Chapitre 03:

Recombinaison génétique et
éléments géneétiques
transposables



1- Recombinaison genetique

Les processus de recombinaison correspondent a des réorganisations du génome par
echange de matériel genétique. Ces échanges sont réciproques entre chromosomes ou
fragments d’ADN.

Dans le cas normal, lls se réalisent selon deux mécanismes differents qui impliquent une
cassure et une ligature des brins d’ADN. Il s’agit de: Recombinaison homologue et
recombinaison specifique de site.

lIs participent aussi bien a la variabilité qu’au maintien de la stabilité des génomes.

Ces deux types de recombinaison se distinguent par les mécanismes mis en ceuvre, les
protéines impliguees et la nature de ’ADN recombineé.
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1. La recombinaison homologue

La recombinaison homologue, ou géneérale, est un processus d’échange de
materiel genetigue impliquant des sequences d’ADN présentant de vastes
homologies. Elle se traduit par une cassure double brin de deux molécules
d’ADN suivie d’une ligature. Les cassures peuvent resulter de lésions de la
molécule d’ADN ou étre initiées par des enzymes cellulaires, constituant ainsi
le point de départ du méecanisme.

Chez les Eucaryotes, elle est particulierement repandue pendant la production
de gametes (meiose) chez les levures. En plus la recombinaison se produit
egalement dans I'ADN des cellules somatiques chez I’homme responsables de
I'expression des proteines de la réponse immunitaire, telles que les
Immunoglobulines. Cette recombinaison somatique reorganise les genes
d'immunoglobulines.



Chez les Procaryotes, elle peut faire suite a des processus de transferts
horizontaux de genes entre microorganismes (transformation, transduction
générale et conjugaison HFrxF-) et permettre ainsi I’intégration de plasmide
dans le chromosome bacterien.

lIs permettent également la construction de plasmides chimériques par
recombinaison entre deux plasmides.
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e mécanisme peut étre resumer comme sulit:

 INITIATION DE LA RECOMBINAISON : FORMATION DE LA CASSURE
DOUBLE-BRIN DE L’ADN:

Chez S. cerevisiae, la recombinaison est initiée par la formation de cassures double-brin

(CDBs) de I’ADN au cours de la méiose.

- REPARATION DE LA CASSURE DOUBLE-BRIN PAR RECOMBINAISON
AVEC LE CHROMOSOME HOMOLOGUE:

-Chez S. cerevisiae, les extréemités 5' des CDBs sont degradees par l'action d'une

exonucléase (resection).

-La réparation des CDBs méiotiques a lieu par recombinaison avec le chromosome

homologue (invasion). Chez la levure, on peut détecter des intermediaires de

recombinaison dans lesquels les 2 molecules d'ADN (provenant des 2 chromosomes

homologues) sont liées par des échanges de brins d'/ADN (jonctions de Holliday).

-La formation de ces molécules jointes est sous le contrble de complexes

multiprotéiques. Les complexes «Rad51» et « Dmcl ».



-Afin d'obtenir des molécules recombinantes, les jonctions de Holliday doivent
étre coupees.

C'est a ce stade (résolution) que sera determiné si l'evéenement de
recombinaison est ou non associé a la formation d'un échange réciprogue
(crossing-over) entre les molécules d’ADN parentales.
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2. La recombinaison speécifigue de site

La recombinaison spécifique de site (RSS), ou spécialisée, est un processus
d’échange de mateériel genetique impliguant des sequences cibles présentant
des homologies relativement courtes, et reconnues par des protéines
qgualifiees de recombinases.

On la retrouve dans les trois regnes du vivant, Eucaryotes, Archaea et
Bacteries et également dans le monde viral (bacteriophages et virus).

la RSS est conservative puisqu’elle n’engendre ni synthese ni dégradation des
fragments d’ADN impliqueés.



Mécanisme

Le mecanisme moléculaire mis en jeu est sous la dependance du couple
sequence cible /recombinase. Ces dernieres reconnaissent les sequences
cibles, permettent leur rapprochement et catalysent I’échange de matériel
genetigue par recombinaison entre les réegions homologues des sequences
cibles.

La recombinaison spécifique de site est catalysee par des recombinases qui
appartiennent a deux familles, sur la base des résidus impliqués dans la
catalyse : les recombinases a tyrosine et les recombinases a sérine. (le site
actif comporte la sérine ou la tyrosine)

Ces recombinases se fixent sur des sequences specifiques en orientation inverse
comprises dans la séquence core, et séparées par une courte séquence d’ADN
appelée « spacer ». Elles vont ensuite couper I’ADN de part et d’autre du spacer,
chaque partenaire de recombinaison étant coupé a la méme position,
permettant ainsi un échange de brin réciprogue dans la region d’homologie.
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Mécanismes de recombinaison spécifique
de site. L'organisation des sites core est
similaire pour les deux familles de
recombinases. Les produits de
recombinaison sont différents. Les sites
de fixation des recombinases (BS) sont
représentés par des fleches qui encadrent
la séquence spacer (représentée par une
ligne ondulée).

Exemple de BS:

5-TTACGNnNnnnnCGTAA-3’
3>-AATGCnnnNnNNGCATT-5’



2-Eléement transposables

La transposition correspond au déplacement aléatoire de fragments d’ADN nommeés « eléments génetiques
mobiles » Cad ils sont capables d’étre transférés d’un site donneur vers un site cible sous I’effet d’une
enzyme spécifique.

Contrairement aux processus de recombinaison, cet échange de materiel généetique intracellulaire se produit
sans le concours d’homologie de sequence.

Insertion sequences, the simplest

Types d’élements genetiques mobiles ! transposons

*Elements IS (éléements d’insertion) DNA

Les eléments génétiques mobiles les plus simples sont les

sequences d’insertion, ou él_ément IS. | 5 ATCCGGT... ACCGGAT 3
Ce sont des séquences d’environ 800 a 2 000 nucléotides ne 3 TAGGCCA . TGGCCTA 5
comportant qu’un seul gene codant la transposase, enzyme

mise en jeu dans la transposition, délimitée par deux petites Inverted Transposase gene  Inverted
répétitions inversées constituant les sites d’action de la ' repeat repeat }
transposase. lls sont rencontrés chez les Procaryotes. —V

En s’insérant dans un géne bactérien, ils aboutissent & une Insertion sequence

perte totale de I’expression de ce gene. (simple transposon)
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*Transposons

Ce type de transposon est rencontré aussi bien chez les Procaryotes que chez les Eucaryotes, on
rencontre:

« Transposons composites

Les transposons composites sont construits a partir des ségquences IS et comprennent une réegion
centrale contenant des genes supplémentaires, tels que des genes codant pour la résistance a un
antibiotique, encadrée par deux sequences d’insertion, eX: kanamycine chez Tn5 d’E. coli .

Leur longueur varie de 2500-21000 pb.

« Transposons non composites
Les transposons non composites se caractérisent par 1’absence d’IS a leurs extrémités.
lIs contiennent des informations génetigues essentielles a la transposition et des informations

dites « auxiliaires » qui peuvent étre des genes cataboliques (Tn4651) ou des genes de réesistance
aux antibiotiques (Tn3).

Leur longueur peut depasser 70 Kb.
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*Rétrotransposons

La plupart des transposons eucaryotes se déplacent via un intermédiaire d’ARN, selon un
mécanisme qui rappelle la réplication des rétrovirus, et sont qualifiés de retrotransposons.

lIs sont classés en reétrotransposons de classe |, présentant des homologies structurales et
fonctionnelles avec les rétrovirus, telles que la présence de LTR (long terminal repeat) a chacune
de leur extrémité et d’un gene codant une transcriptase inverse, et en transposons de classe I,
dépourvus de LTR.
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Mécanismes de la transposition

Les deux grandes mécanismes de transposition sont définies par les intermédiaires dans le
processus de transposition.

Une classe se déplace par des intermédiaires d’ADN, utilisant des transposases et des ADN
polymerases pour catalyser la transposition.

L'autre classe se déplace par des intermédiaires d'’ARN, en utilisant I'ARN polymérase, les
endonucléases (intégrase) et la transcriptase inverse pour catalyser le processus.

Les deux classes sont abondantes chez de nombreuses especes, mais certains groupes
d’organismes ont une prépondérance de I'une ou de I’autre. Par exemple, les bactéries possedent
principalement la classe intermédiaire d’éléments transposables de 1’ADN, alors que les éléements
transposables predominants dans les génomes des mammiferes se déplacent par des intermédiaires
d’ARN.




*Par des intermédiaires d’ADN

Parmi les éléments transposables les mieux caractérisés figurent ceux qui se deplacent par des

intermédiaires d’ADN. Chez les bactéries, il s'agit soit de sequences d'insertion courtes, soit de
transposons plus longs.

> Des familles utilisent un mécanisme non réeplicatif.

« Dans ce cas, la copie originale est supprimée du site d'origine et déplacée vers un nouveau site
cible, laissant le site d'origine vacant.

Explication: L’elément transposable s’excise du réplicon donneur sous la forme d’un intermédiaire
circulaire résultant de la liaison covalente des deux extrémités tandis que le réplicon donneur est
réparé par ligature des fragments de jonctions.
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» D’autres familles d'éléments transposables se deplacent via un intermeédiaire ADN le font de maniere

réplicative.
« La transposition généere une nouvelle copie de I’elément transposable sur le site cible, tout en laissant

une copie sur le site d’origine.

Explication: I’élement transposable ne s excise pas du réplicon donneur.

Il y a formation d’un « co-intégrat » ou replicons donneur et cible sont fusionné par I’intermédiaire de
deux copies du transposon dans la méme orientation.

Cette structure ne persiste pas et peut ensuite étre résolue en réplicons separés, chacun avec une copie du

transposon (résolution).
Cette resolution fait le plus souvent intervenir des enzymes codees par le transposon.




*Par des intermédiaires ARN

Le mécanisme est mal élucide mais généralement il est résumé en:

Une endonucléase (intégrase) se clive au site d'intégration (site récepteur) pour générer une
cassure.

Un brin d'/ADN sur le site d'intégration clive sert d'amorce a la transcriptase inverse.

Cette transcriptase copie ensuite 'ARN en ADN.

Cette copie d'ADNCc du rétrotransposon doit étre convertie en un produit double brin et inséree
sur le site cible.

La ligation du nouveau rétrotransposon sur le replicon receveur se fait a I’aide d’intégrase.
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Transposition chez les rétrotransposons
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