquen-
ces répétées) p||.15 pmicu“ftr:m::nt pour les alléles de
grande taille. Cette expansion anormale aboutit le plus
souvent a une méthylation anormale des séquences répé-
tées (par exemple dans le syndrome de I'X fragile au
niveau du promoteur) et I'absence de transcriprion du
gene correspondant, Il peut donc y avoir une anomalie de
méthylation associée 4 une expansion de triplets. Dans
d’autres cas, elle abourit 4 la formation d'un polyamino-
acide dans la partie codante du géne (par exemple, poly-
glutamine dans la maladic de Huntington, Omim
143100) responsable de la formation d'agrégats er de
mort cellulaire par apoprose,
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Pour mémoire, d'autres pathologies développées plus
loin, résultant d'interactions complexes, sont rappelées :
B les maladies polygéniques ;
® |es maladies mitochondriales par arteinte du génome de

la mitochondrie ;

B les maladies épigénétiques.

Mutations mitochondriales

La transmission de 'ADN mitochondrial est maternelle
en général (dans certains cas exceprionnels, la transmis-
sion d ADN mitochondnal muté d'origine paternelle a
pu étre démontrée).

Les mutations dans le génome mitochondrial sont
transmises par la mére et sont responsables de nom-
breuses pathologies, surtout neurologiques er neuro-
musculaires,

La ségrégation des mitochondries au cours de la répli-
carion se fait au hasard entre les cellules filles (figure 2.6).
Ce phénoméne explique l'existence d’héiéroplasmie er
permet d'aborder la notion de seuil {figure 2.7). Les
manifestations cliniques dépendent notamment du
nombre de mitochondries présentant la mutarion. On
peut ainsi définir :
® 'héréroplasmie : les ADN des mitochondries ne possé-

dent pas tous la murarion causale. Ainsi, dans la cellule,

le tissu et les mitochondries, il y aura différentes popu-
lations d’ADN mirochondrial normal et muré ;

® |'homoplasmie : 'ADN de chaque mitochondrie pré-
sente la mutaton causale.

Mitochondrie

Figure 2.8 Notions d’homoplasmie et d'hétéroplasmie. A partir
d'une cellule mére, la transmission des mitochondries se fait au
hasard dans les cellules filles aboutissant soit & I'hétéroplasmie,
soit plus rarement & I'homoplasmie. Prenons 'exemple de deux
populations de mitochondries (ADN mitochondrial différent). Sait la
population mitochondriale transmise posséde e méme ADN de 'un
ou 'autre variant ADN, ¢’est I'homoplasmie. Soit 1a répartition dans
Ia cellule est un meélange aléatoire des deux populations, ¢'est I'hé-
téroplasmie.

WY IR o
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% Hétéroplasmie

Figure 2.7 Motion d'effet seuil dans la pathologie mitochondriale. La
répartition aléatoire entre le nombre de mitochondries normales et
pathologiques est varable., Lorsque le nombre de mitochondnes
pathologiques atteint une certaine guantité (seuil), les phénoménes
pathologiques se déclarent notamment dans les tissus dépendant en
grande partie du meétabolisme mitochondrial (par exemple, le
CErveau).

Tout type de mutation décrite pour 'ADN nucléaire
peut se voir dans la mitochondrie. On estime leur fré-
quence au niveau mitochondrial 4 1/8000. Le pourcen-
rage de mitochondries atteintes détermine la présence
ou non de la maladie. Par ailleurs, le seuil est variable
selon la pathologie en cause. Les conséquences des
mutations ne seront pas les mémes selon que le tissu en
cause présente plutdt un mérabolisme 4 dominante gly-
colytique (par exemple, la peau, les fibroblastes) ou
aérobique (par exemple, le cerveau, le ceeur, les muscles
squelettiques, le foie, le pancréas, les yeux). Selon les
exigences métaboliques en ATP notamment (effet
seuil), I'impact sera supérieur dans les organes a exi-
gence aé¢robie prédominante.

La distribution des mitochondries au cours de la
mitose étant effectuée aléatoiremenr aux cellules filles, si
le seuil pathologique est dépassé dans un tissu auparavant
non atteint, le phénotype peut étre modifié. Ce phéno-
méne explique en partie la variabilité phénotypigue obser-
vée en fonction de I'ige et du tissu.

Dans la mitochondrie, outre les maladies hérédiraires
(transmission maternelle), les mutations de TADN peu-
vent aussi étre sporadigues.

Mutations responsables de déficit
d’importation de protéines
dans la mitochondrie

Les protéines cytoplasmiques destindes aux mitochon-
dries présentent en général une séquence signal d'impor-

ration (appelée aussi préséquence, pepride signal ou
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séquence d'adressage). Certte séquence sera ensuire élimi-
née par des peptidases pour que la protéine puisse assu-
rer sa fonction (protéine mature). Une mutation dans la
séquence signal sera responsable de I'absence/diminu-
tion d'importation dans la mitochondrie.

Le pepride signal d'environ 20 a 60 acides aminés est le
plus souvent chargé positivement, contient des résidus
hydmphﬂhcs et h}rdrm].rlfs, sans résidu acide et ::slpablr.s
de former une structure secondaire amphiphile. Bien qu'il
existe des protéines importées dans la mitochondrie et ne
possédant pas ce peptide caractéristique, ce dernier est
souvent indispensable 4 l'importation mitochondriale des
protéines. Certte importation (dont le mécanisme sort du
cadre de cet ouvrage) est sous la dépendance de complexes
protéiques permettant le formartage tridimensionnel et la
translocation des protéines vers les compartiments mito-
chondriaux (rels que les translocases de la membrane
externe [translocase of outer membrane, TOM] et interne
[translocase of inner membrane, TIM]). Des pathologies
spécifiquement mitochondriales peuvent done avoir pour
origine une mutation dans un gene situé dans le génome
nucléaire. Dans ce cas, le mode de transmission hérédi-
raire peut étre autosomique dominant, récessif ou lié a I'X.
[D’autres pathologies non spécifiquement mitochondriales
sont aussi la conséquence de mutations dans le pepride
signal.

Anomalies d’empreintes genomiques

['empreinte génomique représente l'expression différen-
tielle d'un géne selon son origine maternelle ou parer-
nelle. Certains genes seront donc actifs sur un
chrurnﬂm-mf Pﬂl’l:'l'l[ﬂ]. cr :i.l'lE.El'iF SUr IIE.U.[I'E L‘hmmﬂsﬂmt
parental. Les anomalies de I'empreinte génomique peu-
vent étre la conséquence danomalies chromosomiques
et/ou épigénériques.

ce jour, environ une trentaine de génes soumis 4
empreinte parentale sont répertoriés,

Pathologie de I'empreinte génomique

Les anomalies de I'empreinte génomique sont responsa-
bles de maladies dont le phénotype est diftérent selon que
le locus malade est d’origine maternel ou paternel. A titre
d'exemple, les rares syndromes de Prader-Willi (Omim
176270) et d’Angelman (Omim 105830) sont des patho-
|Dgies résultant d’anomalies de 'empreinte génomique
(figure 2.8). Sans rentrer dans les dérails complexes de ces
deux maladies, nous exposerons quelques éléments pour
illustrer cette pathologie.

Délétion chromosomique

Dans chaque cas, 'absence du (des) géne(s) actif(s) est la
cause de la maladie :

Mutation Mutation
Délétion DupP d'empreinte de séquence
Ir.'l |]
Iy
Prader- - | | »
willi | |
|
| .I.
P M M M P M
Chr. 15g
.;p;l
Angelman H P e
I'g'i
P M P P P M P M

Figure 2.8 Pathologie de 'empreinte génomique. Exemple des syn-
dromes d'Angelman et de Prader-Willi. Ces deux syndromes résul-
tent d anomalies au méme locus, Le syndrome de Prader-Willi (SPW)
est la conséquence d'anomalie sur le chromosome d'onging pater-
nelle et le syndroma d'Angelman (SA) sur le chromosome
d'origing maternelle, Plusieurs anomalies sont possibles ;| une délé-
tion chromosomigue dans la méme rone du chromosome 15
(15g11-g13}; une dizomie uniparentale (DUP) : les deux chromo-
somes normaux sont issus soit du pére (SA), soit de la mére (SPW) ;
une atteinte du centre de |'empreinte (mutation par exemple) peut
&tre responsable d'une empreinte anormale sur les génes cibles ;
enfin, certains génes peuvent aussi étre mutés (par exemple, e
géne UBE3A, Omim 601623 dans le syndrome d’Angelman).

B [e syndrome de Prader-Willi (PWS) est la conséquence
d’anomalies d'une région sur le bras court du chromo-
some 15 (dans 70 % des cas environ, une délétion, del
[15q11-q13], le plus souvent de nove). La délétion est
issue du chromosome d'origine paternel ;

® le syndrome d’Angelman (AS) résulte de la méme délé-
tion sur le chromosome d'origine maternel (dans 70 %
des cas).

Disomie uniparentale

La disomie uniparentale (DUP) est une anomalie
chromosomique dans laquelle une paire de chromosomes
est transmise par le méme parent (environ 20 4 25 % des
cas pour PWS et 2 4 3 % des cas pour AS). L'autre parent
ne transmet aucune copie. La DUP peut ére partielle ou
totale, Cette anomalie est principalement consécutive a
une non-disjonction chromosomique. Dans ce cas, PWS
est la conséquence de la présence de deux chromosomes
15 normaux provenant de la mére (aucun du pére) et AS
la conséquence de la présence de deux chromosomes
15 normaux provenant du pére (aucun de la mére).

Délétion du centre d'empreinte

Dans la région délétée, une portion du génome appelée
centre d'empreinte (imprinting centre, 1C) a été identifiée.
Elle contrdle les génes environnants en érablissant la
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bonne empreinte au cours de la gamérogenese. L1C en
fait régule la méthylation des génes environnants, l'ex-
pression des genes et la structure chromatinienne locale.
En effer, les génes soumis 4 empreinte sont essentielle-
ment regroupés en « amas » (cluster) sur une portion de
FADN. Le mécanisme d'action précis du IC n'est pas
encore connu. On sait ndanmoins qu'une partie de son
action se fait par des modifications épigénériques diffé-
rentielles (relles que la méthylation de FADN au niveau
des dinucléotides CpG, voir infra).

Dans certains cas (3 2 5 % environ), on ne retrouve ni
délétion ni disomie uniparentale. On observe alors des
microdélétions, des mutations ou, plus rarement, d'autres
anomalies chromosomiques (par exemple, translocation)
au niveau de I'lC. Le centre d'empreinte n'assure plus son
role d'activateur/répresseur dans la région. Toutes ces ano-
malies vont étre responsables d'anomalies épigénétiques
modifiant régionalement 'expression des génes cibles.
Ainsi, dans I'AS, il peur s'agir de murartions sur un géne
UBE3A (Omim 601623, environ 8 % des cas).

Enfin, environ 5 % des PWS et 15 % des AS n'ont pas

de cause identifide (aucune anomalie moléculaire ou
cytogénétique).

Effet de I'origine parentale
sur la transmission
des maladies héréditaires

Dans certaines maladies héréditaires, on observe une
influence de l'origine parentale en I'absence de toute
empreinte génomique. C'est le cas dans certaines mala-
dies par expansion de répétitions de nucléotides (phé-
noméne danticipation). Par exemple, dans la maladie
de Huntington (Omim 143100), maladie autosomique
dominante par expansion des triplets CAG sur le géne
codant pour la huntingtine, I'ige plus précoce de surve-
nue de cette forme de démence est lié 3 la transmission
paternelle. La transmission paternelle est associée a une
forte tendance a !expansmn de triplets (alors que Pex-
pansion est trés faible si la transmission est maternelle).
Une des explications possibles de ce phénoméne est
Vinstabilité plus importante du nombre de triplets au
cours de la gamérogenése chez 'homme. Des explica-
tions différentes onr été avancées dans d'autres maladies
comme la maladie de Steinert (ou dystrophie myoto-
nique, Omim 160900) de transmission autosomique
dominante associée 4 une transmission maternelle par
expansion anormale de trinucléotides CTG. On observe
chez les filles transmeterices une augmentation du nom-
bre de séquences répétées. Un avantage sélectif de 'ex-
pansion de triplets pourrait influencer sur la survie des
spermatozoides. Dans ce dernier cas, la forme congéni-
rale sévere de la maladie est le plus souvent associde a
une transmission maternelle, En fait, ce phénomeéne
non li¢ 4 l'empreinte génomique est encore mal connu.

Empreinte génomigue
et héréedité multifactorielle

Certains auteurs ont suggéré l'influence de 'empreinte
sur certains traits phénotypiques tels que la sévérité de
['atteinte, [ige précoce du débur de la maladie et la péné-
rance. Cette hypothése a notamment été évoquée par
exemple dans certaines formes de diabéte.

Polymorphismes

Les polymorphismes de FADN sont des séquences intra-
ou extragéniques considérées comme non pathologiques
pour le sujet (un exemple de polymorphisme simple est
la couleur des yeux, polymorphisme phénotypique).
Dans le génome humain, on estime 4 environ 20 000 4
25 000 le nombre de génes, la plus grande partie érant
constituée d'une quantité importante d’'ADN non
codant, Malgré la taille considérable du génome humain,
on estime que la variation entre deux sujets normaux
dans la population mondiale est au maximum de 0,1 %.

Diversité des polymorphismes

Les polymorphismes peuvent étre bi-alléliques (exemple
A et G, A/G) ou muld-alléliques (séquences répérées de

type mini- ou microsatellites).
Polymorphismes multi-alléliques

On distingue classiquement deux classes :

® les microsatellites : on les appelle souvent short tandem
repeat (STR). Ces séquences sont nombreuses (estimées
a 50 000-100 000 copies par génome) et sont espacées
assez réguliérement (environ rous les 10 kb). La plupart
de ces microsatellites sont des séquences dinucléoti-
diques [CA/GT],. D'autres microsatellites sont des
séquences répérées de 1 4 10 bp, er dont la rille totale
est d'environ 100 4 300 bp. Ces marqueurs sont trés
informatifs et sont urilisés par exemple pour la carto-
graphie, les érudes de liaison dans le génome humain
ou encore en médecine légah: .

® les minisatellives comme les variable number of tandem
repeats (VINTR) sont également utilisés. Ces derniers
sont constitués d'une série de 15 4 70 bp répétées en
randem. D’autres minisarellites sont disséminés dans le
génome comme les séquences Alu par exemple.

Polymorphismes bi-alléliques

Les polymorphismes bi-alléliques (single mucleatide poly-
marphism, SNP) sont les variants les plus fréquents dans
le génome humain. De manitre générale, un SNP est
défini par les caractéres suivants :

® [a fréquence dans la population est supérieure 4 1 % ;
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® [ rransmission héréditaire est stable ;

B elle permer d'érablir des haplotypes ;

® |3 densité moyenne est estimée a un polymorphisme
toutes les 1,2 3 1,9 kb. Il existe cependant de grandes
variations selon les chromosomes et selon les génes.

Cette densité s'explique schématiquement par la pres-

sion de sélection sur les genes ainsi que les taux de

mutation et de recombinaison. ces derniers variant 2

travers le génome. On estime en général que les muta-

tions aléatoires sont de 'ordre de 2 107 (ce taux inter-
vient dans les calculs appréciant 'évolution de 'érre
humain, en anthropologie par exemple).

Les SNI' peuvent étre classés selon les conséquences
observées ou leur localisation dans le génome
® changement d'acide aminé ;
® absence de changement d'acide aminé ;
® présent dans la région 5" non codante (5'NC) ;
® présent dans la région 3" non codanre (3’'NC) :
® présent dans d'aurres régions du génome (introns,

régions intergéniques).

Chez un sujet normal, on estime le nombre de SNP 4
environ 11 millions. Les SNT aboutissent i la présence de
variations génétiques (variants). Les différentes formes
ainsi obtenues du méme geéne sappellent des alléles
(Agure 2.9). Un grand nombre de ces SNE malgré les
variations qu'elles provogquent au niveau des parties
codantes etfou régulatrices d'un géne, n'affectent pas le
plus souvent ni la fonction du géne ni celle de la protéine
codée par ce gene. Dans certains cas, cependant, ces poly-
morphismes peuvent prédisposer ou étre associds i certai-
nes pathologies en modifiant par exemple la fonction de
la protéine codée par ce gene. On parle alors de
polymorphisme fonctionnel. Leur réle dans les maladies
multifactorielles telles que 'hypertension artérielle,
I'athérosclérose ou certains diabétes a éré¢ démonuré,
Lintérér des SNP réside aussi dans l'aide qu'ils peuvent
apporter i la localisation des génes de suscepribilité, dans
I'érude de lexpression des génes (notamment en cas de
polymorphisme fonctionnel, par exemple en pharmaco-
génétique), dans les érudes de population et dans I'étude
moléculaire de certaines maladies (érude d’association par
exemple, tableau 2.1).

Intéréts des polymorphismes

Les polymorphismes, que ce soit les 5TR ou les SNI, pré-

sentent un intérét fondamental dans I'érude du génome

humain, sa physiologie et sa physiopathologie. Parmi les

nombreuses informations qu'ils apportent, on peut citer

leur intérée dans les domaines suivants :

® |ocalisation et identification de génes (mapping) ;

B mise en évidence d'anomalies chrom osomiques {(en
cancérologie et en génétique par exemple) ;

® prédisposition 3 une maladie générique (par exemple,
maladie d’Alzheimer) ou non (par exemple, une maladie

| Génotypes possibles :
| | = AA
| s AR
“A'A
|| -
A

Paire de chromosomes homologues
dans une cellule diploide

Figure 2.9 Notion d'alléle et de génotype. Le locus a est localisé
sur une paire de chromosomes non sexuels (autosomes) dans une
cellule diploide. Ce locus représente une position d'une séquence
d'ADN sur le chromozome. De maniére générale, elle peut repré-
senter un simple SNP ou une grande région d’ADN (par exemple, le
locus HLA) La présence de variants au locus définit des alléles (A et
A'), Un alléle peut représenter un variant de géne ou de polymor-
phisme. Le génotype est I'association au sein du locus des deux
alléles d'un méme géne (par exemple, AA").

infectieuse comme le paludisme) ou aux conséquences
(positives ou négatives) d un médicament (domaine de
la pharmacogénérique) ;

B cnquétes familiales ;

B ftude de la biodiversité humaine (anthropologie par
exemple) ;

B médecine légale ;

B érude de paternieé ;

® drude des maladies multifactorielles ;

® médecine prédictive,
De maniére gEnErale, I"étude des SNP esr actuellement

privilégide pour plusicurs raisons :

® [es SN sont plus nombreux dans le génome que les
STR;

W |es SNI* sont plus stables que les STR ;

® cerrains SN ont un retentissement foncrionnel.

Polymorphismes épigénétiques

De nombreuses érudes réalisées sur des jumeaux mono-
zygotes ont montré des variations dans |'expression de
certaines maladies (par exemple, la schizophrénie). Ces
résultats (concordance de 50 % entre jumeaux monozy-
gotes dans la schizophrénie) permettent de déduire la
responsabilité au moins en partie de facteurs environne-
mentaux dans la physiopathologie de cette maladie
(méme si 4 ce jour ces facteurs n'ont pas été clairement
mis en évidence). On devrait s'attendre en efter 4 100 %
de concordance entre les jumeaux monozygores érant
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Tableau 2.1. Exemples de polymorphismes bi-alléligues {SNP) associés a des maladies

Gane Variant(s) Pathologie associée
Géne de susceptibilité :

— apolipoprotéine E Allgle £4 Maladie d'Alzheimer
= NRAMPL (natural resistance AspSd3Asn Tuberculose
-associated macrophage protein 1)

— PPARG | peroxisasme praliferator- G=C IV54

activated receptor vl Prol2Ala

Fronostic ;
- MBL2 {mannose binding lectin)

— TNF (tumor necrosis factor -ITEG=A

Variants structuraux B, C et D

Mucoviscidose
Meuropaludisme

-30BG=A dans le promoteur

Pharmacoganatique ;
ADRB2 (12 adrenergic receplor Glv1GArg
CYP2CS (cytochrome P450 IIC, polypeptide 9) Argl44Cys

donné leur identité génétique (ce sont des « clones »
naturels). Or, comme on I'a précisé ci-dessus, ce n'est
pas le cas. En reprenant I'exemple de la schizophrénie,
maladie multifactorielle (et multigénique), des auteurs
ont suggerd quau cours du développement, il existait
une différence d'expression de certains génes probable-
ment par modification épigénétique différentielle (de
mécanisme actuellement inconnu). Parmi les mécanis-
mes physiopathologiques impliqués dans la schizophré-
nie, 'hypothése de polymorphismes épigénétiques
tonctionnels a été proposée. Cette hypothése reste i
prouver. D’autres études ont montré la variation inter-
individuelle des profils de méthylation de FADN sans
les avoir encore bien caractérisés. On parle alors d’épi-
génotype. Ces études démontrent également que le pro-
fil épigénérique d'un individu intervient dans son
phénotype et dans la suscepribilité 4 certaines patholo-
gies (par exemple, les cancers). L'ensemble de ces obser-
vations permet donc de penser qu'au sein du génome,
outre les polymorphismes de la séquence nucléotidique,
des polymorphismes épigénériques fonctionnels exis-
tent (en dehors des phénoménes d'empreinte géno-
mique déja évoqués). Il est probable par ailleurs que
certaines mutations alterent le profil de méthylation
d'un individu, d'une cellule ou d'un tissu (par exemple,
dans des zones de régulation de 'expression d'un géne)
et donc altérent le phénotype. Des interactions poly-
morphisme épigénétique/muration existent probable-
ment.

De méme que pour les polymorphismes nucléon-
diques, les variations épigénétiques (ou polymorphismes
épigenétiques), indépendantes de la séquence d'ADN,
SONt transmises entre générations,

Catécholamines (albuterol)
Dosage de la warfarine

Polymorphismes de I’ADN mitochondrial

La diversité¢ nucléotidique de 'ADN mitochondrial est
supérieure i celle de TADN génomique (présent dans le
noyau). Clest la raison pour laquelle TADN mitochon-
drial (ADNmt) est souvent urilisé en médecine légale, la
phylogénétique er la génétique des populations. Cette
dl“rs:lté Cs5t d.ﬂ.!.]].l:urs ]ﬂfga].emﬂﬂ{ répﬂrnﬂ dﬂnﬁ
FADNmt. Du fait de cette propriété, en cas de décou-
verte d'une nouvelle variation de séquence, la question se
pose souvent de savoir s'il s'agit d’un polymorphisme ou
d'une muration responsable d'une pathologie d'autant
plus qu'un polymorphisme peur aussi coségréger avec la
maladie et, 51l est sufhsamment rare, peut étre pris pour
la mutation causale. Sans étre absolus, les critéres suivants
orientent soit vers une mutation, soit vers un polymor-
phisme :

® |a présence d'une héréroplasmie : on peur imaginer en
effet qu'une mutation i I'étar homoplasmique soit
léthale. Malheureusement, ce critére est souvent
absent. Les murations peuvent aussi étre homo-
plasmiques ;

® e pourcentage d'hétéroplasmie dans les tissus atteines
et leur comparaison par rapport aux tissus sains (notion
de seuil). Le seuil est cependant difficile a évaluer ;

B |a comparaison de la séquence avec des séquences
contriles. Le choix des « bons contréles » est souvent
difficile. La comparaison de la séquence érudiée avec
celle d’autres espéces peut aider i trancher (sites conser-
vés au cours de l'évolution). Si, au niveau de la
séquence érudiée, ['acide aminé est le méme 2 travers les
especes, la probabilité que la muration soit responsable
est grande.
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Dans la pathologie mitochondriale, la frondere poly-
morphisme/murtation n'est donc pas toujours évidente,
Les nombreuses études démontrent I'importance de ['en-
vironnement et de l'influence du génome nucléaire dans
les conséquences fonctionnelles de ces variations de
séquence (polymorphisme/mutation). Deux exemples
tllustrent notre propos :
® |e génome de la mitochondrie est relativement instable,

par exemple par suite de la formation de radicaux libres

produits par la chaine respiratoire mais aussi du fait de

I'absence d'un processus efficace de réparation de

FADNmt et de 'absence d'histones, Des mutations

somatiques sont donc acquises au cours de la vie

cellulaire ;

® certains polymorphismes sont sensibles & l'environne-
ment. Cest le cas par exemple de la mutation/polymor-
phisme A1555G sur le géne codant pour 'ARN 128, cible
des aminosides (Omim 580000). Dans ce cas, en cas d'ex-
position aux aminosides, les sujets peuvent étre atteints

d'hypoacousie, voire de surdité (roxicité cochléaire).

Génes de susceptibilite -
Modulation polygénique
des maladies monogeéniques

De maniére générale, les maladies monogéniques (cest-
a-dire, un seul géne anormal est responsable d'une mala-
die, par exemple, la drépanocytose) présentent une
variabilité importante dans leur expression clinique
(expressivité variable). Cette variabilieé est bien entendu
fonction de facteurs environnementaux multiples mais
aussi sous 'influence de génes modulant cette expressi-
vité¢ ou de polymorphismes au sein du géne ou de ses élé-
ments régulateurs. Les génes de suscepribilieé (il serair
plus approprié¢ de parler des alléles de ces gines associés
i une susceptibilité) ne suffisent pas pour induire une
maladie. Les alléles de suscepribilité conferent un risque
accru, mais le plus souvent minime, de développer la

maladie.
Polymorphismes fonctionnels

De nombreux polymorphismes n'ont aucune consé-
quence fonctionnelle (polymeorphismes neutres),
Certains d'entre eux cependant sont impliqués dans le
mécanisme physiopathologique de nombreuses maladies,
ce sont les pﬂl}-'mnrphismcs foncronnels I{ﬁgurr 2.10).
Deux grandes classes de polymorphismes fonctionnels
peuvent étre distinguées schématiquement ;
® [¢s polymorphismes modulant la régulation d'un ou de
plusieurs génes. Par exemple, il a éé montré le role
important de certains polymorphismes fonctionnels
qui peuvent moduler la fixation de facteurs de trans-
-L'.'l'lr.ll:']ﬂl'l sur I'E pmmut-r:ur, SUr If_‘ iﬂﬂﬁ.‘l’ fﬂi’imﬂr .?"ESIE-’”

(LCR) ou sur des enbhancers ;

B |es polymorphismes modifiant la structure (et modu-
lant la toncrion) d'une protéine. Dans des pathologies
telles que les maladies infectieuses (VIH par exemple),
certains polymorphismes modifient I'évolution nartu-
relle de la maladie. C'est par exemple le cas du poly-
morphisme delta32 sur le gine codant pour la
chémokine CCRS5 (Omim 601373) associé 2 une évo-
lution plus lente du sida. D’autres polymorphismes
sont associés A des pathologies et constituent des fac-
teurs de risques pour le développement de ces maladies
sans étre pour autant une condition nécessaire ni suf-
fisante. Des polymorphismes ainsi banaux en appa-
rence peuvent, combinés, jouer un réle important par
exemple dans le développement et/ou I'évolution et/ou
le pronostic et/ou la réponse thérapeutique au cours
d’une maladie. C'est le cas du polymorphisme variant
E4 de I'apolipoprotéine E (Omim 107741 ; géne pour
ltqurl existent deux autres puhrmurphismcs E2 et E3).
Celui-ci est associé a la maladie d’Alzheimer spora-
dique. En termes clairs, cela slgmf' le qu'un sujet pré-
sentant ce polymorphisme a un risque plus élevé de
développer la maladie (selon les érudes et les ethnies, ce
risque varie de 3 4 7 fois chez un sujet homozygote
pour I'L' pn]}rmnrphismc E.'ql'}. C-Epfﬂdﬂ.n[, et EEIE CsL
fondamental, ce n'est ni une condition nécessaire ni
suffisante pour développer cette pathologie. Enfin,
pour citer un autre exemple, les polymorphismes peu-
vent jouer un role dans la réponse thérapeutique i cer-
tains médicaments (ces pu|}fmurphismcs ne sont
d’ailleurs pas toujours fonctionnels). Ce peur étre par
exemple par modificarion de la cible, du transport ou
du métabolisme du médicament (domaine de la phar-
macogénomique).

Ainsi, la mise en évidence de ces polymorphismes
fonctionnels est imporante. En effet, méme si ces e
sont potentiellement mineurs i 'échelle de la protéine,
dans le cas d'un réseau mérabolique, on peur imaginer les
conséquences importantes que de « petits effers » résul-
tant de "action de ces polymorphismes peuvent avoir sur
la résultante globale de ce mérabolisme.

ATG

R I-*l

Modulation Modification
Modulation de l'expression| structurale et/ou
de I'expression  d'un géne | conformationnelle
d'un gene , Modulation d'activité
Epissage de la protéine
alternatif correspondante

Figure 2.10 Conséguences fonctionnelles et/ou structurales poten-
tielles des palymorphismes fonctionnels.
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Un cas particulier, I'hétérosis

Dans certains cas, un polymorphisme de type SNP 4 ['érar
hétérozygote peur présenter une association significative-
ment différente 2 une pathologie par rapport 4 chacune
des deux classes d’homozygote : c'est la notion d’hérérosis.
Ceci est observé par exemple dans le cas d'un polymor-
phisme du promoteur du géne codant pour une sous-
unité de I'interleukine 12 (IL12), IL12B (Omim 161561)
dont les sujets hétérozygores présentent un risque accru
d’asthme sévére dans l'enfance par rapport aux sujets

homozygotes pour ce polymorphisme.
Géenes modificateurs

Dans un grand nombre de maladies hérédiraires mono-
géniques de transmission mendélienne, on ne retrouve
pas de relation génotype/phénotype évidente. Certains
génes jouent un réle pour moduler (« modifier ») I'ex-
pression d'une maladie (par exemple, dge de débur de la
maladie, symptémes, sévérité). Ce sont les génes modi-
ficateurs. C'est ainsi par exemple que dans le cas de la
mucoviscidose, l'iléus méconial est retrouvé dans
environ 15 4 20 % des cas avec environ 30 % de
récurrence familiale. Il a éré démontré que le geéne
CFMI (cypstic fibrosis modifter 1, Omim 603855) érair
un geéne modificareur impliqué dans la présence ou
I'absence d’iléus méconial chez les nouveau-nés arteints
de mucoviscidose.

Selon le contexte et/ou la situation, un méme géne,
quand il est muté, peut avoir des conséquences phéno-
typiques différentes. Certe variabilité phénotypique peur
aussi bien étre intrafamiliale (oncles, cousins, grands-
parents) quintranucléaire (méme fratrie).

Comment définir un géne modificateur ?

En dehors de certains cas particuliers, 'identification des
maladies monogéniques a montré qu'une muration seule
ne suffit pas pour le développement d'une maladie. Ainsi,
dans une méme famille, des individus présentant la méme
mutation peuvent présenter des phénotypes différents ou
étre sains (pénérrance variable). D'aurres facteurs physio-
pathologiques tels que les facteurs environnementaux
(alcool, tabac, état nurritionnel, infections, toxiques) sont
nécessaires pour le développement de la maladie. Parmi
ces facreurs, les génes modificateurs jouent aussi un role
important (figure 2.11). On peut considérer comme géne
modificateur d'une maladie héréditaire tour géne dont les
différents alléles ne sont pas 4 Porigine de la maladie mais
peuvent modifier/moduler son phénotype. Cette défini-
tion schémarique n'exclut pas qu'un géne modificateur

d'une maladie puisse étre lui-méme a I'origine d'une autre
maladie héréditaire. Par exemple, la mutation C282Y sur
le géne HFE (Omim 235200) est associée a 'hémochro-
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Figure 2.11 Interactions multifactorielles. Le phénotype est la résul-
tante d'interactions complexes individuelles (le sexe, I'4ge. les
génotypes modulateurs) et environnementales multiples. Un certain
nombre de génes (les génes modificateurs et/ou de susceplibilité,
Ga, Gb, Ge...) vont moduler l'expression d'une maladie en inter
action entre aux et avec les facteurs ervironnementaux (1, 2, 3...).
L'ensemble de ces interactions aboutit & un phénotype qui peut étre
varable d'un sujet & ['autre.

matose héréditaire. Cette muration est aussi un facteur de
susceptibilitd pour une autre maladie, la porphyrie cuta-
née (Omim 176100).

Dans le cas des cancers et de la carcinogenése en géné-
ral, 'ant-oncogéne p53 muré (Omim 191170) est un
mspunsablc d'une maladie héréditaire, le sfndmrnf de
Li-Fraumeni (Omim 151623, syndrome constitué d'un
grand nombre de cancers d'apparition précoce et de loca-
lisation multiple tels que leucémies, ostéosarcomes, rha-
bodmyosarcomes....). Le géne p33 est aussi muté dans un
grand nombre de cancers sporadiques (et donc non héré-
ditaires) et peur érre considéré alors comme un géne
modificateur.

En résumé, Il est dithcile de mettre en évidence les
gtnes modificateurs, ceux-ci participant 4 un réseau
métabolique complexe en cours de déchiffrage.

Maladies polygéniques
et multifactorielles

Un grand nombre de pathologies sont en fait des maladies
multfactorielles pour lesquelles I'influence polygénique a
éré abondamment prouvée. On peut citer, par exemple,
I"obésicé, les maladies cardiovasculaires, les schizophrénies.
Ces maladies complexes résultent de tres nombreuses
interactions alléliques, constituant un réseau combina-
toire complexe dont la résultante fonctionnelle aboutit ou
non au développement de la maladie (figure 2.11).
Ces variations peuvent étre la conséquence d'une combi-
natoire a effer additif ou synergique de génes ou de I'as-
sociation au sein d'un cluster de génes (génes transmis
d'un bloc [sans recombinaison] au niveau d'un locus)
dont l'expression basale est modulée par d'autres génes
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Tableau 2.2. Mutations rapportées dans la littérature (2093 génes analysés)

(référence : http : //www.hgmd.cf.ac.uk/docs/hohoho.htmi)

Mutation Nombre %
Microlésions @

- mutations ponctuelles (non-sens, faux-sens) 31 251 87.3
— épissage 5188 8,5
- rones de régulation de I'expression 700 1.3
- petites délétions 8014 16,5
- petites insertions 3626 6.6
- petites insertions /délétions 533 : |
Macrolésions :

- variation de séquences répétées 143 0,2
- grandes insertions ou duplications 470 0,9
- réarrangements complexes (incluant les inversions) 639 1.2
= grandes délétions 25998 5.5
Total 54 562 100

(hors du cluster). Les facteurs environnementaux addi-
nonnels sont multiph:ﬁ. A titre d'exemple, nous pouvons
citer les produits chimiques, le tabac, les médicaments,
les agents infectieux (virus, bactérie, champignon...),

'alcool.
Pathologie moléculaire : les mutations

Une mutation est une variation allélique anormale pou-
vant aboutir au développement d'une maladie. De nom-
breuses formes de mutations ont été décrites (tableau 2.2).
Selon le rype de lésion moléculaire observée, on disringuc
les mutations de gr:-lndc taille (les macrolésions) et celles
de petites tailles (les microlésions).

Macrolesions

Elles constituent des réarrangements géniques dont la
taille peut aller de quelques kilobases & plusieurs méga-
bases. On distingue plusieurs formes (figure 2.12).

Deletion

Clest I'excision d'un segment I'ADN pouvant aller de
8
quelques bases a plusieurs millions de bases, voire un

. Duplication

B. Translocation
—‘— - [\:-
5

N
-— : - — -

A. Inversion
_ﬂ.
-1--

Ci. hemophihe A ChrB Ci. LMC

spinalo

Figure 2.12 Réarrangements géniques -Exemples.

L .;i"r'-".'fl'l'lIF." musculairo

chromosome, Elles sont souvent la conséquence de méca-
nismes de recombinaison. Dans les cas de délénion de
géne ou de grande partie de géne, les mécanismes de
recombinaison sont souvent observés au sein de famille
de génes regroupés en groupe (clusters), comme par
exemple les génes de la famille des globines (par exemple,
les génes alpha situés sur le chromosome 16p13.3 et dont
les anomalies abourtissent 4 des alpharthalmémits,

Omim 141800 et 141850).
Duplication

C'est la « répérition » d'un fragment plus ou moins long de
'ADN (hgure 2.13). La duplication de tout ou partie d'un
géne peut sc faire dans la méme orientation ou en orienta-
tion inverse (inversion, voir infra) du géne dupliqué. Les
mécanismes de recombinaison sont principalement impli-
qués dans leur formation. Dans les cas de duplication de
géne ou de grand: partie de géne, parmi les mécanismes de
recombinaison observés, on peut citer :
® |es recombinaisons observées au sein de famille de
gines regroupés en groupe (clusters), comme les génes
de la famille des cytochromes P450 ;
® celles nbservées au sein de séquences répétées comme

dans la maladie de Charcot-Marie-Tooth de type 1A

D. Délétion E. Transfert horizontal
i B 9 10 14
R g

T, g : 10 11
;_-"'_R- - -

C1. myopathie Ct. neurcfibromatose 1 et séquence Alu

) 2006 Elsevier SAS, Tous droits réservis
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Figure 2.13 Les mécanismes des réarrangements sont complexes.
Dans ce schéma, deux exemples simples de réarrangements pen-
dant |a méiose sont décrits. |l 8" agit d'une recombinaison non homao-
logue entre deux séguences répétées (low copy repeats, LCR)
représentées par des fléches de couleur différente et encadrant une
séquence génomigue (cercle ou hexagone). A. Crossover entre deux
LCR de séguence proche et de méme direction. Le résultat est soit
une duplication, soit une délétion d'un segment génomique unigque
(cercle). Une recombinaison entre deux chromosomes ou intrachro-
maosomes (inter- ou intrachromatide) peut aboutir & un tel réarran-
gement. B. En cas de recombinaison de deux LCR orientés en sens
oppasé, on obtient une inversion des segments génomiques (cercle
el hexagone) sans perte ni gain de segmeant génomigue. La recom-
binaison interchromosomigue ou interchromatide peut provoguer un
changement conformationnel important des chromosomes (chromo-
somes dicentrique et acentrigque).

(CMT1A, Omim 118220) dans laquelle, parmi les
mécanismes pathomoléculaires, on retrouve une dupli-
cation sur le chromosome 17 en p12-p11.2 par recom-
binaison non homologue ;

® celles a partir de séquences Alu comme dans le syn-
drome d'Ehlers-Danlos variant VI (Omim 225400).

Inversion

C'est un changement d'orientation d'un segment
d'ADN (figure 2.13). Cette muration a été retrouvée
par exemple dans la maladie de Charcor-Marie-Tooth
de type 1, CMTIA, Omim 118220). Elles résultent
en général de recombinaisons génériques complexes
dont les mécanismes précis sortent du cadre de cet
ouvrage,

Amplification

Clest la répérition le plus souvent en tandem de séquences
normalement unigues (la taille du « randem » peur étre
considérable). On peut le voir par exemple dans les can-
cers du sein ol l'amplification du gene ERBB2 (p-erb-52
avian erythroblastic leuwkemia viral oncogene homolog 2,
Omim 164870) est associé & une rédsistance aux agents
anticancéreux placitaxel et au tamoxiféne.

Fusion de genes

Elle est le résultat d'un réarrangement avec double cassure
de deux génes différents et « transposition » de 'un dans
I'aurre. Elle peur aboutir a la formarion de protéines chi-
mériques aux propriéés déléréres pour lorganisme,

Conversion

[l s'agit d'une recombinaison non réciproque d'un frag-
ment d’ADN aboutissant 4 la conversion apparente d'un
fragment ADN en un autre (figure 2.14). Le méca-
nisme est complexe, souvent mal connu et ne sera pas
décrit. On retrouve ce type de réarrangement dans la
maladie de Gaucher de type 1 (Omim 606463 et
230800) ou le syndrome de Shwachman-Diamond
(Omim 260400).

Insertion

Il s'agit de l'introduction d'une séquence (par exemple
transposon ou séquence virale) dans un géne. La muration
par insertion résulte de plusieurs mécanismes complexes
(par exemple, recombinaison indgale, translocation,
conversion génique, « boucles chromatiniennes »).

Mécanismes complexes

Dans certains cas, un grand réarrangement est la résul-
rante de mécanismes complexes et pouvant associer par
exemple une délétion et une duplication (délétion/dupli-
cation) ou une délérion er une inversion (délétion/inver-
sion). Ce genre de mécanisme complexe et rare a éoé
décrit par exemple dans les myopathies de Duchenne et
de Becker (Omim 310200 er 300376).

Le rableau 2.3 donne quelques exemples de pathologie
héréditaire humaine résultant de réarrangements géniques.

Microlésions

Ce sont des substitutions, suppressions ou additions
d'un ou de quelques nucléorides. Lorsqu'une base est
transformée en une autre base, on parle de muration
poncruelle.

D E F D B F
5" 3 B I ] 13"
3- 5" T T T 1 B
d ] i 9 d b f o
A B C A B c
5 1 3" B ¥
. 1 B 3 5
- a b c P a v o

Figure 2.14 Conversion génigue.
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Tableau 2.3. Exemples de génes soumis a un effet de dose

Géne Réarrangement causal Pathologie — Omim
PMP22 (protéine myéline périphérique 22) Duplication Maladie de Charcot-Marie-Tooth

Délétion {CMT1A) - 118220

Meuropathie héreditaire (HNPP) = 162500

PLP1 {protéolipide 1) Duplication Maladie de Pelizasus-Mezbacher

Delétion (PMD) = 312080
ELM (&lastine) Délétion Maladie de Williams-Beuren (WBS) - 194050
JAGL (jagged 1) Délétion Syndrome d’Alagille (AGS) - 118450
WT1 Dé&l&tion Syndrome WAGR - 194072

Généralités sur les mutations ponctuelles

De nombreux mécanismes sont responsables de ces
mutations. Par exemple :
® dépurination ;
® désamination notamment des cyrosines méthylées :

™t —T sur le brin sens (et G—=A sur le brin antisens) ;
® erreurs de réplication ou de répararion.

Les termes ci-dessous sont parfois employés. Ils sont
définis de la maniére suivante :
® rransition : mutation poncruelle dans laquelle une base
purique est transformée en une autre base purique (par
exemple, G—A) ou une base pyrimidique en une autre
base p}rrimidiqut (par cxi:mpl::, =T,
® rransversion : mutation ponctuelle dans laquelle une
base purique est transformée en une base pyrimidigue
(par ::xtmplc, G—T) ou une base p}rrimidiqurz en une
base purique (par exemple, C—=A).

Le tableau 2.4 donne quelques exemples de murtations
ponctuelles,

Mutations dans les régions codantes

Mutations faux-sens
Elles entrainent le changement d'un acide aminé sur la
protéine. Leur conséquence sur le fonctionnement de la
protéine est variable. Dans certains cas, elles peuvent
aussi étre responsables d'une anomalie d'épissage.

Mutations silencieuses
Le plus souvent, elles modifient le codon mais ne modi-
fient pas l'acide aminé, Cependant, dans certains cas,
elles peuvent étre responsables d'un épissage anormal de
'exon notamment lorsque cette mutation est situé sur
une séquence exenic splicing enbancer (ESE), séquence
d'environ 6-8 nucléotides située dans des exons et
nécessaire pour un épissage efficace. 1l existe aussi d'au-
tres séquences spécifiques intervenant dans ['épissage

normal, les exonic splicing silencers (ESS), favorisant un
saut d'exon ou au contraire notamment sur le dernier
exon, inhibant un saur d'exon. Une muration sur ces
séquences peut aussi aboutir 4 des anomalies d'épissage.

Mutations non-sens
Elles aboutissent 4 la formation d'un des trois codons-
stop UAA, UAG ou UGA. Elles sont responsables d’une
protéine tronquée, le plus souvent non fonctionnelle
(parfois, une activité résiduelle peut persister) ou de la
dégradation de 'ARNm correspondant (et absence de
synthése d'une protéine anormale). Dans cerrains cas, les
mutations non-sens sont responsables d'épissage anormal
d’ﬁ::{un '["51 saut -I:lTE'Hﬂ'" JF:I-

Certaines mutarions ne modifient pas le phénotype
(fonction de la protéine) : ces mutations sont dites
conservatives. Les mutations qui affectent probable-
ment/sirement le phénotype d'une protéine sont dites
non Conseryatves.

Mutations perturbant le cadre de lecture

Linsertion ou la délétion d'une ou de plusieurs bases
dans la région codante décale le cadre de lecture {qpm
reading frame, ORF) et provoque l'apparition d'un
codon-stop prémaruré plusieurs bases (une dizaine i une
centaine en géndral) en aval de la muration. Les principa-
les conséquences sont la formation d'une protéine tron-
quée (plus petite) ou la dégradation de 'ARNm
correspondant (et absence de synthése de la protéine

normale).
Mutations perturbant I'épissage

En dehors des anomalies d'épissage consécutives aux
arteintes des protéines du spliceosome ou des signaux cellu-
laires agissant sur le phénomeéne d'épissage, de nombreuses

& 2006 Elsevier SAS, Tous droits réservés
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Tableau 2.4A. Exemples de mutations ponctuelles.

1) Sur un codon-sens

Codon normal Codon muté (mutation Conséguence théarique
ponciuelle) au niveau protéigue

GAA (acide glutamigue) GAG (acide giutamigue) (A—G) Pas de modification d'acide amind

GAG (acide glutamigue) GTG ivaling) A—T Faux-sens

CAG (glutamine) TAG {codon-stop) C—T Non-sens

ESE | exonic splicing enhancer,

2) Sur un codon-stop

Conséguence
fonctionnelle

- Protéine tronquée
— Saut d'exon
— ARNm instable (absence de protéine)

Codon narmal Codon mute Consaquance theorigua
{mutation ponctuelle) au niveau traduction

TAA TAG [codon-stop) A—=G Mon-sens

TAA CAA (Elutamine) T—C Fauz-sens

Conséguence fonctionnalle

Mutation silencieuse :

pas de consequence

Saut d’exon (mutation dans un ESE) ©
— isoforme protéigue (polymor-
phisme)

- mutation pouvant induire une
maladie (absence de protéine,
protéine tronquée fonctionnelle

au non)j

Polymorphisme fonctionnel ou non
Mutation ponctuelle pouvant induire
une maladie

Saut d'exon (mutation dans un ESE)

Arrét prématuré de la traduction
avec ARNm instable

(absence de protéine) ou protéine
tronguée (fonctionnelle, hypo- ou nNon
fonctionnelle)

Saut d'exon {mutation dans un ESE)
responsable soit d'une protéine
tronguée (plus ou moins fonction-
nelie ou nonj, soit de Nabsence de
protéine

Mutation indulsant une maladie

Tableau 2.4B. Exemples de mutations non ponctuelles

Mutation
D&letion (1 & plusieurs pb)

insertion (1 & plusieurs pb)

Insertion /délétion

Conséquence possible

Protéine tronguée
ARMNm instable

Protéine tronguee
ARMNmM instable

Protéine tronquéa
ARNmM instable
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mutations ponctuelles ou non peuvent modifier I'épis-
sage normal (splicing mutation).

Lépissage, pour étre correct, nécessite Cerrains sites
situés aux jonctions exon/intron er caractérisés par des
séquences consensus (fgure 2.15). Ainsi, an niveau des
introns, ces séquences sont GU pour le site 57 (site don-
neur), ¥ AG pour le site 3 de l'intron (site accepreur) et
le résidu A pour le site de branchement. En dehors de ces
séquences consensus, d'autres séquences moins consen-
suclles adjacentes a celles-ci sont aussi nécessaires. Par
ailleurs, certaines séquences différentes de celles-ci e
moins consensuelles jouent un réle important comme les
intronic splicing enbancers (1SE) et les ESE situés respec-
tivement dans certains introns et certains exons. Il est
important de retenir que le phénomene d'épissage résulee
de I'interaction de nombreux signaux présents au sein des
introns et des exons. Ainsi, le processus d'épissage est un
phénoméne i la fois complexe (plus d'une centaine de
protéines interviennent dans certe réaction) et d'une
extréme précision. En pathologie moléculaire, les mura-
tions d épissage représentent environ 15 % des anomalies
responsables de maladies génériques. Les conséquences de
ces mutations sont nombreuses (figures 2.16 er 2.17) :
®saut d'exon (délédon) : la conséquence la plus fré-

quente. Ce saut d'exon abourtit dans la moitié des cas

environ i la formation d'une protéine tronquée ;

® activation d'un site cryprique d'épissage dans un exon
ou dans un intron. En dehors des zones d'épissage
normales, des sites « atypiques » d'épissage, dits sites

« crypriques », peuvent érre activés. lls peuvent érre

situés dans un exon (I'épissage anormal raccourcira

I'exon) ou dans un intron {une portion d'intron sera

retrouvée sur le transcric mature). Le plus souvent, un

codon-stop apparait rapidement en aval ;
® création d'un « pseudo-exon » dans un intron ;
® rétention d'un intron.

[De part er d'autre de I'exon, au niveau des jonctions
exon/intron se trouve une zone de consensus d'environ
une dizaine de pb avec notamment un site donneur 5'-gt
|bases +1 et +2 de 'intron suivant un exon) er un site
accepteur 5'-ag [dernitres bases —1 et =2 de l'intron pré-
cédent un exon]). Les sites donneurs et accepteurs de
I'intron sont les plus fréquemment mutés. Une murtation
dans cette zone de consensus provoque « 'omission »
de 'exon, le saut d'exon {appclé ALSSE EX00 jh;:rp.r'ng., ﬁgurt:
2.16). La murtarion au niveau du site accepreur ou don-
neur (séquences consensus) est la cause la plus fréquente
des murtations aboutissant 4 un saur d'exon (environ 60 %
des causes de saur d'exon). Les mutations au niveau du
site donneur 5° sont plus fréquentes que celles au niveau
du site accepteur 37 (62 % versus 26 %). Dans l'intron,
au site donneur 57, les mutations au résidu G en +1 et cel-
les au résidu en +5 sont les plus fréquemment décrires.
Au site accepreur 3, les mutations en —1, =2 et plus rare-
ment —3 sont les plus fréquentes. La muration peut per-
turh::]' ]E EH!:I.TI: I:I.C ].CCT.I.[I'I: {ﬁﬂmﬁﬂ&{m oun no Flﬂ.s IC
modifier. On obtient alors une protéine « tronquée ». La
protéine résultante peur ou non avoir une activiré
résiduelle. On peur aussi obtenir des conséquences a la
fois différentes et simultandes d'une méme muration,
Par exemple, une mutation (1592 + 5G = A) dans I'in-
ron 10 du géne codant pour le récepreur au LDL
(LDLR, responsable d'une hypercholestérolémie fami-
liale, Omim 143890) induit le saut de l'exon 10 et la
création d'un site cryprique d'épissage responsables d'un
ARNm anormal provoquant la pathologie.

Un saur d'exon peur aussi ne pas avoir de conséquence
pathologique et étre un pnl:.-rmurphismt: ll'_m'.-;puns:lhlt:
alors d'isoformes telles que des isoenzymes par exemple,
figure 2.17). Lépissage alternarif peur érre rtissu-
spécifique ou variable selon le stade cellulaire ou de
développement.

A
Exon N - Exon N +1
EI ...... .‘:'l':.'-l (W E ST [ p— YRy LT :'.'r' ....... "lr|.“i,na'gﬁl-ul-+la- 3’
Site 5 Point de Site 3’
(accepteur) branchement [donneur)
= SCE

ISE
-_:'!-"‘—'- NYLrEY Y YYYYYyYYyynag

H

ESE ESE
AGlguragl

T

Figure 2.15 Sites consensus dépissage. A. Séguence consensus général des sites 5" et 3" dépissage et du point de branchement. r ; base
pyrimidigue ; u : base purgue ; 7 n'importe guelle base, B. Exemples de sites de mutations pouvant étre responsables de saut d'exon,
de rétention d'intron ou de création d'un site cryptique d’épissage (SCE). On peut avoir ces mutations au niveau du site de branchement,
des sites donneurs ou accepteurs, des ISE (dans les introns) ou des ESE (dans les exons). Ces mutations sont le plus souvent des muta-
tions ponctuelles. Le plus souvent, ces anomalies aboutissent & la formation d'un codon-stop et la dégradation de |'ARNmM par nonsense

mediated decay (NMD).

i 26 Elsevier SAS. Tous droits réservds
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Intron (IVS) 21
e — ~s-Exon 22 -
Pl 10-50 pb "
’ Site 5 Site 3' :
mu;apw accepteur d'épissage £
I""H Site ?:Hh':’_‘.[g?\:;mm —
----- N ([ | — . "l’n!'ﬂgn|GHH.,.
i o0 o o0
O = mutation

Exon 21 Exon 22 Exon 23

1. Epissagu anormal

2. Epissage normal

o Exon 21 Exon22  Exon23
|,|—"E,. - '—; =
_ A ge JI A
|1 Epissags " rereie B Delation
| mrormal . . i : 1. fl- p-l-l"“'l"l exon 22
| <. Eptasage % £ i Rétention
| mrpermm| |_ 4|—-\_r"::_ g | . - | . d'intron

3. Epissage normal

Flgure 2.16 Epissage anormal - Exemples. A. Sites consensus d'épissage. Ces séquences interagissent avec le spliceosome pour permet-
tre un épissage normal. Les ovales correspondent & des positions de mutations pouvant induire un épissage anormal. B. Exemple d'une
mutation au site donneur d'épissage de I'intran 22, On observe le saut (absence) de 'exon 22 (délétion de 'exon 22). C. Exemple de muta-
tion au point de branchement. Deux conséguences peuvent &tre observées : un site d'épissage caché (cryptigue) situé dans 'exon 22,
c'est-adire non utilisé par le spliceosome dans les conditions physiologiques habituelles, est activé. Ce site cryptique (SC) devient le nou-
veau site accepteur et une partie de ["exon 22 est épissé ; le spliceosome ne va pas épisser normalement Mintron 21, il v a rétention de cet

intron.

A Intren
18-40 pb
§5 —— ExonN GU A (Y),AG ExonN+1 ——
e —————— [ ——
Site §' Branchement Site 3'

Epissage normal : A-B-C

Saut d'exon : A=-C

Eplssage normal : A-C

Epissage alternatif 3° : A-CiC

Epissage normal : A-C

Epissage alternatif 5 : AAI-C

Rétention d'infron : A-intron |-G
Absence d'éapissage

Figure 2.17 Epissages alternatifs. Cette figure donne guelgues exemples de diversité d'épissage soit normal (aboutis=ant alors 4 des isofor-
mes de protéines), soit pathologique. A. Les motifs conservés aux extrémités de 'intron sont les dinuciéotides GU en 5" et AG an 3°, ce dernier
étant précédé d'une séquence polypyrimidique (Y) n. Le résidu A est le nucléotide conservé au niveau du site de branchement & 30-50 pb de
I'extrémité 3° de I'intron. En B, C, D, E, F, cing modes d'épissage alternatif sont schématiguement décrits, En F, il n'existe pas d'épissage.
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Comme il a été dit plus haut, certaines mutations
non-sens, faux-sens ou silencieuses peuvent étre respon-
sables d'un saur d'exon. Dans ce cas, une des hypothe-
ses €voquées est I'abolition foncrionnelle par la
mutation d'un site stimulant physmlug,tqurm::nt "¢ cpls—
sage, le site ESE, cette séquence intervenant dans ['épis-
sage normal. Une autre hypothése proposée est la
modification de la structure secondaire, essentielle &
I'épissage normal. L'épissage qui en résulte peur alors
soit respecter le cadre de lecture, soit provoquer un
décalage de lecture (frame-shift) er 'apparition d'un
codon-stop prématuré. Ainsi, une murtation dans la par-
tie codante d'un exon peut provoquer une anomalie
d'épis:-;agr (saur d'exon par :::-;cmph:} au lieu d'une
modification d'acide aminé (ou érre silencieuse 'il s'agit
d'une muration silencieuse).

Une mutation au niveau du site de branchement, site
intervenant dans la réaction d'épissage, peut entrainer
I'absence d'épissage. Dans ce cas, l'intron n'est pas éli-
miné et, par conséquent, est conservé dans TARNm e
dans la protéine quand elle est synthéusée, TARNm pou-
vant aussi étre instable et dégradé,

En résumé, les sauts d'exons peuvent érre la consé-
quence de murations i piusil:ur:-; sites {Egun: 2.18):

® mutation au niveau du site donneur (SD) 5" (saut
d'exon complet) ;
® muration au niveau du site accepreur (SA) 37 (saur

d'exon complet) ;

® mutation au niveau du site de branchement ;

® mutation au niveau des séquences moins consensuelles
adjacentes au SD ou au SA. On peur alors observer une
modulation du saur d'exon. Par exemple, sur le géne
CFTR, il existe un polymorphisme du nombre de poly-
pyrimidines [T] T, T., T au niveau de I'intron 8 (IV58)

proche du SA en 3 de l'intron. Ce polymorphisme est

responsable d'une diminution de I'épissage normal de

l'exon 9 (modulation d'épissage), abourissant 4 un saut
d'exon partiel de ce dernier. 1l existe probablement une
variation de la régulation du spliceosome ;

® mutation (non-sens, faux-sens, silencieuse) dans I'exon,
altérant un ESS ou un ESE. Selon les cas, il a éé rap-
porté des sauts d'exon complet ou des modulations de
saut d'exon,

Ces mutations peuvent abolir les sites alternatifs
d'épissage abourissant dans certains cas soit 4 des interac-
tions anormales entre les différentes isoformes, soit a des
pertes de foncrion si les deux isoformes ne possédent pas
les mémes propriéués,

ARNm et codon-stop — Dégradation de 'ARNm
consécutive a la création d'un codon-stop

Un systtme de surveillance complexe et encore mal
connu de 'ARNm entraine la dégradation de celui-ci
(nonsense-mediated mRNA decay, NMD) lorsqu'il v a
création d'un codon-stop prématuré, Les mécanismes
abourissant 4 la formation d'un codon-stop prémaruré
sont nombreux. On peur citer, par exemple, les muta-
tions ponctuelles faux-sens, le décalage de lecture, le
réarrangement génique, 'épissage anormal, 'erreur de
rranscription, lactivation d'un site cryprique, |'utilisa-
tion de sites d'initiation mineurs de la traduction
(AUG), la rétention d'un intron ou le saur d'un exon. En
effer, un codon-stop anormal peur amener 4 la forma-
tion d'une protéine non fonctionnelle ou aux consé-
quences délétéres. Le systeme NMD est donc un systéme
fondamental pour empécher la formation de protéines
tronquées pouvant avoir un effer dominant négarif.

Géna
5'NC INC
Promoteur
E;E AATAA
—T
: S e s R =
Lﬂ
® TAA
DE X JTAG
TGA

ATG

représentent les exons, ESE : exonic splicing enhancer ; DE : site donneur d'épissage ; AE : site accepteur d'épissage ; PB :

FB

Figure 2.18 Mutations d'épissage. Les cercles représentent Ia localisation de mutations induisant une anomalie d’épissage. Les rectangles

point de bran-

chament ; X : codon-stop ; AATAA : signal de polyadénylation ; ATG : site d'initiation de |a traduction ; 5'NC : réglon 5" non codante du géne ;

I'NC : région 3" non codante du géne.
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Ce mécanisme est méme parfois activé au cours de la syn-
thése d'un ARNm normal lorsque des erreurs d'épissage
se produisent et joue aussi un role dans la régulation de
I'épissage alternatif normal. En général, ce systeme est
activé si le codon-stop anormal est créé au moins a 50 pb
en amont en 5 de la jonction de deux exons. En effer,
un complexe protéique important vient se fixer au
niveau du codon-stop constituant un espace volumi-
neux. Certains auteurs ont aussi rapporté ['échappement
au NMD pour des murations non-sens proches de
I'AUG initateur. De méme, certains génes au cadre de
lecture (ORF) court résisteraient a 'acnon du NMD,
Son action aboutit 4 la destruction de FTARNm patholo-
gique (figure 2.19). Certaines murations non-sens
échappent donc i ce systéme de surveillance. Il en est de
méme lorsqu'il existe un site d'entrée interne de ribo-
some (nternal ribosomal entry site, IRES), autre possibi-
lité d'échappement a ce systéme de surveillance. Comme
on peut s'en rendre compre, le systeme NMD est com-
plexe et de nombreuses inconnues demeurent sur son
mécanisme d'action précis.

En pratique, une muration d'épissage peut étre le résul-
tat de nombreuses formes différentes de mutation. Toute

suspicion de mutation d'épissage devrait donc étre
confirmée par I'érude de 'ARNm soit aprés RT-PCR,

Pré-ARMNm

SOIL apr&s créaton d'un minigéne artificiel dans un pla'ui—
mide dexpression transfecté dans une cellule.

Mutations non ponctuelles

Ce sont les délétions, insertions ou association des deux
(tableau 2.4B). Les conséquences sont identiques i celles
observées pour des mutations ponctuelles,

Position des mutations sur un géne
et leurs conséquences

En pathologie moléculaire, une muration peut érre loca-
lisée en n'importe quel point d'un géne ou des régions
extragéniques interagissant avec lui. La figure 2.20
résume les conséquences possibles des murtations selon
leur localisation. Selon les pathologies, plusieurs cas de
figures sont possibles. Par exemple :
® une mutation peut étre responsable de la quasi-toralié
des cas (par exemple la drépanocytose, Omim 603903) ;
® le nombre de murations identifiées est trés important
sans prédominance pour telle ou telle muration (par
exemple, la porphyrie aigué¢ intermittente, Omim
176000). Dans ce cas, on dit qu'il n'y a pas de point
chaud (hotspor) de murarion ;

___‘,.ﬁ__,ﬁf’ﬁ‘“-____‘ :t: e

Epissage
¢ Codon-stop normal
8 i AAAR

Pas do CS5P

\P% i: AAAA

‘gf\‘;\

Plusieurs tours de traduction

/\ + CSP

fﬁ ° O = >4

Xmut

W{ AAAA

AAAA

\/

Dégradation de I'ARN

Figure 2.19 Dégradation de I'ARMm par I'intermédiaire d'un codon-stop (nonsense-mediated mANA decay, NMD). Une mutation, de guelgue
nature qu'elle soit, responsable de la formation d'un codon-stop prématuré, peut aboutir & la dégradation de I'ARNmM. Au cours de |a traduc-
tion, un certain nombre de complexes protéigues jouent un role déterminant en présence des ribosomes (comme @ complexe axan-function
complex [EIC] et les protéines up-frameshift suppressor proteins [UPF]). Lors de la rencontre d'un codon-stop prématuré (CSP), le ribosome
ne peut déplacer certains complexes tels que EJC provoguant alors la dégradation de 'TARNm. Ce mécanismea évite la formation de protéi-
nes a effet dominant négatif. Ce mécanisme joue aussi un réle de régulateur dans I'épissage alternatif. Il est aussi observé lors des ano-

malies d épissage pouvant se dérouler sur un ARMm normal.
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Figure 2.20 Principales localisations des mutations sur un géne et les conséquences de ces mutations.

® e nombre de mutartions est important avec prédomi-
nance d'une muration sur les autres (par exemple, la
mucoviscidose dans laquelle plus de 1200 murations
sont répertoriées et une seule d'entre elles, la deltaF508,
représente environ 70 % des cas, Omim 219700) ;

® [a majorité¢ des mutations sont situdes dans une ou plu-
sieurs régions du géne. Ces régions constituent des
points chauds de mutations (herspot; par exemple, le
gene suppresseur de tumeur TP33, Omim 191170).
Deux régions ont des conséquences fonctionnelles que

nous allons développer.

Mutation dans la région 5" non codante
(5'NC) et traduction

Parmi les conséquences pD&SIblES des murations en 5'NC,

deux mécanismes originaux peuvent érre observés

{figures 2.21 er 2.22) :

® certains ARNm présentent des séquences régulatrices sur
leur extrémicé 5 non codant. Ces séquences en forme de
boucle (fairpin) permettent la régulation de leur rraduc-
tion aprés fixation de protéines. Clest le cas par exemple
des ferritines H et L {respectivement, Omim 134790 et
134770) contenant des séquences iron responsive element
(IRE). Sur ces derniéres peuvent se fixer des protdines
fromn rcgm{amr}r protein (IRP). Ce mécanisme intervient
dans la régulation du mérabolisme du fer. La fixation des
IRI* sur les IRE des fterritines L er H en cas de déplétion

en fer aboutit 4 l'inhibition de leur traduction. Une
muration ou une délétion sur certe IRE abourit 4 la perte
de réguladion de la traducdon par ce mécanisme er 3 une
hyperferritinémie (syndrome hyperferritinémie/cata-
racre, Omim GOOBEG) ;

® certains ARNm présentent des uAUG | AUG)
en 5" non codant réprimant ou limitant la traduction de
I'AUG physiologique (site d'initiarion de la rraduction).
Cest le cas par exemple pour la thrombopoiéine
{Omim 600044) qui présente plusieurs uAUG. Dans
certains cas, la throm ie hérédiraire (Omim
187950), liée i une surproduction de thrombopoiétine
(TPO), est la conséquence d'une mutation sur un
uAUG abourissant 3 l'augmentation de synthise de la
TPO par perte de répression de la rraduction de ['uAUG.

Mutations dans la région 3' non codante
d’'un géne

La région 3" non-codante (3'NC) joue un réle important
dans la régulation de l'expression des génes. Une muta-
tion dans cette région peut donc en modifier I'expression
(figure 2.23). Elle peut aussi avoir un effet dominant
négatif en séquestrant des protcines atrices interagis-
sant en trans avec elle. A titre d'exemple, la d}rsl:mphm
myotonique de Steinert (Omim 160900) de transmission
aurosomique dominant est la conséquence d'expansion

anormalement élevée du tripler CTG dans la région 3'NC
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IRP n AU

IRE et syndrome IRE
A hyperferritine/ 50 ¥
cataracte
VALG AUG

Thrombocytémia

»

(uAUG muté)

Figure 2.21 Mutations de la région 5" non codante. Exemples de
mutations pouvant aboutir & des modifications d'expression de
génes. Voir le texte du paragraphe pour les explications. Le cercle
correspond & une mutation.

du géne dystrophia myotonica protein kinase (DMPK,
Omim 605377). Normalement, ces triplets, présents en
nombre variable chez un sujet normal (environ 5 4 30),
peuvent étre présents jusqua 1000 fois chez un sujer
malade. Une protéine physiologiquement se fixe sur les
triplets CUG de cette partie 3'NC de FARNm. Parmi les
hypothéses physiopathologiques, il a éré montré que ex-
pansion importante de wiplets aboutit 4 une modifica-
vion de structure de FARNm, un effer néganf sur
P'expression de la protéine DMPK et sur I'exportation de
la proréine hors du noyau.

Dans cetre méme région, des mutarions peuvent aussi
survenir au niveau des séquences riches en 5-AU relle
que la séquence 5-AUUUA {Allrich elements, ARE).
Ces séquences jouent un role important dans la demi-vie
cvtoplasmique des ARNm. Par exemple, dans certaines

AUG

Chapeau
T ¥

D B

Figure 2.22 Régulation négative de l|a traduction. Exemples de
mécanizmes dans la région 5" non codante de "ARNMm. A. ARNm
sans régulation négative. B. Séguence en boucle stable {hairpin)
sitpde entre |'extrémité 5° (chapeau) et le codon AUG. Cette boucla
iiterfére dans I'assemblage du complexe de préinitiation et/ou le
scanning du ribosome a la recherche de I'AUG. Cette séguence en
boucle peut étre suffisamment stable pour empécher activité de
déroulement de |'hélicase et inhiber le scanning rbosomal. €. Sur
certains ARNm, la séquence en boucle peut étre stabilisée par des
protéines. D La partie 5'NC peut posséder des codons AUG alter-
natifs (UALG) &n amont du codon AUG principal ou physiologique,

formes de lymphomes, la protéine CCNDI {Omim
168461} est surexprimée. Parmi les mécanismes impli-
qués, la surexpression de la protéine peur éere la consé-
quence d'une délétion de plusieurs ARE allongeant ainsi
la demi-vie des ARNm en les stabilisant.

|Etat de polyadénylation

|_Flégulatlnn de la traduction| / T

e l

5' — Région codante —— Autre —— C-rich|— ARE !—Iﬁ:: —— AAUAA— (A),
[

Wn:nllunﬂ;n subcellulaire

v

Diminution de la stabilité

Dégradation |

Figure 2.23 Mutations de la région 3" non codante, Vioir le texte du paragraphe pour les explications.
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Dans la région 3'NC de certains gines tels que le géne
alphaglobine dont 'ARNm est trés stable, une muration
du codon-stop UAA en CAA abourit 4 un ARNm insta-
ble (demi-vie diminuée). Le cnmph:xr: ribosomal conri-
nue « sa route » dans ce cas et masque des déterminants
de stabilité de TARNm. En fait, dans certains ARNm, se
trouvent des zones riches en C interagissant notamment
avec des protéines spécifiques (complexe ribonucléo-
protidique alpha) et dont les murations vont aboutir 4
une déstabilisation de FARNm. Dans notre exemple
volontairement simplifié, ces zones sont masquées par la
poursuite de la lecrure du complexe ribosomal aboutis-
sant A la diminution de la demi-vie de 'TARNm.

Mutations de réplication ou dynamiques

La descriprion précise de ces murations sort du cadre de
cet ouvrage. Nous décrirons quelques principes généraux.
Les mutations dynamiques sont en général des erreurs de
réplication mitotique ou préméiotique : elles résultent
d'un dérapage (slipped strand mispairing) dans cerraines
zones instables du génome. Elles provoquent une ampli-
fication (mutation dynamique) ou une réduction des
zones répéeées. La modification observée se voir sur plu-
sieurs générations. Le plus souvent, elle augmente au
cours des générations successives. On parle alors de phé-
noméne d'anricipation. Ce mécanisme est retrouvé dans
des maladies génétiques au cours desquelles le phéno-
mene d'anticipation observé est le résultar de I'instabilicé
de la répéution de trinucléotides ou de dinucléotides
(figure 2.24), S5i nous prenons l'exemple des trinucléotides,
en général, le nombre de répétitions de trinucléotides est
trés variable dans le génome d'un sujet & l'autre (poly-
morphisme mulri-allélique). Lexistence de la variabiliré
de séquences répétées est intéressante. En effer, elle per-

met d'utiliser ces trinucléotides comme marqueur géné-
tique. Cependant, dans certains cas, quand leur nombre
dépasse un seuil (un certain nombre de répétitions) 4 un
locus donné, elles peuvent induire une pathologie. Ces
mutations dynamiques sont responsables de I'expansion
de séquences courtes, par exemple (CGG),_ dans la mala-
die de I’X fragile (> 50 répétitions, Omim 309550). Dans
un premier temps, dans une génération, une prémutation
est observée. La « prémutation » contient un nombre de
répétitions supérieur i la normale. Au cours de la généra-
tion suivante, la prémutation augmente de taille pour
devenir une mutation. Ces répétitions présentent donc la
particularité de changer de ille (essentiellement aug-
mentation) au cours de la transmission des alléles des
parents aux enfants. Ces murtations sont donc « dyna-
miques ». Laspect « dynamique » de ces mutations
explique en grande partie la variabilité du phénotype, de
la pénétrance et de la gravité des maladies génétiques

dans lesquelles ce phénoméne est observé.
Mutations par insertion d’éléements mobiles

Des insertions de type wransposon, séquence LINE
(Omim 151626) ou séquence Alu, peuvent se produire
dans un géne, Cette insertion se fait en général par un
mécanisme de rérrotransposition. Un certain nombre de
pathologies ont été décrites par insertion de transposon.
A titre d'exemple, on peut citer l'insertion d’'un LINE
dans I'exon 14 du facteur VIII, responsable d’hémophilie A
(Omim 306700} ou l'insertion de séquences Alu dans la
neurofibromatose de type 1 (maladie de Von
Recklinghausen, de transmission autosomique domi-
nante, Omim 162200). Par ailleurs, un grand nombre de
LINE sont polymorphiques dans la population générale

et donc sans conséquence apparente. Pour certains

5'NC DHF

g:n-r!_; 3

B= A =ik

FRAXA SCA10
[CCG]n [ATTCT]n
308550 603516

Figure 2.24 Exemples de localisation d'expansion de séguences répétées dans le génome. Le nombre indiqué en dessous de chague abré-
viation de géne est le numéro Omim. 5°NC : région 5" non codante ; 3'NC : région 3" non codante ; ORF (open reading frame) : partie codante

d'un géne ; FRAXA (Fragile site mental retardation 1) : syndrome de I'X fragile (le géne muté est FMR1) ;
géne muté dans la chorée de Huntington ; SCAL1D (spinocerebellar ataxia) :

IT15 DM1
[CAG]n [CTG]n
[Gin]n 160900
143100
IT15 (appelé aussi huntingtine) :
géne muté dans |'ataxie spinocérébelleuse ; DML [dystrophia

myotonica 1) : géne muté dans la maladie de Steinert (dystrophie myotonigue).
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auteurs, cette hétérogénéité allélique pourrait jouer un
role dans leur porentiel muragene.

Epimutations - Pathologie de I'épigénétique

Lépigénétique est un phénoméne physiologique fonda-
mental dans la cellule (par exemple, la méthylation au
niveau des ilots CpG de certains promorteurs) et inter-
vient dans de nombreuses régulations. De maniére
générale, au niveau des promoteurs notamment, 'hyper-
méthylation est associée 2 la répression de 'expression des
genes et participe a la régulation de l'expression de gene.
Néanmoins, dans certains cas, des anomalies de méthyla-
tion peuvent étre observées. On parle alors d'épimuta-
tions. Ces épimurations sont observées notamment dans
un grand nombre de cancers (domaine de 'épigénétique)
oi1 elles modifient 'expression des génes. Par exemple,
quand une méthylation anormale 'ADN se produir au
niveau d'un gene suppresseur de tumeur (anti-onco-
géne), cette épimuration participera au processus d onco-
genése, ['anti-oncogene étant réprimé et ne pouvant plus
assurer sa fonction physiologique. En cancérologie par
exemple, de nombreux génes peuvent ére réprimés par
une épimutation et provoquer le développement progres-
sif de la cellule saine vers une cellule cancéreuse. Clest le
cas par exemple du géne codant pour MLH1 (Mur L
Escherichia coli homolog of 1, Omim 120436), géne impli-
qué dans le complexe de réparation de misappariements
au cours de la réplication. Ce géne est hyperméthylé (et
réprimé) dans un certain nombre de cancers sporadiques
du cblon présentant une instabilité de microsatellites. Par
contraste, une absence/diminution de méth}riarinn nor-
male peur aussi aboutir & une dysrégulation de l'expres-
sion des génes. Les méthylations d'ilots CpG peuvent
donc aboutir selon les cas 4 une surexpression ou une
sous-expression d'un ou de plusieurs génes. Certaines
hypothéses ont été proposées pour expliquer ces méca-
nismes comme ['activation anormale de certaines méthy-
lases, des erreurs de méthylation, des erreurs de
réparation de méthylation ou encore des anomalies de
remodelage chromatinien {par modification du code his-
tone). Les mécanismes régulant la méthylation ne sont
pas encore bien connus,

Relation mutation/épimutation

Les épimutations sont aussi observées dans des maladies
hérédiraires et sont la conséquence de murations sur des
genes impliqués dans la méthylation. Clest le cas par
exemple d'un syndrome rare de rransmission autoso-
mique récessif, le syndrome immu % centromeric
instability and facial anomalies (ICF, Omim 242860)
caraceérisé par un immunodéficic général associé 4 des
anomalies du développement. Schématiquement, dans les

lymphocytes, des anomalies chromosomiques sont obser-
vées (hétérochromatine péricentromérique allongée sur le
chromosome 1 ou 16 au niveau de régions riches en sarel-
lites alpha et en séquences répérées). Ces régions sont nor-
malement fortement méthylées. Or, dans le syndrome
[CE, elles sont hypométhylées. Ces anomalies de méthyla-
tions sont la conséquence d'une muration sur le géne
codant une ADN méthylase, DNMT3B. D'autres patho-
logies, conséquences de mutations sur des génes impliqués
dans le remodelage chromatinien (comme les histones
acétyltransférases, les ATPases remodelant les nucléoso-
mes par exemple), ont démontré le réle fondamental de la
chromatine et les conséquences pathologiques de sa dys-
régulation (cancers, malformations, retards mentaux par
exemple). Cet exemple illustre la forte inter-relation entre
I'épigénétique et la génétique (figure 2.25).

Anomalies de I'empreinte génomique

Certaines anomalies de méthylation provoquent un
déreglement de I'empreinte génomique. C'est le cas par
exemple dans le syndrome de Beckwith-Wiedemann
(BWS, Omim 130650) responsable d’anomalies du
développement et de risque élevé de tumeurs dans I'en-
fance. Lexpression bi-allélique du géne insulin-like
growth factor 2 (1GF2) est une des anomalies responsa-
bles de ce syndrome. Le géne codant pour IGF2 est
normalement soumis 4 empreinte génomique et seul
I'alléle d'origine paternel est exprimé (par méthylation
d’une zone proche, la région du contrile d'empreinte,
imprinting contrel region [ICR]). Dans certains cas de
BWS, la région ICR est méth}rlét sur les deux alléles au
niveau de 'lCR provoquant alors une surexpression du
gene codant pour IGF2. Ce d-:scriptifest évidemment
simplifié, la réalité physiopathologique érant plus com-
PICKC {. et CKCIT!.PI.C l"l.l-ﬁtl'c |1mpurtancr,: IEI.-C maintenir
une méthylation différentielle pour certains génes.

Répression de I'expression des génes -
Autres mécanismes

Répression par certains ARN

Des mécanismes différents des mécanismes d'épigéné-
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Figure 2.25 Interrelation génétique/épigénétigue.
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genes (gene silencing) ont été mis en évidence d'abord dans
d'autres organismes avant d'éwe idendifiés chez [érre
humain. Nous les citerons brievemenrt. Ces mécanismes
ont été observés d'abord dans la résistance des plantes 3 un
certain nombre de virus. 11 s'agit essentiellement de répres-
sion d'expression d'un gine par de 'ARN (RNA silencing).
On distingue :
® [inhibition de la transcription par lintermédiaire
d’ARN double brin ciblant le promoteur du géne. La
séquence reconnue subir alors une méthylation de
novo ce qui provoque un blocage de la transcription ;
® [a répression post-transcriptionnelle des ARN (inter-
férence d'ARN, pour les siARN par exemple et les
min-ARN (mi ARN)) — voir chapitres 24 et 25. Elle se
fair par I'intermédiaire d'un ARN double brin et apres
un processus complexe abourit 4 la dégradation de

I'ARN cible. Bien que décrite dans le cytoplasme, il est

probable que certains événements mal connus soient

aussi présents dans le noyau. Certains auteurs ont en
effer décrit dans certains cas une méthylation de novo

des génes réprimés dans le noyau concomitamment 4

I'action dans le cytoplasme.,

Laction d’ARN dans la régulation de génes peur érre
responsable de méthylation normalefanormale de génes.
On peut donc considérer que ce mécanisme est un phé-
noméne épigénétique. Et, bien qu'd ce jour, aucune
maladie présentant un tel mécanisme n'ait éeé démon-
trée chez 'homme, on peut supposer que de rels méca-

B Réplication | e
—
W

Mutant i

p
Recombinaison mitotique

nismes physiopathologiques pourraient un jour érre
observes,

Edition (editing) de I'ARN

Les modifications de 'ARN par editing (A—=1=G et
C—U) sont des phénoménes physiologiques rares (par
exemple, pour PARN transcrit du géne codant pour
l’apu“pupmtéinr B, Omim 107730). Sans avoir éué
confirmée 4 ce jour, 'hypothése d'une anomalie de I'édi-
tion a été proposée dans certains cas (par exemple, le
lupus érythémareux disseminé, Omim 152700). Elle
pourrait étre la conséquence de "'augmentation d'expres-
sion d'une déaminase spécifique de I'édition.

Mutations de mutations
ou mutations de réversion

Les maladies héréditaires dans leur grande majorieé sont
la conséquence de mutation(s) dans cerrains gt':m:s
indispensables au fonctionnement normal d'une
enzyme, d'un récepreur cellulaire, d'un facreur de trans-
cription ou de protéine d’autre fonction. En régle géné-
rale, ces mutations sont stables et transmises 3 la
descendance. Néanmoins, dans de rares cas, il a pu étre
montré que ces mutations pouvaient étre réversibles et
donner ainsi lieu 3 une véritable thérapie génique nartu-
relle (figure 2.26). Ces mutations sont dites de réversion.
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Figure 2,268 Exemple de mécanisme de mutation inverse. Prenons I'exemple d'une mutation hétérozygote (par exemple, une délétion ; carré
rouge) dans une maladie de transmission autosomigue dominante. L'alléle du pére est en bleu et celui de la mére en jaune. 1. Au cours
d'une ségrétation normale, la mutation est transmise aux cellules filles, 2 et 3. En cas de recombinaison (crossing-over) au cours de la
mitose (réversion post-zygotique), on peut obtenir des révertants normaux au sein des cellules pathologiques (mosaicisme révertant).

i 2000 Elsevier SAS. Tous droirs réservds
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Le mutant de réversion devient un révertant caractérise

par un¢ correction totale ou partielle du phénotype nor-

mal au moyen d'un mécanisme générique ou non. Ce
phénoméne a été suspecté dans certaines maladies graves

(comme le déficit en ADA [adénosine déaminase],

Omim 102700} ol, dans quelques cas, le phénorype

observé restait éronnamment modéré alors que certe

maladie est habituellement rapidement mortelle dans les
deux premiéres années de la vie.

Ces mutations de réversion sont de deux carégories :

W les révertants mutation inverse (mutation de muta-
tion) de la mutation originelle. Ce peur étre une mutation
restaurant la séquence d’ADN normale ou aboutissant au
codon normal (un codon pouvant avoir plusieurs triplets
possibles). On observe alors la transformarion d'une mura-
tion aboutissant 4 la restauration de la séquence normale,
par exemple, mutation sur un site cryptique d'épissage
abolissant ce dernier et permettant le fonctonnement nor-
mal du site d'épissage physiologique ;

® les révertants par mutation sur un autre endroit du
géne causal (deuxieme site). Elle ne modifie donc pas la
mutation originelle toujours présente mais permer une
restauration totale ou le plus souvent parrielle de la pro-
téine défectucuse (phénomeéne de compensation),

Ces phénomeénes abourissent i la coexistence de deux
popularions cellulaires (mosaique), la pathologique et la
« corrigée ». Ainsi, si la mutation apparait au cours d'une
mitose et induit chez la cellule en réversion un avantage
sélectif de croissance, on observera progressivement au
remplacement des cellules pathologiques par celles
contenant les révertants (cellules ayant subi une mura-
ton de réversion). Cet événement exceptionnel peut
alors modifier le phénotype de la maladie qui passe
d'une maladie sévére & une maladie au phénorype
modéré. Cela a par exemple été rapporté dans le déficit
immunitaire combiné sévere lié a I'X (SCID, Omim
300400).

Si cette mutation de réversion apparait dans une cellule
germinale, elle peur érre transmise 4 la descendance.

Les mécanismes expliquant ces réversions sont encore
mal connus. Dans certains cas, une recombinaison intra-
génique par crossing over (décrit par exemple dans le syn-
drome de Bloom, Omim 210900), un glissement de
I'ADN polymérase (erreur de recopiage de séquences
répétées), une mutation ponctuelle ou une conversion
génique ont pu étre démontrés,

Généralités sur les effets des mutations

Déterminants pouvant expliguer

les conséquences phénotypiques
d'une mutation

Il est difficile de répondre i une relle question avec préci-
sion, de nombreuses érudes ayant moneré qu'il n'existaic

pas de régle générale. On peut néanmoins donner
quelques orientations relarives,

Type de mutation en cause

Une mutation est le plus souvent responsable d'une ano-
malie de synthése d'une protéine (diminution/absence),
d'une modification structurelle (protéine instable), d'une
anomalie de ciblage (membrane, organelle) ou d'une pro-
téine non (peu) fonctionnelle. Les mutations en cause
sont essentiellement des mutations non-sens, faux-sens,
celles induisant des décalages du cadre de lecture (frame-
shift), une anomalie d'épissage (splicing defect), une délé-
tion ou une insertion de grande taille. Si la muration
induir des modifications mineures au niveau de la pro-
téine, on peut sattendre 4 des conséquences modérées.
Cela peut se voir dans certaines mutations ponctuelles
(faux-sens, voire des petites délérions ou insertions).

Meécanisme moléculaire

Ourtre ce qui a éré décrit au paragraphe précédent, une
mutation peut aussi induire une modification de la chro-
matine (par exemple, mutation sur un géne codant pour
une protéine du noyau) en modifiant la conformation
spatiale de la membrane nucléaire et/ou du noyau. Certe
modification de chromatine provoquera des change-
ments d'expression d'un certain nombre de génes.

Position de la mutation sur le géne

Certaines parties du géne contiennent des régions cri-
tiques pour la structure et/ou la fonction d'un gene. Une
mutation dans ces régions aura des conséquences fonc-
tionnelles importantes.

Par ailleurs, a travers les espéces, certaines régions d’'un
géne sont trés conservées traduisant leur importance pour
la protéine correspondante. Une muration dans ces zones
conservées aura probablement des conséquences négati-
ves pour la protéine.

Dans le cas d'isoformes de protéine, selon la localisa-
tion de la muration, toutes les isoformes d'une enzyme
par exemple peuvent ére sous-exprimés ou absentes si la
mutation est présente sur un exon COMMUN aux iso-
formes, alors qu'une mutation sur un/des exon(s) spéci-
fiquels) d'une isoforme n'altérera que l'expression d'une
seule des isoformes pussihllzs (isoforme rissu-sp&ciﬁqur
par exemple). Par conséquent, en fonction de la prédo-
minance de telle ou rtelle isoforme dans un tissu, les
conséquences peuvent étre variables,

Quantité de protéines fonctionnelles

Certaines mutations provogqueront une diminution de la
provoqg
quantité de protéine fonctionnelle active. A partir d'un
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seuil crinque, la quantité de protéine synthérisée sera pro-
bablement insuffisante.

Modulateurs intragéniques

Leffer phénotypique d'une mutation peut étre modulé
par lexistence d'un variant allélique (polymorphisme
fonctionnel). Par exemple, dans la pathologie lide au
CFTR (Omim 602421), la mutation R117H associée au
variant allélique 5T (séquence poly-[T] localisée au
niveau du site accepreur de l'intron 8) est associde 3 une
mucoviscidose sans insuffisance pancréatique alors que la
méme mutation associée au variant 71 est responsable
d'une infertilité masculine uniguement.

Conséquence d'une deuxiéme mutation

En reprenant lexemple de la mucoviscidose (Omim
219700) de rransmission récessive autosomique, selon le
type d'association entre les deux murations présentes sur
chaque alléle, la conséquence phcnnrﬂ:rlqur: varie d'une
fun‘nc sévere {-E."ﬂ:f IHE-IJH"EEI'IC{. I.'?“'n.i.l'l'l:r{.dth_Ul‘.‘ par mcmpic:l
i une forme modérée (tableau 2.5).

Enfin, selon le génotype causal (I'association des mura-
tions), les conséquences pourront étre différentes sur les
organes. Dans le cas de la mucoviscidose par exemple,
certaines mutations sont assocides 4 une atteinte pancréa-
tique, dautres ont un rerentissement pulmonaire sans
arteinte pancréatique.

Interaction polymorphisme et mutation

Certains polymorphismes peuvent agir en synergie avec
des murarions et aboutir & une pathologie. Par exemple,
dans 'hyperoxalurie primitive de type 1 (primary hyper-
oxaluria type 1, PH1, Omim 259900}, un polymor-
phisme (PI11L) sur le géne codant pour lalanine :
glyoxylate aminotransférase (AGXT, Omim 604285} agic
en s'_l..rncrgie avec une muration ([2447T). La résultante est
une modification conformationnelle de la protéine abou-
tissant 4 sa précipitation et la formation d’agrégats inso-
lubles. En I'absence du polymorphisme, la mutation ne
posstde aucun effer délérere. Le polymorphisme, fré-
quent dans la population générale, ne posséde aucune
conséquence phénorypique lorsqu'il est isolé.

Mutation et fonction d'un géne

Les cnnﬁéqucnccs d'une mutation sur la protéine codée
par le géne délétere sont le plus souvent une diminution,
voire une absence totale de fonction ou une foncrion
anormale. On dit que la muration est responsable d'une
perte de fonction. Dans certains cas, cependant, une
mutation peut provoquer une conséquence inverse, On

parle de gain de foncton. Les conséquences d'un gain de

fonction peuvent étre ;

® une activité augmentée de la fonction normale de la
protéine (par exemple, résistance a 'apoprose, répli-
cation illimitée, perte de régulation par certaines
protéines) ;

® ["acquisition d'une fonction toxique ;

® ['acquisition d'une nouvelle fonction diftérente de celle
de la protéine normale.

Par exemple, le géne SOD1 (superoxyde dismutase 1,
Omim 147450), dont le produit naturel posséde une
activité anti-oxydante, présente une activité pro-oxydante
responsable d'une forme héréditaire de sclérose latérale
amyotrophique (Omim 105400) lorsqu'il est muté.

En fait, la conséquence d’'une murtation peut étre varia-
ble selon sa localisation dans le géne. Elle peut par exem-
ple provoquer une modification de la structure primaire
ou tertiaire de la protéine correspondante, modifier les
liaisons avec des ligands et/fou des récepreurs spécifiqucs,
changer/moduler le site actif d'une enzyme. Les consé-
quences phénotypiques des mutations ont donc des
conséquences importantes. La détermination des muta-
tions permet alors daider au suivi et/ou diagnostic des
patients.

Ainsi, les mutations sur 'exon 11 du géne codant pour
BRCAZ (Omim 600185) et impliqué dans les cancers du
sein héréditaires (Omim 114480) sont assocides au can-
cer de l'ovaire. Cette région a éé dénommée par les
Anglo-Saxons OCCR (ovarian cancer cluster region).

Les conséquences sont donc variables. De maniére
générale, on distingue
® aucune conséquence. Il s'agit d'une mutation sans consé-

quences (variant allélique). Elle correspond i la défini-

tion de base du polymorphisme non fonctionnel ;

® [a muration aboutissant 4 une perte de fonction (loss of

function) par diminutionfabolidon de 'activité fone-
rionnelle d'une protéine et/ou de sa quantité. Par exem-
ple, un déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase
(GP6PD, Omim 305900) dont le géne est situé sur le
chromosome X diminue l'activité enzymarique et pro-
voque chez le gargon une anémie hémolytique lorsque
ce dernier est exposé i certains médicaments ou
aliments ;

® |3 mutation aboutissant 4 l'agrégation de la protéine.
On parle alors de mutation conformartionnelle comme
dans le cas de certaines formes du déficit en alpha-
l-antitrypsine (Omim 107400) provoquant ['agré-
gation intrahépatocytaire d’alpha-1-antitrypsine muté
(mutant Z [E342K] homozygote) et le développement
possible d'une cirrhose ;

® dans d'autres pathologies, les anomalies conformarion-
nelles de la protéine aboutissent 4 une dégradation de

celle-ci comme, par exemple, la protéine CFTR mutée
(mutation delta F508) ;

& 2006 Elsevier SAS, Tous droits réservds
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® |a murtation apportant/renforgant la foncrion de la pro-
téine mutée (par exemple, eftfer toxique, gatn of finc-
tion). Clest le cas par exemple dans la maladie de
Huntington (Omim 143100} dans laquelle la protéine
huntingtine mutante (conséquence d'une expansion
anormale de triplets CAG codant pour la glutamine)
séquestre 'huntingtine normale et provoque sa précipi-
tation et des effets roxiques dans les neurones. Ce sont
souvent des maladies de transmission autosomique
dominante. Dans certains cas, une mutation peut
modifier la propriété d'une protéine et lui donner une
nouvelle fonction. Clest le cas, par exemple, pour la
protéine DMT1/DCT1/Nramp2 (Omim 600523),
molécule impliquée dans le transport transmembra-
naire du Fe™* au niveau de l'intestin proximal. Une
mutation dans le géne codant pour cette protéine
(185K responsable d'une carence en fer et d'une ané-
mie importante chez la souris modifie chez celle-ci la
fonction de cette protéine de transporteur du fer en
canal calcium (mutation gain af function) ;

® [a modulation de I'expression des génes : 2 4 5 % du
génome humain contient des génes. Le reste du
génome est constitué de séquences pouvant modifier
I'expression d'un ou de plusieurs génes. Par exemple,
un polymorphisme dans le géne codant pour le colla-
gine (COL1AL, Omim 120150) dans l'intron 1 sur un
site de fixation pour le facteur de transcription Spl est
associé 4 un risque accru d ostéoporose ;

® [a mutation peut diminuer un risque de maladie non
génétique (comme une maladie infectieuse par exem-
ple). Ainsi, la délérion de 32 pb dans le géne codant
pour un récepteur de chémokines CCRS (e chemokine
receptor 5, Omim 601373). 1] s'agit d'un des récepreurs
pour l'entrée du virus VIH dans la cellule cible. A 'érar
homozygote, cette délétion est un facreur de protection
majeur contre l'infection par le VIH, les sujets héeéro-
zygotes ayant une progression plus lente de la maladie
et les sujets homozygotes une résistance relativement
importante i l'infection par le virus.

Mutation et traduction

MNous le citons pour mémoire, ce paragraphe ayanr éré
déja développé dans ce chapitre.

Relation génotype-phénotype

La génétiqgue mendélienne est caraciéristique des mala-
dies monogéniques, par exemple, la mucoviscidose
(Omim 219700), la maladie de Gaucher (Omim
230800, 230900, 231000) ou la maladie de Marfan
(Omim 154700). Rapidement, 'érude des maladies
monogéniques a montré que lassociation « un géno-
type/un phénotype » éuait erronde. En effer, au débur des
érudes de génétique moléculaire, le postular de base érait

qua chaque génotype correspondait un phénotype. Les

analyses moléculaires successives ont amené a réévaluer

cette assertion et, a I'évidence, & constater que pour un
grand nombre de maladies, ce postular érait inexact ou
faux.

Parmi les différentes observations ayant abouti 4 remet-
tre en cause et 4 éliminer ce postulat, on peut citer :
® différents génotypes sur des génes distincts peuvent

donner un phénotype différentiel pour une méme mala-

die (hétérogéndité génétique) ;

B ['érude des mutations et de leur localisation sur le géne
et leur(s) conséquence(s) sur le phénotype (hétéro-
généité phénotypique ou génotypique, figure 2.27) ;

® ['¢rude de la relation mutations (notamment ponctuel-
les) et haplo-insuffisance ;

B ['érude de corrélations mutation/phénotype (noram-
ment sur lige d'apparition, la sévérité, la diversicé)
pour une méme maladie.

Une méme mutation sur un méme géne peut s expri-
mer différemment dans une méme famille et chez des
sujets non apparentés (influence multifactorielle dont
I'environnement, les génes modificateurs, les modifica-
tions épigénétiques, l'interaction intragénique avec des
polymorphismes en cir ou en grans, par exemple).
L'analyse des génotypes et des phénotypes a montré la
complexité des mécanismes génériques. Certe relation
est loin d'étre toujours évidente. La plupart des maladies
héréditaires sont phénotypiquement variables (expressi-
vité variable). Pour une méme maladie, entre différentes
familles et au sein d'une méme famille, le phénotype

Plusieurs
:"“ A B c D E
Méme phénotype
..................................................... e s
2/ — S S———
Méme phénotype
R
L3 =
Diftérents phénotypes

Figure 2.27 Hétérogénéités génotypique et phénotypigue. Selon les
genes et les mutations, les conséquences phénotypiques peuvent
étre différentes. 1. Une méme maladie peut &tre la conséquence de
différents génes : par exemple, syndrome du long QT (Omim
192500, 152427, 603830, 600163, 176261, 600681, 600919,
603796). 2. Plusieurs mutations sur un méme géne sont responsa-
bles d'une méme maladie (par exemple, porphyrie aigué intermit-
tente, Omim 178000). 3. Selon la localisation de la mutation, la
maladie n'est pas la méme. Par exemple, les mutations dans le
proto-oncogéne RET (Omim 164781). Chaque rectangle représente
un géne en 1, un exon en 2 et en 3. Chaque étoile représente une
mutation différente.

i 2006 Elsevier SAS. Tous droits réserés
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peut done étre diftérent (que ce soit sur le plan clinique,
biologique, évolurif ou pronostique par exemple). En
dehors des facteurs environnementaux, I'influence d'au-
tres gines (par exemple, génes modificateurs ou de sus-
cepribilité mais on devrait plutdc parler de génes
modulateurs) sur le(s) géne(s) muré(s) est évidente. La
frontiére entre maladies monogéniques et polygéniques
est donc artificielle. En effet, on sait maintenant qu'au-
cun produit codé par un ¢ n'est vraiment limitant
dans un mérabolisme et que la régulation et la modula-
tion d'un systeme est sous 'influence de plus d'un pro-
duit codé par un géne (il sagit plus ou moins d'une
redondance de nombreux mécanismes physiologiques
jouant un role protecteur sur le mérabolisme normal de
la cellule er assurant une résistance relative aux agressions
de toute forme). Les nombreuses interactions géne-
genels) er géne-environnement comMmencent a étre
déeryptées. Certains auteurs ont proposé la théorie de
'effer seuil déja évoquée. Schématiqu:m::nt. cette théo-
rie propose qu un phénotype se déclare si la combinaison
d'un certain nombre de génorypes s'accumule chez un
sujet donné (figure 2.28). En fait, 'étude de I'interaction
de nombreux génotypes est encore i ses débuts. Lessor
de la génomique et de la protéomique permettent pro-
gressivement d'élucider ces interrelations complexes. La
bioinformarique apporte une aide majeure et les modé-
les mathémariques commencent a éwre développés pour

100 =5
@
Phenotype
pathologique §
L
@
Absence | &
de
: Ga 1 Ga1 Ga1 Ga1
héno
e Gb1 Gb4 Gb3 Gb2
Gc 4 Gc 2 Ge 2 Gc 4
Gd2 Gd3 Gd4 Gd5

Figure 2.28 Effet seull. Des groupes de génotypes modulent |'ex-
pression phénotypigue d'une maladie héréditaire. Dans certains
cas, la maladie se déclare (au-deld d'un seuil) résultant de la com-
binaison d'un certain nombre de génotypes (au moins deux) cher un
individu, Supposons une maladie héréditaire monogénique résultant
d'une mutation sur un géne et dont le génotype ast Gal (1 repré-
sentant la mutation causale et Ga, le géne responsable). Un certain
nombre de genes modulent I'expression de Ga (dénommeés Gb, G,
Gd). En fait, cette modulation est effective pour certains génotypes.
La conséquence de [action de ces génofypes (représeniés sous
forme d haplotypes) est schématiquement représentée sur la figure,
Les phénotypes observés sont alors fonction des haplotypes de
chague individu. Le phénotype est donc une combinatoire résultant
de I"action/modulation de plusieurs génotypes. Dans le cas présent,
les effets environnementaux n'ont pas &té représentés.

comprendre 'ensemble de ces mécanismes et élaborer
des modéles de mérabolome, de physiome (voir défini-
tions dans le glossaire).

Un gene - Plusieurs maladies

Selon la localisation de la/les muration(s) sur le géne, le
phénotype observé est différent. Parmi les nombreux
exemples, on peut citer :

B certaines myopathies comme celles lides aux murations
sur le géne codant pour la dystrophine (Omim
300377). Selon la mutation en cause sur ce géne, on
observe de maniére schémarique deux types de dystro-
phits musculaires, la I'.II:'.'{}I'IJIEJ'I]:.‘ de Duchenne (Omim
310200) de pronostic sévere et la maladie de Becker
(Omim 300376), d'apparition plus tardive, de meilleur
pronostic et cliniquement moins invalidante ;

®le gine rearranged during transfection (RET, Omim
164761) est impﬁqu& dans la maladie de Hirschsprung
(ou mégacolon congénital, Omim 142623), le cancer
médullaire de la thyroide et les cancers endocrines mul-
tiples de type 2 (multiple endocrine neoplasia, MEN 2,
Omim 171400). Dans le cas du géne RET, selon la
localisation de la mutation dans le géne (plus exacte-
ment au niveau du domaine foncrionnel de la protéine
traduite), 'une ou l'autre maladie se déclarera
(Hirschsprung ou MEN2) ;

® dans certaines cardiomyopathies, une méme muration
dans le géne codant pour la rroponine 1 (TNNI3, Omim
191044) peur érre responsable soit de cardiomyopathie
hypertrophique (HCM, Omim 600858). soit de cardio-
myopathie restrictive (RCM, Omim 115210). Il a méme
¢t rapporté le cas d'une famille dans laquelle les deux
pathologies (HCM et RCM), conséquences de la méme
mutation, étaient observées chez deux apparentés.

Plusieurs génes - Une seule maladie

La grande hérérogénédité génétique a éeé démontrée pout
de nombreuses pathologies, c'est le cas par exemple de la
maladie de Hirschsprung (mégacolon congénital, Omim
142623). Parmi les génes impliqués, on peut citer le géne
RET, le géne endothelin receptor type B gene (EDNRB), le
gene endothéline 3 (ED3), le glial cell line-derived neuro-
trophic factor (GDNF) et 'endothelin converting enzyme-1
(ECE1). Par ailleurs, comme cela a pu étre démontré dans
cette maladie, des polymorphismes (par exemple dans le
géne RET) et méme certains haplotypes peuvent aussi
moduler le phénorype de la maladie.

Pathologie mitochondriale

La générique mitochondriale est complexe. Nous donne-
rons un apergu simplifié de la relation génotype/phéno-
type afin de montrer la place de la biologie moléculaire
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dans le diagnostic er la compréhension de ce groupe de
pathologies. De maniére générale, le phénotype des mala-
dies mitochondriales résultent de l'interaction entre le
niveau d'héréroplasmie (ration ADN mitochondrial
muté/normal) et la distribution des gENOMes mutants
dans l'espace (dans les mitochondries, les cellules, les tis-
sus et les organes). Il existe donc une grande diversied
théorique. Un exemple caraciéristique de cetre diversicé
est la spécificité de dssu. Cerre derniére est le plus souvent
expliquée par I'effer seuil. Le coeur, le cerveau er les mus-
cles sont les organes dépendant le plus de la phosphory-
lation oxydartive. lls seront done plus rapidement atteines
et le phénorype s'exprimera de maniére prédominante
dans ces organes. [Yaurres explications ont aussi été avan-
cées. Par exemple, la quantité rotale de mutation dans un
[issu peut étre Moins importante que sa concentration
locale et sa distribution cellulaire. Ainsi, la distribution
topographique des mutations dans différents tissus peut-
elle érre expliquée par une expansion clonale d'une mura-
tion sporadique (par exemple, une délétion) survenue i
au cours de 'oogenése ou de I'embryogenése. La réplica-
tion de 'ADN mitochondrial ne se faisant pas avanr la
différendiation des couches germinales, quelques mura-
tions sporadiques présentes au cours ou avane le stage
blastocyte peuvent ségréger parmi les couches germinales
ou les cellules filles. 1l en résulte une charge muration-
nelle différentielle importante entre les différents tissus,
Un exemple de ces différences est observé par exemple
dans T'ophtalmoplégic externe progressive (Omim
157640), forme de myopathie, et le syndrome de Kearns-
Sayre (Omim 530000), maladie polysysiémique. Ces
deux maladies sont la conséquence d'une méme délétion
importante dans TADN mitochondrial (I'expansion clo-
nale d'une telle mutation par rapport 3 'TADN normal
n'est pas clairement expliquée actuellement).

Un autre exemple est la distriburion topographique
différentielle des mutations dans un méme tissu,
comme par exemple dans le cas de deux syndromes,
MELAS (Omim 540000) et l'ophralmoplégie externe
progressive (PEQ, Omim 157640). Ces deux patholo-
gies peuvent étre la conséquence d'une mutation sur
"'ARNt-Leu'"V* Chez les sujets arteints du syndrome
PEO, 60 % des muscles possédent la murtation et ceux-
ci développent une myopathie et une ophtalmoplégie,
alors que chez les sujets atreints du syndrome MELAS,
80 % des muscles possédent la mutation. L'analyse fine
I:IEE |TI|..|5C].E.'§- maontrent quc ].3 PI[IFE.IT 'Eh'_‘!i ﬁhrﬂﬁ Mmiuscil-
laires dans les deux pathologies possédent environ
50 % de mutations mais que les cellules ragped
red fibers (RFF, marqueur de prolifération mitochon-
drial anormal dans les muscles) contiennent 95 % de
mutations chacune dans le MELAS alors qu'elles en
contiennent 95 4 98 % dans le PEO. Ces quelques
pourcentages de différences suffisent a expliquer la
différence de phénotype.

Transfert d’ADN noyau/mitochondrie -
Pathologie exceptionnelle

Dans FADN génomique se trouvent de nombreux frag-
ments d ADN mitochondrial ayant migré depuis la mito-
chondrie durant I'évolution de I'étre humain. 1l y a eu
transfert de génes de la mitochondrie vers le noyau. Un
grand nombre de ces fragments sont des pseudogenes.
Néanmoins, une des conséquences de ce phénomene est
I'importation de protéines traduites i partir des génes du
noyau vers la mitochondrie. Le mécanisme est inconnu
actuellement, méme si des hypothéses ont éié formulées
(ARN mitochondrial ayant servi d'intermédiaire et
converti en ADN avanr d'érre intégré dans le génome,
ADN mirtochondrial issu de mitochondries altérées et
intégrées dans le génome nucléaire). Il a écé décrit des cas
exceptionnels de translocation mirochondrie/génome
responsable de pathologie humaine. Ce mécanisme a éré
rapporté dans une maladie rare de transmission auto-
somique dominante, constituant un syndrome polymal-

formatif le syndrome de Pallister-Hall (Omim 146510).
Mutation(s) et pathologie
Mutation et maladies « communes »

Parmi les maladies de grande fréquence (dites encore
o COIMIMuUnes 'l'::l OnN retrouve aussl PE[I-FDIE dﬂ'i EDI'I'I'I'E'; I'I.-EI'E'
diraires. A ritre d'exemple, on peur citer un des genes
impliqués dans les formes héréditaires de la maladie de
Parkinson, l'alpha-synucléine (Omim 1633890), le géne
codant pour BRCA1 (Omim 113705) impliqué dans les
cancers du sein, les genes MODY 1, 2 et 3 (marturity-onset
diabetes of the young, respectivement Omim 125850,
125851, 600496) impliqués dans le diabéte.

Une mutation dans un de ces génes est associée 4 un
risque important de développer une de ces pathologies.
Malheureusement, les murations décrites dans ces génes
ont une pénérrance élevée mais une prévalence faible
dans la population générale.

Mutation et mitochondries

Les mutations de 'ADN mitochondrial sont retrouvées
dans un grand nombre de maladies multisystémiques ou
localisées 4 certains organes. Plus de 200 maladies sont
associdées 4 des murtations dans les mirtochondries
(www.mitomap.org). [Vautres pathologies lies a des
mutations dans le noyau de transmission mendélienne
sont aussi associées a des mutations dans la mitochondrie.
Les cellules contiennent environ 300 4 2000 mitochon-
dries. Leur fonction est importante dans les rissus néces-
sitant  beaucoup d'énergic comme les muscles
ﬁqu::h::l:tiqa.u::s1 le coeur, le cerveau et, 4 un dtgré moindre,
le foie et le rein.

i 2006 Elsevier SAS, Tous droits réservds



i 20006 Elsevier SAS. Tous droics réservds

Chapitre 2 BASES DE PATHOLOGIE MOLECULAIRE 69

Les mutations dans la mitochondrie (délétion[s],
mutation[s|] ponctuelle(s]) sont le plus souvent hétéro-
plasmiques, c'est-d-dire qu'au sein d’'une méme cellule
coexiste de 'ADN mitochondrial (ADNmt) normal et
muté en proportion variable, Comme déja souligné, les
conséquences de cette hétéroplasmie sont variables (déh-
nie par le rapport ADNmt muté/ADNmt normal). Par
exemple, de nombreuses études ont montré qu'il érair
nécessaire d'avoir plus de 60 % d’ADN mitochondrial
muté ou délétd pour observer un déficit de la chaine
respiratoire mitochondriale dans un organe spécifique.
Par ailleurs, le pourcentage d’héréroplasmie est souvent
corrélé i la sévérité du phénotype et au développement de
la maladie. Par exemple, la mutation T8993G peur ére
responsable d'une maladie létale, le syndrome de Leigh
(Omim 256000) si 'hétéroplasmie est de 90 % ou du
syndrome NARP (neuropathie, ataxie et rétinite pigmen-
taire, Omim 551500) si I'hétéroplasmie est de 60 a 80 %.
Par ailleurs, certaines pathologies mitochondriales peu-
vent aussi étre des anomalies quantitatives d' ADNmut soit
une diminution (syndrome de déplétion), soit une aug-
mentation (sur-réplication, everreplication). Ces différen-
tes anomalies qualitatives et/ou quantitatives peuvent étre
observées spécifiquement dans un organe. Ainsi selon
lels) tissu(s) affecté(s), le phénotype observé peut étre
différent.

Mutation et cancers

La tumorigenése est une transformation complexe, mul-
tifactorielle en plusieurs érapes. Un grand nombre de
modification de génes de régulation sont impliqués dans
ce processus, par exemple des mutations inactivant des

genes suppresseurs de tumeurs (anti-oncogénes) ou des

mutations activant des génes impliqués dans la croissance

(oncogénes) (rableau 2.6).
Sans rentrer dans les déuils de la tumorigenése, nous

rappellerons quelques principes de base :

® ['hypothése de Knudson : deux événements génériques
sur les alleles d'un méme géne sont nécessaires pour
I'inactivation compléte de ce géne. Au cours du premier
événement, une mutation est présente sur l'alléle d'un
géne (mutation héréditaire ou acquise). Le deuxieéme
alléle érant dominant, la cellule ne présente pas d'ano-
malie. Dans un deuxiéme temps, succéde un deuxiéme
événement acquis (mutation ou perte partielle voire
totale d'un chromosome) responsable de I'inactivation
des deux alléles du méme géne. Ce phénomeéne a initia-
lement été déerit dans le rédnoblastome (Omim
180200) ;

® la délédion partielle ou totale d’'un chromosome appe-
lée aussi perte d’hétérozygotie (loss of heterozyeosity,
LOH) (voir infra) ;

® dans certains cas, on observe une perte d’'empreinte (foss
af imprinting, LOI). Un géne normalement soumis a
empreinte {un seul alléle actf) s’cxprimt alors sur les
deux alleles (expression bi-allélique). On assiste alors a

une dérégulation de I'expression de ce géne.

Perte d’hétérozygotie

Le terme de perte d’hétérozygotie (LOH) a éié défini 4
partir de Thypothése de Knudson. Supposons un allele
codant pour un géne suppresseur de rumeur présentant une
mutaton gcrrn.ina]c fqul:l.lc que soit sa nature) et donc

Tableau 2.6. Origine génétique des cancers : mutations germinales et somatiques

Mutation Eﬂrl'lllllﬂlﬂ

Mutation somatique et Epigﬁnéﬁquas

Faible (= 5 %)
Héréditaire

Fréguence

Mode de transmission

Exemples

Polypose coligue familiale (Omim 175100

Cancer héréditaire du sein (Omim 114480)

Impar tente
Sporadique

Cancer du sain
Cancer colorectal
Cancer du rein

Cancer colorectal familial (Omim 1145000
syndrome de Van Hippel Lindau (Omim 1933004

Localisation des mutations
Intérét clinigue

Indicaticns actuelles pour le patient Important

Recherche des porteurs de{s) mutation{s)
Traitement préventif /curatif

Toutes les cellules de I'organisme

Prédire le risque de cancer

Cellules tumarales uniguemeant
Détecter/suivre le cancer
Faible

Détection précoce

Intérét pronostique

Intérét thérapeutigue
Adaptation thérapeutique
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fonctionnellement inactif (premidre atteinte) et autre
allele normal, le sujer est donc hétérozygore. Si alléle
normal subit dans un deuxiéme temps une mutation
somatique (deuxiéme atteinte), la protéine correspon-
dante est donc fonctionnellement inactive/absente. 1l v a
perte d’hétérozygotie. Dans le cas du produic d'un géne
suppresseur de tumeur, son absence aura des conséquen-
ces sur le cycle cellulaire et/ou la communication cellu-
laire et/ou la réparation de FADN, par exemple, er donc
une possible évolution vers une tumeur.

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer la LOH
(Agure 2.29). Schématiquement, on peut citer :
m o délérion ;
® la recombinaison mitotique ;
B [a perte chromosomique ;
® |3 conversion génique ;
® |2 mutation poncruelle.

Instabilité des microsatellites

Linstabilité des microsatellites (microsatellite instability,
MIN, ou replication ervor. RER) constitue un ensemble
d’altérations réparties dans une plus ou moins grande
partie du génome au niveau de courtes séquences répé-
tées (1 4 10 pb). Il s'agit d’une situation dans laquelle le
nombre de séquences répérées a changé (augmentation

Figure 2.29 Inactivation d'un géne suppresseur de tumewr,
Exemples de mécanismes. A et B, Hypothése de Knudson. En A, ung
mutation initiale déclenche l'inactivation du géne sur un alléle.
L'autre alléle du géne est inactivé par perte d'hétérozygotie (loss of
heterozyigosity, LOH) au cours d'un deuxiéme événement (par exem-
ple, délétion ou recombinaison mitotique par nondisjonction). La
conséguence est donc 'absence de fonction de la protéine codée par
le géne suppresseur de tumeur, C. Un événement mutationnal appa-
rait sur un alléle suivi de I'inactivation épigénélique du deuxiéme
allgle (par exemple, par méthylation du promoteur). D. Répression
Epigénétique des deux alléles en deux &tapes sans mutation ni LOH.
E. Certains génes suppresseurs de tumeur n'ent pas besoin de per-
dre une activité fonctionnelle par atteinte des deux alléles. L atteinte
d'un alléle suffit (haplo-insuffisance). Plusieurs mécanismeas sont
possibles tels que mutation, délétion ou répression épigénétique.

ou diminution). On les retrouve donc dans un grand
nombre de cancers soit héréditaires comme le cancer du
colon non polyposique (HNPCC, Omim 114500),
pathologie dans laquelle au moins 100 000 séquences
répétées sont altérées, soit dans certains cancers spora-
diques comme le cancer du célon. Cette instabilité est la
conséquence d'anomalies des complexes cellulaires enga-
gés dans la réparation et/ou la réplication de 'ADN. Un
certain nombre de génes sont impliquées (par exemple,
hMSH2 [Omim 120435], hMLHI [Omim 120436],
hMSHG [Omim 600678], hPMSI [Omim 600258] et
hPMS2 [Omim 600259]). Le défaur de réparation de
'ADN est un phénoméne impliqué dans la carcinoge-
nése par augmentation du taux de mutarion sur FADN
(encore appelé hypothése du phénotype muteur, mutator
phenatype hypothesis). De manitre générale, l'instabilicé
progressive lide 3 ce phénotype murteur provoque un
ensemble séquentiel ou non d’autres mutations er désta-
bilise un certain nombre de génes (dans certains cas
d'ailleurs, cette instabilité a été retrouvée dans les érats
précancéreux). Sans rentrer dans les dérails, une cascade
d'événements murtationnels apparaissent donc (de
maniére aléatoire ou non) et participent a la progression
vers la tumeur maligne (avec d'autres événements tels
que les anomalies de méthylation, les mutations dans les
oncogénes et les anti-oncogénes par exemple).
Lhypothése du phénotype muteur en cancérologie est
cependant discutée par certains auteurs,

———— Mutation ——"—— LOH —_——
A v v

e —_— -
B ¥ /ﬂ

e S

—____— Mutation — _L_ Reépression __ _:__,_
c —

- e —_ K Eﬂenc.ing:-u _! 141

_ __Répression TP * ?? Répression T2 ”
D —_— —_ *
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Instabilité des chromosomes

Au cours des cancers notamment, |'instabilité chromoso-
mique (chromosemal instability, CIN) est souvent impor-
tante et multiple, allant du réarrangement i la perte
partielle ou totale d’un (ou de plusieurs) chromosome(s).
Laneuploidie qui en résulte se traduir soit par une perte
de géne(s) suppresseur(s) de tumeur, soit par une ampli-
fication d’'oncogénes. CIN serait la conséquence d'une
perte de fonction du point de vérification de la mitose
(mitotic checkpaint, MCP) dans lequel sont impliqués
plusicurs génes comme, par exemple, budding uninhibi-

ted by benzimidazoles 1 (hBUB1, Omim 602452).
Méthylation anormale de I'ADN

Celle-ci a déja éré évoquée dans le cadre des modifications
épigénétiques (avec la déacérylation des histones er la
modificarion de structure de la chromating). De maniére
générale, la méthylation de TADN est un phénoméne de
régulation transcriptionnelle importante d'un grand nom-
bre de génes. Son déréglement abourit 4 un certain nom-
bre de pathologie, par exemple dans les cancers. De
maniere glﬂbalt, dans les cancers, il semble ¥ avolr une
hypoméchylation du génome par rapport au tssu sain.
Cetre hypométhylarion abourirait 4 la surexpression d'on-
cogénes. Une hyperméthylation a aussi éé décrite dans un
certain nombre de cancers abourissant i 'abolition d'ex-
pression de génes suppresseurs de tumeurs et I'apparition
de mutations au niveau d'illots Cp(. Les anomalies de la
méthylation sont donc fréquentes dans les cancers. Parmi
les origines encore mal connues de ces troubles de la
méthylation, on peut citer les produits toxiques et proba-
blement certains régimes (déficit en acide folique par
exemple). Par ailleurs, certains auteurs ont proposé un lien
entre les troubles de la méthyladion et la présence de MIN,
les deux phénoménes étant probablement liés. 11 en serair
de méme pour CIN. La connaissance de ce phénoméne
n'en est qu'i ses déburs.

Virus

A titre de rappel, un certain nombre de virus sont impliqués
dans les cancers, traduisant I'implication de nombreux pro-
COSSUS hinlugiquc.s, genétiques ot CnVIronnementaux dans la
genése d'un cancer. Parmi les virus impliqués, on peut citer
HTLN-L, le virus de lhépatite B, les papillomavirus, le virus
de I'héparite C, le virus d’Epstein-Barr (EBV).

Conséquences générales des mutations

Nous l'avons déja évoqué dans ce chapitre de nombreu-
ses fois. Nous le rappelons brigtvement pour mémoire. Le
phénotype d'une murarion peurt érre la résultante d’'une
protéine ayant acquis une nouvelle foncrion (gain of fun-

tion) a effet dominant négatl (dominant-negative) ou

ayant perdu ses propriétés (loss of funceion)

Certaines pathologies résultant de délérions dans des
zones non codantes peuvent érre lices 4 un dysfonction-
nement de la régulation de ['expression d'un géne.

On peut aussi observer :
® 'haplo-insuffisance : la perte ou l'inactivation d'un

gene résulte dans la formation en quantité insuffi-
sante de la protéine correspondante et son insuffi-
sance pour un métabolisme normal. En général, les
deux alléles sont donc indispensables pour une fonc-
tion normale ;

® i l'opposé, on peur avoir la surexpression d'un ou plu-
sieurs génes (par exemple, la trisomie 21) ;

B modification de la structure d'un chromosome : par
exemple, duplication, délétion, cassures, translocation
et inversions) ;

B un effer dominant négadf (gain « toxique »} ou une
perte de foncrion.

Maladie génétique
et pathogenése moléculaire

Sans détailler les conséquences des mutations en patholo-
gic humaine générale (hors maladies héréditaires mono-
géniques) qui sortent du cadre de cer ouvrage, nous
donnerons un exemple simplifié des conséquences possi-
bles d'un ensemble de murarions aboutissant 4 une mala-
die générale. Nous prendrons l'exemple du cancer
'I:ﬂ].ﬂrﬂctﬂl spuradiquc. En d-EI'IDl'E EI.CE L NS {:ull:]rt:r_“taux
d'origine héréditaire (par exemple, la polypose adénoma-
teuse familiale, familial adenomatous polyposis, FAL, ou
adenomatous polyposts of the colon, APC, Omim 175100),
la plupart de ces cancers sont liés a l'acquisition séquen-
telle (au minimum) de mutations au cours de la vie, 'en-
semble des mutarions abourissant au cancer proprement
di.

Ces mutations associent plusieurs types d anomalies :
® anomalies chromosomiques ;
¥ mutations intragéniques ;

W alrérations épigénétiques.

Elles provoquent des modifications dexpression de
nombreux génes par exemple, de proto-oncogénes, de
génes suppresseurs de tumeur et de génes de réparation
de 'ADN. Certains modeéles théoriques de carcinogenése
contestés par certains ont été proposés (figures 2.30,
2.31). Ces différents événements sont bien évidemment
associés 4 des facteurs environnementaux multiples (par
exemple, régime alimentaire, agents infecticux, toxiques,
tabac). Dans les cancers, il est probable qu'un grand
nombre de murtarions apparaissent de maniére aléaroire et
qu'un certain nombre d’entre elles aboutissent 4 un avan-
rage sélectif de croissance. Par ailleurs, certaines muta-
tons (par :x:rnp|:. celles sur les génes de réparation de
FADN) peuvent augmenter le taux de mutations sur
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LOH Dysméthylations
Chr 5q Chr.12p Chr.18g Chr.i7p
P G P P
DCC
APC K-ras SMAD p53
—r ~—4 Adénome - \  Adénome —— Adénome
Mormal Prolifération
T & F précoce — ¥ hﬂamﬁdi.lir&l' v tardif
hMSH2
hMSH3
E hMSHE
hMLH1 '
hPMS1 h‘-‘- P
hPMS2

Metastase(s) -

Figure 2.30 Exemples de modifications génétiques associées a la tumorigendse colorectale. Cette séquence de modifications géniques a
eté proposée par certains auteurs, Elle semble cependant insuffisante pour expliquer Ia plupart des cancers. D'aprés cette théorie, un cer
tain nombre de mutations se développent et provequent successivement un avantage sélectif de prolifération. De nombreux génes sont impli-
qués. Les mutations (depuis la perte totale ou partielle d'un chromosome & la mutation ponctuelle) aboutissent & un processus progressif
de profifération puis de cancérsation des cellules, Chr ; localisation chromosomique ; P ; perte de fonction du gene par mutation ; G © gain
de fonction du géne par mutation ; APC : adenomatous polyposis of the colon (Omim 175100) ; K-ras : Kirsten rat sarcoma (Omim 190070) ;
DCC . deleted in colorectal cancer (Omim 120470} ; SMADs /MADH4 : mothers against decapentaplegic homolog (Drosophila), (Omim
601366, 600993, 603109) ; p53 (Omim 191170) ; les génes de réparation de F'ADN, hMSH (human muts E. coli homolog 2, 3 et 6, Omim
120435, B0O0B8T, 6006TH) ; hMLHL (human mutl E. coli homolag 1, Omim 120436) ; hPMS1 et 2 (postmeiotic segregation increased,
5. cerevisige, 1, Omim 800258 ;| postmeiotic segregation increased, 5. cerevisiae, 2, Omim 800259) ; MIN : instabilité de microsatellites ; LOH :
perte d'hétérorygotie. Le trait vert signifie qu'a de nombreuses étapes de cancérogenése des dysméthylations peuvent se produire et le trait
orange signifie que des LOH peuvent survenir au cours de nombreuses étapes de cancérogenese,

d’autre génes (phénotype muteur précédemment décrir),
Ces deux phénoménes (avantage sélectif et phénotype
mutateur) sont probablement interdépendants. Ces diffé-
rentes hypothéses sont actuellement sources de nombreu-
ses discussions er 'objer d'intensives recherches.

_ Maladies - génomiques »
Les cancers i
et effet de dosage génique
el
LB.Y < Les maladies génomiques, conséquences de réarrange-
tamiliaux B ments souvent complexes, présentent une grande diversicé
Génas A : phénotypique dépendant de plusieurs parametres (essen-
 pré- S tiellement localisation, tille et type de recombinaison). La
disposants Les cancers héréditaires conséquence d'une délédon, duplication ou inversion peut
\ 1. Génels) majeur(s) étre soit une modification de la structure du géne, soit une
ok 2. Gene(s) modificateur(s) modification du « dosage génique ». Dans ce dernier cas, le
s = - 2 1!
environnementaux 3. A:::LTS gl‘!nl,h: héréditaires réarrangemfnt provoque cn gél‘lﬂl‘&l des mﬂdlﬁﬂﬂtlﬂﬂﬁ SuUr
prédisposan

une grande région génomique {en général, > 1 Mb) er
comprenant plusicurs génes et modifiant le nombre de
Figure 2.31 Hérédité, interactions géniques et environnement, mpif de ::v:{s]l gEIlE(S}. Les mnaéquem:ts phénnr}'piqucs

Exemple des cancers. De maniére générale, les cancers hérédital- . ;
res représentent une part faible des cancers dans la population U €N découlent sont alors soit un « excés » du nombre de

générale (par exemple, cancer du sein et génes BRCAL [Omim  copies (duplicadon par exemple), soit un « déficit» du

113705 et BRCAZ [Omim &800185]). Des génes modulateurs (par nombre de {.Ilpit'_'i I[haplurinsuﬂisance par délétion par

mutation et/ou polymorphismes) interagissent entre eux et avec . . . .
I'environnement jouent une part importante dans la pénétrance ﬂxemple:l. Ceraines érudes ont montré qu une petice frac-

et/ou I'expressivité de la maladie. tion de génes était sensible i cet effet de dose (tableau 2.3).

i3 20 Elsevier SAS. Tous droiis réservis
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Mutation(s) et pathologie

Une murarion est un changement de séquence sur TADN

(nous excluons les modifications épigénétiques de ce

paragraphe). Soit elle est pathogéne et induit une modi-

fication du phénotype, soit elle est sans importance et le
phénotype n'est pas modifié.

Il est nécessaire de rappeler quelques nortions
importantes :

® aprés avoir éliminé les problémes techniques, I'érude
compléte du géne doit s'assurer qu'il n'existe pas d'au-
tres mutations suscepribles d'induire la pathologie
(afin d'éliminer par exemple une variation de séquence
en déséquilibre de liaison avec la vraie muration) ;

® une murtation silencieuse (pas de variation d'acide
aminé) peut étre responsable de pathulugie {saut
d'exon, par exemple). Létude de FARNm est donc
Importante ;

® une mutation peut se trouver sur un acide aminé non
conservé entre les espéces et étre vraiment responsable
de la pathologie et, inversement, une mutation sur un
acide aminé conservé A travers les espéces peut étre sans
effer phénotypique ;

B une mutation non-sens peut étre sans effer si elle affecte
le polypeptide en dehors de domaines fonctionnels
importants

Les principaux arguments en faveur d’'une mutation sont ;

® une mutation dans la séquence codante génére un
codon-stop ou un changement de phase de lecrure
(frame-shift, avec formartion d'un codon-stop en aval)
est probablement responsable de modification du
phénotype ;

L l’an:ﬂ},rsc d'un gene doit étre cnmpln‘::e (promorteur,
exons, jonctions exon/intron). Selon la méthode
employée, la sensibilité et la spécificité varient. Il est
important de préciser la rechnique employée et les
zones explorées ;

® |"analyse de la famille : dans le cas d’une maladie domi-
nante, la murtation doit ségréger (étre transmise) avec le
phénorype pathologique. En I'absence de mutation, le
phénotype est normal. Si la mutation ségrége, la proba-
bilicd qu'il sagisse de la muration causale est grande.
Dhans le cas d'une maladie récessive, le méme principe
de raisonnement s'applique ;

® on considére souvent qu'un acide aminé conservé i tra-
vers les espéces posséde une importance fonctionnelle
importante. En cas de mutation modifiant cet acide
aminé, les conséquences fonctionnelles et/ou structura-
les sont probables ;

® ['analyse de contréles (sujers normaux de la popularion
générale) est importante. La prévalence des mutations
est normalement rare. 5i un variane allélique a une fré-
quence supérieure a 1 % (par définition), il est consi-
déré Fréqu::nt {pnlynlnrphismc}. La difficulcé
d’interprétation en considérant ces arguments de fré-

quence tient au fait qu'un polymorphisme peut avoir
des conséquences foncrionnelles sur une mutation
(polymorphisme fonctionnel) notamment (mais pas
uniquement) dans les maladies multifactorielles. Une
interaction est aussi possible entre un polymorphisme
et une mutation rendant l'interprétation parfois déli-
cate. En général, dans les érudes de murarions, la plu-
part des érudes analysent 100 chromosomes au
minimum (50 sujers normaux) pour comparer la fré-
quence du variant allélique chez les sujets normaux et
malades (4 différencier des érudes épidémiologiques
telles que les érudes de génes candidars oii le nombre
de sujets contriles et malades doit étre beaucoup plus
important [I'épidémiologie moléculaire sort du cadre
de cet ouvrage et ne sera pas développé]) ;

® ['expression de la mutation (i partir de 'ADNc) devrait
étre effectuée dans un systéme eucaryorte ou procaryote.
Lactivité biologique de la protéine mutée et évenruelle-
ment ses propriéeés devraient étre érudides et compa-
rées i celles de la protéine normale ;

B des logiciels ont été développés pour aider i la prédic-
tion des conséquences fonctionnelles et/ou structurales
d’une murtation sur une protéine. Ces logiciels ne sont
cependant que des aides relatives et la confiance vis-
a-vis de ceux-ci doit étre limitée. Certaines érudes ont
en effet montré leurs imperfections et les erreurs possibles
de leur prédiction. Ils doivent donc étre urilisés avec
prudence et ne permettent jamais seuls de conclure sur
la conséquence pathologique ou non d’'une muration.
Seuls les tests fonctionnels des protéines mutées ou sus-
ceptibles de 'étre peuvent conclure 4 la conséquence
pathologique ou non d'une mutation.

En conclusion, la pathologie moléculaire est complexe
et beaucoup d'inconnues (mécanismes en cause, inter-
prétation, pénérrance...) demeurent, Le réle des poly-
morphismes foncrionnels semble majeur et leur
connaissance émerge progressivement. De nombreuses
interactions multigéniques sont progressivement mises en
¢évidence grice aux outils de la génomique, de la protéo-
mique et de la bioinformatique. La figure 2.32 représente
quelques-unes des interactions complexes mises en évi-
dence grice aux oudls de la biologie moléculaire. Les
conséquences de ces découvertes sont majeures avec, par
exemple, outre la compréhension de la physiologie
humaine, des implications thérapeutiques considérables,
I'apparition & court terme d’une médecine prédictive pré-
cise, des aides précieuses au diagnostic et au pronostic des
maladies.

Nomenclature
des variations de séquence

Les vanations de séquence (polymorphismes et murta-
tions) peuvent étre exprimées au niveau de 'ADN ou de
la protéine. Les auteurs de la nomenclarure urlisent le
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Environnement
Variabilité Geéne(s) modificateur(s) = Toxique(s)
ohewlioe M « Infection(s)
sslon ¥ [GhER S ModicaneuLE)
- UNgéne GaneB i sl
Géne N :
|
-_— —= Polymorphisme(s)
*» fonctionnel(s)
TR . j. ey ioon
* de méthylation
| Mutation(s) | i

& Hﬁp]n-inguﬂiﬁ_aneﬂ * Unigue ou |]l:"|:1 |'.{:-|'1|tjr:3|_:.=_.£33
* nombreuses :

+ Effet dominant negatif

« Effet dominant r:n:ns,m/--'_/-

r;—'_
UN phénotype Ditferents phénotypes
= drépanocylose * Gene CFTR
= héemophilie A (cf. mucoviscidose, infertilité, pancréatite)
= rétinite pigmentaire * Gene RET

(cf. maladie de Hirschprung, MENZA, MTC)

Figure 2.32 Physicpathologie générale en génétiqgue moléculaire. Un ou plusieurs génes peuvent étre impligués et interagir entre eux. Selon
la pathologie, plusieurs possibilités : un géne est atteint et une seule mutation causale (par exemple, la drépanocytose) ; un géne est atteint
et de nombreuses mutations sont responsables de la méme pathologie (voir hémophilie A) ; plusieurs génes donnent la méme maladie (par
exemple, la rétinite pigmentaire) ; un géne selon 1a localisation de la mutation peut donner différentes maladies. C'est le cas du géne CFTR
dont les nombreuses mutaticns sont essentiellement responsables de la mucoviscidose. Mais certaines mutations peuvent donner une infer-
tilité ou une pancréatite par exemple. Le principe est le méme pour le géne RET impliqué dans |a maladie de Hirschprung, e carcinome médul-
laire de la thyroide (MTC) ou dans le syndrome MEN24& (cancer endocring multipie). Enfin, selon lels) géne(s) en cause, une relation
génotype,/phénotype peutl ou non exister. La gravité de la maladie peut étre variable de modérée a grave (par exemple, pathologie du gene
dystrophine responsable de la myopathie de Duchenne et de la maladie de Becker). Des interactions complexes entre |"environnament, des
genes modificateurs et des polymorphismes fonctionnels peuvent moduler I'expressivité de la maladie. Soit celleci est absente, soit 4 des
degrés variables le sujet peut ére malade. Ces différents facteurs interviennent probablement dans la pénétrance d'une maladie. Enfin, il
ne faut pas oublier les anomalies de méthylation responsables de pathologies spécifigues (anomalies d'empreinte génomique) ou partici
pant & des maladies multifactorielles [cancers).

terme « variation de séquence » pour éviter toute confu-
sion avee les termes murtation et polymorphisme. En effet,
selon les disciplines, une mutation peut signifier un chan-
gement de séquence quelle que soit la conséquence ou un
changement induisant une pathologie. Enfin, pour les
polymorphismes, il peur sagir d'un changement sans
conséquence pathologique pour certains ou un change-
ment dont la fréquence est supérieure 4 1 % dans la popu-
lation générale pour d'autres. Nous décrirons les grandes
lignes de cette nomenclature, la toralicé du document
érant accessible sur internet (nomenclature des variations
de séquence : htp : /lwww.hgvs.org/mutnomen/).

La nomenclature permet de différencier la variation au
niveau de :
® 'ADN génomique (lettre g ; ADNg). Certains préfe-

rent utiliser 'ADN génomique du fait de cas difficiles

de numérotation, par ::-L:mpll: en cas d‘épi.&sngc alter-

natif, de sites alternarifs d'initiation de la transcription

ou de la traducrion ;
® PADN complémentaire (lettre ¢ ; ADNc) ;
® |a mitochondrie (lettre m ; ADNm) ;
® 'ARN (lettre 1) ;

B [a protéine (letere p). Dans ce cas, on utilise le code des
acides aminés 4 une lettre (par exemple, P pour proline).

La variation de séquence est décrite par rapport 4 une
séquence référence pns,sédant un numéro d'accession (les
banques de données les plus utilisées érant Genbank,
EMBL, SWISS-PROT, DDJB, toutes accessibles sur
internet).

Les principales modifications pour la description des
variations de séquence (que ce soit au niveau ADN, ARN
ou protéine) concernent :
® [es mutations poncruelles ;
® [es insertions ;

i 2ty Elsevier SAS, Tous drois réservds



Principes de biologie moleculaire
en biologie clinique

Nedjma Ameziane, Marc Bogard, Jérome Lamoril

Depuis ses débuts, il y a 50 ans, la biclogie moléculaire ne cesse
de révolutionner le monde de la biologie par ses nombreuses
découvertes. Les avancées de cette discipline et leurs multiples
implications bouleversent notre vision de I'humain et du vivant et
s'accompagnent de débats cruciaux sur le plan de I'éthique
médicale et scientifique.

A I'heure ol le séquencage du génome humain est achevé avec
succés, la PCR en temps réel, I'interférence ARN, la génomique,
les puces d'expression, de diagnostic et de séquencage, la
pharmacogénétique, la protéomigue, s’imposent comme de
nouveaux outils au service de la médecine et de la biologie.

Ce livre présente le vaste panorama des techniques moléculaires
disponibles, leur puissance d'analyse et la complexité des
phénoménes étudiés. Novateur a plus d'un titre, Principes de
biologie moléculaire en biologie cliniqgue fait apparaitre
I'importance et le statut particulier que la biologie moléculaire
tient actuellement dans la pratique de la médecine. En effet, il
semble dorénavant difficile de n'y voir qu'un groupe de
techniques, mais plutot une spécialité au sein de la biologie
médicale.

Les auteurs exposent les procédés et les clés d'interprétation de
maniére transversale car les technologies moléculaires reposent
sur les mémes principes, quel que soit le domaine particulier de
leur application dans la pratique médicale.

Extrémement pédagogique et clair, cet ouvrage s'adresse a un
large public : étudiants en meédecine, en pharmacie et en
sciences de la vie, biologistes et cliniciens.
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