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INTRODUCTION

Au sein d’une espèce, un polymorphisme biologique est perceptible aux échelles moléculaire, cellulaire et macroscopique.

Par ailleurs, le génome, en interaction avec de nombreux facteurs développementaux et environnementaux, contribue à la réalisation de la diversité des phénotypes entre espèces et au sein d'une même espèce.
Or le génome n’est pas figé : il évolue dans le temps, à l’échelle de du développement et de la vie de l’individu mais aussi à l'échelle de l’espèce.

I- LA PLASTICITE STRUCTURALE DU GENOME EUCARYOTE

A) Les méthodes d’étude du génome

- Méthodes de la biologie moléculaire classique (clonage, PCR, séquençage, études d'expression).
- Séquençages de génomes entiers (depuis 1995): 2000, génome complet de la plante modèle Arabidopsis thaliana . ; 2001, génome humain.

- Analyse bio-informatique des génomes
- Analyse en masse de l'expression du génome: puces à ADN.
B) L’ADN, support de l’information génétique

Mise en évidence historique : depuis Mendel jusqu'à  la double hélice de Watson-Crick-Wilkins

C) De la molécule d’ADN aux chromosomes

Structure des chromosomes eucaryotes
Interactions des génomes nucléaires, mitochondrial et plastidial.

D) Le polymorphisme de l’ADN, témoin de l’histoire génétique d’une espèce

Exemple du complexe HLA

Au sein d’une espèce donnée, l’organisation globale du génome est constante. Au sein d'un groupe d'espèces, l'organisation globale du génome peut être conservée (synténie). Mais des variations de séquences différencient les génomes d’individus contemporains.

Lorsque dans une population, un gène présente au moins deux formes alléliques de fréquence supérieure ou égale à 1%, il est qualifié de polymorphe. Sinon on parle d’anomalie. De plus, les mécanismes générateurs de polymorphisme  peuvent aussi être à l’œuvre au cours du développement de l'individu et générer un polymorphisme somatique pouvant jouer un rôle important dans les différenciations cellulaires et moléculaires.
E) Le polymorphisme de l’ADN, origine de l’adaptabilité du système immunitaire des vertébrés

L’une des caractéristiques les plus remarquables du système immunitaire des vertébrés est sa capacité à répondre à un nombre apparemment illimité d’antigènes étrangers. Dans le DNA de la lignée germinale, de multiples segments géniques codent des parties d’une même chaîne lourde ou d’une même chaîne légère d’immunoglobuline. Ces segments géniques sont présents sont présents dans les cellules germinales, mais ne peuvent être transcrits et traduits en chaînes lourdes ou en chaînes légères avant qu’ils n’aient été réarrangés (ou recombinés) en gènes fonctionnels. La maturation d’une cellule B dans la moelle osseuse progresse selon une séquence ordonnée de réarrangements (recombinaisons) des gènes des Ig.

A la fin de ce processus, une cellule B mature immuno-compétente possèdera une seule séquence fonctionnelle de la région variable de la chaîne lourde, ainsi qu’une seule séquence fonctionnelle de la région variable de la chaîne légère.

1- Organisation multigénique des gènes des IG

2- Réarrangements des gènes de la région variable

3- Mécanismes des réarrangements du DNA des régions variables

F) Origine du polymorphisme de l’ADN

L’ADN est la cible de mutations. Survenant chez les individus, elles s’accumulent au fil des générations et donc au sein d’une espèce.

1- Translocations, inversions, délétions, fusions et insertions

- Cas de l’endosymbionte initial et du transfert de gènes mitochondriaux ou plastidiaux vers le noyau au cours de l'évolution.

· Cas de l’hémoglobine humaine chez laquelle plus de 450 mutations ont été caractérisées : substitutions, additions, délétions de nucléotides. Avec pour conséquences différentes physiopathologies : anémie, thalassémie, drépanocytose 

a)Les remaniements chromosomiques 

Les études cytogénétiques de cas pathologiques humains ou animaux ont révélé l’existence d’altérations plus ou moins importantes des molécules d’ADN, conduisant à la formation de remaniements chromosomiques. 

Dans certaines populations naturelles, certains remaniements chromosomiques se maintiennent à des fréquences élevées et par conséquent peuvent être considérés comme des polymorphismes.

- Inversions paracentriques chez Drosophila melanogaster, les passereaux et les pigeons.

- Inversion péricentrique dans la région q13 du chromosome 2 humain 

· Délétions et insertions sources de variation de taille du chromosome Y chez l’homme, les bovins ou le cheval.

· Fusion de gènes souvent associée à des délétions allant de quelques nucléotides à une centaine de bases. Cas de la leucémie myéloïde chronique : translocation entre les chromosomes 9 et 22 entraînant la fusion d’un gène bcr et du proto-oncogène c-abl avec perte d’une partie de la région 5’de c-abl.

b) A l’échelle moléculaire

L’analyse moléculaire a mis en évidence l’existence d’évènements de délétions, fusions, inversions et insertions à l’échelle de quelques bases à quelques kilobases. Ce qui entraine une modification du cadre de lecture. Ce type de mutation fait apparaître en aval un codon non-sens prématuré conduisant à la formation d’une protéine tronquée. Une variation d’un nombre de bases multiple de trois maintient ce cadre mais entraîne la perte ou l’addition d’acides aminés, comme dans le cas de la délétion 508 de ma mucoviscidose .

2- Les mutations ponctuelles

Elles n’intéressent qu’une région très limitée du génome, (quelques nucléotides). Les estimations réalisées chez l’homme suggèrent qu’un individu non consanguin présente une base à l’état hétérozygote tous les 200 à 1000 nucléotides.

La modification la plus simple est le remplacement d’une base par une autre. 

- Transition : remplacement d’une base purique par une base purique et d’une base pyrimidique par une base pyrimidique.

- Transversion : remplacement d’une base purique par une base pyrimidique ou réciproquement

Des bases peuvent également être délétées ou ajoutées.

3- Les séquences répétées en tandem (VNTR : variable number of tandem repeats)

Les séquences répétées en tandem sont de taille variable, constituées de la répétition en tandem d’un motif unitaire de taille également variable. Selon la taille du motif et de la répétition, on distingue :

· les satellites (généralement non transcrits)

·  les minisatellites (rôle biologique non élucidé sauf dans le cas de l’ADN télomérique qui protège l’extrémité des chromosomes de la dégradation, rôle de marqueurs pour l’identification des individus en médecine légale )

·  les microsatellites.

Les microsatellites : séries de répétitions d’un motif de base court, 1 à 4 pb, répartis sur l’ensemble du génome. Un comportement anormal de microsatellites , (CAG)n et (CCG)n a pu être montré en liaison avec certaines maladies humaines. En effet, au-dessus d’une certaine longueur critique, les répétitions sont instables au cours de la mitose et de la méiose et ne sont pratiquement jamais transmises sans modifications à la descendance : des extensions ou des délétions peuvent apparaître . Chez les patients atteints de l’X fragile, le motif CGG normalement répété de 6 à 54 fois est présent de 200 à plus de 1000 fois. Ces extensions affectent la méthylation de l’ADN et la structure chromatidienne, conduisant à l’inactivation de gènes adjacents.

Rôle de marqueurs dans les approches de cartographie génétique.

G) M écanismes mis en œuvre dans la génération du polymorphisme

1- Des erreurs du système de réparation expliquent des mutations ponctuelles

2- Les recombinaisons inégales expliquent les délétions et les duplications

Des délétions et des duplications peuvent résulter de recombinaisons ‘illégitimes’ entre séquences très semblables mais non homologues. Ces séquences favorisent l’apparition d’erreurs d’alignement (mésappariement), conduisant à des crossing-over inégaux. Ce mécanisme aboutit à l’élimination d’une région sur l’un des chromosomes et à la duplication sur l’autre chromosome.

Ces recombinaisons sont favorisées par l’existence de séquences semblables contiguës, codantes ou non. Les séquences répétées dispersées comme les séquences alu chez l’homme, compte tenu de leur homologie et de leur fréquence sont susceptibles de jouer un rôle important dans ce phénomène. De même des erreurs d’appariement sont fréquentes dans les régions de répétition en tandem, compte tenu de la forte homologie de séquences entre les répétions.

Tout crossing-over intervenant lors de ces mésappariements produit une augmentation du nombre de répétitions sur l’une des chromatides et une délétion d’un nombre équivalent de répétitions sur l’autre.

D’un point de vue évolutif, la recombinaison inégale serait à l’origine de la création de famille de gènes à partir d’un gène ancestral.

· Les gènes de l’hémoglobine humaine

La nature des deux chaînes polypeptidiques varie au cours du développement de l’individu avec la succession d’hémoglobines embryonnaires ((2(2), fœtales ((2(2) et adultes ((2(2, (2(2). Ces six types de chaînes sont synthétisées par des gènes différents.

Les groupes de gènes contiennent des pseudogènes.

· Quelques familles de gènes humains : Hormone lactogène placentaire, prolactine, lactalbumine, lysozyme, chymotrypsine, trypsine.

On considère que deux gènes sont apparentés si plus de 20% de la séquence peptidique codée est similaire.

Notion d’innovation génétique à la suite des mutations géniques et des duplications de gènes.

3- Conversion génique

4- Insertion de séquences mobiles (transposons) ou virales

- Les différentes classes d'éléments transposables

- Mécanismes de transposition

- Impact sur la structure du génome
- Possibilités de transferts horizontaux de gènes d'espèce à espèce
- Impact sur la régulation de l'expression des gènes

5- L’excision de boucles chromatiniennes est responsable de délétions

Mécanisme mis en évidence dans le cas des gènes ( et ( de la globine. Il consiste lors de la réplication, en l’excision des boucles formées entre deux points d’ancrage de la matrice chromatidienne distants de 30 à 130 kb.

6- Le glissement intra-chromatidien (slippage) modifie le nombre de répétitions des VNTR

7-  Transferts horizontaux et transgression de la barrière d'espèce:

Déjà abordé dans le cas des éléments transposables, mais autres mécanismes bien décrits: échanges de matériel génétique (T-DNA ) entre les plantes et les bactéries du genre Agrobacterium : Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes. Principe de la transformation génétique des plantes.
Autre exemple (au mécanisme inconnu) de transferts procaryote / eucaryote.. Par exemple, les gènes Monoamine oxydase (MAO) de l'homme (enzyme importante pour le métabolisme des neurotransmetteurs) pourraient avoir été intégrés au génome par transfert horizontal à partir d'une bactérie.

8- La création de la diversité des anticorps
Plusieurs procédés de diversification des anticorps ont été identifiés :

· segments géniques multiples

· jonction V-(D)-J combinatoire

· flexibilité fonctionnelle

· addition de nucléotides de la région P, de la région N

· hypermutation somatique

· association combinatoire des chaînes légères et des chaînes lourdes.

9- La commutation de classe des immunoglobulines
H) 




A la suite d’une stimulation antigénique d’une cellule B, le DNA de la chaîne lourde peut subir un réarrangement supplémentaire au cours duquel l’unité VhDhJh peut se combiner à n’importe quel des segments géniques Ch.

II- LA PLASTICITE FONCTIONNELLE DE L’EXPRESSION DES GENES EUCARYOTES

A) Les mécanismes épigénétiques
Mécanismes d'extinction / activation de zones génomiques par méthylation / déméthylation

- Action préférentielle sur les séquences répétées

- Sensibilité aux facteurs de l'environnement: exemple le froid et la vernalisation chez les plantes

- Héritabilité des états de méthylation

Cf  articles du monde en annexe :

« Le rôle mystérieux de l’environnement dans l’expression des gènes »

«Une étude suédoise questionne le darwinisme »
B) Au cours de la transcription

1- Les mécanismes de la transcription eucaryote

Interactions promoteur / facteurs de transcription
2- Les signaux contrôlant les facteurs de transcription

a) Exemple des gènes des hémoglobines humaines qui s’expriment différemment selon la période de la vie (LCR).

b) Exemple des hormones thyroïdiennes agissant sur l’expression de certains gènes

c) Régulation de la transcription des gènes des immunoglobulines

Intervention de trois classes de séquences régulatrices cis du DNA : promoteurs, activateurs (enhancers), séquences extinctrices (silencers).

d) Exemple de gènes inductibles chez les plantes: gènes CAB (chlorophyll a, b - binding protein) induits par un signal PHYTOCHROME B. Chaîne de transduction très courte: signal photonique (photon rouge); activation du phytochrome B ; translocation vers le noyau ; interaction avec un facteur de transcription de type bHLH-PAS: le PIF (Phytochrome-Interacting Factor) ; interaction avec une boîte G-BOX dans un LRE (Light-Responsive Element) du promoteur du gène CAB. 
Des gènes inductibles sont aussi présents dans les génomes des organelles semi-autonomes (mitochondries, plastes).
C) La régulation post-transcriptionnelle : l’épissage

Comme dans l’expression des autres gènes, une maturation post-transcriptionnelle des transcrits primaires des immunoglobulines est nécessaire pour produire des mRNA fonctionnels.

Exemple de l’épissage différentiel du RNA des transcrits primaires des chaînes lourdes des Ig.

D) La régulation post-transcriptionnelle : la traduction

1- Les agents de la traduction

a- Les ARNm et ARNt

b- Les ribosomes

c- Les facteurs de traduction
2- Les mécanismes de la traduction
3- Les signaux contrôlant la synthèse protéique

4-  Production de molécules à applications cliniques : l’ingénierie des anticorps

Les anticorps monoclonaux.

CONCLUSION
Importance évolutive des mécanismes décrits

Cas particulier des transferts horizontaux où la barrière d'espèce peut être transgressée: mécanismes "naturels" comme le T-DNA d'Agrobacterium ; mécanismes artificiels (exemple bombardement de cellules avec des particules portant de l'ADN exogène)
Utilisation des mécanismes de modification du génome à des fins d'amélioration génétique ou de thérapeutique:


- Amélioration génétique classique : utilisation du polymorphisme naturel


- Mécanismes de transgenèse : introduction de DNA exogène dans la structure d'un génome; exemple: le T-DNA d'Agrobacterium dans le génome des plantes ; thérapies géniques
Importance des mécanismes de transduction de signal récepteur-transduction-transcription dans la plasticité fonctionnelle du génome
Mécanismes épigénétiques : résurgence du débat Darwinisme / Lamarckisme ?
