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Quelques définitions

Marqueur génétique et/ou moléculaire

Cette notion de marqueur génétique a été introduite en 1980. Il s’agit d’une séquence d'ADN repérable spécifiquement. En cartographie génétique, le marqueur est utilisé pour "baliser" le génome. En contrôle du transfert de gène, le marqueur est un gène associé au gène d'intérêt, codant une caractéristique détectable facilement et précocement, facilitant le repérage des cellules au sein desquelles la transgenèse a réussi. La détection d'un marqueur génétique peut s'effectuer par hybridation avec une sonde complémentaire, ou par son expression phénotypique. Les marqueurs peuvent être de différentes natures : STS, RFLP, microsatellites, SNP, EST, gènes ... Il existe aussi des marqueurs « anonymes » qui correspondent à des séquences non traduites (les variations alléliques de ces marqueurs ne sont pas décelables au niveau phénotypique mais au niveau de la séquence). 

RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism)

Variation entre individus ou souches dans le profil d'ADN obtenu après coupure par diverses enzymes de restriction. Le polymorphisme de taille des fragments de restriction (RFLP) reflète directement des variations de séquence de segments précis d'ADN et est utlisé comme marqueur sur les cartes génétiques et physiques.

Microsatellites

Vous trouverez des informations sur les microsatellites en cliquant sur  http://www.inapg.inra.fr/dsa/microsat/microsat.htm 

SNP (Single Nucleotide Polymorphism (= snips)). 

Mutation ponctuelle isolée : polymorphisme d'un seul nucléotide (polymorphisme nucléotidique). Variation stable de la séquence d'ADN génomique, portant sur une seule base, toutes les 100 à 300 bases environ du génome et affectant au moins 10% de la population. Beaucoup de SNP n'ont pas d'implications fonctionnelles mais ils définissent un locus unique dans le génome et sont polymorphes. 

Les SNP se trouvant dans les régions codantes (SNPc) et dans les régions régulatrices des gènes seront particulièrement intéressants pour réaliser la cartographie des maladies multifactorielles (étude d'association de gènes candidats impliqués dans ces maladies). 

Pour en savoir plus sur les SNPs voire : SNPs : What they are and what they might they tell us (HGBASE) 

STS (Sequenced Tag Site) :

C'est une courte séquence représentée de façon unique dans le génome. Il est facilement amplifiable par PCR et est archivé sous forme des amorces oligonucléotidiques qui le définissent. 

Il n'a pas de signification biologique en tant que tel. Certains d'entre eux correspondent à des EST (séquences codantes) ou à des marqueurs microsatellites, ce qui, dans ce dernier cas, permet d'intégrer la carte physique à la carte génétique. 

EST  (Expressed Sequence Tags) : 

Marqueurs de séquences exprimées. Les séquences EST, issues du séquençage systématique des extrémités d'ADNc partiels, sont des séquences STS codantes. Une séquence EST est donc une séquence partielle d'ADNc de quelques centaines de nucléotides, correspondant à une des extrémités d'un ARNm et qui lui est spécifique. Elle comporte le plus souvent de nombreuses erreurs. 

Polymorphisme 

Hétérogénéité allélique au sein d'une population. Elle peut se détecter au niveau du caractère phénotypique, au niveau chromosomique ou moléculairePolymorphisme nucléotidique : voir SNP. 

QTL (Quantitative Trait Locus). 

Locus dont l'unité de fonction contribue, pour une part plus ou moins importante, à l'élaboration d'un caractère quantitatif (locus responsable de la variabilité de ce caractère). Plusieurs loci intervenant dans la réalisation d'un même caractère sont souvent groupés dans une même région chromosomique. Les QTL sont étudiés tout particulièrement chez les plantes : les marqueurs génétiquement liés à de tels QTL permettent de sélectionner, parmi un grand nombre de plantes, les individus les plus performants. Ils peuvent ainsi être utilisés pour construire un génotype idéal par croisements successifs ou pour améliorer l'évaluation de la valeur des individus. 

Pedigree 

Représentation arborescente du phénotype des membres d'une famille (arbre généalogique). L'étude de ces pedigrees peut seule permettre l'analyse génétique lorsque des croisements expérimentaux sont irréalisables. 

Synténie 

Groupes de liaison conservés entre les génomes de deux espèces. Conservation de l'ordre de gènes homologues dans certaines portions de l'ADN d'espèces différentes. 

La cartographie de liaison

La carte de liaison est l'ordonnancement de marqueurs (le plus souvent, de courts fragments d'ADN génomiques) définissant chacun un locus (localisation) unique. Ces cartes indiquent les positions relatives des marqueurs les uns par rapport aux autres. Deux marqueurs sont d'autant plus difficilement séparables qu'ils sont éloignés l'un de l'autre. 

Les cartes génétiques 

La carte génétique est l'ordonnancement de marqueurs grâce à l'analyse statistique de leur ségrégation au cours des générations. Ces marqueurs doivent donc être polymorphes (présenter différents allèles identifiables) et peuvent être localisés dans un exon (variations phénotypiquement détectables) ou (plus couramment) dans un intron (variations détectables au niveau de l'ADN). Les distances se mesurent en centimorgans (cM). 

Pour en savoir plus sur le Centimorgan : 

Centimorgan (cM) 

(Utilisé pour la 1ère fois par Morgan et Sturtevant en 1913). Unité de mesure de la distance sur la carte génétique. Lors de la méiose, des marqueurs situés sur un même chromosome peuvent être séparés s'il se produit un crossing-over dans la région qui les sépare. La probabilité qu'un tel évènement se produise est proportionnelle à la distance qui sépare ces marqueurs. La fréquence de recombinaison reflète donc des distances entre marqueurs et l'unité de distance est le centiMorgan (cM) : 1 cM ést égal à 1% de crossing-over (1 crossing-over pour 100 méioses). 

L'établissement d'une carte génétique permet : 

-D'établir des ponts d'ancrage pour la carte physique. 

-D'identifier la région et le gène responsables d'une maladie monogénique donnée (par clonage positionnel). 

La densité des marqueurs sur la carte peut également permettre de localiser les régions impliquées dans les maladies multifactorielles. 

-D'étudier certaines particularités de la méiose, telle que la variation de fréquence des recombinaisons : 

en fonction du sexe 

en fonction de la région du génome 

Ainsi, par exemple, on a constaté que la carte génétique humaine chez la femme est plus grande que chez l'homme (d'environ 40%) car les évènements de recombinaison en méioses femelles sont en moyenne plus fréquents qu'en méioses mâles, particulièrement dans les régions centromériques. 

Trois types de marqueurs sont préférentiellement utilisés : les RFLP, les microsatellites et plus récemment, les SNP. 

Distance génétique et liaison entre marqueurs :

Dans le cadre de la cartographie génétique, la distance entre deux marqueurs est calculée par une analyse statistique (analyse de liaison) et suppose donc la disponibilité d'ADN génomique issu de données familiales (de pedigree) ou des données de populations : 

Pour établir la carte génétique du génome humain, Jean Dausset (CEPH) a sélectionné un ensemble de familles humaines présentant un nombre élevé de générations et d'enfants dont les données génomiques sont mises à la disposition de la communauté scientifique. 

Pour les organismes modèles, l'établissement de la carte est grandement facilité par les possibilités d'élevage et de croisement qu'ils permettent. 

Les étapes de la cartographie génétique

Etape 1 : Assignation des marqueurs sur le chromosome 

L'utilisation d'hybrides somatiques monochromosomiques : permet de déterminer de quel chromosome humain provient un marqueur donné. Ensuite, l’utilisation d’une méthode de type FlSH : permet de déterminer la position du marqueur sur le chromosome. 

Etape 2 : Génotypage du marqueur 

Détermination des allèle pour chacun des marqueurs chez les différents individus. 

Génotypage par RFLP  (Polymorphisme des fragments de restriction): 

L'analyse de RFLP s'effectue en utilisant comme sonde le fragment d'ADN RFLP sur un southern blot comprenant les ADN génomiques des différents individus digérés par un enzyme de restriction. Chaque fragment d'une taille donnée recensée constitue un allèle du marqueur étudié. Nécessite une quantité importante d'ADN génomique. 

Génotypage par microsatellite : 

L'analyse s'effectue en utilisant les séquences flanquantes d'un microsatellite donné (communes aux différents individus à étudier) pour amplifier celui-ci chez les différents individus. La taille des différents produits amplifiés (correspondant aux différents allèles du microsatellite) est alors évaluée par électrophorèse. 

Génotypage par SNP : 

Le génotypage des SNP se fait par spectrométrie de masse. Il repose sur la méthode de "primer extension" qui génère des produits ayant une masse spécifique pour chaque allèle. Les allèles se distinguent par leur différence de masse, facile à interpréter automatiquement par ordinateur. Cette approche permet le génotypage en série des SNP, chacun d'eux pouvant être caractérisé dans un grand nombre d'échantillons.
Les SNP sont des marqueurs particulièrement intéréssants pour la pharmacogénomique et la pharmacogénétique.
Le CNG (Centre National du Génotypage, à Evry) est un centre dans lequel on étudie la variabilité du génome en analysant les SNP ainsi que les mutations impliquant plusieurs bases. Les chercheurs du CNG partent des séquences de référence établies par le Génoscope et d'autres centres de séquençage et mettent en évidence les différences trouvées chez un grand nombre d'individus. Ils étudient ainsi la transmission d'une maladie au sein d'une même famille pour localiser les régions du génome qui contiennent les gènes impliqués. L'objectif à terme est d'être capable d'établir un diagnostic directement à partir du génome, d'adapter un traitement à chaque individu ou même de faire de la thérapie génique. 

Etape 3 : Analyse de liaison 

Constitution des groupes de liaison (analyse de bipoint) 

Evaluation statistique du degré de liaison de tous les marqueurs pris deux à deux. 

Ordonnancement des groupes de liaison (analyse multipoint) 

Evaluation statistique de la vraisemblance de chacun des ordres possibles des groupes de liaison. Les RFLP sont en général seulement biallélique (absence/présence d'un site de restriction) : il est plus difficile de les ordonner entre eux avec précision que les microsatellites. 

Pour en savoir plus sur l’analyse de liaison : GO TO Analyse_de_liaison.html

Un exemple de carte génétique pour le coton, carte réalisée par le CIRAD : 

http://www.cirad.fr/presentation/programmes/biotrop/resultats/biositecirad/maping/cotton/cottomap.htm
Les cartes d’hybridation

Les cartes d’hybrides de radiation (RH)

La carte RH repose sur la fréquence de cassures chromosomiques induites artificiellement, observées chez des hybrides d'irradiation (cellules humaines lourdement irradiées et fusionnées à des cellules de hamster) : deux marqueurs initialement localisés à proximité l'un de l'autre ont plus de chance d'être simultanément retrouvés dans les mêmes hybrides que deux marqueurs éloignés. Les distances se mesurent en centiray (cR). 

Pour en savoir plus sur le centiray : 

Centiray (cR) 

Unité de mesure de la distance sur la carte d'hybrides d'irradiation : 1 centiray (cR) pour une irradiation de N rad correspond à 1% de cassure entre deux marqueurs obtenu à cette dose N d'irradiation. Une correspondance peut être établie avec les distances des cartes physiques et génétiques : 1cR pour 3000rad équivaut (environ) à 200 kb et 1cR pour 9000rad équivaut (environ) à 55 kb (plus l'irradiation appliquée sera grande, plus la fragmentation sera élevée et plus la résolution de la carte sera fine). 

Les étapes de la cartographie d’hybridation

-Des marqueurs provenant de la carte génétique (dont on connaît la localisation) vont définir un cadre (repères) sur la carte : ils sont testés par PCR sur chaque hybride, de façon à établir lesquels les contiennent. 

-Tout nouveau marqueur (par exemple, gène ou EST) est ensuite localisé par rapport à un marqueur-cadre : la distance entre deux marqueurs sera d'autant plus faible que le nombre d'hybrides simultanément positifs pour ces deux marqueurs (et donc les contenant) sera important. 

La dose d'irradiation (rayons X) appliquée aux cellules humaines va conditionner la résolution de la carte : 

Des doses élevées vont induire des cassures chromosomiques fréquentes : elles sont utilisées pour ordonner des marqueurs proches et donc permettront de produire des cartes à haute résolution. 

A l'inverse, des faibles doses permettront d'ordonner des marqueurs plus éloignés (statistiquement plus faciles à séparer) et produisent des cartes à résolution moins fine. 

Illustration de la construction d’une carte RH : 
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Pour en savoir plus sur les cartes de liaison et leurs utilisation chez les végétaux : GO TO http://www.pierroton.inra.fr/genetics/cartoqtl/cartoqtl.html
La cartographie physique  

La carte physique est l'ordonnancement de fragments clonés chevauchants reconstituant la molécule d'ADN de départ. C'est à partir de cette carte que sera choisi l'ensemble minimal de fragments assurant la couverture complète du génome à séquencer. Les distances, mesurées en paires de bases (pb), entre les différents marqueurs sont dites absolues.

L'établissement d'une carte physique utilise les données des cartes de liaison et des informations de recouvrement partiel entre les fragments clonés permettant de définir des groupes de chevauchements.

L’objet de la cartographie physique est de localiser les gènes sur les chromosomes. Pour cela, des techniques d’hybridations in situ ou d’analyses de lignées cellulaires hybrides peuvent être utilisées. Ces méthodes permettent d’assigner à leur chromosome, des gènes placés sur la carte génétique. Nous ne détaillerons pas ici ces méthodes d’hybridation moléculaire. Beaucoup de gènes peuvent être localisés physiquement alors qu’ils ne le sont pas génétiquement. Ceci car les méthodes d’hybridation ne se limitent pas aux gènes polymorphes comme c’est le cas pour les méthodes de cartographie génétique par croisement. Notons que l’ordre est toujours le même sur une carte génétique et une carte physique. Seules les distances relatives changent.

Les cartes de restriction par digestion enzymatique

Résumé : Représentation graphique de la localisation des sites de restriction sur une molécule d'ADN, après avoir soumis celle-ci à une digestion enzymatique. 

Une carte de restriction identifie dans l'ADN une suite linéaire de sites séparés par une distance réelle (en nombre de paires de bases). Ces sites correspondent à des coupures de la séquence par des enzymes de restriction. Une enzyme de restriction est un outil biologique qui coupe, de manière reproductible, la molécule d'ADN en des sites correspondant à l'occurrence d'un motif de 4, 5 ou 6 bases spécifique à l'enzyme. On dit aussi que l'enzyme digère une séquence. Les tailles des fragments qui résultent de ces coupures sont ensuite mesurées. La cartographie de restriction a pour objectif de reconstituer la séquence d'ADN en réordonnant les fragments issus des digestions. 

L'utilisation de modèles mathématiques pour constituer la carte de restriction s'appuie sur les résultats obtenus à partir de digestions partielles ou complètes de la séquence. En contrôlant les conditions expérimentales, on peut réaliser soit une digestion totale, soit une digestion partielle. En condition de digestion totale, tous les sites de coupure sont coupés, alors que dans une digestion partielle, une proportion des sites de coupures restent intacts. 

On réalise généralement une digestion complète par enzyme et une double digestion qui consiste à utiliser simultanément deux enzymes (cf. Figure ci-dessous). 
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Légende Fig16  Illustration d'une double digestion complète. 1) La séquence est digérée complètement par A en donnant 4 fragments, par B en donnant 3 fragments puis par A+B en donnant 6 fragments. Le nombre de permutations à analyser pour reconstruire la séquence à partir des deux digestions simples est (4!* 3!)/2 . Ainsi le nombre de cartes possibles pour cet exemple est 72.2. Reconstitution de la séquence. Les fragments sont ordonnés de manière à satisfaire la reconstitution simultanément pour la séquence coupée avec A, celle coupée avec B et celle coupée avec A+B. 

Le problème est alors de déduire la position des sites de coupure des enzymes de restriction à partir des longueurs des segments obtenus par l'action des enzymes A, B et A+B. 

Dans la pratique, il est nécessaire d'énumérer exhaustivement les solutions et il a été montré que, pour ce problème, le nombre de solutions croît en moyenne, et avec une probabilité de 1, de manière exponentielle en fonction de la longueur du segment d'ADN traité. Cependant, un nombre excessif de solutions est généralement sans intérêt et le problème doit être << contraint >> via l'utilisation d'autres sources d'informations (digestions partielles, autres enzymes...). 

De nombreux programmes ont été développés pour répondre à ce problème. Il semble qu'une résolution basée sur la propagation de contraintes reste l'approche la plus robuste pour traiter simultanément digestions partielles et doubles digestions complètes. GA1 est un résolveur de problèmes sous contraintes dédié à la cartographie de restriction. Le problème peut se modéliser de la façon suivante : 

variables : 
à chaque fragment et site de coupure est associée une variable représentant les positions possibles des fragments et sites de coupure ; 

valeurs : 
pour chaque variable, l'ensemble des valeurs est donné par l'ensemble des positions possibles pour les fragments (1 à n pour l'enzyme A, 1 à m pour l'enzyme B, 1 à t pour les enzymes A et B utilisées simultanément) ou les sites de coupure (position dans la séquence) ; 

contraintes : 
ce sont celles définies plus haut dans cette section, à savoir, pour toute affectation partielle de fragments et sites de coupure correspondant à une enzyme A, imposer la compatibilité avec les positions possibles des sites de coupure correspondant à la double digestion contenant cette enzyme. 

À chaque cycle, le résolveur de contraintes progresse en affectant une valeur soit à un site, soit à un fragment. Une affectation partielle inconsistante provoque un retour-arrière sur l'affectation précédente... Les principales qualités de GA1 relativement à d'autres approches sont sa robustesse quant au manque de fragments et son efficacité. Cette efficacité est associée à l'existence d'un nombre important d'heuristiques. De plus GA1 traite les digestions partielles et complètes contrairement à la plupart des programmes qui traitent uniquement des digestions complètes. Cependant, lorsque des erreurs se glissent dans les données (erreurs sur les longueurs de fragment par exemple) GA1 ne se comporte pas mieux (ni moins bien) que d'autres approches. En effet, pour des taux d'erreur réalistes sur les longueurs des fragments allant de 2,5% (minimum) à 10%, plusieurs milliers de cartes peuvent être générées. Ce nombre de solutions est bien trop élevé et revient à n'avoir aucune solution. 

Pour en savoir plus sur la manière de construire une carte de restriction : GO TO http://eduweb.science.uottawa.ca/webnotes/biochm/bch3756/carterestriction.htm
Petit exercice d’application : 

Exercice sur la cartographie de restriction

On fait agir sur un brin d'ADN linéaire deux enzymes de restriction afin de rechercher les sites de coupures de ces deux enzymes  et de construire les cartes de restiction corrrespondantes ainsi que la carte combinée.

La digestion terminée, chaque lot d'ADN est soumis à une électrophorèse qui sépare les fragments d'ADN selon leur taille.

Le document suivant donne les électrophorèses après des digestions simples et multiples.
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1°) Quel est la longueur du brin d'ADN  utilisé ?

2°) Combien le frament d'ADN possède-t-il de sites de coupure pour l'enzyme 1 ? Pour l'enzyme 2?

3°) Utilisez le document suivant pour ordonner les différents fragments obtenus.


[image: image4.wmf]E1

E2

6

3

8

7

10

6

8

1

2

E1 + E2

E1

E1

E2


Lycée Robert Doisneau VAULX EN VELIN

 
Les cartes cytogénétiques 


L'hybridation moléculaire in situ sur métaphases colorées (FISH) permet de localiser et d'ordonner directement des sondes correspondant à des gènes, des marqueurs génétiques, etc. Il est ainsi possible d'établir des cartes cytogénétiques dont la résolution maximale est la bande, soit environ 3 à 10 cM, ce qui implique, dans le meilleur des cas, une résolution d'environ une à trois Mb. En revanche, lorsque cette même technique est appliquée sur chromosomes interphasiques (Rappold et al 1984), la chromatine étant près de 20 fois moins condensée, la résolution peut atteindre 50 à 1000 kb (Trask et al 1989, Lawrence et al 1990). Une résolution de 10 à 200 kb peut être obtenue en hybridant les sondes directement sur la chromatine extraite des noyaux (l'ADN décondensé forme des boucles autour des restes de matrice cellulaire, donnant l'impression d'un halo). Enfin, une précision de l'ordre de la kb est à présent atteinte avec l'hybridation sur chromosomes étirés (Fiber FISH et peignage moléculaire). Les segments d'ADN, étirés au point d'atteindre un état double brin relâché, permettent l'hybridation et sont visibles sous microscope. L'utilisation de fluorochromes différents produit une image multicouleur à partir de laquelle il est possible d'orienter, d'ordonner des contigs de YAC, BAC ou cosmides, de mesurer la taille des recouvrements et des trous et donc d'établir une carte fine de la région concernée. 



Pour en savoir plus sur les différentes méthodes de cartographie physique : 

GO TO http://www.pasteur.fr/recherche/unites/biophyadn/f-mapping.html
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