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Premiers regards
sur la séquence
du génome humain

Le séquencage du génome humain marque un tournant
majeur dans notre approche de la biologie et de la méde-
cine. Fruit d’une collaboration internationale, il a bénéficié
des avancées technologiques et informatiques autorisant de
hauts débits de séquencage. L’obtention de la séquence
préliminaire du génome humain nous offre pour la pre-
miere fois une vision globale de son organisation et apporte
un éclairage sur I'histoire évolutive des vertébrés et de
I’'hnomme. La définition du premier catalogue des genes
humains, dont le nombre semble rejoindre définitivement
les estimations les plus basses, constitue une ressource
essentielle pour aborder I'étude des réseaux d’interactions
fonctionnelles qui sous-tendent les processus biologiques

normaux et pathologiques.

ette fin de siécle a vu le

franchissement d’une

étape importante pour la

connaissance de notre bio-

logie: la détermination,
sous la forme d’une version encore
«préliminaire», de la séquence du
patrimoine génétique de notre
espece [1]. Cette réalisation est le
fruit d’une collaboration internatio-
nale regroupant 20 laboratoires de
6pays: Etats-Unis, Grande-Bretagne,
Japon, France, Allemagne et Chine.
Ce défi paraissait pourtant utopique
il y a encore dix ans, et les finance-
ments favorisaient alors les pro-
grammes axes sur la partie codante
(~ 2%) du génome. Le séquencage
du génome humain ne repose cepen-
dant pas sur une révolution technolo-
gique majeure, mais résulte d’une
succession d’améliorations ponc-
tuelles apportées a une méthode de

ségquencage proposée dés 1977 par
Fred Sanger [2]. L’adoption
d’approches globales et d’importants
efforts d’automatisation ont permis
la réduction des codts d’un facteur
100. Conjointement, les progrés
accomplis dans le domaine de I’infor-
matique ont permis le développe-
ment d’outils qui se sont révélés
déterminants pour la gestion et I’'ana-
lyse des flux massifs de données. Ces
développements ont nourri des pro-
jets de séquengage de plus en plus
ambitieux dont le bilan s’établit a ce
jour a la connaissance de la séquence
des génomes de 595 virus, 31 eubac-
téries, 7 archaebactéries, 1 levure [3],
1 plante [4], 1 nématode [5],
linsecte [6] et 1 mammifére [1].

Cependant, si I’enjeu était considé-
rable, tant sur le plan de la biologie
fondamentale que sur le plan médi-

cal, voire économique, I'ampleur de s—
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la tAche ne I’était pas moins: la taille
du génome humain (3,2 milliards de
paires de bases) correspond a 25 fois
celle du plus grand génome (droso-
phile), et a 8 fois la totalité des
génomes séquencés auparavant. Il
s’agissait de plus du premier génome
a forte proportion en éléments répe-
tés, accentuant encore le caractére
ambitieux de ce projet.
Emergence du projet
«génome humain »

Les premiéres réunions exploratoires
envisageant la possibilité du sequen-
cage de grandes régions du génome
humain datent de la fin des années
1980. Cependant, les conditions
— scientifiques, technologiques et éco-
nomiques — n’étant pas réunies a
I’époque pour envisager une
approche systématique, I'accent fut
mis sur la construction de cartes pou-
vant servir de supports a un séquen-
cage futur: cartes génétiques de pre-
miére génération (par RFLP, restriction
fragment length polymorphism) et de
seconde génération (par microsatel-
lites), cartes physiques par contigs de
YAC (yeast artificial chromosome) et par
hybrides d’irradiation (voir I'article
de D. Le Paslier et A. Bernot, p. 294
de ce numéro).

Le projet de séguengage du génome
humain acquit une existence réelle a
partir de 1995, et les participants se
sont répartis la tache au niveau inter-
national. L’objectif était I’obtention
d’une séquence «définitive» en 2005
[7, 8]. Une déontologie d’accés libre
et immédiat aux données fut adoptée.
Le choix stratégique balangait entre
une approche totalement aléatoire
(shotgun) impliquant le fractionne-
ment du génome entier en une mul-
titude de fragments courts, et une
approche dirigée nécessitant I’élabo-
ration, assez fastidieuse, de cartes
précises de «pré-séquencage» au
moyen de clones de grande taille
(cosmides, PAC, BAC, bacterial artifi-
cial chromosome ou YAC). Cette der-
niére approche permettait cepen-
dant de maitriser et d’optimiser le
séquencage en minimisant la redon-
dance. La premiere méthode présen-
tait quant a elle I’avantage d’une ges-
tion simplifiée [9], mais repoussait
I’assemblage des séquences jusqu’a la
fin de la phase d’acquisition des don-

s Nees brutes, rendant impossible un
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traitement prioritaire du séquencage
de régions particulieres. La taille
importante du génome humain et sa
grande richesse en éléments répétés
plaidaient en faveur de I’approche
dirigée [10].

En juillet 1998, Craig Venter et le
groupe privé Celera annoncerent leur
intention de déchiffrer la totalité du
génome humain par une approche
aléatoire globale pour la fin de
I’'année 2000. Malgré le scepticisme
que suscita une telle opération, la
crainte d’une privatisation des don-
nées stimula les acteurs du projet
public qui réviserent a la hausse leurs
objectifs en distinguant deux phases:
I’obtention d’une version «prélimi-
naire», «de travail», du génome
humain pour fin 2000, puis la pro-
duction d’une version définitive pour
fin 2003.

Plusieurs projets pilotes avaient en
effet démontré qu’il était possible
d’opérer en deux phases. La pre-
miére, réalisée avec une couverture
de 4-5 équivalents (chaque base étant
lue 4 a 5 fois en moyenne), permet-
tait d’acquérir rapidement prés de
95 % de I'information de séquence.
Elle était suivie d’une phase dirigée,
pouvant étre différée, destinée a
consolider les résultats (résolution
des lacunes et assurance de la qua-
lité). Cette phase de finition, en
général plus colteuse en moyens
comme en temps, nécessitait une
couverture préalable de 8-10 équiva-
lents.

Le succes des projets de séquencage
des génomes de Saccharomyces cerevi-
siae et Caenorhabditis elegans, en valori-
sant une information inaccessible par
les seules études fondées sur I’ADNCc,
a suscité une forte demande pour des
données de séquence génomiques
humaines de la part de la commu-
nauté scientifique internationale.

Le consortium
international

Cette accélération nécessitait une
compléte réorganisation et une coor-
dination rigoureuse. Une stratégie
aléatoire hiérarchisée fut définie.
Dans un premier temps, la com-
plexité géenomique, essentiellement
due aux éléments répétés, fut réduite
en fractionnant aléatoirement le
génome en segments d’ADN d’une
longueur de 100 & 200 kb. Ces frag-

ments furent organisés en collections
de clones fortement redondants.
L’analyse du chevauchement entre
ces clones permit ensuite de définir
un sous-ensemble de fragments de
maniere & réduire la redondance
présente dans la collection initiale.
Les clones sélectionnés furent alors
individuellement soumis a un nou-
veau cycle de fractionnement, abou-
tissant a des fragments de quelques
kilobases qui servirent finalement de
réactifs au séquencage. L’assemblage
des séquences obtenues étant ainsi
confiné & un segment restreint du
génome (typiquement un clone
BAC), les difficultés liées aux élé-
ments répétés et aux duplications
génomiques furent ainsi considéra-
blement réduites.

Pour mettre en ceuvre cette approche,
des ressources communes furent
créées. Parmi celles-ci figurent des
banques génomiques de clones, des
collections d’empreintes de restric-
tion et de séquences d’extrémités de
clones.

Les deux principales banques géno-
miques de clones ont été construites
dans des vecteurs BAC, qui combi-
nent une forte stabilité a une grande
capacité d’insertion (100-200 kb).
Elles totalisaient une couverture en
clones (ou «profondeur») de
40 équivalents génomiques (chaque
point du génome étant représenté en
moyenne 40 fois).

La collection d’empreintes de restric-
tion a été produite a partir des profils
engendrés par I’enzyme Hindlll, sur
plus de 310 000 clones des deux
banques génomiques. Elle a été utili-
sée pour déduire les chevauchements
entre clones et reconstituer leur
agencement le long de la molécule
de départ. Cette analyse permit de
regrouper les clones BAC testés en
942 ensembles (contigs) de clones
chevauchants, couvrant 96% de la
fraction euchromatique du génome
[11, 12]. Des clones furent ensuite
sélectionnés dans ces contigs et distri-
bués aux différents partenaires du
consortium.

Enfin, une collection de 750000 sé-
quences, dérivées des extrémités de
clones des deux banques géno-
miques fut créée [13]. Cette res-
source fut largement utilisée par le
Genoscope pour le séquencage du
chromosome 14 humain [14], selon
une stratégie alternative dénommée
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«STC» (sequence tag connectors) [15].
Cette approche débute par le
séquencage complet de clones BAC
« de nucléation », réguliérement
espacés le long du chromosome. La
séquence obtenue est alors utilisée
pour interroger la ressource de
séquences d’extrémités afin d’identi-
fier des clones BAC permettant
d’étendre la séquence de part et
d’autre des points d’initiation. Le
processus est réitéré, jusqu’a la jonc-
tion de contigs adjacents. Cette straté-
gie ne nécessite pas de cartographie
fine et permet une meilleure maitrise
de la redondance a chaque étape.
Les efforts d’automatisation réalisés
par les différents centres furent
considérables: en fin de phase
d’acquisition massive des données
(juin 2000), le flux du séquengage
atteignait 1 000 nucléotides par
seconde pour I’ensemble du consor-
tium, soit 1 équivalent génomique en
moins de 6 semaines, ce qui repré-
sentait une augmentation de la capa-
cité de production d’un facteur 8 en
8 mois.

| Le Golden Path
Les assemblages de clones individuels

Le génome humain contient a peu
prés 3,2 milliards de paires de bases,
dont approximativement 88% ont
été séquencés par le consortium
international. La version prélimi-
naire de la séquence du génome
humain est composée de centaines
de milliers de fragments (contigs) de
séquence de taille variable, prove-
nant de I’assemblage individuel
d’environ 30 000 clones BAC.
L’ordre et I’orientation de ces frag-
ments ne sont généralement pas
déterminés par le processus de
séquencage lui-méme.

Le super-assemblage

La construction du Golden Path
(http ://genome.ucsc.edu) a un
double objectif: (1) assembler entre
eux les fragments chevauchants; (2)
ordonner et orienter les fragments
non chevauchants sur la base d’infor-
mations complémentaires fournies
par les ARN messagers, les EST
(expressed sequence tags) et les
sequences d’extrémités de clones
plasmidiques et de BAC.
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Bien que les relations d’ordre et les
orientations qui sont déduites
contiennent des erreurs, le Golden
Path élimine la majorité de la redon-
dance inhérente aux recouvrements,
parfois importants, entre les clones
génomiques sélectionnés par le
consortium. La taille moyenne des
contigs de séquence est aussi sensible-
ment plus grande dans le Golden Path
que dans les assemblages de clones
individuels.

Sans entrer dans les détails du pro-
cessus de construction du Golden
Path, on peut mentionner la succes-
sion de plusieurs étapes: (1) le fil-
trage des données initiales afin d’éli-
miner les contaminations par des
séquences non humaines; (2) la
construction de contigs de séquences,
puis de contigs de clones chevau-
chants; (3) la structuration des don-
nées, et I'intégration de I'information
provenant des ARN messagers, des
EST et des séquences d’extrémités de
clones permettant de déterminer
I’ordre des fragments de séquence;
(4) enfin, la déduction d’une
séquence consensus pour les frag-
ments de séquences, I’enchainement
des séquences consensus au sein des
contigs de clones, et I'identification
des différents types de lacunes.

La construction du Golden Path a
exploité des données de cartogra-
phie provenant essentiellement des
empreintes de restriction (fingerprin-
ting), éventuellement complétées par
les séquences d’extrémités de clones
BAC, afin de restreindre le nombre
de comparaisons a effectuer pour
dériver I'agencement des clones. Cer-
taines erreurs présentes dans les
cartes de fingerprint ont donc pu étre
propagées dans le Golden Path. Les
cartes d’empreintes de restriction
présentent par exemple des faiblesses
dans la résolution des régions dupli-
quées de grande taille.

L’algorithme de construction du Gol-
den Path peut également échouer
dans I’assemblage de certaines
séquences en raison de différences
alléliques ou d’erreurs présentes
dans les contigs de séquence initiaux,
provoquant des duplications locales
erronées. Inversement, des séquen-
ces réellement dupliquées peuvent se
retrouver incorrectement fusionnées.
Enfin, il faut mentionner I'existence
d’un petit nombre de contigs de
séquences ne contenant pas de mar-

queur qui permette de les localiser
sur le génome.

La hiérarchie des différents types de
contigs est illustrée dans la figure 1.
Les contigs de séquence initiaux sont
intégrés pour constituer des contigs
de séquence plus grands. Ceux-ci
sont alors liés pour former des
ensembles de séquence encore plus
grands qui sont localisés au sein des
contigs de clones séquencés. Ces der-
niers sont finalement ancrés sur des
contigs de fingerprint qui sont posi-
tionnés sur les chromosomes grace a
des données de cartographie par
hybrides d’irradiation. Des fragments
de genes hypothétiques détectés a
partir de la séquence génomique
sont également mentionnés.

Les Tableaux | et Il récapitulent I’état
actuel du projet.

| Le «paysage» génomique

La disponibilité de la séquence de
plus de 90% du génome humain
sous la forme d’un continuum globa-
lement ordonné nous en livre pour
la premiére fois une vue d’ensemble.
Plusieurs caractéristiques connues a
partir de bases expérimentales ou de
données fragmentaires peuvent alors
étre replacées dans un contexte plus
général, et réexaminées a différentes
échelles.

La composition nucléotidique du
génome n’est pas uniforme. Des
régions étendues (de I’ordre du
mégabase) possedent une proportion
de G +C trés éloignée de la moyenne.
Les travaux de G. Bernardi sur les
propriétés de I’ADN analysé par des
gradients de densité avaient révélé
I’existence de fractions discrétes,
baptisées isochores, correspondant a
des contenus en G +C distincts. Cing
classes d’isochores avaient alors été
définies [16]. Cependant, une ana-
lyse fondée sur la séquence du
génome ne permet pas de distinguer
des régions discretes ayant une com-
position strictement homogéne en
G +C. Ceci suggere plutét d’associer
aux isochores une notion de compar-
timents de composition localement
hétérogéne. Toutefois, devant I’exis-
tence de corrélations entre le
contenu en G+C et différentes pro-
priétés biologiques, telles que la dis-
tribution des séquences répétées et la
densité en genes, il sera important de
préciser cette notion dans le futur.
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Figure 1. Représentation du Golden Path. Les informations données par le Golden Path (http:/genome.ucsc.edu) sont de
haut en bas: la position (en bases) de la région analysée, sa localisation cytogénétique, les marqueurs STS (sequence tag
sites) cartographiés, puis les lacunes résiduelles (gap) séparant les contigs de séquence. Ces lacunes résultent de la super-
position des assemblages individuels des clones séquencés, qui sont représentés par les barres horizontales épaisses (en
noir apparaissent les contigs de séquence initiaux) et référencés dans la marge par un identifiant des bases de données.
Dans I'exemple présenté on peut voir que presque toutes les lacunes sont localisées au niveau du sixieme clone (AL390248).
Les 6 autres clones se chevauchent partiellement, ce qui permet d’assembler leurs contigs initiaux en des contigs de
séquence plus grands. Sont ensuite représentés les prédictions de génes, les segments transcrits (ARNmM complets et EST:
chaque barre verticale correspond a un exon), les segments conservés chez Tétraodon, les génes produisant des ARN non
codants et les pseudogenes. Les trois derniéres lignes représentent les SNP (single nucleotide polymorphism), puis les
séquences répétées. Plusieurs fonctions permettent de naviguer dans le Golden Path, notamment une fonction zoom per-
mettant d’ajuster a la taille voulue la région analysée, et une fonction permettant de se déplacer le long de la région ciblée.

La distribution des Tlots CpG dans le
génome humain a également été exa-
minée. Ce dinucléotide est fortement
sous-representé dans le génome des
vertébrés en raison de sa fréquence
élevée de mutation, liée aux phéno-
menes de méthylation de I’ADN. On
le trouve préférentiellement dans les
régions peu soumises a la méthyla-
tion, comme les régions transcrip-
m tionnellement actives du génome. De

fait, dés 1987, A. Bird avait montré
gue de tels Tlots étaient fréquemment
associés au voisinage de la région 5’
des génes [17]. L’analyse de la ver-
sion préliminaire du génome montre
que la densité de ces Tlots est tres
variable le long des chromosomes et
fortement corrélée a la densité en
génes. Deux extrémes significatifs
illustrent cette tendance: le chromo-
some 19, tres riche en génes, a une

densité de 43,4 flots/Mb, et le chro-
mosome Y, pauvre en génes, de
2,9 flots/Mb.

L’énigme des séquences répétées

La complexité phénotypique d’un
organisme n’est pas corrélée a la
taille de son génome. Une amibe pos-
séde par exemple un génome 200 fois
plus grand que celui de I’lhomme.
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Tableau I. Etat d’avancement du projet génome humain.

Taille du génome humain

Total séquence non redondante
(super-assemblage)

- séquence finie

— séquence non finie

nombre de contigs de fingerprints utiles
nombre de clones initiaux séquencés

Somme des données de séquence brutes
Somme des contigs des assemblages individuels

3,2 Gb*
942**
29298

23,147 Gb
4,260 Gb

2,724 Gb
0,835 Gb
1,889 Gb

* Dont 2,95 Gb d’euchromatine.
** Soit ~ 96 % de I'’euchromatine.

Tableau II. Statistiques actuelles du super-assemblage (Golden Path).

Chr Taille Total Séquence Contigs de séquence
estimée assemblé (nr) finie longueur
(o)) (Mb) (%) (nb) médiane* (kb)
1 263 214,1 22,9% 12406 58,2
2 255 222,9 20,8% 13308 57,3
3 214 186,9 12,8% 15096 38,0
4 203 169,0 9,5% 13183 33,2
5 194 171,0 25,1% 10747 72,3
6 183 165,0 50,7 % 5652 168,0
7 171 149,4 60,8 % 4666 303,2
8 155 125,2 11,1% 9004 38,4
9 145 107,4 15,9% 6239 56,0
10 144 127,9 15,0% 9142 48,1
11 144 129,2 11,2% 8508 40,2
12 143 125,2 25,7% 8466 62,5
13 ** 08 93,4 22,3% 5222 69,9
14 ** 93 89,3 81,5% 829 1371,0
15 ** 89 73,5 3,4% 5845 30,3
16 98 74,0 28,3% 4923 108,5
17 92 73,4 35,9% 4443 88,0
18 85 73,1 7,6% 4476 51,3
19 67 56,0 48,2% 2531 122,5
20 72 63,3 78,9% 577 1229,0
21 ** 34 33,8 99,5% 5 28515,3
22 ** 34 33,7 99,3% 11 23048,1
X 164 131,2 50,9% 4671 202,6
Y 35 21,8 57,8% 142 1045,7
NA - 14,8 - 613 46,0
Total ~ 3200 27245 30,1% 150832 81,9

* Cinquante pour cent des bases font partie de contigs de taille supérieure ou égale a la longueur

médiane.

** Bras long uniquement (chromosomes acrocentriques).

nr : non redondant. NA : non assigné.

Ceci est d0 a I’'extréme variabilité du
contenu en séquences « de remplis-
sage». Chez I’homme, les régions
codantes occupent moins de 2% du
génome, tandis que plus de 50 % sont
envahis par différentes familles d’élé-
ments répétés [18, 19]. Parmi celles-
ci, on distingue (1) des séquences de
faible complexité, constituées par la
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répétition plus ou moins exacte d’un
motif trés court (par exemple, les
microsatellites de type (CA)n); (2)
des copies rétrotransposées d’ARN
structuraux ou d’ARN messagers cel-
lulaires (par exemple, les pseudo-
genes rétro-transcrits); (3) des blocs
de séquences répétés en tandem (par
exemple, ’ADN satellite des centro-

méres); (4) des séquences dérivees
de transposons, dispersées le long du
génome.

Beaucoup de ces éléments sont consi-
dérés comme de I’ADN inutile, «de
remplissage », mais certains jouent
un réle important dans la plasticité
des génomes en tant que relais des
mécanismes de I’évolution. D’autres,
tels certains microsatellites trés poly-
morphes, ont trouvé des applications
en cartographie génétique.

Avec leurs 3 millions d’exemplaires,
les éléments transposables et leurs
dérivés constituent la classe majori-
taire. lls représentent en effet plus de
90% de I’ensemble des séquences
répétées et pres de 45 % du génome.
Ils se répartissent en 4 groupes prin-
cipaux: (1) les « LINE» (long intersper-
sed elements), 14 % du génome. D’une
taille d’environ 6 kb, ils se propagent
par la transcription inverse de leur
messager au niveau du nouveau site
d’insertion. Sur les trois familles qui
existent chez I’lhomme, une seule est
active; (2) les « SINE» (short intersper-
sed elements), 20 % du génome. Leur
taille est plus réduite (100 a 400 pb)
que celle des «LINE » dont ils utili-
sent la machinerie pour leur transpo-
sition. Seule la famille «Alu» est
active chez I’homme; (3) les rétro-
transposons a «LTR» (long terminal
repeat), 8% du génome. Ce sont des
éléments autonomes qui s’apparen-
tent aux rétrovirus; (4) les transpo-
sons-ADN, 3% du génome. llIs res-
semblent aux transposons bactériens.
Leur transposase ne faisant pas la dif-
férence entre les éléments actifs et
inactifs, leur durée de vie est limitée
chez leur hote.

Ces éléments transposables n’étant
pas soumis a une contrainte sélective,
ils ont pu accumuler des mutations
qui permettent de les dater indivi-
duellement a partir de la séquence
du génome. L’origine de la plupart
d’entre eux est antérieure a la radia-
tion des mammiferes placentaires.
Ceci illustre I’extréme lenteur du pro-
cessus d’élimination des séquences
non fonctionnelles chez les vertébrés.
Les transposons-ADN présentent un
pic d’activit¢ de part et d’autre de
cette radiation. Etant susceptibles de
provoquer des réarrangements chro-
mosomiques a grande échelle, ils ont
pu jouer un réle important dans les
événements de spéciation. lls ne sem-
blent plus étre actifs chez I’lhomme
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depuis prés de 50 millions d’années.
Les rétrotransposons a LTR sem-
blent quant a eux proches de
I’extinction.

Le déclin de I'activité de transposi-
tion dans les lignées qui ménent a
I’homme peut s’expliquer a différents
niveaux. Tout d’abord, le déficit
d’éléments a transmission horizontale
chez les mammiféres pourrait étre lié
au développement d’un systéeme
immunitaire efficace. Ensuite, une
comparaison avec la souris montre
que la densité des 4 types d’éléments
transposables est sensiblement la
méme que chez I’homme. Cepen-
dant, les différences dans la distribu-
tion des ages révélent que I'activité de
transposition des éléments a transmis-
sion verticale n’a pas subi le méme
déclin chez la souris que chez
I’lhomme. Des arguments issus de la
génétique des populations pourraient
rendre compte de ces différences.

La distribution des éléments répétés
dans la séquence du génome est extré-
mement variable: de 98 % pour un
segment de 200 kb en Xpl1, elle
chute & moins de 2 % sur les 100 kb
entourant chacun des 4 locus des
genes homéobox. Cette distribution
dépend notamment de la composition
locale en nucléotides. Ainsi, en tant
que parasites génomiques, les LINE
ont une prédilection marquée pour
les régions riches en A+T, pauvres en
genes, ou ils risquent moins de provo-
quer des perturbations. Paradoxale-
ment, les séquences Alu, qui dépen-
dent pourtant de la machinerie LINE
pour leur propagation, sont sur-repré-
sentées dans les régions de composi-
tion G +C plus élevée, riches en génes.
L’examen de leur 4ge montre que les
Alu les plus jeunes sont en fait en
exces dans les régions riches en A+T,
mais qu’un mécanisme, de sélection
positive encore inconnu, doit étre res-
ponsable de leur accumulation dans
les régions riches en G +C. L’existence
d’une telle sélection positive suggere
que les séquences Alu pourraient
avoir eu une fonction bénéfique dans
I’histoire évolutive, mais cette der-
niere reste a découvrir.

L’annotation:
vers un catalogue
des génes

Une conséquence immeédiate de la
détermination de la séquence du

génome humain est de pouvoir accé-
der, dans son environnement géno-
mique propre, a I’ensemble du réper-
toire des genes qui le caractérisent.
Cette connaissance constitue un
préalable a I’étude systématique de la
régulation des génes et du réseau
complexe d’interactions de leurs pro-
duits dans des conditions physiolo-
giques normales ou pathologiques.
Cependant, si I’on a souvent ten-
dance a réduire la notion de géne a
ceux qui codent pour des protéines,
le génome humain contient aussi des
ARN doués de propriétés cataly-
tiques.

Les genes dont I’ARN est non codant

En marge des génes codant pour des
protéines, il existe chez I’lhomme plu-
sieurs milliers de genes dont le pro-
duit de transcription n’est pas tra-
duit. lls se répartissent en plusieurs
classes: les ARN de transfert (ARNLt),
les ARN ribosomiques, et les petits
ARN nucléolaires et nucléaires.

En ce qui concerne les ARN de trans-
fert, 535 génes fonctionnels ont été
identifiés, et autant de pseudogénes
potentiels. lls représentent 37 des
39 classes prédites comme étant suffi-
santes pour assurer le décodage des
61 codons-sens, selon les régles du
wobble [20]. Ces genes se trouvent dis-
persés le long des chromosomes
selon une distribution qui semble
non aléatoire. Par exemple, une
région de 4Mb du chromosome 6
regroupe 148 génes d’ARNt, presque
représentatifs de I’ensemble des
classes.

La comparaison du répertoire
d’ARNt humain avec ceux du néma-
tode et de la drosophile indique que
I’lhomme possede plus de génes
d’ARNt que la drosophile, mais
moins que le nématode. Ce résultat
suggere que le nombre de génes
d’ARNt chez les métazoaires n’est pas
lié a la complexité phénotypique des
organismes, mais plutét a des idiosyn-
crasies des niveaux d’ARNt requis
dans certains tissus ou stades de déve-
loppement. Contrairement a la situa-
tion observée chez les procaryotes et
les eucaryotes inférieurs, le biais des
codons (défini comme I’'usage préfé-
rentiel de codons synonymes) ne
semble pas, chez I’lhomme, corrélé
au niveau d’expression des génes,
mais plutdt a leur localisation dans

des régions de contenus en G+C dis-
tincts. Comme on pouvait s’y
attendre dans ce cas, on n’observe
qu’une tres approximative corréla-
tion entre le nombre de génes
d’ARNt et le biais des codons ou la
fréquence des acides aminés.

Quatre ARN ribosomiques (ARNr)
distincts, les ARNr 28S, 5,8S, 5S, et
18S, constituent les deux sous-unités
des ribosomes. Les genes des ARNr
28S, 5,85 et 18S sont organisés en
unités de 44 kb. On estime qu’au
total 150 a 200 copies de ces unités
sont distribuées en tandem sur les
bras courts des chromosomes acro-
centriques (chromosomes 13, 14, 15,
21 et 22). Aucune copie intacte de
cet « ADN ribosomique » n’a été
retrouvée dans la version actuelle de
la séquence du génome: les clones
BAC porteurs d’une telle organisa-
tion présentaient en effet un profil
de restriction de complexité réduite
et ont été intentionnellement écar-
tés. 1l existe environ 2000 genes
d’ARNTr 5S, qui sont également orga-
nisés en tandem en différents locus.
Le plus grand regroupement
«d’ADNr» 58S, localisé sur le chromo-
some 1, est dépourvu de sites EcoRl
et Hindlll, contribuant a la sous-
représentation de ces genes dans les
banques de clones génomiques utili-
sées. Leur séquencage nécessitera
donc des efforts ciblés.

Les petits ARN nucléolaires sont
impliqués dans les modifications
post-transcriptionnelles des ARN
ribosomiques, et 87 % d’entre eux
ont été retrouvés dans la séquence
actuelle.

En ce qui concerne les petits ARN
nucléaires, qui font partie des com-
plexes d’épissage, 47 génes dispersés
ont été identifiés pour I’ARN U6, et
15 pour I’ARN UL. Pour des raisons
déja évoquées, certaines familles de
genes organisés en tandem ont pu
étre manquées a cette étape.

Quant aux autres ARN non codants,
qui demeurent encore énigmatiques,
I’absence de définition opération-
nelle rend leur identification systé-
matique problématique.

Les génes codants

Bien qu’ils ne représentent qu’une
faible proportion du génome, ces
genes suscitent bien évidemment un
intérét biologique et médical majeur.
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Leur détection fait appel essentielle-
ment a deux approches.

La premiére repose sur des prédic-
tions qui combinent des modeles sta-
tistiques de génes, le biais de compo-
sition nucléotidique et la présence de
signaux dans I’ADN [21]. Si, chez les
micro-organismes, la détection des
génes codant revient essentiellement
a identifier de longs cadres de lec-
ture ouverts, il n’en est pas de méme
pour les organismes supérieurs. Chez
les vertébrés notamment, les exons
sont de petite taille (100-200pb) et
séparés par des introns de taille trés
variable. Les programmes de prédic-
tion, qui traduisent notre connais-
sance imparfaite de la structure des
génes et de leurs mécanismes
d’expression, se heurtent alors a un
probléme de bruit de fond [22].

La seconde approche est fondée sur
la recherche de similitudes de
séquences, utilisant soit des collec-
tions de séquences exprimées
(ADNc, EST), soit des collections de
séquences génomiques qui provien-
nent le plus souvent d’autres orga-
nismes. Des collections de séquences
dérivées de transcrits (ADNc, EST)
ont été constituées a partir de diffe-
rents tissus [23, 24]. De telles
séquences permettent de reconsti-
tuer, au moins en partie, la structure
des genes correspondants. Cepen-
dant, ces collections sont nécessaire-
ment incompletes et posent le pro-
bleme de la représentativité des
messagers les moins abondants, ou
exprimés dans des types cellulaires
minoritaires, ou encore dont
I’expression est limitée dans le temps.
En outre, les collections d’EST sont
inévitablement contaminées par des
produits artéfactuels (contaminants
génomiques, transcrits immatures...)
parfois difficiles a discriminer. La
détermination de la structure géno-
mique exacte des genes est compli-
quée par le phénomeéene d’épissage
alternatif, responsable d’une diversifi-
cation des produits d’expression. Il
faut mentionner enfin le probléme
souvent épineux de la distinction
entre genes et pseudogenes.

Quant a la détection systématique
des genes par des comparaisons
génomiques entre les espéces, son
succes est pour le moment limité par
le nombre peu élevé de génomes
séguencés a ce jour, et elle constitue
une des motivations importantes
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pour le séguengage du génome de la
souris [25] et du tetraodon.

Propriétés des génes connus

Afin d’étudier les caractéristiques
structurales des génes connus, des
séquences d’ADNc pleine longueur
(maintenues dans la base de données
RefSeq) ont été comparées a la
séquence du génome humain. Plus
de 85 % de ces séquences purent étre
alignées sur la quasi-totalité de leur
longueur et 92 % sur une partie seu-
lement. Environ 16 % des séquences
d’ADNCc s’alignaient en plusieurs
endroits de la séquence génomique,
reflétant probablement la présence
de génes paralogues ou de pseudo-
génes. Cette analyse a permis de
comparer les structures des génes
humains a celles de la drosophile et
du nématode. S’il existe certaines dif-
férences dans les distributions des
tailles d’exons, leur taille typique est
semblable dans les trois especes, ce
qui suggere I’existence de compo-
santes exoniques conservées de la
machinerie d’épissage. La variabilité
de la taille des introns est beaucoup
plus importante chez I’lhomme et
résulte en une plus grande variation
dans la taille des génes. Les aligne-
ments de séquences d’ADNc contre
la séquence génomique donnent une
premiére idée de I'étendue du phé-
nomeéne d’épissage alternatif. Au
moins deux variants d’épissage ont
été trouvés pour 59 % des genes ana-
lysés. Cette estimation, probablement
en deca de la réalité, est néanmoins
sensiblement plus élevée que la fré-
guence observée chez le nématode
(22 %).

Vers un catalogue des génes humains

La question du nombre de génes a
été tres débattue [26]. Les premiéres
estimations, fondées sur des études
de cinétique de réassociation,
concluaient a une valeur approxima-
tive de 40 000 genes. Plus récem-
ment, des analyses reposant sur les
collections d’EST proposaient des
valeurs trés disparates, de 34000 a
120 000 genes, selon le poids accordé
aux contaminations génomiques et la
proportion estimée de messagers
alternatifs. Une comparaison récente
de fractions représentatives des
génomes de I’homme et du poisson

Tetraodon nigroviridis propose une
estimation de 30 000 génes, proche
des extrapolations fondées sur la
séguence complete des chromo-
somes 21 [27] et 22 [28].

L’analyse de la séquence du génome
humain permet d’estimer le nombre
de génes distincts a environ 32 000.
Cette estimation repose sur des hypo-
theses portant sur le pourcentage de
pseudogénes, le taux de fragmenta-
tion (lorsqu’un méme géne est
compté plus d’une fois), le taux de
faux positifs et les limites de sensibi-
lité des outils de prédiction. Malgré
les incertitudes qui demeurent sur le
nombre exact de genes, et qui sont
lies essentiellement a la difficulté
d’augmenter la sensibilité des
méthodes de détection sans pour
autant réduire fortement la spécifi-
cité, il semble que I’'homme ne pos-
seéde qu’a peu pres deux fois plus de
genes que la drosophile ou le néma-
tode. Toutefois, les génes humains
different de ceux de ces organismes
par plusieurs aspects importants: ils
s’étendent sur des régions géno-
miques beaucoup plus grandes et
contiennent plus d’exons qu’ils utili-
sent pour construire beaucoup plus
de transcrits alternatifs, a I’origine
d’une diversité fonctionnelle accrue.
Ce premier catalogue des génes
humains est bien sar imparfait. L’inté-
gration des données futures, prove-
nant tant de I'effort de finition de la
séquence génomique que de I'enri-
chissement des collections de trans-
crits (notamment d’ADNc complets)
en améliorera la qualité. Ce cata-
logue, maintenu a jour et enrichi par
des données fonctionnelles, constitue
déja une ressource essentielle pour la
communauté scientifique.

La taille moyenne d’un géne étant
estimée a 27 kb chez I’'homme et sa
longueur codante moyenne a
1 340 pb, environ 28% du génome
est transcrit et 1,4% correspond a
des séquences codantes. Des écarts
importants sont cependant observés.
Le plus long gene est celui de la dys-
trophine (dont les mutations sont
responsables des myopathies de
Duchenne et de Becker), qui s’étend
sur 2 400kb. Le géne de la titine
cumule quant a lui les records du
messager le plus long (80 780 bases),
du nombre d’exons le plus élevé
(178), et de I'exon codant le plus
long (17106 pb). La densité
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moyenne des génes dans le génome
humain est de 11,1 par Mb, avec des
extrémes allant de 26,8 pour le chro-
mosome 19 a 6,4 pour le chromo-
some Y. Il est d’ailleurs probable que
cette derniére valeur soit surévaluée,
le chromosome Y étant particuliere-
ment riche en pseudogenes.
Analyse comparée
du protéome

L’obtention de la séquence du
génome humain a permis d’effectuer
une analyse comparative du réper-
toire protéique humain avec celui
d’autres organismes (plusieurs
micro-organismes, S. cerevisiag, C. ele-
gans, Drosophila melanogaster, Arabidop-
sis thaliana) (Tableau III). Elle a
notamment conduit a la découverte
surprenante de 223 protéines qui
n’ont de similitudes qu’avec des pro-
téines bactériennes, et sont probable-
ment le fruit d’événements de trans-
ferts horizontaux de génes. La
plupart de ces geénes ont depuis
acquis des introns chez I’lhomme.
Une homologie est retrouvée entre le
protéome humain et 61% du pro-
téome de la drosophile, 43% de celui
du nématode et 46% de celui de la
levure. Un noyau constitué de
1 322 groupes de protéines communs
a ces organismes assure les fonctions
de base de la cellule (réplication et
réparation de I’ADN, transcription,
traduction et métabolisme). Une
classification des protéines sur la base
de motifs fonctionnels et de
domaines montre que seules 7% des
familles ainsi définies paraissent spé-
cifiques des vertébrés. Cela montre
gue les mécanismes d’innovation
chez les vertébrés ne sont pas domi-
nés par la création de nouveaux
domaines. Il faut noter que ces classi-
fications reposent sur la détection
d’homologies de séquence, et que
beaucoup de genes dérivés d’un
ancétre commun ont pu diverger
depuis. Ainsi, I'utilisation du pro-

gramme PSI-BLAST révéle des homo-
logies lointaines entre des génes
d’organismes non vertébrés et envi-
ron 45% des génes appartenant a
I’ensemble spécifique des vertébrés.

Innovations chez les vertébrés

La faible proportion de familles de
domaines protéiques spécifiques des
vertébrés suggere que peu de motifs
nouveaux ont été inventés depuis
leur radiation. L’augmentation évi-
dente de la complexité phénotypique
entre la levure, le nématode ou la
drosophile, et les vertébrés ne
s’accompagnant que d’une augmen-
tation relativement modérée du
nombre de genes, I'innovation se
place donc a un autre niveau. Un
mécanisme important d’innovation
chez les vertébrés est la création de
nouvelles combinaisons de motifs et
domaines, résultant en des architec-
tures nouvelles (arrangements
linéaires de domaines a l’intérieur
d’une protéine), associées a de nou-
velles fonctions. L’expansion de
familles de protéines particuliéres,
comme la famille des immunoglobu-
lines et des facteurs de croissance
impliqués dans le développement, a
constitué un autre mécanisme de
diversification fonctionnelle. Environ
60 % des familles de protéines
contiennent plus de membres chez
I’lhomme que chez n’importe lequel
des organismes dont le génome est a
ce jour séquencé. Ceci suggere que la
duplication de génes a été une force
évolutive majeure dans I’histoire des
vertébrés. Une complexification,
méme modeste, a différents niveaux,
peut engendrer une densification des
réseaux fonctionnels par un phéno-
mene d’amplification combinatoire.
La prise en considération de
I’ensemble des sources de diversité
fonctionnelle, agissant aussi bien au
niveau pré-traductionnel que post-
traductionnel, conduit a une estima-
tion du nombre de protéines dis-

tinctes produites par I’organisme
humain de plusieurs millions.

I Retombées biomédicales

Les données partielles produites par
le consortium pendant toute la durée
du projet ont été déposées quotidien-
nement dans des bases de données
publiques, et ont été exploitées par
de nombreuses équipes, publiques et
privées, engagées dans des projets
d’identification de génes respon-
sables de maladies génétiques.
Jusqu’alors, I'approche classique du
« clonage positionnel » nécessitait de
déployer des ressources considé-
rables en moyens techniques et
humains. La disponibilité de la
séquence du génome humain éli-
mine une grande partie de ce travail
fastidieux en établissant un lien
direct entre I'intervalle génétique
déterminé et le segment physique
correspondant. Elle permet en outre
d’affiner cet intervalle en fournissant
de nouveaux marqueurs génétiques
(microsatellites ou SNP), autorise
une identification rapide des génes
candidats et, par la connaissance de
leur structure génomique, facilite la
recherche de mutations. En consé-
guence, une entreprise qui nécessi-
tait auparavant des années de labeur,
de gros moyens et des compétences
techniques pointues, devient souvent
réalisable en quelques mois par une
équipe de recherche de taille
réduite.

La connaissance de la séquence du
génome humain permet également
I’identification rapide des paralogues
d’un géne d’intérét, au moyen d’une
recherche d’homologie a faible strin-
gence. De tels paralogues peuvent
par exemple étre de bons candidats
pour des formes voisines d’une
pathologie étudiée: c’est ainsi que la
préséniline-2 impliquée dans les
formes précoces de la maladie d’Alz-
heimer a été identifiée a partir du
géne de la préséniline-1 [29]. De

Tableau I1l. Analyse comparée des protéomes.

Nombre de genes identifiés

Nombre de familles de domaines (InterPro)
Nombre d’architectures de domaines
Fraction homologue au protéome humain

Drosophile Nématode Levure Arabidopsis
~ 32000 13338 18266 6144 25706
1262 1035 1014 851 1010
1695 1036 1018 310
61% 43 % 46 %
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méme, un nouveau récepteur de la
sérotonine (de forte conductance) a
été identifié a partir du récepteur
connu (de faible conductance), alors
que les analyses fondées sur les EST
et des expériences d’hybridations
croisées avaient échoué.

Enfin, plus de 400 000 SNP ont été
déterminés dans les zones de recou-
vrement entre les clones BAC
séquenceés, et une carte de 1,42 mil-
lion de SNP a pu étre dressée en inté-
grant toutes les données disponibles.
L’espacement moyen entre SNP est
de 1,9 kb, ce qui correspond a envi-
ron 15 SNP par géne. Cette collec-
tion de marqueurs a déja un impact
important en génétique médicale et
en génétique des populations.

I Conclusions

Le séquengage du génome humain
marque une étape importante dans
I’entreprise scientifique qui vise a
comprendre les mécanismes du déve-
loppement de ’lhomme, sa physiolo-
gie et son histoire évolutive. Le
génome est sans aucun doute un lieu
ou des informations moléculaires
essentielles sont conservées, et nous
avons réesumé quelques-unes des
observations dérivées des premieres
analyses globales de la séquence du
génome humain. Cependant, obser-
ver n’est pas comprendre, et I’extrac-
tion de connaissances a partir des
données de la génomique occupera
les scientifiques de disciplines variées
dans les décennies a venir.

Le mode de fonctionnement du pro-
jet génome humain, notamment sa
politique de transparence et de libre
accés aux données en temps réel, a
joué un rodle déterminant dans
I’'accomplissement du projet. Il n’y a
pas de doute que cette information a
aussi été utile aux industries du sec-
teur privé qui ont pu y incorporer
leurs propres données. Lorsque I'on
considére I'ampleur de la tache a
venir (aussi bien en volume qu’en
complexité), les répercussions scien-
tifiqgues, humaines et économiques,
et le nombre croissant d’acteurs dans
le domaine (tant dans le secteur
public que privé), il est peu probable
gu’un tel mode de fonctionnement
puisse étre conservé intact.

Bien que la motivation initiale du
projet génome humain ait été de
faciliter I'identification de genes asso-
m/s n°3, vol. 17, mars 2001

ciés & des maladies, on a vu s’afficher
progressivement de nouveaux objec-
tifs liés a une connaissance plus systé-
mique des propriétés du génome. Si
une approche génétiquement déter-
ministe sous-tend la réussite des tra-
vaux de clonage positionnel, il est
probable qu’une approche réduc-
tionniste, strictement fondée sur le
génome, échouera a rendre compte
de certaines propriétés macrosco-
piques, du type de celles qui sont étu-
diées en physiologie.

Il est difficile d’imaginer a ce stade
comment la connaissance de I'infor-
mation génétique permettra d’élabo-
rer une connaissance de propriétés
systémiques telles que I’homéostasie
cellulaire, les propriétés cognitives
ou plus simplement la cinétique de
formation d’un complexe protéique.
L’'un des principaux résultats de la
connaissance de la séquence du
génome est de fournir le répertoire
des composants cellulaires qui sont
codés génétiquement. Les interac-
tions de ces composants entre eux, et
avec des composants non codés géné-
tiqguement, nécessitent d’explorer
d’autres niveaux d’organisation avec
de nouveaux outils technologiques,
mais aussi avec de nouveaux
concepts. L’amélioration des tech-
nigues d’analyse des données
d’expression et les techniques de
typage de SNP pour I'analyse géné-
tique des maladies complexes sont
des exemples d’avancées technolo-
giques étroitement liées aux données
génomiques. Les nouveaux centres
pluridisciplinaires dédiés a I’analyse
des systemes complexes illustrent la
recherche de ces nouveaux concepts,
qui seront peut-étre les facteurs limi-
tants dans les décennies qui suivront
I’obtention de la séquence du
génome humain.

Les implications éthiques, légales et
sociales des avancées dans le
domaine de la génomique sont telles
gu’il est absolument indispensable
d’impliquer I’ensemble de la société
dans les prises de décisions qui
orienteront les recherches futures
[30]. Bien que nous n’ayons rap-
porté ici que certains des aspects
scientifiques issus du séquencage du
génome humain, une réflexion sur
les conséquences pour la société de
ces découvertes et de leur exploita-
tion est d’une importance au moins
égale m
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Summary

Initial view of the human genomic
sequence

The vast amount of information
that has recently become available
with the release of the «working
draft» sequence, makes it possible
to take an initial, global look at the
contents of the human genome.
The draft genome sequence is the
result of an international collabo-
ration and was primarily generated
from a physical map of the human
chromosomes that covered 96 % of
the euchromatin portion of the
genome. The sequence itself
covers about 90%, and has been
made available without restriction
to the scientific community ever
since the beginning of the effort.
This sequencing project is of parti-
cular interest because it represents
(1) the largest genome analyzed to
date, (2) the first vertebrate
sequence, and (3) the genome of
our own species. We discuss some
scientific issues related to the gene-
ration and assembly of the data,
and on key observations derived
from the initial analysis of the
genome sequence.
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