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Séquencage du génome humain:
le chromosome 14, quatrieme
chromosome terminé

Roland Heilig, Niria Fonknechten

> Enjuin 2000, un consortium public regrou-
pant 20 laboratoires de six pays annonga le
séquencage de 90 % du génome humain®
[1] sous forme d’un arrangement encore
imparfait (working draft) de plus de 150000

* Il ’agit en fait de la partie euchromatique (soit environ
90 % du génome). L’hétérochromatine, représentée surtout
au niveau des centromeres et des téloméres et quasiment
dépourvue de genes, est difficilement accessible aux tech-
niques usuelles de séquencage, en raison d’une structure
répétitive particuliére et d’'une homologie souvent élevée
entre les centromeres des différents chromosomes.
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dies génétiques. Restait a
accomplir une tache de « fini-

Genoscope, Centre

National de Séquencage,
2, rue Gaston Crémieux, tion », tout aussi capitale,
CP 5706, 91057 évry Cedex,

France.

visant a déterminer la
séquence manquante entre les

heilig@genoscope.cns.fr contigs, puis a assurer en tout

fonk@genoscope.cns.fr

point un niveau strict de qua-

(contigs) d’une
médiane™ de prés de 90000 paires de bases
(pb) et positionnés entre eux, par chromo-

segments longueur

some, sur la base d’informations de proxi-
mité [2] (=). Cette premiére esquisse
constituait une avancée considérable,
notamment en servant de support a la
recherche des génes responsables de mala-

- e . . .
La moitié de la séquence est assemblée en contigs d’une
taille égale ou supérieure a la longueur médiane.

lité. Cette étape, déja accom-
plie pour les trois plus petits chromosomes,
22, 21 puis 20 [3-5], devrait étre complétée
pour les suivants au cours de cette année.
Disposer d’une séquence finie et fiable
reste essentiel pour nombre d’analyses
fines du génome, et en particulier pour une
description détaillée des genes, de leurs
mécanismes d’action et de

régulation. () mr
m/s

Le Genoscope (Centre 2001, n° 3

national de séquengage) a . 309



apporté sa contribution a cet effort inter-
national en publiant récemment [6] la
séquence compleéte et I'analyse du chro-
mosome 14", de taille intermédiaire. Pour
établir la séquence des chromosomes, une
procédure hiérarchisée a été utilisée, quia
nécessité une fragmentation préalable du
génome en segments chevauchants, d’une
taille manipulable (150-200 kb), clonés
dans un vecteur BAC (bacterial artificial

1l s’agit de la partie euchromatique du chromosome 14,
restreinte a son bras long. Le bras court des chromosomes
acrocentriques humains (13, 14, 15, 21 et 22), essentielle-
ment hétérochromatique, contient les génes codant pour des
ARN ribosomiques mais, semble-t-il, aucun géne « pro-
téique ». La partie séquencage résulte d’un effort conjoint
du Genoscope (86 %), du Multimegabase Sequencing Center,
Seattle (USA) (8,5 %), du Genome Sequencing Center, St
Louis (USA) (4,5 %) et de la Kyoto University Graduate
School of Medicine (Japon) (1 %).

chromosome). Les BAC d’intérét sont
ensuite sélectionnés dans cette collection,
riche de plus de 900000 clones. Chaque
clone est alors soumis individuellement a
une nouvelle fragmentation visant a
déterminer la séquence du segment qu’il
représente (Figure 1 D, € F), laquelle
prendra place au sein d’une reconstitution
de I’ensemble. Pour le chromosome 14,
cette procédure a été répétée sur 681
clones. La stratégie utilisée pour leur
sélection [7] se distingue de celle qui avait
€té mise en ceuvre pour les autres chromo-
somes [8]. Plutdt que de nous engager
dans un important effort préalable de car-
tographie, nous avons préféré débuter le
processus d’acquisition de la séquence a
partir de « balises » réparties le long du

chromosome, puis d’utiliser ces données
comme autant de points de départ d’une
progression locale, bidirectionnelle et
contrdlée (Figure 1 A, B, C), jusqu’a la
fusion entre les groupes d’expansion adja-
cents. Un effort particulier, accompli pour
résoudre les dernieres lacunes récalci-
trantes, a permis d’établir la séquence
finale sous forme d’un continuum ininter-
rompu de 87410661 pb, s’étendant du
centromere au télomere du bras long, et
qui constitue, outre la plus longue
séquence assemblée a ce jour, la premiére
séquence complete d’un chromosome
(Tableau 1). Elle a nécessité plus de
1600000 réactions de séquengage. La
cohérence de son assemblage a été véri-
fiée par comparaison avec la carte géné-

tique de Généthon, puis

A

...chromosome 14... n+l

avec d’autres collections
de marqueurs. Pour at-

Figure 1. Stratégie de ge du chr

“ ¥

utilisé pour la sélection des clones & séquencer. A. €tape d’initiation: 162 « balises » (courts fragments de
séquence connue) sont sélectionnées le long du chromosome 14. B. Les BAC (bacterial artificial chromosome)
d’initiation correspondants a ces balises sont identifiés, par hybridation, a partir de la banque de clones
construite pour I’ensemble du génome. C. La séquence des BAC d’initiation (obtenue selon D, €, F) sert alors a
identifier dans la banque, pour chacun, un ensemble de BAC dont deux seront retenus pour étendre le séquencage
dans les deux sens. D. Le séquencage de tous les clones BAC est réalisé par fractionnement en segments de
quelques kilobases, sous-clonés en vecteur plasmide et séquencés aux extrémités. La combinaison de 1000 a 1500  €n

lectures permet pour chacun de construire un assemblage préliminaire (€), servant de base aux opérations de

14. Ce schéma représente les différentes étapes du processus

finition (F). Le processus C, D, €, F est réitéré jusqu’a la fusion des groupes adjacents.
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teindre un niveau plus fin
de résolution, une procé-
dure expérimentale auto-
matisée a été développée,
destinée a s’assurer de
Pintégrité des clones sé-
lectionnés et, a la fois, de
la conformité de leur
séquencage.

La composition nucléoti-
dique moyenne du chro-
mosome 14 est proche de
celle de I’ensemble du
génome, avec un contenu
moyen en (G+C) de 40,9 %
[2], mais présente d’im-
portantes variations loca-
les de 32,6 a 61,2 % (pour
des fenétres de 50 kb).
Les génes s’étendent sur
43,6 % du chromosome
14, mais la somme de
leurs exons n’en représen-
tent que 2,3 %, pour un
potentiel codant pro-
téique de 1,1 %. Les
séquences répétées, ré-
parties essentiellement
SINE (type
exemple « Alu ») et LINE
(type long), représentent

court,
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(=) mss 46,2 % (=). La distribu-

2001, n° 1, tion de ces divers élé-
p- 103; ments apparalt cepen
n°5, p. 628; ) PP R P

n°8-9,p.911 dant inhomogene, les

régions a fort contenu en
(G+C) montrant une corrélation étroite
avec une forte densité en SINE, une faible
densité en LINE et une concentration
accrue en exons et en génes. Ces régions
cOtoient souvent sans transition des
« déserts de génes », le plus grand attei-
gnant 6 Mb.
L'identification des genes s’est déroulée en
deux étapes. La premiére, entiérement
automatique, a consisté a identifier, en
consultant les différentes bases de don-
nées, les séquences exprimées (ADNc et
peptides) présentant une homologie avec
la fraction non répétée de la séquence du
chromosome. Apres une série de traite-
ments par des programmes spécifiques
permettant d’affiner la structure des
résultats, des modeles primaires de genes
ont été construits. Indépendamment, les
modeéles prédits par des programmes spé-
cialisés a partir des seules informations de
séquence ont été répertoriés. Enfin, les
segments conservés (ecores) entre le
génome de I’homme et ceux de la souris ou
du poisson a génome compact
Tetraodon nigroviridis [2, 9, 10]

lourdes d’immunoglobulines (IGH), ces
geénes étant caractérisés par une structure
génomique particuliere. Si 'on exclut ces
deux dernieres catégories, le chromosome
14 présente une densité moyenne de 10
geénes par mégabase (Mb), en accord avec
I’estimation moyenne définie pour I'en-
semble du génome (9,3 a 10,8 genes/Mb),
mais assez différente cependant des
valeurs observées pour les autres chromo-
somes finis (Tableau /). La taille moyenne
des genes connus et nouveaux du chromo-
some 14 est de 58,7 kb, six d’entre eux
dépassent 500 kb et le plus étendu
(1691847 pb) code pour la neurexine.
Quant aux transcrits, le plus grand (115
exons totalisant 21794 pb) code pour
SYNE-2 (ou nesprine-2), une protéine de
6649 acides aminés associée a I’enveloppe
nucléaire des cellules musculaires. A noter
la forte proportion des genes présomptifs
(25 %), qui combinent plusieurs origines:
genes incomplétement caractérisés (res-
sources trop fragmentaires), génes codant
pour de trés courts polypeptides, ou utili-
sant une déviation du code génétique
(incorporation de sélénocystéine au
niveau de codons stop, par exemple), ou
encore genes assurant leur fonction direc-

tement par leur transcrit ARN. Il est

probable aussi qu’une fraction des

(=) ont été recherchés a ce stade. (=) mss génes de cette catégorie résulte
La seconde étape fait appel a I'ex- 202;;" 5 d’un « bruit de fond » contaminant
p-

pertise humaine pour valider
chaque modele de gene dans son
contexte génomique, préciser sa structure
et son étendue et identifier d’éventuelles
formes d’épissage alternatif.

Nous avons caractérisé 850 genes sur le
chromosome 14, qui se répartissent en 506
geénes déja connus, 121

les bases de données d’expression.

Ces résultats sont en accord avec
I'estimation de 28 a 32000 genes pour I’en-
semble du génome humain [1, 10]. La
comparaison avec les nombres de génes
identifiés chez la drosophile (13379), le
nématode (19099) ou une plante, 'ara-

bette (25498), ne reflete évidemment pas
les différences phénotypiques. Des méca-
nismes produisant un niveau supplémen-
taire de complexité sont a rechercher, tels
que "épissage différentiel. Ce phénomene,
observé pour 54 % des génes du chromo-
some 14, peut revétir une importance
considérable. Ainsi, dans le cas du géne
codant pour la neurexine [11], il offre une
potentialité combinatoire susceptible
d’engendrer 1728 transcrits distincts.
U'annotation de la séquence du chromo-
some 14 (accessible sur http://www.geno-
scope.fr/chrl4/) représente I'état des
connaissances actuelles et devra étre
maintenue a jour régulierement, selon
I’enrichissement des différentes res-
sources qui lui servent de base, et devra
notamment incorporer les résultats des
analyses expérimentales en cours.

Le séquencage du chromosome 14, dans le
contexte global du séquengage du génome
humain, et sa contribution a la constitu-
tion du répertoire des genes humains,
constituent un pas important vers la com-
préhension des mécanismes biologiques,
physiologiques ou physiopathologiques, et
des phénomeénes moteurs de I’évolution. A
ce titre, ils fourniront sans doute matiéere a
de nombreuses études. Les bénéfices les
plus importants apportés par la génomique
humaine sont attendus dans le domaine de
la santé. Plus de 60 maladies génétiques,
pour lesquelles plus de 30 genes morbides
restent a identifier, sont associées au
chromosome 14, et de nombreux déficits
ne sont pas encore assignés. ¢

Human genome sequencing:

chromosome 14,

the fourth finished chromosome

genes nouveaux, 212 génes

Chromosomes Génome [1]
présomptifs (sans cadre de 22q[3]  21q[4] 20 [5] 14q[6]  (euchromatine)
lecture significatif) et 11
génes prédits, ainsi que Taille (Mb) 33,4 33,5 59,2 87,4 ~2900
296 pseudogenes. Il faut  Nombre de lacunes 11 3 4 0 ~ 150000
ojouter 200 « segmentsde ¢ o en (6+C) (%) 47,8 40,9 44,1 40,9 41,0
génes » et 97 « pseudo-
segments » provenant des Taille moyenne des genes connus (kb) - 57,0 51,3 58,7 27,0
génes codant pour des  Densité génique (genes/Mb) 16,3 6,7 12,2 10,0 9,3-10,8

récepteurs de cellules T
(TCR) et les chaines

M/Sn®5, vol. 19, mai 2003

Tableau I. Caractéristiques comparées entre les chromosomes finis et le génome entier (working draft).
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Mutations de la neurotrypsine
et retard mental

Florence Molinari, Marlene Rio,
Arnold Munnich, Laurence Colleaux

> Le terme retard mental regroupe diffé-
rentes affections caractérisées selon
I’OMS (Organisation mondiale de la
santé) par un quotient intellectuel infé-
rieur a 70 (Ql < 70) [1]. Le retard mental
est le handicap majeur le plus fréquent
puisque sa prévalence est de 1 % si on ne
considere que le retard mental sévere (Q!
< 50), et s’éleve a 2-3 % si I’on inclut le
retard mental léger (I entre 50 et 70)
[2, 3]. Malgré les récents progreés de la
génétique médicale, dans 40 % des cas,
la cause exacte du retard mental
demeure cependant encore totalement
inexpliquée.

On distingue classiquement deux groupes
de maladies: (1) les retards mentaux syn-
dromiques, qui associent un retard men-
tal et des anomalies neurologiques, mor-
phologiques, viscérales ou biochimiques;
et (2) les retards mentaux non syndro-
miques, définis par un retard mental isolé
sans autres anomalies cliniques. Les
génes impliqués dans des retards men-
taux syndromiques sont tres divers et par-
ticipent a de multiples processus cellu-
laires de sorte qu’il est souvent difficile
de comprendre le lien exact entre le

M/Sn® 8, vol. 19, mai 2003

défaut moléculaire et la déficience
cognitive observée. A I'inverse, les génes
responsables de retards mentaux non
syndromiques participent directement
aux processus liés aux fonctions cogni-
tives: mémorisation, apprentissage,
comportement, etc.

Le nombre des geénes responsables de
retards mentaux est estimé a environ 300
et seuls 90 d’entre eux ont été identifiés.
€n effet, ’extréme hétérogénéité clinique
et génétique de ces maladies rend diffi-
cile P'utilisation des techniques clas-
siques d’analyse de liaison génétique, en
particulier dans le cas des retards men-
taux non syndromiques. €n conséquence,
seuls onze genes responsables de retards
mentaux non syndromiques liés a I’X ont
été identifiés [4-6], mais aucun geéne
associé a un retard mental isolé

analysis using Tetraodon
nigroviridis DNA sequence.
Nat Genet 2000; 25: 235-8.

10. Roest Crollius H, Jaillon 0.
Le nombre des génes dans
le génome humain: les
paris sont ouverts. Med Sci
2000; 16: 988-90.

11. Rowen L, Young J, Birditt B,
et al. Analysis of the human
neurexin genes:
alternative splicing and the
generation of protein
diversity. Genomics 2002;
79: 587-97.

Inserm U.393,

Hopital Necker-Enfants
Malades, 149, rue de Sévres,
75015 Paris, France.

colleaux@necker.fr

méthode de localisation utilisant I’lhomo-
zygotie par filiation. Cette stratégie,
décrite en 1987 par E.S. Lander et D.
Botstein, consiste a étudier des familles
consanguines « multiplex » [7]. Dans de
telles familles, tous les sujets atteints
sont homozygotes par descendance non
seulement pour la mutation morbide mais
aussi pour les marqueurs avoisinants.
D’autres régions sont également retrou-
vées homozygotes, mais sont différentes
d’un individu atteint a Pautre. U'étude,
par cette stratégie, d’'une famille consan-
guine comprenant quatre enfants atteints
de retard mental sévere et quatre enfants
sains nous a permis de localiser le premier
géne de retard mental autosomique
récessif sur le bras long du chromosome 4.
Parmi les nombreux génes portés par cette

partie du chromosome, nous nous

récessif autosomique (). Lagra- (=) mss sommes plus particulierement
vité et la fréquence de ces affec- ~ 2000,n°3, intéressés au gene PRSS12.
p. 363

tions font du démembrement des
geénes responsables de ces mala-
dies un des enjeux majeurs de la géné-
tique médicale.

Afin d’identifier certains des genes auto-
somiques, nous avons choisi d’utiliser une

Ce gene, tres fortement exprimé
dans le cerveau, code pour la
neurotrypsine, un membre de la famille
des protéases a sérine [8]. Des études
menées chez la souris suggéraient que
cette protéine puisse étre impliquée dans
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