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Avant-propos 

Le séquençage des génomes, qui a connu un essor très important depuis quelques années, est à 

l’origine d’une nouvelle discipline : la génomique. Le séquençage du génome humain, dont 

l’achèvement a été annoncé dans les médias au printemps 2001 (même s’il ne s’agissait que 

de la séquence brouillon), ouvre la voie à de nouvelles stratégies pour la recherche bio-

médicale. Cependant, ce « décryptage » n’est pas suffisant pour comprendre le 

fonctionnement des cellules humaines : d’une part, 40% des gènes prédits ont une fonction 

inconnue, et d’autre part, même si la fonction de tous les gènes était inférée, il faudrait encore 

être en mesure de prévoir leur expression différentielle dans les tissus et dans le temps. Moins 

médiatisé, le séquençage de génomes bactériens (en particulier des pathogènes humains) a 

énormément bénéficié des progrès technologiques induits par le projet « génome humain ». 

Actuellement, plus de 120 génomes bactériens sont disponibles et près de 400 sont en cours 

de séquençage. Chez ces organismes, la comparaison avec les banques de séquences permet 

d'inférer une fonction pour seulement 50% des gènes prédits. Afin d’attribuer une fonction 

aux gènes inconnus, on peut faire appel à la génomique fonctionnelle. En effet, chez les 

organismes unicellulaires, on peut espérer induire un phénotype mutant après l’inactivation 

ciblée d’un gène, ce qui est beaucoup plus délicat pour les métazoaires. Des projets de 

génomique fonctionnelle à grande échelle, impliquant la collaboration internationale entre de 

nombreux laboratoires, ont été initiés depuis quelques années, par exemple pour la bactérie 

modèle Bacillus subtilis. 

Les séquences codantes, qui représentent une proportion très variable des génomes (moins de 

5% pour les eucaryotes à plus de 95% pour certains procaryotes), pouvaient déjà être étudiées 

avant l’avènement des projets de séquençage systématique. Par exemple, des banques d’EST 

(« Expressed Sequence Tags » : séquences d’ADNs complémentaires, correspondant à des 

gènes exprimés) avaient été constituées pour de nombreux organismes. Le séquençage de 

génomes complets permet dorénavant d’accéder à d’autres éléments essentiels, comme les 

locus polymorphes, points chauds d’évolution. Les répétitions en tandem sont l’une des 

sources les plus importantes de variabilité dans les génomes. Ces séquences particulières, 

constituées de répétitions successives de motifs nucléiques, sont présentes dans l’ensemble du 

monde vivant, et peuvent être situées dans les gènes comme dans les régions intergéniques. 

Même si leur fonction biologique reste à élucider, les répétitions en tandem ont, grâce à leur 

polymorphisme, des applications dans de nombreux domaines. Tout d’abord chez les 

bactéries, les répétitions en tandem polymorphes, dont le nombre d’unités varie d’une souche 

à l’autre, se révèlent un outil puissant pour le génotypage de souches à des fins 

épidémiologiques. D’autre part, certaines répétitions en tandem humaines, notamment les 

minisatellites (classe de taille particulière), ont la propriété d’être extrêmement instables 
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d’une génération à l’autre : les minisatellites hypermutables sont les éléments les plus 

instables du génome humain. Ils peuvent être utilisés comme biomarqueurs d’exposition à des 

agents potentiellement mutagènes tels que les radiations ionisantes. Par ailleurs, d’un point de 

vue plus fondamental, ils sont un modèle d’étude de certains mécanismes d’instabilité des 

génomes. 

A partir des nombreuses séquences génomiques disponibles, il faut être en mesure d’identifier 

les répétitions en tandem d’intérêt : marqueurs polymorphes chez les bactéries, ou 

minisatellites hypermutables chez l’homme. Cette tâche peut être accomplie grâce à une 

discipline fortement associée à la génomique : la bioinformatique. En effet, il est impensable 

d’espérer traiter les énormes quantités de données de séquençage générées quotidiennement 

sans outils informatiques efficaces. Ainsi, des programmes performants permettent 

l’identification des répétitions en tandem dans les séquences d’ADN. Cependant, lorsque j’ai 

commencé cette thèse, aucun utilitaire ne facilitait l’accès aux données sur les répétitions en 

tandem de génomes entiers. C’est pourquoi nous avons décidé de développer une base de 

données des répétitions en tandem, d’accès public (http://minisatellites.u-psud.fr), mise à jour 

régulièrement afin de mettre à disposition les répétitions en tandem de tous les génomes 

séquencés. Je présenterai dans cette thèse l’élaboration de la base de données, ainsi que 

différentes applications que nous en avons faites au laboratoire « Génomes Polymorphisme et 

Minisatellites », pour le génotypage de souches de bactéries pathogènes, comme pour 

l’identification de minisatellites hypermutables humains. Nous traiterons notamment d’un 

point qui n’avait encore jamais été abordé : la prédiction du polymorphisme des répétitions en 

tandem, qui constituerait une avancée majeure, tant à des fins pratiques (économies de 

typages) que théoriques (meilleure compréhension des mécanismes de mutation). 
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1.1 Le séquençage des génomes 

1.1.1 Les génomes procaryotes 

1.1.1.1 Génomes de bactéries : la situation actuelle  

La publication de la première séquence complète d’un génome bactérien, celui 

d’Haemophilus influenzae, en 1995 (Fleischmann 1995), a démontré l’efficacité de l’approche 

« WGS » (whole genome shotgun) pour le séquençage de génomes complets (voir Figure 4), 

et les progrès spectaculaires qui ont été faits au niveau des techniques de séquençage, des 

stratégies d’assemblage et de finition, et des méthodes d’annotation. La microbiologie est 

certainement parmi les premiers bénéficiaires de cette évolution. A l’heure actuelle, plus de 

100 génomes bactériens ont été entièrement séquencés et trois fois plus sont en cours de 

séquençage (au 5 août 2003, d’après le site GOLD, « Genome Online Database » 

[http://ergo.integratedgenomics.com/GOLD/] (Bernal 2001), 114 génomes bactériens étaient 

achevés et 355 en cours). La Figure 1 montre l’évolution du nombre de génomes procaryotes 

séquencés chaque année depuis 1995, ce qui témoigne des progrès effectués ces dernières 

années pour le séquençage systématique des génomes.   

Nombre de procaryotes séquencés chaque année
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Figure 1 : Evolution du nombre de génomes séquencés chaque année depuis 1995. 

Actuellement, le séquençage complet d’un génome bactérien peut être achevé en quelques 

mois, avec un taux d’erreur de l’ordre de 1/100000 seulement, et à un coût de 7 à 8 centimes 

d’euros par paire de bases (Fraser 2002), ce qui correspond, pour un génome de quelques 

mégabases à un coût de quelques centaines de milliers d’euros. 
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La Figure 2 décrit les propriétés des différentes bactéries séquencées. On peut les classer dans 

trois grandes catégories, correspondant aux motivations de leur séquençage : 

- Les bactéries d’intérêt médical : pathogènes humains (Yersinia pestis : peste, deux 

souches ; Mycobacterium tuberculosis : tuberculose, 3 souches ; Staphylococcus aureus : 

infections nosocomiales, 6 souches) et bactéries présentant un intérêt pharmaceutique 

(Streptomyces coelicolor : production d’antibiotiques). 

- Les bactéries d’intérêt économique : pathogènes agroalimentaires (Xylella fastidiosa : 

phytopathogène), bactéries présentant un intérêt pour l’industrie agroalimentaire 

(Lactococcus lactis), bactéries utilisées pour la synthèse d’acides aminés 

(Corynebacterium efficiens) ou de solvants (Clostridium acetobutylicum), ou encore pour 

la dépollution (Pseudomonas putida, Shewanella oneidensis). 

- Les bactéries d’intérêt pour la recherche en microbiologie : organismes modèles 

(Escherichia coli, Bacillus subtilis) ou ayant des propriétés biologiques intéressantes 

(résistance à des conditions de vie en milieux « extrêmes » : par exemple, Deinococcus 

radiodurans qui survit dans des milieux fortement irradiés, ou Thermotoga maritima, 

organisme thermophile). 

 

Figure 2 : Motivations du séquençage de génomes bactériens. 

On constate que la grande majorité des bactéries séquencées à ce jour est d’intérêt médical : 

entre 1995 et 2000, les organismes séquencés étaient essentiellement des bactéries pathogènes 

pour l’homme auxquelles s’ajoutaient quelques organismes d’intérêt plus fondamental 

(organismes modèles). Depuis 2001, un nombre croissant de projets de séquençage implique 
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des bactéries d’intérêt économique (Nelson 2000). Le biais en faveur des bactéries d’intérêt 

médical devrait donc s’atténuer dans les prochaines années. 

Le règne bactérien est d’une grande hétérogénéité, du point de vue du pourcentage en GC (de 

22% pour Wigglesworthia glossinidia à 72% pour Streptomyces coelicolor) comme de la 

taille du génome (de 580 kb pour Mycoplasma genitalium, pathogène intracellulaire 

obligatoire, à 9105 kb pour Bradyrhizobium japonicum) ou du nombre de gènes. La Figure 3 

représente le nombre de gènes en fonction de la taille du génome pour les 114 bactéries 

séquencées au 5 août 2003. La densité en gènes des bactéries est relativement constante et 

voisine de 1 gène par kilobase (elle varie entre 0,49 pour Mycobacterium leprae, 

particulièrement peu dense : cette espèce présente une fraction importante d'ADN non codant 

et de pseudogènes –non transcrits ou non traduits- (Cole 2001), et 1,29 pour Escherichia coli 

O157:H7 EDL933). La fraction codante est généralement de l’ordre de 90%. Près de la moitié 

des ORFs (pour « Open Reading Frames », ou phases ouvertes de lecture) de chaque espèce 

est de fonction inconnue. De plus, environ un quart des ORFs n’a aucune homologie avec des 

protéines existantes dans les bases de données de séquences. Ce pourcentage devrait diminuer 

avec le séquençage de davantage de génomes bactériens, mais il témoigne de la grande 

diversité biologique au sein des organismes procaryotes (Fraser 2000). 

 
Figure 3 : Nombre de séquences codantes en fonction de la taille des génomes bactériens. 
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1.1.1.2 Applications du séquençage des génomes bactériens 

Le séquençage de pathogènes humains devrait permettre des avancées dans le domaine 

médical, pour le diagnostic (développement de tests plus rapides) ainsi que l’élaboration de 

nouveaux vaccins et de nouveaux agents anti-microbiens, dont le besoin est grandissant 

compte-tenu de la propagation des résistances aux antibiotiques (Fraser 2000). Par exemple, 

Pizza et al. ont identifié de nouveaux candidats de vaccins contre les souches de Neisseria 

meningitidis du sérogroupe B, par une approche basée sur la génomique (Pizza 2000). Les 

protéines putatives de la surface cellulaire ou sécrétées ont été identifiées à partir de la 

séquence complète d’une souche du sérogroupe B (MC58). La majorité a pu être exprimée 

dans E. coli et utilisée pour immuniser des souris : parmi 7 protéines à l’origine d’une liaison 

des anticorps à la surface des méningocoques et d’une activité bactéricide, deux se sont 

révélées très bien conservées entre différentes souches de N. meningitidis. Ces deux protéines 

sont des vaccins potentiels. Cette étude est la première à avoir tiré parti du séquençage des 

génomes afin d’accélérer le développement de vaccins contre des organismes pathogènes. 

D’autres applications de l’analyse des génomes pour l’identification de vaccins sont 

présentées dans la revue (Zagursky 2003). 

D’autre part, le séquençage de génomes entiers de pathogènes a révélé l’existence de 

mécanismes permettant de générer une variation antigénique au niveau des protéines de la 

surface cellulaire (Fraser 2000). Ces mécanismes sont de trois types :  

- Glissement de la réplication au niveau de répétitions en tandem situées au voisinage de 

gènes ou dans les régions codantes : ce phénomène a été décrit pour H. influenzae 

(Fleischmann 1995), H. pylori (Tomb 1997) et M. tuberculosis (Cole 1998). Il sera évoqué 

plus en détail au paragraphe 1.2.2.1. 

- Recombinaison entre des gènes homologues codant pour des protéines de surface : ce 

phénomène a été décrit chez les mycoplasmes M. genitalium et M. pneumoniae (Fraser 

1995 ; Himmelreich 1996) et chez Treponema pallidum (Fraser 1998). 

- Variabilité clonale au niveau des protéines de surface, semblable à celle qui est observée 

chez le parasite responsable de la malaria, Plasmodium falciparum (Gardner 1998) et qui 

semble également s’appliquer au spirochète Borrelia burgdorferi (Fraser 1997). 

Enfin, le séquençage de génomes est l’approche la plus puissante pour identifier une 

variabilité génomique au sein d’espèces bactériennes, jusqu’au niveau de la souche ou même 

de l’isolat. A la suite de l’attaque bioterroriste d’octobre 2001 qui a disséminé par voie postale 

une poudre de Bacille du charbon (Bacillus anthracis), la séquence de la souche des 

enveloppes (dite « Floride ») a été comparée à la souche d’origine (dite « Ames ») afin de 

mettre en évidence les locus polymorphes entre ces souches et de tenter d’identifier le 

laboratoire d’où provient la souche « Floride » (Read 2002). De telles comparaisons de 

génomes sont grandement facilitées lorsque au moins l’un des génomes est entièrement 

séquencé (et non-pas sous forme de fragments), ce qui est le cas pour un nombre croissant de 
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bactéries d’intérêt médical ou économique. Par exemple, 6 souches de Staphylococcus aureus 

sont actuellement disponibles. Par ailleurs, la comparaison de génomes d’espèces proches 

mais causant des maladies très différentes, telles que M. leprae et M. tuberculosis, ou N. 

meningitidis et N. gonorrhoeae, devrait aider à l’identification des gènes responsables de tel 

ou tel effet pathogène. 

1.1.1.3 Génomes d’archées 

Tableau 1 : Description des génomes d’archées séquencés. 

Espèce souche 
propriétés de 

l'archée 

numéro(s) 
d'accession

* 

Date de 
publication

* 

taille du 
génome 

(kb)* 

nombre 
d'ORFs 
(phases 
ouvertes 

de 
lecture)*

densité en 
ORFs 

(nombre 
d'ORFs 
par kb) 

Pourcen-
tage 

d’ORFS 
inconnues

**  

%GC**
fraction 

codante**

Aeropyrum 
pernix  

K1 
hyperthermophile 

aérobie 
BA000002 30/04/1999 1669 2620 1,57 57% 56% 89% 

Archaeoglobus 
fulgidus  

DSM4304 
hyperthermophile
, réduit le sulfate 

AE000782 27/11/1997 2178 2493 1,14 53% 48,5% 92% 

Halobacterium 
sp 

NRC-1 halophile 
AE004437 
AE004438 

NC_001869
24/10/2000 2014 2058 1,02 60% 68% nd 

Methano- 
bacterium 
thermo- 

autotrophicum 

delta H 
méthanogène 
thermophile 

AE000666 10/11/1997 1751 1918 1,10       

Methanococcus 
jannaschii  

DSM 
2661 

méthanogène 
thermophile 

L77117 
NC_001732 
NC_001733

28/09/1996 1664 1750 1,05 62% 31% 88% 

Methanopyrus 
kandleri 

AV19 
méthanogène 

hyperthermophile 
AE009439 02/04/2002 1694 1691 1,00       

Methanosarcina 
mazei 

Go1 
(DSMZ 
3647) 

méthanogène 
thermophile 

AE008384 10/07/2002 4096 3371 0,82       

Methanosarcina 
acetivorans 

C2A méthanogène AE010299 10/04/2002 5751 4540 0,79 51% 42% 74% 

Pyrobaculum 
aerophilum 

IM2 
hyperthermophile 

aérophile 
AE009441 22/01/2002 2222 2587 1,16       

Pyrococcus 
abyssi  

GE5 hyperthermophile AL096836 13/02/2002 1765 1765 1,00 49% 45% 91% 

Pyrococcus 
furiosus 

DSM 
3638 

hyperthermophile AE009950 12/02/2002 1908 2065 1,08       

Pyrococcus 
horikoshii  

shinkaj 
OT3 

hyperthermophile BA000001 30/04/1998 1738 1979 1,14 42% 42% 91% 

Sulfolobus 
solfataricus 

P2 
thermoacidophile 

aérobie 
AE006641 03/07/2001 2992 2977 0,99       

Sulfolobus 
tokodaii 

7 
thermoacidophile 

aérobie 
BA000023 31/08/2001 2694 2826 1,05       

Thermoplasma 
acidophilum  

DSM 
1728 

thermophile, 
acidophile 

AL139299 28/09/2000 1564 1478 0,95 45% 46% 87% 

Thermoplasma 
volcanium 

GSS1 
thermophile, 
hétérotrophe 

BA000011 19/12/2000 1584 1524 0,96       

* D’après le site « GOLD » [http://ergo.integratedgenomics.com/GOLD/] 

  ** D’après le site du Génoscope [http://www.genoscope.cns.fr/externe/Francais/Sequencage/] 
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Les 16 génomes d’archées dont le séquençage était achevé au 5 août 2003 sont présentés dans 

le Tableau 1. Comme les bactéries, les archées sont hétérogènes (en ce qui concerne le 

pourcentage en GC, la taille des génomes, le nombre de gènes…). Plus de 50% des ORFs 

n’ont pas de fonction connue, ce qui peut refléter le fait que « seulement » 16 archées ont été 

séquencées à ce jour. Certaines espèces proches ont été séquencées, par exemple les 

Pyrococcus : la comparaison de ces trois génomes a mis en évidence des mécanismes 

d’instabilité chromosomique (Zivanovic 2002). 

1.1.2 Les génomes eucaryotes 

1.1.2.1 Le génome humain 

1.1.2.1.1 Le Projet Génome Humain  

Le Projet Génome Humain (HGP : « Human Genome Project ») est né de deux idées qui ont 

émergé au début des années 80 : d’une part, qu’une vue d’ensemble sur les génomes pourrait 

accélérer grandement la recherche biomédicale en permettant aux chercheurs d’appréhender 

les problèmes de façon plus éclairée et plus efficace, et d’autre part, que les données produites 

devraient être mises à disposition de l’humanité entière et que leur dissémination ne devrait 

pas être limitée par des intérêts privés ou nationaux. Ces deux notions ont eu comme 

corollaire la prise de conscience que l’obtention de ces données devrait se faire au travers 

d’efforts collaboratifs internationaux, sans précédent dans le domaine de la biologie. Cet état 

d’esprit d’une communauté consciente de l’ampleur de la tâche que peut représenter l’étude 

du génome humain avait d’ailleurs déjà conduit à des initiatives, dont l’une des plus connues 

est probablement le CEPH (Centre d’Etudes du Polymorphisme Humain), fondé par le 

Français Jean Dausset. Le CEPH a joué un rôle fondamental dans l’organisation du travail de 

cartographie génétique humaine de plusieurs dizaines de laboratoires, souvent concurrents, au 

cours des années 80. L’idée de séquencer le génome humain a été évoquée pour la première 

fois dans des congrès organisés par le Département à l’énergie américain entre 1984 et 1986. 

Le Projet Génome Humain (en l’occurrence la phase de séquençage proprement dite) a été 

lancé en 1990, sur l’initiative de 4 pays (USA, Grande-Bretagne, Japon et France), qui ont 

chacun fondé un centre de séquençage. D’autres pays se sont ensuite joints au projet, comme 

l’Allemagne et la Chine : au final, plus de 20 laboratoires s’y sont impliqués. Jusqu’à 1995, le 

projet a progressé sur deux voies principales : la construction des cartes génétique et physique 

chez l’homme et la souris d’une part, et le séquençage de la levure S. cerevisiae et du 

nématode C. elegans ainsi que de certaines régions de génomes mammifères d’autre part. 

Cette première phase a prouvé que le séquençage à grande échelle était envisageable, par 

l’approche en deux étapes consistant tout d’abord à générer les séquences de fragments 

couvrant le génome de façon fortement redondante (8 à 10 fois), puis à effectuer l’assemblage 

et la finition c’est-à-dire à boucher les trous (« gaps ») et résoudre les ambiguïtés. Cette phase 
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du projet a également permis de montrer que les séquences complètes fournissent des 

informations sur les gènes, les régions régulatrices, et la structure des chromosomes, qui ne 

sont pas accessibles par l’étude exclusive des ADNs complémentaires. En 1995, l’idée de 

produire un brouillon du génome humain (« draft genome sequence ») a été proposée, mais 

elle était prématurée car l’efficacité du séquençage à grande échelle d’un génome complexe et 

riche en répétitions tel que le génome humain n’avait pas encore été prouvée. Des projets 

pilotes ont donc été lancés, afin de démontrer la faisabilité d’un tel projet, avec échéance en 

mars 1999 : ils ont produit avec succès des séquences de bonne qualité (99.99%) et sans 

« gaps », représentant 15% du génome humain tout en permettant de mettre au point des 

stratégies cohérentes pour le séquençage. En mars 1999, le projet de séquençage à grande 

échelle du génome humain a donc débuté, avec pour but initial de produire un « brouillon » de 

la séquence génome humain couvrant cette fois la majeure partie du génome, avant juin 2000. 

L’article paru en février 2001 (Lander 2001) décrit cette première version de la séquence du 

génome humain. Depuis, la phase de finition a été amorcée, en particulier avec le séquençage 

de clones permettant l’élimination des gaps. L’accomplissement de cette tâche a été annoncé 

en avril 2003, pour le cinquantenaire de la découverte de l’ADN (voir Science du 11 avril 

2003 et Nature du 24 avril 2003). Tout au long du projet, les séquences ont été régulièrement 

mises à jour et ont toujours été d’accès libre. De plus, l’analyse des séquences de 

chromosomes complets a été publiée au fur et à mesure de leur achèvement. Ainsi, les articles 

concernant les chromosomes 22 (Dunham 1999) et 21 (Hattori 2000) sont parus avant la 

publication de la séquence brouillon. Depuis, les séquences des chromosomes 20 (Deloukas 

2001), 14 (Heilig 2003) et 7 (Scherer 2003 ; Hillier 2003) ont été publiées. La France, qui est 

l’un des quatre pays à l’initiative du Projet Génome Humain, s’est impliquée tout 

particulièrement dans le séquençage du chromosome 14, par l’intermédiaire de son Centre 

National de Séquençage, le Génoscope (Heilig 2003). 

L’analyse de la séquence « brouillon » du génome humain (22 paires d’autosomes et une paire 

de chromosomes sexuels), premier génome de vertébré séquencé, de taille équivalant à 8 fois 

l’ensemble des génomes séquencés jusque là, soit environ 3000 mégabases (Mb) permet de 

préciser un certain nombre d’observations antérieures  (Lander 2001) : 

- Le génome est constitué de zones hétérogènes à divers points de vue : densité en gènes, en 

éléments transposables, pourcentage en GC, îlots CpG, taux de recombinaison. 

- Les séquences codantes représentent moins de 5% du génome humain, tandis que les 

séquences répétées en constituent plus de 50% dont : (1) des séquences dérivées de 

transposons qui ne sont plus actifs, appelées répétitions dispersées, dont les LINEs (« long 

interspersed elements » ; 20% du génome), les SINEs (« short interspersed 

elements » ; 13%), les transposons LTR (8%), et les transposons à ADN (3%) ;  

(2) des copies inactives (partiellement) de gènes provenant de rétropositions, appelées 

pseudogènes ; (3) des séquences répétées en tandem en majorité des répétitions de 

dinucléotides, (« SSR : simple sequence repeat ») qui représentent environ 3% du 

génome ; (4) des duplications de segments de 10 à 300 kb, copiés d’une région du génome 
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à une autre ; (5) des grands blocs de répétitions en tandem (ADN satellite), comme les 

centromères, les télomères, les bras courts des chromosomes acrocentriques et les gènes 

ribosomiques.  

- Les éléments Alu (SINEs) sont préférentiellement localisés dans les régions riches en GC. 

- Les régions péricentromériques et subtélomériques sont constituées de segments dupliqués 

provenant d’autres régions du génome. Ces duplications de segments sont beaucoup plus 

fréquentes chez l’homme que chez la levure, le nématode ou la drosophile. 

- Le taux de mutation méiotique est à peu près le double chez les mâles par rapport aux 

femelles : la majorité des mutations surviennent chez les mâles. 

- Les régions riches en GC sont bien corrélées avec les « bandes G noires » visibles sur les 

caryotypes. 

- Les taux de recombinaison ont tendance à être plus élevés dans les régions distales (~ 20 

Mb) et sur les bras courts des chromosomes, ce qui permet la survenue d’au moins un 

crossing-over par bras chromosomique à chaque méiose. 

Cette séquence apporte également des réponses majeures :  

- Il y a 30000 à 40000 gènes codant pour des protéines (environ 40% sont de fonction 

inconnue), seulement le double du nombre de gènes du nématode ou de la drosophile. 

Mais ces gènes sont plus complexes, subissant plus de phénomènes d’épissage alternatif 

qui génèrent un plus grand nombre de produits protéiques.  

- L’ensemble des protéines codées par le génome humain (protéome) est plus complexe que 

celui des invertébrés : non seulement il contient des domaines protéiques et des motifs 

spécifiques des vertébrés, mais possède également un ensemble plus riche d’architectures 

de domaines, résultant de réarrangements entre des domaines pré-existants. 

- Certains gènes humains semblent provenir d’éléments transposables et de transferts 

horizontaux depuis les bactéries. Cependant, la question du transfert horizontal des 

bactéries vers les eucaryotes reste très controversée, et cette hypothèse a été réfutée pour 

de nombreux gènes depuis la première analyse du génome humain (Genereux 2003). 

- Plus d’1,4 millions de SNP (« single nucleotide polymorphism » : mutations ponctuelles) 

ont été identifiés, ce qui pourra permettre une étude du déséquilibre de liaison à l’échelle 

du génome entier. 

1.1.2.1.2 Le séquençage du génome humain par la société CELERA 

En 1998, la société CELERA a annoncé qu’elle construisait une plate-forme de séquençage afin 

de déterminer la séquence du génome humain en moins de trois ans. La méthode utilisée, 

appelée WGS (pour « whole-genome shotgun ») par opposition à celle du consortium public, 

basée sur le séquençage de BACs (« bacterial artificial chromosomes ») chevauchants de 

position connue sur le génome humain, a reposé sur l’assemblage de séquences aléatoires 
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provenant de banques plasmidiques générées à partir du génome entier de 5 individus (Venter 

2001). La Figure 4 illustre ces deux stratégies de séquençage (Waterston 2002). 

 
Figure 4 : Comparaison entre les stratégies de séquençage « hierarchical shotgun » et  

« whole genome shotgun », d’après (Waterston 2002). 

L’approche WGS a été inventée et appliquée initialement pour le séquençage des génomes 

bactériens (voir chapitre 1.1.1). Afin de gagner du temps, la société CELERA a incorporé les 

données publiquement accessibles provenant du Projet Genome Humain, aux données 

produites par l’approche WGS afin de générer son propre assemblage. Le résultat de ce 

deuxième séquençage est paru le 16 février 2001 (Venter 2001), en même temps que celui du 

consortium public (15 février 2001 : Lander 2001), et a conduit à des conclusions similaires. 

Le Tableau 2 présente quelques caractéristiques du génome humain issues de la version 

CELERA (Venter 2001). 

Le séquençage du génome humain par la société CELERA, dont le résultat n’est pas librement 

accessible, a déclenché de nombreuses polémiques. Par exemple, dans un article paru en mars 

2002, trois membres du consortium du Projet Génome Humain affirment que la stratégie de 

séquençage « whole-genome shotgun » pour un génome aussi complexe et riche en répétitions 

que le génome humain n’a pas été prouvée  par l’article de Venter et al., car leur assemblage a 

largement profité de l’assemblage effectué par le consortium public (Waterston 2002). 

L’équipe CELERA a aussitôt répondu (Myers 2002) que ces assertions n’étaient pas fondées : 

les données provenant du Projet Genome Humain utilisées par CELERA auraient été 

suffisamment morcelées pour ne pas permettre de rétablir l’assemblage HGP. En tout état de 

cause, les séquences produites par ces deux projets ne sont pas indépendantes, ce qui n’a 
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jamais été nié par l’équipe CELERA. Nous en verrons une illustration dans l’article décrit au 

chapitre 2.3.2 (Denoeud 2003). 

Tableau 2 : Quelques caractéristiques de la version du génome humain produite 
par  CELERA, d’après (Venter 2001). 

taille du génome (y compris les gaps) 2,91 Gb 

taille du génome (excluant les gaps) 2,66 Gb 

%AT 54 

%GC 38 

% bases indéterminées 9 

fenêtre de 50 kb la plus riche en GC chr 2 (65%) 

fenêtre de 50 kb la moins riche en GC chr X (25%) 

% de la séquence correspondant à des répétitions 35 

Nombre de gènes annotés 26383 

Pourcentage de gènes annotés de fonction inconnue 42 

Nombre de gènes hypothétiques et annotés 39114 

Pourcentage de gènes hypothétiques et annotés de fonction inconnue 59 

Gène contenant le plus d'exons Titin (234 exons) 

Taille moyenne des gènes 27 kb 

Chromosome le plus riche en gènes chr 19 (23/Mb) 

Chromosome le moins riche en gènes chr Y, chr 13 (5/Mb) 

Longueur totale des déserts (>500 kb sans gènes annotés) 605 Mb 

% pb dans des gènes (annotés / annotés + hypothétiques) 25,5 / 37,8 

% pb dans des exons (gènes annotés / annotés + hypothétiques) 1,1 / 1,4 

% pb dans des introns (gènes annotés / annotés + hypothétiques) 24,4 / 36,4 

% pb  intergéniques (gènes annotés / annotés + hypothétiques) 74,5 / 63,6 

Chromosome avec la plus grande proportion d'ADN dans des exons annotés chr 19 (9,33) 

Chromosome avec la plus faible proportion d'ADN dans des exons annotés chr Y (0,36) 

Plus longue région intergénique chr 13 (~3 Mb) 

Taux de mutations ponctuelles (SNPs) 1/1250 pb 

1.1.2.1.3 Comparaison entre les deux séquences produites (HGP et CELERA) 

Les observations globales (nombre de gènes, pourcentage en GC, éléments répétés, grandes 

duplications…) issues des deux séquences « brouillons » du génome humain sont similaires. 

Cependant, même si ces deux études ont identifié environ 30000 gènes codant pour des 

protéines, il y a peu de recouvrement entre les gènes prédits de novo (Hogenesch 2001). Il 

apparaît que cette incohérence provient des séquences utilisées pour la prédiction de ces gènes 

et non pas de la méthode de prédiction : il y a des différences majeures entre ces deux 

assemblages du génome humain. En effet, la distribution et la longueur des contigs diffèrent 

(Aach 2001  ; Semple 2002), et les deux assemblages possèdent un certain nombre, 

comparable, de séquences uniques (Aach 2001). La Figure 5 présente une comparaison des 

assemblages CELERA et HGP pour les chromosomes 21 et 22, obtenue en positionnant des 

minisatellites identifiés au cours de cette thèse (Denoeud 2003) sur les scaffolds CELERA et 

les contigs HGP : on peut mettre en évidence des inversions entre les deux assemblages 

proposés. 
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Figure 5 : Comparaison des assemblages proposés par le consortium public 
et la société CELERA pour les chromosomes 21 et 22. 

Une comparaison des différents assemblages d’une portion du chromosome 4 suggère que le 

séquençage de répétitions en tandem est particulièrement délicat par l’approche « WGS » 

(Semple 2002). Nous présenterons au chapitre 2.3.2 une comparaison de la qualité du 

séquençage des répétitions en tandem dans les versions HGP et CELERA des chromosomes 21 

et 22 (Denoeud 2003). 

1.1.2.1.4 Applications du séquençage du génome humain 

La fin du séquençage ne marque évidemment que le début de l’étude du génome humain. La 

première application du séquençage du génome humain porte sur les gènes responsables de 

pathologies : le fait de disposer de cette séquence a facilité l’identification de gènes de 

fonction biochimique inconnue par le clonage positionnel (Wooster 1995), ainsi que l’étude 

de liaisons génétiques en fournissant des candidats de marqueurs microsatellites. Cette 

séquence a également conduit à la mise en évidence des délétions chromosomiques à l’origine 

de syndromes : de telles délétions sont causées dans certains cas par des phénomènes de 

recombinaison entre deux régions provenant d’une duplication intrachromosomique (Shaikh 

2000). De plus, la séquence du génome humain permet d’identifier des paralogues de gènes 

responsables de maladies, ce qui peut avoir deux intérêts : d’une part, de mettre en évidence 
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d’autres gènes causant des maladies génétiques apparentées (Kohl 2000), et d’autre part 

d’identifier de nouvelles voies thérapeutiques (Olivieri 1998). 

Une seconde application porte sur l’identification de cibles pour les médicaments. 

L’identification de paralogues à des cibles connues de médicaments est prometteuse pour 

découvrir de nouvelles cibles (Davies 1999 ; Heise 2000). 

Enfin, le séquençage du génome humain devrait également apporter des informations plus 

fondamentales sur la biologie et la physiologie humaines (Matsunami 2000). 

1.1.2.2 Autres génomes eucaryotes 

Chez les eucaryotes, 18 génomes (ou chromosomes) étaient séquencés en plus du génome 

humain au 5 août 2003 (voir GOLD [http://ergo.integratedgenomics.com/GOLD]), parmi 

lesquels ceux décrits dans le Tableau 3. La proportion de gènes de fonction inconnue varie 

entre 40 et 60% selon le génome eucaryote considéré.   

Tableau 3 : Description de quelques génomes d’eucaryotes séquencés. 

Organisme 
Site Web dédié à la 

séquence 
Nombre de 

chromosomes
Taille du 
génome 

Nombre d’ORFs 
(phases ouvertes 

de lecture) 

Densité en 
ORFs (nb 

d’ORFs/kb) 

Saccharomyces 
cerevisiae 

(levure) 

http://www.yeastge
nome.org/ 

16 12069 kb 6294 0,52 

Plasmodium 
falciparum 

(parasite causant la 
malaria) 

http://www.plasmod
b.org/ 

14 22900 kb 5268 0,23 

Caenorhabditis 
elegans (nématode) 

http://www.sanger.
ac.uk/Projects/C_el

egans/ 
6 97000 kb 19099 0,20 

Arabidopsis. Thaliana 
(plante) 

http://arabidopsis.o
rg/home.html 

5 115428 kb 25498 0,22 

Drosophila 
melanogaster 

(drosophile) 

http://flybase.bio.in
diana.edu/ 

6 137000 kb 14100 0,10 

Mus musculus (souris) 
http://www.ncbi.nlm
.nih.gov/genome/g

uide/mouse/ 
20 ~2500 Mb ~30000 ~ 0,01 
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1.2 Les répétitions en tandem 

1.2.1 Définitions 

Une répétition en tandem est une succession de motifs d’ADN répétés les uns derrière les 

autres, par opposition aux répétitions dispersées dont les unités répétées sont éparpillées dans 

le génome (comme décrit au paragraphe 1.1.2.1). Les différentes unités formant la répétition 

en tandem ne sont pas nécessairement identiques entre elles : le degré de conservation au sein 

d’une répétition en tandem est très variable. Les répétitions en tandem ont été en premier lieu 

étudiées chez les mammifères, où trois catégories ont été distinguées : les satellites, les 

minisatellites, et les microsatellites. Cette distinction correspond à différentes plages de taille 

(pour la longueur totale) et a été faite de façon plus ou moins arbitraire : l’ADN « satellite » a 

tout d’abord été observé et isolé par centrifugation sur gradient de densité, où il constituait 

une fraction particulière (dite « satellite »)  (Britten 1968 ; Meneveri 1984). Ensuite, des 

répétitions en tandem de taille inférieure, pouvant être analysées grâce à la technique de 

Southern Blot, ont été caractérisées (Wyman 1980) puis appelées « minisatellites » (Jeffreys 

1985a). Enfin, les répétitions en tandem de taille encore inférieure ont été nommées 

« microsatellites » lorsque l’avènement de la technique de PCR (« polymerase chain 

reaction ») en a fait des outils courants de génétique moléculaire. Avec le recul, les études 

menées, principalement chez les eucaryotes, sur les mécanismes de création et de mutation de 

ces structures souvent polymorphes laissent penser que cette distinction recouvre une réalité 

biologique, comme nous le verrons dans les paragraphes suivants.  

Les répétitions en tandem sont présentes, dans des proportions variables, chez tous les 

organismes : eucaryotes, procaryotes, et même virus. Dans ces deux derniers groupes, les 

mécanismes sous-jacents n’ont quasiment pas été étudiés, et la distinction entre 

microsatellites et minisatellites est rarement faite. D’autres termes sont couramment 

employés, chez les procaryotes, mais également parfois chez les eucaryotes, pour désigner les 

répétitions en tandem : les SSR (« simple sequence repeat ») et STR (« short tandem repeat ») 

désignent des répétitions en tandem « simples » : elles correspondent aux microsatellites et 

aux minisatellites de petite taille (quelques centaines de paires de bases). Les VNTR 

(« variable number of tandem repeats ») désignent les répétitions en tandem polymorphes, qui 

peuvent appartenir à la classe des microsatellites ou des minisatellites.  

1.2.2 Intérêts des répétitions en tandem chez les 

bactéries 

Les répétitions sont une composante importante des génomes bactériens : elles peuvent 

constituer jusqu’à 10% de ces petits génomes, denses en gènes, et on trouve souvent dans la 
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littérature des allusions, peu précises, au fait que les répétitions en tandem bactériennes se 

trouveraient « fréquemment » dans des gènes. Même si ces observations sont fondées pour un 

certain nombre d’espèces bactériennes, elles restent impossibles à généraliser : la base de 

données des répétitions en tandem que je présente dans cette thèse (voir chapitre 2.1) devrait 

permettre de répondre à ces questions d’une façon plus rigoureuse.  

1.2.2.1 Rôles dans l’adaptation et la virulence des bactéries : 

régulation de l’expression de gènes 

Dans un certain nombre de pathogènes, des répétitions en tandem (SSR pour « simple 

sequence repeats ») présentes en amont ou dans les séquences codantes de protéines de 

surface sont polymorphes et contribuent à l’adaptation de la bactérie aux changements de 

conditions survenant au cours de l’infection de l’hôte. Ce phénomène, appelé variation de 

phase (revue : Henderson 1999), « allume »/« éteint » la synthèse protéique ou fait varier la 

structure de la protéine. Les locus à fort taux de mutation qui y sont impliqués sont appelés 

locus de contingence (Moxon 1994). Par exemple, chez la bactérie Haemophilus influenzae, 

qui colonise les voies respiratoires et peut causer des pneumonies et des méningites, le rôle 

des répétitions en tandem dans la modulation de la virulence est bien documenté. Tout 

d’abord, la variabilité des répétitions a été associée expérimentalement à la modulation des 

gènes impliqués dans la synthèse des pilus et du lipopolysaccharide (LPS) (Weiser 1989). 

Une répétition de dinucléotides dans un promoteur de gènes codant des sous-unités de pilus 

est un facteur régulateur majeur de leur expression : selon le nombre d’unités répétées, 

l’espacement entre les boîtes -35 et -10 est soit favorable soit défavorable à la reconnaissance 

de ce site par l’ARN polymérase (van Ham 1993). Les répétitions en tandem peuvent aussi 

moduler l’expression génique en étant à l’origine de blocages de la réplication (Krasilnikova 

1998), ou en tant que terminateurs de transcription (Guerin 1998).   

D’autres répétitions en tandem ont un effet au niveau de la traduction. Chez H. influenzae, 

différents gènes codant pour des enzymes de synthèse du LPS contiennent des répétitions de 

tétranucléotides, localisées dans les séquences codantes, ce qui est à l’origine de décalages du 

cadre de lecture (Weiser 1990). Un tétranucléotide, situé dans un gène homologue à une 

méthyltransférase de type III, est tellement instable qu’il génère même du mosaïcisme dans 

les cultures bactériennes (De Bolle 2000). Chez Neisseria meningitidis, une répétition en 

tandem de 7 pb dans la phase codante du gène PilQ affecte la biosynthèse des pilus de façon 

quantitative (Tonjum 1998). 

L’implication des SSR dans la modulation de l’expression de gènes a été mise en évidence 

dans une grande variété d’autres bactéries (pour revue : voir van Belkum 1999b) dont 

Escherichia coli (Foster 1994), Neisseria meningitidis (van der Ende 1995), Bacillus 

anthracis (Jackson 1997), ou Mycoplasma gallisepticum (Glew 1998). Le séquençage des 

génomes bactériens a ouvert la voie à une analyse plus systématique des gènes 

potentiellement impliqués dans la variation de phase. Lorsque la séquence complète du 
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génome de H. influenzae a été connue, un catalogue des répétitions en tandem de type 

microsatellites a pu être établi (Fleischmann 1995) : la plupart de ces répétitions sont 

associées à des gènes potentiellement impliqués dans la virulence (molécules d’adhésion, 

enzymes de synthèse du LPS…) (Hood 1996). De la même façon, le séquençage du 

pathogène Helicobacter pylori (Tomb 1997) a permis de mettre en évidence une trentaine de 

gènes associés à des SSR, c’est-à-dire potentiellement impliqués dans la variation de phase 

(Saunders 1998). Ces gènes codent pour des enzymes de biosynthèse du LPS, des protéines de 

surface, et des enzymes de restriction. Le séquençage d’une seconde souche de cette bactérie 

(Alm 1999) a rendu possible l’identification de SSR polymorphes entre les deux souches 

considérées. La plupart de ces candidats subissent bel et bien une variation d’expression selon 

le nombre de répétitions. 

Par ailleurs, des répétitions en tandem appartenant à des phases ouvertes de lecture et dont le 

motif est multiple de 3 génèrent des polymorphismes au niveau des protéines, ce qui peut être 

à l’origine d’une variation antigénique :  

- Chez Staphylococcus aureus, des protéines de surface impliquées dans la reconnaissance 

des molécules d’adhésion de la matrice extracellulaire de l’hôte contiennent de nombreuses 

répétitions en tandem, dont le nombre de répétitions influe sur l’accessibilité du domaine actif 

(voir Tableau 4).  

- Chez Bacillus anthracis, une répétition en tandem dans le gène de l’exosporium est à 

l’origine de variations de la longueur des filaments de la surface des spores (Sylvestre 2003). 

- Chez les streptocoques du groupe A, la protéine M, protéine de surface et facteur de 

virulence est soumise à une grande variabilité antigénique causée vraisemblablement par des 

événements de recombinaison homologue (Hollingshead 1987). 

- Chez les streptocoques du groupe B, la protéine alpha C, antigène de surface, contient 

une répétition en tandem polymorphe qui lorsqu’elle est délétée permet d’échapper à la 

réponse immunitaire de l’hôte (Madoff 1996 ; Gravekamp 1998).  

- Chez le mycoplasme Mycoplasma hyorhinis, les protéines de surface du système VIp  

confèrent aux bactéries, par leur variation de taille, une résistance contre les anticorps produits 

par l’hôte (porc) (Citti 1997). 

Le Tableau 4 liste des répétitions en tandem associées à des gènes de fonction connue chez 

différentes bactéries (van Belkum 1998) : selon la taille de leurs motifs répétés, certaines 

appartiennent à la classe des microsatellites et d’autres à la classe des minisatellites.  
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Tableau 4 : Description de gènes bactériens associés à des répétitions 
en tandem, d’après (van Belkum 1998). 

Niveau de régulation du gène

 Espèce Motif répété Gène 
transcription 

Traduction / 
protéine 

Fonction du gène 

CAAT lic1-lic3 - + 
biosynthèse du 

lipopolysaccharide 

GCAA yadA - + adhésine 

GACA lgtC - + glycosyltransférase 

TTGG ND - + protéines liant le fer 

AGTC ND - + méthyltransférase 

TTTA ND - + 
homologue d’une protéine de 

Bacillus 

H. influenzae 

TA HifA/B + - synthèse des fimbriae (pilus) 

G lsi2 + - 
biosynthèse du 

lipopolysaccharide 

CTCTT opa - + protéines d’opacité  

A opa + - protéines d’opacité 

N. meningitidis 

G porA + - protéine de la membrane externe

93 pb fnb - + protéine se liant à la fibronectine

561 pb cna - + adhésine du collagène 

81 pb coa - + coagulase 

24 pb spa - + protéine A 

S. aureus 

18 pb clf - + récepteur du fibrinogène 

60 pb pspA - + 
protéine de surface des 

pneumocoques 

69 pb emm - + 
protéine de résistance à la 

phagocytose 

Streptococcus 
spp. 

246 pb αC - + protéine αC 

E. faecalis TAGTARR 
rep1et 
rep2 

+ - 
itéron: régule la réplication et le 

transfert des plasmides 

36 et 39 pb vlp - + protéine membranaire variante 
M. hyorhinus 

A vlp + - protéine membranaire variante 

M. bovis 24 pb vspA - + 
lipoprotéine de la surface 

membranaire 

M. fermentans A P78 - + lipoprotéine de transporteur ABC

U. urealyticum 18 pb MB - + antigène spécifique de MB 

B. anthracis 12 pb vvrA - + 
homologue de la protéine de la 

gaine microfilaire 

L. 
monocytogenes 

66 pb prfA - + 
homologue à l’internaline riche 

en leucine 

E. coli A et C lac + - β-galactosidase 

A. marginale 87 pb Msp1α - + protéine majeure de la surface 

1.2.2.2 Utilisation en épidémiologie 

Les répétitions en tandem sont souvent polymorphes et leurs allèles, de tailles différentes, sont 

facilement identifiables par PCR à partir d’amorces spécifiques des flanquantes, suivie d’une 

simple migration sur gel. Cette procédure est illustrée par la Figure 6. Ces structures, dont 

l’analyse est simple et rapide, ont une utilité en tant que marqueurs épidémiologiques. En 

effet, afin de comprendre le mode de dissémination des infections dans les communautés et 

les hôpitaux, et d’appréhender les changements évolutifs qui ont donné lieu à des avantages 

sélectifs, la distinction précise entre différents isolats d’une même espèce bactérienne est 

indispensable. Elle peut être faite grâce aux répétitions en tandem polymorphes, en particulier 
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dans des espèces d’émergence récente, comme Yersinia pestis (Achtman 1999) et Bacillus 

anthracis, pour lesquelles elles constituent une source majeure de polymorphisme. 

 

Figure 6 : Utilisation d’une répétition en tandem polymorphe afin de  
distinguer des souches bactériennes. 

Quelques précautions doivent cependant être observées quant à l’utilisation des répétitions en 

tandem pour l’épidémiologie bactérienne (van Belkum 1999a). D’une part, certaines 

répétitions ne sont pas neutres du point de vue évolutif, c’est-à-dire que certains allèles 

peuvent conférer un avantage sélectif à certains isolats. Elles peuvent donc conduire à des 

conclusions erronées sur la proximité des souches, qui peuvent avoir le même allèle car elles 

ont été confrontées au même hôte et non pas parce qu’elles sont génétiquement proches. Cela 

dit, de nombreuses répétitions en tandem non neutres sont utilisées de façon efficace en 

épidémiologie : par exemple, celle de la coagulase de Staphylococcus aureus (Shopsin 2000). 
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D’autre part, les locus de contingence, subissant la variation de phase (voir paragraphe 

1.2.2.1) n’ont aucune valeur épidémiologique et doivent par conséquent être évités. Ces locus 

sont toutefois rares : dans l’ensemble, les répétitions en tandem ne subissent pas d’altérations 

au cours de leur manipulation en laboratoire (van Belkum 1997 ; Stothard 1998).  

Les répétitions en tandem ont été validées en tant que marqueurs épidémiologiques dans 

différentes espèces bactériennes, dont Mycobacterium tuberculosis (Frothingham 1998 ; 

Supply 2000), Bacillus anthracis (Jackson 1997 ; Keim 2000), et Haemophilus influenzae 

(van Belkum 1997). L’un des avantages majeurs de la technique de typage de répétitions en 

tandem est qu’elle est relativement simple et peu coûteuse par rapport aux autres techniques 

de génotypage communément utilisées (van Belkum 2001 ; Olive 1999). En outre, cette 

méthode est d’analyse facile, et reproductible, contrairement à celles qui génèrent des profils 

mutlibandes, comme : 

- l’électrophorèse en champ pulsé (Tenover 1995) 

- la RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Williams 1990) 

- l’AFLP (Amplified fragment Length Polymorphism) (Vos 1995) 

- la RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), nommée ribotypage lorsqu’elle 

est appliquée à l’ADN ribosomique 16s-23s (Bingen 1994). 

La technique MLST (multilocus sequence typing) (Maiden 1998), qui consiste à séquencer 

différents gènes de ménage, est très reproductible mais beaucoup plus coûteuse que le typage 

de répétitions en tandem ou MLVA (multilocus VNTR analysis). Le séquençage d’un nombre 

croissant de génomes bactériens va faciliter grandement l’identification de ce type de 

séquences. Dans la suite de cette thèse, je présenterai les différents outils informatiques que 

j’ai développés en tirant profit de la disponibilité de séquences, parfois de plusieurs souches 

d’une même espèce, afin d’identifier des marqueurs polymorphes pour le génotypage. Ces 

outils ont été appliqués avec succès à diverses espèces bactériennes, ce qui a fait l’objet de 

plusieurs publications (Le Flèche 2001; Le Flèche 2002 ; Pourcel 2003 ; Onteniente 2003). 

1.2.2.3 Les familles de répétitions en tandem bactériennes 

La notion de famille de répétitions en tandem a été introduite pour décrire des locus ayant des 

motifs répétés similaires et qui sont trouvés en plusieurs localisations. Souvent, il s’agit d’une 

simple coïncidence, d’une similitude de séquence due à la faible complexité du motif 

élémentaire et dans ce cas le terme de famille est abusif. Parfois, les « familles » existent bel 

et bien : deux cas se distinguent alors. Le plus simple est le cas de la famille dans laquelle la 

flanquante est également conservée. Par exemple, si un élément transposable contient une 

répétition en tandem, la répétition en tandem est alors un simple passager. Le cas de familles 

de répétitions en tandem sans flanquantes communes est plus curieux, et encore 

inexpliqué (Supply 1997). De façon encore plus intéressante, une famille de répétitions en 

tandem présente dans de nombreux génomes procaryotes (bactéries et archées) a été mise en 
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évidence (Mojica 2000). Ces éléments ont été appelés CRISPR (« clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats »). Il s’agit de répétitions d’un motif bien conservé, de 

taille variant entre les génomes considérés (de 21 pb dans S. typhimurium à 37 pb dans la 

cyanobactérie Anabaena sp. (Masepohl 1996)), espacées par des séquences non conservées, 

mais de longueur constante, du même ordre de taille que le motif conservé (Jansen 2002). 

Elles peuvent être assimilées à des répétitions en tandem ayant un motif répété comprenant 

une région bien conservée et une région variable : ces régions variables sont appelées 

espaceurs.  

Tableau 5 : Caractéristiques des CRISPRs trouvés dans différents génomes, 
 d’après (Mojica 2000). 

Organisme 
(archées, bactéries) 

Taille du 
motif 

conservé 
répété (a) 

Taille de 
l’espaceur 

(b) 

Taille de 
l’unité 

répétée en 
tandem (a+b)

Nombre de 
locus dans le 

génome 

Nombre de 
répétitions en 

tandem / 
locus 

H. volcanii 30 nd* nd ≥ 2 nd 

H. mediterranei 30 33-39 63-69 3 21/nd/nd 

M. jannaschii 28-30 31-51 59-81 7
A
 + 6

B
 + 1

C
 4-25 

M. thermoautotrophicum 30 34-38 64-68 2 124/47 

A. fulgidus 37
A
/30

B
 ~37 ~74

A
/~67

B
 1

A
 + 2

B
 19

A
/27

A
/42

B
 

S. solfataricus 25 ~40 ~65 ≥ 2 94/102 

P. abyssi 29
A
/30

B
 26-43 55-73 1

A
 + 2

B
 7

A
/22

B
/27

B
 

P. horikoshii 29 34-58 63-87 3 18/26/66 

A. pernix 24
A
/23

B
 37-52 60-76 2

A
 + 1

B
 19

A
/27

A
/42

B
 

T . maritima 30 39-40 69-70 8 2-40 

A. aeolicus 29 36-38 65-67 1 6 

E. coli 29 32-33 61-62 3 2/7/13 

S. typhi 29 32 61 ≥ 1 6 

C. jejuni 36 30 66 1 5 

Y. pestis 28 32-33 60-61 2 6/9 

C. difficile 29 36-38 65-67 4
A
 + 2

B
 5-17 

M. tuberculosis 36 38-40 74-76 1 Variable 

Calothrix sp. 37 35-41 72-78 > 1 5 

Anabaena sp. 37 32-43 69-80 > 1 17 

* nd : non déterminé 

* A, B, C : CRISPRs de différents types (plus de 3 pb de différence dans le motif conservé) 

  dans un même organisme 

Dans un génome, les CRISPRs peuvent se retrouver en plusieurs localisations, avec un motif 

répété très conservé d’un locus à l’autre, même si le nombre de répétitions peut varier (van 

Embden 2000). Dans certains cas, on trouve plusieurs types de CRISPRs, dont les motifs 

conservés sont différents, dans un même génome. Le nombre de répétitions peut également 

varier, en un même locus, d’une souche à l’autre : certains CRISPRs ont donc été exploités 

pour l’épidémiologie (Kamerbeek 1997). En revanche, d’une espèce à l’autre (sauf espèces 

proches comme par exemple Pyrococcus abyssi, horikoshii et furiosus (Zivanovic 2002)), les 

motifs conservés constituant les CRISPRs ont peu d’homologie : une exception est à noter 

entre Neisseria meningitidis et Pasteurella multocida. Certaines caractéristiques de séquence 

sont cependant communes aux CRISPRs de toutes les espèces : le motif répété conservé 

contient une symétrie dyade (souvent GTT à une extrémité et AAC à l’autre extrémité). En 

général, une séquence flanquante de quelques centaines de pb est conservée entre tous les 
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locus CRISPRs d’un génome donné, qui n’a pas d’homologie avec les flanquantes des 

CRISPRs d’autres génomes. Enfin, tous les génomes bactériens ne contiennent pas de 

CRISPRs et la présence de ces CRISPRs est strictement associée à des gènes appelés cas pour 

« CRISPR associated genes », qui pourraient correspondre à des protéines se liant à l’ADN 

(Jansen 2002). Les mécanismes de création et de dispersion dans les génomes, ainsi que la 

fonction biologique des CRISPRs, sont encore inconnus et méritent d’être étudiés. Le 

Tableau 5 présente les caractéristiques des CRISPRs trouvés dans différents génomes (Mojica 

2000). Il s’agit cependant là d’une classe très particulière de répétitions en tandem, qu’il ne 

faut pas confondre avec les répétitions en tandem de type mini- ou microsatellites. 

L’existence de répétitions de type CRISPR dans les génomes eucaryotes n’a pas été 

documentée jusqu’à présent. Il serait toutefois intéressant de s’assurer de l’absence de tels 

éléments en explorant de façon systématique les génomes eucaryotes dont la séquence est 

achevée (une recherche effectuée sur les génomes eucaryotes accessibles dans la base de 

données des répétitions en tandem n’a pour l’instant pas mis en évidence de locus CRISPR). 

1.2.3 Intérêts des répétitions en tandem chez l’Homme 

D’après l’article analysant la séquence issue du Projet Génome Humain, les répétitions en 

tandem représentent environ 3% du génome humain, la majorité (en nombre de locus) étant 

des répétitions de dinucléotides (0.5% de l’ensemble du génome). Il y a environ 1 répétition 

en tandem tous les 2 kilobases, soit 437 répétitions en tandem par mégabase.  

1.2.3.1 L’ADN satellite 

L’ADN satellite rencontré dans les grands génomes correspond à des structures dont la 

longueur totale atteint plusieurs mégabases (Mb). L’ADN satellite est localisé dans les régions 

péricentromériques ou d’hétérochromatine télomérique des eucaryotes (Charlesworth 1994). 

Les satellites semblent jouer des rôles importants dans la structuration des génomes : ils sont 

les constituants majeurs des centromères fonctionnels, ce qui a été montré chez l’homme 

(Schueler 2001) et chez la drosophile (Sun 1997), où ils sont nécessaires pour le bon 

déroulement de la mitose et de la méiose (Csink 1998). Les séquences des satellites 

centromériques diffèrent même entre des organismes proches, ce qui est associé à des 

changements dans les histones correspondantes (Henikoff 2001). L’ADN satellite 

centromérique évolue rapidement (Ugarkovic 2002), ce qui pourrait, en provoquant 

l’évolution adaptative des histones centromériques, être à l’origine du processus de spéciation 

(Malik 2001). 

1.2.3.2 Intérêts des microsatellites humains 

Les microsatellites ont une unité répétée de 1 à 10 paires de bases (pb) environ, et une 

longueur totale de quelques dizaines à quelques centaines de paires de bases. Ils sont répartis 
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de façon relativement homogène le long des chromosomes eucaryotes, même si leur 

abondance dans différentes régions du génome varie selon le type de répétition 

(mononucléotides, dinucléotides…) (Toth 2000) et que dans certaines espèces, ils sont moins 

abondants aux environs des centromères, par exemple chez A. thaliana (Lin 1999) ou ont 

tendance à s’organiser en clusters, par exemple chez la drosophile (Bachtrog 1999). En 

particulier, les régions codantes sont moins riches en microsatellites que les régions non-

codantes sauf en ce qui concerne les motifs de 3 ou 6 pb, ce qui peut correspondre à une 

contre-sélection des mutations de décalage du cadre de lecture (Metzgar 2000 ; Morgante 

2002 ; Li 2002). Certaines de ces observations restent  approximatives et mériteront d’être ré-

examinées, puisque, comme nous le montrons dans cette thèse, l’étude des répétitions en 

tandem à l’échelle de génomes entiers est dorénavant possible. 

1.2.3.2.1 Utilisation comme marqueurs génétiques 

Les microsatellites, qui sont distribués de façon homogène sur tout le génome humain, et sont 

fréquemment polymorphes, représentent la source la plus abondante de marqueurs génétiques 

chez l’Homme. Ils sont à la base de l’élaboration de la carte du génome humain par le 

Généthon, en particulier les microsatellites de type (CA/GT) (Gyapay 1994 ; Dib 1996). Les 

répétitions de mononucléotides poly (A/T), de dinucléotides (CA/GT) et de trinucléotides 

(AAT) sont les plus communes (Beckmann 1992 ; Hancock 1998 ; Lander 2001). Le 

Tableau 6 présente le nombre de répétitions en tandem de longueur comprise entre 1 et 10 sur 

le génome humain (Lander 2001). 

Tableau 6 : Description des répétitions en tandem trouvées dans la séquence du génome 
humain produite par le consortium public, d’après (Lander 2001). 

Taille du motif 
répété (pb) 

Nombre moyen de bases appartenant à une 
répétition en tandem, par Mb 

Nombre moyen de répétitions en 
tandem par Mb 

1 1660 36,7 

2 
5046  

(dont AC: 50%, AT: 35%, AG: 15%, GC: 0,1%) 
43,1 

3 
1013 

 (dont AAT: 33%, AAC: 21%, 
ACC: 4%, AGC: 2,2%, ACT: 1,4%, ACG: 0,1%)

11,8 

4 3383 32,5 

5 2686 17,6 

6 1376 15,2 

7 906 8,4 

8 1139 11,1 

9 900 8,6 

10 1576 8,6 

1.2.3.2.2 Différents rôles biologiques attribués aux microsatellites 

Les microsatellites sont associés à un certain nombre de processus cellulaires, chez l’homme 

comme chez d’autres organismes : 
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- Structure de l’ADN :  

Dans différentes espèces, l’abondance relative de répétitions dinucléotidiques semble être 

associée à différentes caractéristiques structurales à grande échelle de l’ADN, comme la 

courbure ou le surenroulement (Karlin 1998 ; Baldi 2000).  

- Structure des télomères :  

Les télomères humains sont constitués d’une répétition en tandem d’un motif de 6 paires 

de bases, de type microsatellite : TTAGGG. L’ADN des mammifères étant linéaire, deux 

problèmes majeurs se posent : comment répliquer les molécules d’ADN sans en raccourcir 

les extrémités, et comment les extrémités de l’ADN sont-elles protégées de l’activité des 

exonucléases ? Chez la plupart des eucaryotes, les extrémités des chromosomes 

(télomères) sont répliquées par une polymérase particulière, appelée télomérase. Cette 

ribonucléoprotéine qui a une activité de transcriptase inverse utilise son propre ARN 

comme matrice pour la synthèse d’ADN. L’activité de la télomérase est élevée dans les 

cellules embryonnaires et devient inexistante dans les cellules différenciées. De plus, son 

activité varie lorsque les cellules entrent ou sortent du cycle cellulaire. Ces observations 

ont conduit à formuler l'hypothèse suivante : le raccourcissement progressif des télomères 

dans les cellules somatiques conduirait à l'arrêt de la division cellulaire et à la sénescence ; 

les télomères seraient ainsi impliqués dans le processus de vieillissement cellulaire et de 

cancérogénèse (Autexier 1996). A l’inverse, en conservant une longueur constante de 

leurs télomères, les cellules germinales (télomères courts) et cancéreuses (télomères 

longs) continueraient de se diviser indéfiniment. La séquence répétée constituant les 

télomères humains (TTAGGG)n est riche en G, ce qui confère à ces séquences simple-

brin la capacité de se replier sous forme de structures 4-brins ou tétraplexes (Henderson 

1987), stables dans les conditions physiologiques et insensibles aux endo- et exonucléases. 

- Effet sur la recombinaison : 

Les microsatellites pourraient correspondre à des points chauds de recombinaison. En 

effet, une répétition (GT)30 insérée dans un chromosome de levure, augmente la fréquence 

de recombinaison méiotique et de conversion génique dans les régions adjacentes (Treco 

1986). De même, dans des cellules humaines en culture, cette répétition (GT)30 augmente 

la recombinaison entre vecteurs plasmidiques (Wahls 1990). De plus, les répétitions 

dinucléotidiques ont une forte affinité pour les enzymes de recombinaison (Biet 1999), qui 

augmente avec le nombre de copies (Dutreix 1997). Il a également été proposé que les 

microsatellites influencent directement la recombinaison par l’intermédiaire de leurs effets 

sur la structure de l’ADN (conformation Z) (Biet 1999). Enfin, sur le chromosome 22 

humain, la distribution des répétitions de type (GT/CA) est corrélée aux points chauds de 

recombinaison (Majewski 2000). 

- Effet sur la réplication de l’ADN et le cycle cellulaire : 

Les microsatellites pourraient affecter la réplication. Par exemple, dans des cellules de 

mammifères, des phénomènes d’amplification sont co-sélectionnables avec un 
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microsatellite instable (Caligo 1999). De plus, certaines enzymes du contrôle du cycle 

cellulaire sont codées par des gènes contenant des répétitions en tandem, qui si elles sont 

mutées, par exemple dans un contexte d’instabilité causé par des mutations du système de 

réparation des mésappariements, peuvent contribuer à la transformation cancéreuse 

(Johannsdottir 2000). 

- Association avec les enzymes de réparation des mésappariements (« MMR ») : 

Les enzymes de réparation des mésappariements corrigent les erreurs de réplication et 

inhibent la recombinaison entre des séquences divergées, ce qui contrôle le taux de 

mutation et l’adaptation évolutive. Les gènes MMR mineurs contiennent des répétitions 

de A chez une grande variété d’eucaryotes : Homo sapiens, Mus musculus, 

Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Drosophila melanogaster, 

Arabidopsis thaliana ainsi que chez le procaryote Escherichia coli. Ces microsatellites, 

vulnérables aux insertions et délétions spontanées, peuvent introduire des décalages du 

cadre de lecture dans les protéines correspondantes. La perte d’activité d’un de ces gènes 

mineurs de réparation des mésappariements provoquerait alors des phénotypes mutateurs 

modérés (par rapport à des mutations dans les gènes MMR majeurs), ce qui permettrait de 

moduler le taux de mutations adaptatives nécessaires à l’évolution (Chang 2001). 

- Régulation de gènes :  

Les répétitions en tandem présentes dans les promoteurs semblent pouvoir affecter 

l’activité des gènes en agissant au niveau transcriptionnel : l’augmentation du nombre de 

répétitions peut faire diminuer le taux de transcription (Lanz 1995 ; Gebhardt 2000), ou le 

faire augmenter (Okladnova 1998 ; Xu 1998). Des microsatellites présents dans des 

introns semblent aussi affecter la transcription, soit en agissant comme des régulateurs 

transcriptionnels (Meloni 1998), soit en modifiant la courbure de l’ADN pour rapprocher 

le promoteur de régions régulatrices (Gebhardt 1999). Par ailleurs, chez S. Cerevisiae, les 

répétitions trinucléotidiques sont plus fréquentes dans les gènes régulateurs de la 

transcription et de la transduction du signal, et sont sous-représentées dans les gènes de 

protéines de structure, ce qui suggère également une influence de ces éléments sur la 

transcription (Young 2000).  

Certaines séquences microsatellites ont également la capacité de lier des protéines 

(éléments régulateurs). Par exemple, des protéines se liant aux poly(GA) et poly(GT) ont 

été identifiées dans des fibroblastes humains (Aharoni 1993), et des séquences (GT)n ou 

(GT)n(GA)n présentes dans les introns de gènes du système immunitaire se lient à des 

protéines nucléaires (Epplen 1993). Le nombre de répétitions peut influer sur ces liaisons, 

la protéine ne se liant qu’à des répétitions en tandem d’une certaine taille (Winter 1989). 

Enfin, différentes études ont montré que les microsatellites avaient un effet sur la 

traduction, par exemple chez la bactérie Escherichia coli (Martin-Farmer 1999), et chez 

l’homme (Sandberg 1997).  
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De plus, le polymorphisme des microsatellites codants peut avoir des conséquences sur 

des pathologies humaines, comme nous le décrirons dans le paragraphe suivant. 

1.2.3.2.3 Pathologies associées aux microsatellites 

1.2.3.2.3.1 Les maladies neurodégénératives liées à l’expansion de triplets 

Tableau 7 : Description des pathologies humaines causées par 
l’expansion de triplets, d’après (Timchenko 1999). 

Maladie 

Motif répété 
(nb copies  
individus 
atteints) 

Localisation 
de la 

répétition 
Transmission

Conséquences de la 
mutation 

Références 

SBMA : atrophie 
musculaire spinale et 

bulbaire 
(CAG)40-62 ORF 

dominante liée 
à l’X 

(Brooks 1995) 

HD : maladie de 
Huntigton 

(CAG)36-
121 

ORF 
autosomale 
dominante 

(Hofferbert 
1997) 

DRPLA : atrophie 
dentatorubrale et 
pallidoluysienne 

(CAG)49-88 ORF 
autosomale 
dominante 

(Nagafuchi 
1994) 

MJD/SCA3 : maladie de 
Macado-Joseph/ ataxie 
spinocérébelleuse de 

type 3 

(CAG)68-79 ORF 
autosomale 
dominante 

(Cancel 1995) 

SCA1 : ataxie 
spinocérébelleuse de 

type 1 
(CAG)41-81 ORF 

autosomale 
dominante 

(Orr 1993) 

SCA2 : ataxie 
spinocérébelleuse de 

type 2 
(CAG)35-59 ORF 

autosomale 
dominante 

(Imbert 1996) 

SCA6 : ataxie 
spinocérébelleuse de 

type 6 
(CAG)21-27 ORF 

autosomale 
dominante 

Traduction de protéines 
mutantes contenant de 
longues régions poly-

glutamine, qui 
conduisent à la mort 

cellulaire (voir Robitaille 
1997 ; La Spada 2003) 

(Zhuchenko 
1997) 

FraX : syndrome de l’X 
fragile 

(CGG)60-
2000 

5’ UTR 
dominante liée 

à l’X 

plus de transcription de 
FMRP1, protéine se liant 

à l’ARN 

(Verkerk 1991; 
Fu 1991) 

DM : dystrophie 
myotonique 

(CTG)50-
2000 

3’ UTR 
autosomale 
dominante 

1- plus de maturation de 
l’ARN de DMPK 
2-  plus de transcription 
de DMPK 

(Brook 1992) 

FRDA : ataxie de 
Friedreich 

(GAA)200-
900 

intron 1 
autosomale 
récessive 

plus d’ARNs messagers 
de la frataxine dans les 

mitochondries 
conduisant à l’altération 
du métabolisme du fer 

(Campuzano 
1996) 

Des expansions de répétitions trinucléotidiques sont associées à des maladies 

génétiques neurodégénératives (pour revue, voir : Monckton 1995 ; Wells 1996 ; Timchenko 

1999) : le Tableau 7 décrit les différentes maladies de ce type. Elles sont caractérisées par 

l’expansion de triplets qui passent d’un nombre de copies inférieur à 15 chez les individus 

normaux à un nombre beaucoup plus élevé, pouvant atteindre plusieurs centaines de copies 

selon la maladie, chez les individus atteints. Un phénomène d’anticipation y est associé : la 

pathologie est de plus en plus sévère et survient de plus en plus tôt de génération en 

génération, ce qui correspond à une augmentation du nombre de répétitions (Wells 1996).  
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D’autres maladies sont associées à des microsatellites dont l’unité n’est pas un triplet. C’est le 

cas pour la rétinopathie diabétique, associée à une répétition (CA)n en 5’ de l’aldose réductase 

(Fujisawa 1999), ainsi qu’à une répétition (CCTTT)n dans le promoteur de NOS2A (Warpeha 

1999) et pour la fibrose du poumon après greffe, associée à une répétition (CA)n dans le 

premier intron de l’interféron Ȗ (Awad 1999). 

1.2.3.2.3.2 Microsatellites et cancer 

Environ 15% des cancers sporadiques colorectaux (Liu 1995), gastriques (Leung 2000) et 

endométriaux (Basil 2000) sont associés à une instabilité des microsatellites ou MSI 

(« microsatellite instability ») (revue : Atkin 2001). On distingue deux types de variations des 

microsatellites associées aux cancers humains : le type A correspond à des petites variations 

de taille, de moins de 6 paires de bases, et le type B à des variations plus importantes, 

supérieures à 8 pb. L’instabilité de type A a été associée à des défauts du système de 

réparation des mésappariements. Une telle corrélation n’est toujours pas claire pour 

l’instabilité de type B, qui semble par ailleurs être associée à des prédispositions familiales 

(revue : Li 2002). Lorsque le système de réparation des mésappariements n’est plus efficace, 

le taux de mutation des microsatellites  augmente 100 fois et les protéines contenant ce type 

de séquences risquent donc d’être altérées. Des mutations de décalage du cadre de lecture ont 

effectivement été trouvées, avec des fréquences variables, dans des gènes codant pour des 

protéines impliquées dans la transduction du signal, l’apoptose et les mécanismes 

inflammatoires, la régulation de la transcription, et la réparation de l’ADN (Jacob 2002). 

Cependant, il est difficile de savoir si ces gènes sont les véritables cibles du processus 

d’inactivation par décalage du cadre de lecture et sont donc impliqués dans l’initiation des 

tumeurs ou leur progression, ou si leur mutation n’est qu’une conséquence sans pertinence de 

l’altération du système de réparation des mésappariements (Woerner 2003). Différentes 

cibles, suppresseurs de tumeurs, contenant des répétitions mutant à forte fréquence dans le 

contexte « MSI » ont déjà été identifiées, par exemple, TGFȕ-RII (récepteur d’hormone de 

croissance) (Markowitz 1995), et APC (Laken 1997). 

1.2.3.3 Intérêts des minisatellites humains 

Les minisatellites sont constitués d’unités d’une quinzaine à plusieurs centaines de paires de 

bases répétées sur une centaine à quelques milliers de paires de bases. Le premier minisatellite 

humain a été mis en évidence en 1980 par Wyman et al. (Wyman 1980), et le premier 

minisatellite de levure en 1984 par Horowitz et Haber (Horowitz 1984). Le nom de 

« minisatellites » leur a été donné par Jeffreys en 1985, qui a découvert la grande utilité de ces 

structures extrêmement polymorphes pour réaliser les premières « empreintes génétiques » 

(Jeffreys 1985a ; Jeffreys 1985b). Des minisatellites ont été identifiés et caractérisés dans 

divers génomes (pour revue, voir Bois 2003). Chez l’homme, 90% des minisatellites sont 

localisés dans les régions subtélomériques (Royle 1988), ce qui n’est pas le cas pour d’autres 

eucaryotes comme la souris, le rat ou le porc (Amarger 1998).  
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1.2.3.3.1 Utilisation pour les empreintes génétiques et en tant que 

marqueurs génétiques 

Les minisatellites ont été largement utilisés pour établir des empreintes génétiques (Jeffreys 

1985b). Il s’agit d’hybrider des sondes contenant des séquences riches en GC sur des 

Southern Blots. La technique de Southern Blot consiste à digérer l’ADN génomique d’un 

individu par des enzymes de restriction. Les fragments d’ADN sont ensuite séparés par 

électrophorèse puis transférés sur une membrane. La sonde s’hybridant à de nombreuses 

répétitions en tandem de taille variable, des profils complexes, uniques pour chaque individu, 

sont générés. Cette technique a été très utilisée dans les débuts de la médecine légale et pour 

les recherches de paternité mais a été depuis remplacée par le typage de microsatellites : elle 

avait en effet l’inconvénient d’être difficile à interpréter à cause de la multiplicité des bandes 

(revue : Bennett 2000). Par ailleurs, même si les microsatellites sont, grâce à leur distribution 

homogène, un outil de choix pour la cartographie génétique, les minisatellites restent une 

source de marqueurs génétiques pour des investigations concernant les extrémités 

télomériques où ils sont plus abondants. Par exemple, le retard mental est souvent associé à 

des délétions d’extrémités chromosomiques, et certaines ont pu être mises en évidences grâce 

à des marqueurs minisatellites (Giraudeau 1997 ; Giraudeau 2001). 

1.2.3.3.2 Rôles biologiques attribués aux minisatellites 

La plupart des minisatellites sont localisés dans des régions intergéniques. Ils peuvent 

cependant avoir des fonctions. Elles sont évoquées dans la revue (Vergnaud & Denoeud 

2000) qui sera présentée au chapitre 2.3.1: 

- Certains sont soupçonnés de jouer un rôle dans les phénomènes d’empreinte parentale 

(Chaillet 1995 ; Neumann 1995). 

- D’autres constituent des sites fragiles (revue : Handt 2000), cassures chromosomiques 

survenant lors de la métaphase à des localisations caractéristiques et induites par différents 

types de traitements des cellules en culture (Sutherland 1998). Par exemple, le site fragile 

FRA10B est un minisatellite d’unité répétée de 42 pb (Hewett 1998) et FRA16B est un 

minisatellite de motif de 33 pb riche en AT (Yamauchi 2000). Le minisatellite situé dans 

le locus IGH (Tableau 8) joue peut-être également un rôle dans les événements de 

recombinaison qui ont lieu à ce locus (Brusco 1999).  

- Enfin, de façon plus hypothétique, les minisatellites pourraient jouer un rôle dans 

l’initiation de l’appariement des chromosomes (Ashley 1994 ; Sybenga 1999), ce qui peut 

être lié à leurs propriétés recombinogènes supposées (Boan 1998 ; Wahls 1998).  

- Des minisatellites associés à des gènes, dans les séquences régulatrices, les introns, ou les 

séquences codantes, peuvent avoir un effet sur certaines pathologies humaines : nous en 

dressons une liste dans le paragraphe suivant. 
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1.2.3.3.3 Minisatellites associés à des gènes 

La revue que nous présenterons au chapitre 2.3.1 (Vergnaud & Denoeud 2000) ne détaille pas 

les minisatellites associés à des gènes. Je présente donc ici une synthèse bibliographique des 

minisatellites présents dans des introns, exons, ou au voisinage de gènes, et dont le 

polymorphisme a été étudié : certains sont impliqués dans des pathologies. 

1.2.3.3.3.1 Minisatellites à proximité de gènes ou dans des introns (non codants) 

Le Tableau 8 liste les minisatellites situés dans des introns, des régions flanquantes en 3’ ou 

en 5’ de gènes, ou au niveau de jonctions introns/exons, et dont le polymorphisme a été 

étudié. D’autres répétitions en tandem polymorphes, ou « VNTRs » (pour « Variable Number 

of Tandem Repeats »), associées à des gènes ont été étudiées, mais elles n’appartiennent pas à  

la classe des minisatellites, et ne sont donc pas listées ici. Cette recherche bibliographique  a 

permis de dénombrer (par des requêtes dans PubMed [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/] 

du type « minisatellite+gene+polymorphism» qui génère plus de 600 résultats) : 23 

minisatellites polymorphes localisés dans des introns, dont 3 au niveau de sites d’épissage, et 

20 localisés en amont ou en aval de gènes. Pour la plupart de ces minisatellites, une 

association entre certains allèles et des pathologies humaines a été décelée, soit indirectement, 

l’association reflétant alors un déséquilibre de liaison dû à la proximité entre le minisatellite et 

la mutation responsable du phénotype, soit directement, le minisatellite lui-même étant 

impliqué dans la pathologie par l’une de ces deux voies majeures: 

- soit en modulant l’expression du gène situé à proximité (pour revue, voir : Nakamura 

1998) : c’est par exemple le cas pour les minisatellites en amont des gènes l’insuline 

(Bennett 1995) et de la monoamine oxydase A (Sabol 1998). 

- soit, pour les minisatellites localisés dans des introns, en jouant un rôle sur l’épissage 

(Turri 1995) : par exemple, le minisatellite de l’intron 7 du facteur de coagulation VII est 

le site d’épissages anormaux conduisant à une pathologie (Borensztajn 2003). 

Parmi les 43 minisatellites décrits dans le Tableau 8, 6 sont fortement polymorphes (ils ont 20 

allèles ou plus). Par exemple, le minisatellite en amont du gène HRAS compte 4 allèles dit 

« communs » (30, 46, 68 et 84 copies) et plus d’une trentaine d’allèles rares, qui sont associés 

à la cancérogenèse (Krontiris 1993). Certains de ces minisatellites très polymorphes sont 

instables. C’est le cas des allèles « prémutateurs » du minisatellite du gène CSTB impliqué 

dans l’épilepsie, comptant 12 à 17 copies d’un dodécamère, qui mutent à une fréquence 

élevée pour générer des allèles « mutants » comptant plus de 45 copies, responsables de la 

pathologie via une diminution du nombre de transcrits (Lalioti 1997). 
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Tableau 8 : Minisatellites polymorphes au voisinage de gènes ou dans des introns. 

Nom du gène 
(nom du 

minisatellite) 
fonction(s) de la protéine 

pathologie(s) associée(s) au 
gène 

association du 
polymorphisme 

du ms avec 
la(les) 

pathologie(s) 

localisation 
du 

minisatellite 
dans le gène

taille du 
motif 
répété 

plage de 
nombre de 

copies 

nombre 
d'allèles 
identifiés 

numéro 
d'accession 
(position du 

minisatellite dans 
la séquence) 

Locus 
ID* 

(Locus 
Link) 

Chromo 
some 

références 

ABO 
glycosyltransférase qui génère 
les antigènes spécifiques des 

groupes sanguins A ou B 
  

? (fixation de 
facteurs de 

transcription) 
5' UTR 43 pb 1-4 2 

AF014105 (108-
280) 

28 
9q34.1-
q34.2 

(Kominato 1997 ; Irshaid 
1999) 

APOB 
apolipoprotéine B: rôle dans 
l'homéostasie du cholestérol 

diverses pathologies dues à 
l'hypercholestérolémie 

 - 
région 

hypervariable 
en 3' 

15 pb 15-55 > 25 J05157 338 2p24-p23
(Huang 1987 ; Destro-

Bisol 2000) 

CBS 
cystathionine beta-synthase: 

métabolisme de l'homocystéine 

hyperhomocystéinémie légère: 
facteur de risque pour les 

maladies cardiovasculaires 
 + 

frontière exon 
13-intron 13 

31 pb 16-21 5 
AF042836 (22990-

23516) 
875 21q22.3

(Yang 2000 ; Lievers 
2001) 

COL2A 
collagène de type II, chaîne 

alpha 1 

collagénoses : achondroplasie 
(défaut de formation du 

cartilage), ostéoarthrose… 
 + 

région 
flanquante en 

3' 

34 et 31 
pb 

8-17 >20 L10160 1280 
12q13.11

-q13.2 
(Berg 1993 ; Katsuyama 
1998; Meulenbelt 1999) 

COL3A1 
collagène de type III, chaîne 

alpha 1 
syndrome coronarien aigu  + intron 25 15 pb 3-13 11 

AY016295 (57618-
57692) 

1281 2q31 
(Mays 1992 ; Muckian 

2002) 

CSTB (EPM1 
minisatellite) 

cystatine B: inhibiteur de 
protéase à cystéine 

épilepsie myoclonique 
progressive du type de 
Unverricht-Lundborg 

 + : pathologie 
due à l'expansion 
du dodécamère 
(fait baisser le 
taux d'ARNm) 

région 
flanquante en 

5' 
12 pb 2-70 > 30 

AF208234 (3255-
3294) 

1476 21q22.3
(Lalioti 1997 ;  Larson 

1999) 

DAT transporteur de la dopamine 
troubles psychiatriques, maladie 

de Parkinson, hyperactivité… 

 + (agit sur le 
niveau de 

transcription) 
3' UTR 40 pb 3-11 > 8 

NM_001044 (2741-
3144) 

6531 5p15.3 
(Vandenbergh 1992 ; 

Doucette-Stamm 1995 ; 
Mill 2002 ; Lin 2003) 

F7/ IVS7 
repeated 
element 

facteur de coagulation VII: 
dépendant de la vitamine K 

hémorragie sévère 
 + (effet sur 
l'épissage) 

Frontière 
exon7-intron 7

37 pb 4-8 5? 
J02933 (10234-

10461) 
2155 13q34 

(O'Hara 1988 ; 
Borensztajn 2003) 

FSTL3 
« follistatin-like 3 » 

(glycoprotéine sécrétée) 
rôle dans l’apparition de 

leucémies ? 
? 3' UTR 24 pb ?-13-? >2 

U76702 (1213-
1524) 

10272 19p13 (Hayette 1998) 

G1P3 
protéine inductible par 

l’interféron alpha : fonction 
inconnue 

 
site d'épissage 

alternatif 
frontière exon 

2 - intron 2 
12 pb 1-3 3 

NM_022873 (170-
206) 

2537 1p35 (Turri 1995) 

HRAS1 
proto-oncogène : impliqué dans 

la transduction du signal 
mitogène et la différenciation 

cancer 

 + (effet sur la 
transcription ; 
allèles rares = 

risques de 
cancer) 

1 kb en aval 
(3’) 

28 pb 30-100  

> 30 
(4communs
: 30, 46, 68, 
84 copies)

a1:AF105318  
a2:AF105319  
a3:AF105320  
a4:AF105321 

3265 11p15.5
(Krontiris 1993 ; Weitzel 
2000 ; Langdon 2003) 

hTERT (hTERT-
VNTR 2-1) 

sous-unité catalytique de la 
télomérase 

cancer : télomérase=oncogène
? (fixation de 
facteurs de 

transcription) 
intron 2 42 pb 40-111 6 

AY007685 (27650-
29650) 

7015 5p15.33 (Leem 2002) 

hTERT (hTERT-
VNTR 2-2) 

sous-unité catalytique de la 
télomérase 

cancer : télomérase=oncogène
? (fixation de 
facteurs de 

transcription) 
intron 2 61 pb 40-44 4 

AY007685 (34111-
35453) 

7015 5p15.33 (Leem 2002) 
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Nom du gène 
(nom du 

minisatellite) 
fonction(s) de la protéine 

pathologie(s) associée(s) au 
gène 

association du 
polymorphisme 

du ms avec 
la(les) 

pathologie(s) 

localisation 
du 

minisatellite 
dans le gène

taille du 
motif 
répété 

plage de 
nombre de 

copies 

nombre 
d'allèles 
identifiés 

numéro 
d'accession 
(position du 

minisatellite dans 
la séquence) 

Locus 
ID* 

(Locus 
Link) 

Chromo 
some 

références 

hTERT (hTERT-
VNTR 6-1) 

sous-unité catalytique de la 
télomérase 

cancer : télomérase=oncogène  - intron 6 38 pb 27-47 8 
AY007685 (41485-

42324) 
7015 5p15.33 (Leem 2002) 

hTERT (hTERT-
VNTR 6-2) 

sous-unité catalytique de la 
télomérase 

cancer : télomérase=oncogène  - intron 6 36 pb 23-88 30 
AY007685 (44225-

45115) 
7015 5p15.33 (Leem 2002) 

5-HTT transporteur de la sérotonine 
désordres affectifs, 

dépression… 
 +/- intron 2 17 pb 9-12 3 X76754 (843-1018) 6532 

17q11.1-
q12 

(Ogilvie 1996 ; Ito 2002) 

IDUA iduronidase, alpha-L mucopolysaccharidose de type I ? intron 2 86 pb 5-7 3 
M88001 (1146-

1749) 
3425 4p16.3 

(Scott 1992 ; Gallegos-
Arreola 1999) 

IGHA1 
chaîne alpha1 de 

l'immunoglobine H 
néphropathie à IgA : maladie 

glomérulaire 

 + (agit sur le 
niveau de 

transcription) 

3' hs1,2 
enhancer 

52 pb 1-3 3 Y14407 (849-963) 3493 14q32.33
(Pinaud 1997 ; Aupetit 
2000 ; Denizot 2001) 

IL-1A Interleukine 1 alpha  
maladies infectieuses, 

autoimmunes, inflammatoires…

  ? (agit sur le 
niveau de 

transcription)  
intron 6 46 pb 5-18 6 

X03833 (8912-
9137) 

3552 2q14 
(Bailly 1993 ; Bailly 

1996) 

IL-1RN 
antagoniste du récepteur de 

l'interleukine 1 
maladies infectieuses, 

autoimmunes, inflammatoires…
 + intron 2 86 pb 2-6 5 

AY196903 (14659-
15002) 

3557 2q14.2 
(Vamvakopoulos 2002 ; 
Ma 2002 ; Sehouli 2002) 

IL-4 
Interleukine 4: cytokine anti-

inflammatoire 
maladies autoimmunes: 

arthrite… 
 + intron 3 70 pb 2-4 3 

AF395008 (19049-
19269) 

3565 5q31.1 
(Mout 1991 ; Buchs 

2000) 

IL6 

Interleukine 6, interféron beta 2: 
produite dans le système 

périphérique et le système 
nerveux central 

inflammations du système 
nerveux central: maladie 
d'Alzheimer, sclérose en 

plaques… 

 + 
région 

flanquante en 
3' 

9 pb 52-72 6 
NT_007819 (avril 

2003) 
3569 7p21 

(Bowcock 1989 ; Murray 
1997 ; Bagli 2000 ; 

Vandenbroeck 2000) 

INS insuline diabète 
 + (agit sur le 

niveau de 
transcription) 

région 
flanquante en 

5' 
14-15 pb 28-213 > 38 

L15440 (3396-
3887) 

3630 11p15.5
(Bennett 1995 ; Stead 

2000) 

KLK14 (C9) kallikréine : protéase à sérine 
troubles des fonctions 
supérieures, cancer ? 

 + (étude 
préliminaire) 

3'UTR 36 pb 8-11 3 
NM_022046 (1067-

1215 ?)   
43847 

19q13.3-
q13.4 

(Yousef 2001) 

KLK4 (C3) kallikréine : protéase à sérine 
troubles des fonctions 
supérieures, cancer ? 

 + (étude 
préliminaire) 

3'UTR 36 pb 7-10 3 
NM_004917 (970-

1175?) 
9622 19q13.41 (Yousef 2001) 

locus IGH 
locus de la partie constante de 

la chaîne lourde des 
immunoglobulines 

  

? (proche d'un 
point de 
cassure : 

recombinaison ?)

2 régions 
homologues: 

en 5' de 
IGHA1 et 
IGHA2 

33 pb 25-45 > 5 AJ238959 
3493 et 

3494 
14q32.3 (Brusco 1999) 

MAOA monoamine oxydase A 
troubles de l'humeur et du 
tempérament: agressivité, 

impulsivité… 

 + (agit sur le 
niveau de 

transcription) 

promoteur: 1,2 
kb en 5'  

30 pb 3-4,5 4 AJ004833 (57-189) 4128 
Xp11.4-
p11.3 

(Sabol 1998 ; Denney 
1999 ; Manuck 2000) 

MCC 
« mutated in colorectal 

cancers »: gène suppresseur de 
tumeurs colorectales 

cancer du colon ? 
région 

flanquante en 
5' 

33 pb 5-11 > 3 AJ223013 4163 5q21-q22 (Bugert 1998) 

MUC5B 
mucine 5B: bronchique,  

salivaire, vésicale, cervicale 
  

? (fixation de 
facteurs de 

transcription) 
intron 36 59 pb 3-8 5 

Y09788 (4000-
4451) 

4587 11p15.5
(Desseyn 1999 ; Vinall 

1998) 

NOS3 (eNOS2) 
synthèse endothéliale d'acide 

nitrique (NO) 
hypertension, maladies 

cardiovasculaires 
? intron 2 32 pb ?-38-? >2 

D26607 (3184-
4334) 

4846 7q36 (Miyahara 1994) 
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Nom du gène 
(nom du 

minisatellite) 
fonction(s) de la protéine 

pathologie(s) associée(s) au 
gène 

association du 
polymorphisme 

du ms avec 
la(les) 

pathologie(s) 

localisation 
du 

minisatellite 
dans le gène

taille du 
motif 
répété 

plage de 
nombre de 

copies 

nombre 
d'allèles 
identifiés 

numéro 
d'accession 
(position du 

minisatellite dans 
la séquence) 

Locus 
ID* 

(Locus 
Link) 

Chromo 
some 

références 

NOS3 (eNOS4) 
synthèse endothéliale d'acide 

nitrique (NO) 
hypertension, maladies 

cardiovasculaires 
 + intron 4 27 pb 4-6 3 

D26607 (5132-
5284) 

4846 7q36 
(Miyahara 1994 ; Song 

2003) 

PAH phénylalanine hydroxylase phénylcétonurie  + 
3 kb en aval 

(3') 
30 pb 6-9 4 S41936  5053 

12q22-
q24.2 

(Goltsov 1992) 

PDGFA (IVS3 
minisatellite) 

facteur de croissance « platelet-
derived », chaine A : mitogène 

  ? intron 3 44 pb 4-12 >6 
AJ238420 (7500-

7602) 
5154 7p22 (Bonthron 1999) 

PKD1 

protéine membranaire impliquée 
dans l'interaction avec la matrice 

extracellulaire et dans la 
transduction du signal 

polykystose rénale autosomique 
dominante 

? intron 1 26-27 pb 2-15 >2 
L39891 (10976-

11382) 
5310 16p13.3

(Burn 1995 ; De Fonzo 
1998) 

PLA2G4C 
phospholipase cytosolique A2-

gamma   
dans la région du suppresseur 

de gliome 
? 5' UTR 27 pb 1-3 3 

NM_003706 (1 
copie?) 

8605 19q13.3 (Hartmann 2002) 

POMT1 protéine-O-mannosyltransferase 
syndrome de Walker-Warburg 
(trouble sévère de la migration 

neuronale) 
? intron 13 17-19 pb 36-56 8 

AF095146 (150-
1127) 

10585 9q34.1 (Jurado 1999) 

PTHRP 
« parathyroid hormone-related 

peptide » 
développement : 
squelettogénèse 

? intron 6 ?  
10 à 24 

pb 
3-17 8 L07553 5744 

12p12.1-
p11.2 

(Pausova 1993) 

RB1 
rétinoblastome-1 : suppresseur 

de tumeur 
rétinoblastome, ostéosarcome, 

cancer de la vessie 
? intron 16 53 pb ~10-~35 11 

L11910 (123912-
125501) 

5925 13q14.2 (Scharf 1992) 

RECQL4 (IVS12 
minisatellite) 

« RecQ protein-like 4 »: hélicase 
syndrome de Rothmund-

Thomson 
? intron 12 30 pb 17-20 >2 

NT_037704 (màj 
avril 2003) 

9401 8q24.3 (Roversi 2003) 

SEC14L1 
« SEC14 S. cerevisiae-like 1 » : 
rôle possible dans un système 

de transport intracellulaire 
  ? 3' UTR 13 pb 20-60 >3 

NM_003003 (4139-
4789)   

6397 
17q25.1-
17q25.2

(Chinen 1996 ; Kalikin 
2001) 

SNAPC1 

« small nuclear RNA activating 
complex »: active la transcription 

des gènes de petits ARNs 
nucléaires 

  ? 5' UTR 17 pb 2-5 4 
NT_026437 (màj 

avril 2003) 
6617 14q22 (Maeng 1998) 

TMPT thiopurine méthyltransférase 
sensibilité à la 6-
mercaptopurine  

 + : effet sur le 
taux de 

transcription et 
sur le niveau 
d'activité de 

l'enzyme 

région 
flanquante en 
5' : promoteur

17 ou 18 
pb 

3-9 7 AF060074 7172 6p22.3 
(Spire-Vayron de la 

Moureyre 1999 ; Yan 
2000) 

TPO 

thyroide péroxydase: 
glycoprotéine liée à la 

membrane, jouant un rôle 
central dans la fonction de la 

glande thyroïde 

maladies en rapport à la 
synthèse d'hormones 

thyroïdiennes: hypothyroïdie 
congénitale, goitre congénital, 

déficience de synthèse de 
l’hormone thyroïdienne, IIA 

? (pas d'effet sur 
l'épissage 
alternatif) 

intron 10 50 pb 4-34 >20 
M68651 (1918-

2370) 
7173 2p25 (Bikker 1992) 

 *Locuslink : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/
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1.2.3.3.3.2 Minisatellites appartenant à des séquences codantes 

Le Tableau 9 liste les minisatellites polymorphes déjà étudiés appartenant à des séquences 

codantes, c’est-à-dire générant des répétitions en tandem dans la séquence en acides aminés 

de la protéine correspondante. La grande majorité des gènes décrits codent pour des 

glycoprotéines, généralement des protéines sécrétées, constituants de la matrice 

extracellulaire : aggrécane (cartilage), involucrine (kératocytes), mucines (muqueuses). Le 

collagène est également une protéine de la matrice extracellulaire contenant des répétitions en 

tandem : cette famille de protéines ne figure pas dans le Tableau 9 car le motif répété qui la 

caractérise, glycine-X-Y, est de la classe des microsatellites. Les répétitions en tandem 

d’acides aminés, qui occupent en général la majeure partie de la longueur de ces macro-

protéines, jouent un rôle important dans leur structure fonctionnelle, en étant le site de 

glycosylations (attachement des glucosaminoglycanes pour l’aggrécane, O-glycosylations 

pour les mucines). Les mucines, protéines exprimées par les cellules épithéliales, sécrétées ou 

membranaires, entrent dans la composition des mucus. Elles constituent une famille de 

protéines contenant des répétitions en tandem polymorphes d’acides aminés riches en sérine 

et en thréonine, qui sont le site d’O-glycosylations (Perez-Vilar 1999 ; Kinarsky 2003). Les 

répétitions en tandem couvrent 50% ou plus de la protéine et sont plus ou moins polymorphes, 

pouvant faire varier du simple au double la taille de la protéine (Vinall 1998 ; Debailleul 

1998). Ces protéines ont un intérêt médical car elles sont souvent surexprimées par les 

cellules cancéreuses ou lors de réactions inflammatoires. De nombreuses autres protéines 

contiennent des domaines d’O-glycosylation, appelés « mucin-like domains » : par exemple, 

GP1BA et PSGL-1 pour lesquelles un polymorphisme au niveau des répétitions en tandem a 

également été caractérisé (Tableau 9). 

Un autre intérêt des minisatellites codants réside dans le fait que certaines répétitions en 
tandem d’acides aminés ont la particularité d’être immunogènes (Mollick 2003) : des épitopes 
répétitifs stimulent la production d’immunoglobulines.  
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Tableau 9 : Minisatellites polymorphes appartenant à des séquences codantes. 

Nom du 
gène 

fonction(s) de la protéine 
pathologie(s) associée(s) 

au gène 

association 
du 

polymorphis
me du ms 

avec la(les) 
pathologie(s)

localisati
on du 

minisate
llite 

dans le 
gène 

taille 
du 

motif 
répété

Plage de 
nombre 

de 
copies 

nombre 
d'allèles 
identifiés 

numéro 
d'accession 
(position du 
minisatellite 

dans la 
séquence) 

Locus ID* 
(LocusLink)

Chromo 
some 

références répétition d'acides aminés 

AGC1 
aggrécane : protéoglycane, 

constituant majeur du 
cartilage 

scoliose  - exon G3 57 pb 13-33 13 
M55172 

(2866-4495) 
176 15q26.1

(Doege 1997 ; 
Zorkol'tseva 2002)

19aa:PGVEDISGLPSGEVLETAA 

CEL 

carboxyl ester lipase: rôle 
dans l'absorption intestinale 

du cholestérol et des 
vitamines liposolubles 

athérosclérose ? exon 11 33pb 13-18 6 
NM_001807 
(1693-2218) 

1056 9q34.3 (Higuchi 2002) 11aa: PVPPTGDSGAP 

DRD4 récepteur de la dopamine 

troubles de la personnalité, 
hyperactivité; recherche de 

nouveauté (dépendance 
aux drogues)… 

 +/- exon 3 48 pb 1-10 9 
L12398 (744-

1080) 
1815 11p15.5

(Lichter 1993 ; 
Swanson 2000 ; Li 

1997) 
16aa: LPQDPCGPDCAPPAPG 

GP1BA 
glycoprotéine Ib alpha des 
plaquettes (« mucin like ») 

thrombose artérielle  + exon 2 39 pb 1-3 3 S34439 2811 
17pter-

p12 

(Lopez 1992 ; 
Gonzalez-Conejero 

1998 ; Jilma-
Stohlawetz 2003) 

13aa: EPTSEPAPSPTTP 

IVL 
involucrine: précurseur de 

l'enveloppe cornée des 
kératocytes différenciés 

  ? exon 3 30 pb ?-39-? >8 
NM_005547 
(398-1567) 

3713 1q21 
(Simon 1991 ; 
Urquhart 1993) 

10aa: ELPEQQEGQL 

MUC1 

mucine 1: protéine 
membranaire (face apicale 

des cellules épithéliales 
sécrétoires), antigène associé 

au cancer du sein 

carcinogenèse  + exon 2 60 pb 20-120 >30 
M61170 

(3821-3881) 
4582 1q21 

(Gendler 1988 ; 
Engelmann 2001 ; 

Silva 2001 ; 
Kinarsky 2003) 

20aa: PDTRPAPGSTAPPAHGVTSA 

MUC2 
mucine 2: mucine intestinale, 

trachéale et bronchique 
asthme atopique  + exon 69 pb 51-115 >20 

NM_002457(5
713-12612) 

4583 11p15.5
(Gum 1989 ; 

Toribara 1991 ; 
Vinall 2000) 

23aa: 
PTTTPITTTTTVTPTPTPTGTQT 

MUC3 mucine 3: mucine intestinale colite ulcérante  + exon 51 pb
? (9,38-
18kb) 

>30 
AF113616 (2-

1025) 
4584 7q22 

(Gum 1990 ; Van 
Klinken 1997) 

17aa: HSTPSFTSSITTTETTS 

MUC4 
mucine 4: trachéale et 

bronchique, associée à la 
membrane 

surexprimée dans les 
tumeurs pancréatiques 

? exon 2 48 pb ~145-395 > 30 
NM_018406 

(3393-3485: 2 
copies) 

4585 3q29 
(Nollet 1998 ; 

Debailleul 1998 ; 
Vinall 2000) 

16aa: ATPLPVTSTSSASTGH 
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Nom du 
gène 

fonction(s) de la protéine 
pathologie(s) associée(s) 

au gène 

association 
du 

polymorphis
me du ms 

avec la(les) 
pathologie(s)

localisati
on du 

minisate
llite 

dans le 
gène 

taille 
du 

motif 
répété

Plage de 
nombre 

de 
copies 

nombre 
d'allèles 
identifiés 

numéro 
d'accession 
(position du 
minisatellite 

dans la 
séquence) 

Locus ID* 
(LocusLink)

Chromo 
some 

références répétition d'acides aminés 

MUC5AC 

mucine 5AC: bronchique, 
gastrique; exprimée 

anormalement dans les 
adénomes colorectaux, 
cancers pancréatiques 

désordres respiratoires liés 
à l’hypersécrétion 

? exon 24 pb
? (? +/- 
0,5kb) 

4 
AJ298318 (1-

4047) 
4586 11p15.5

(Escande 2001 ; 
Vinall 1998 ; Vinall 

2000) 
8aa: TTSTTSAP 

MUC5B 
mucine 5B: bronchique,  

salivaire, vésicale, cervicale 
  ? exon 87 pb

?(15,5kb-
19,5kb)

3 
Z72496 (2188-

10584) 
4587 11p15.5

(Vinall 1998 ; 
Desseyn 1997) 

29aa: 
SSTPGTTWILTELTTAATTTAGTGP
TATP 

MUC6 

mucine 6, mucine gastrique : 
protection du tractus gastro-

intestinal contre acides, 
protéases, microorganismes 
pathogènes, traumatismes 

mécaniques… 

prédisposition au 
développement de 

carcinomes gastriques 
 + exon 507 pb 8-13,5kb >12 

U97698 (1-
507: 1 copie)

4588 11p15.5
(Toribara 1993 ; 
Garcia 1997 ; 
Vinall 1998) 

169aa: 
SPFSSTGPMTATSFQTTTTYPTPSH
PQTTLPTHVPPFSTSLVTPSTGTVIT
PTHAQMATSASIHSTPTGTIPPPTTL
KATGSTHTAPPMTPTTSGTSQAHS
SFSTAKTSTSLHSHTSSTHHPEVTP
TSTTTITPNPTSTGTSTPVAHTTSAT
SSRLPTPFTTHSPPTGS 

MUC7 mucine 7: mucine salivaire 
se lie avec les bactéries 

orales, rôle dans l'asthme
 + exon 3 69 pb 5-8 3 

NM_152291 
(534-1009) 

4589 
4q13-
q21 

(Bobek 1993 ; 
Kirkbride 2001) 

23aa: 
TTAAPPTPPATTPAPPSSSAPPE 

OGFR 

récepteur de facteur de 
croissance opioïde: module la 

prolifération cellulaire et 
l'organisation des tissus lors 
du développement. (« mucin 

like »)  

rôles dans le cancer, le 
renouvellement cellulaire, 
la cicatrisation, et le rejet 

de tumeurs dirigé par 
l'antigène de l'angiogénèse

? exon 60 pb 0-8 5 
NM_007346 
(1576-1996) 

11054 20q13.3 (Zagon 2000) 20aa: SPSETPGPRPAGPAGDEPAE 

PRNP 
prion (glycoprotéine 

membranaire ayant tendance 
à former des agrégats) 

maladie de Creutzfeldt-
Jakob héréditaire 

 + exon 24 pb 4-13 ≥ 11 
NM_000311(2

60--372) 
5621 20p12 

(Campbell 1996 ; 
Laplanche 1995) 

8 aa: GGGWGQPH 

PSGL-1 

« P-selectin glycoprotein 
ligand 1 (mucin like) »: rôle 
dans la liaison plaquettes-
neutrophilles (liaison à la 

sélectine sur l'endothélium 
des vaisseaux sanguins) 

accidents vasculaires 
cérébraux ischémiques 

 + exon 2 30 pb 14-16 3 
U25956 (590-

1063) 
6404 12q24 

Afshar-Kharghan, 
2001 ; Lozano, 

2001 
10aa: ATEAQTTPPA 

*Locuslink : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/
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1.2.3.3.3.3 Localisation chromosomique des gènes associés à des minisatellites 

La Figure 7 présente la localisation des 59 gènes associés à des minisatellites polymorphes : 

dans leur voisinage, leurs introns (Tableau 8) ou leurs exons (Tableau 9). Cette répartition est 

biaisée vers les extrémités des chromosomes. En particulier, l’extrémité 11p15.5 est riche en 

gènes associés à des minisatellites : DRD4, HRAS, INS, mucines MUC2, MUC5AC, 

MUC5B, MUC6. Il a été montré que ce cluster de mucines dérive probablement d’une série 

de duplications (Desseyn 1998), et que cette région du chromosome 11 est riche en 

recombinaisons méiotiques (Pigny 1996), ce qui peut expliquer la présence de nombreux 

minisatellites fortement polymorphes. En effet, comme nous le verrons au paragraphe 

1.2.4.2., l’instabilité des minisatellites (à l’origine de leur polymorphisme) peut provenir 

d’événements de recombinaison méiotique, impliquant des cassures double-brin. 

 

Figure 7 : Localisation chromosomique des gènes associés à des 
minisatellites polymorphes étudiés. 

1.2.3.4 Intérêts des minisatellites hypermutables 

Les minisatellites hypermutables humains, décrits en détail dans la revue présentée au 

chapitre 2.3.1 (Vergnaud & Denoeud 2000), sont des structures très instables dont le taux de 

mutation dans la lignée germinale excède 0,5% : cette définition correspond au seuil de 

détection imposé par les études de pedigrees. Ces répétitions en tandem ont été beaucoup 

étudiées, afin de comprendre les mécanismes qui provoquent leur instabilité. Comme nous le 
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verrons au paragraphe 1.2.4.2.1, ces minisatellites mutent par des mécanismes complexes 

probablement initiés par des points chauds de cassures double-brin. Ils ont donc un intérêt 

fondamental pour l’étude de ces points chauds, mal connus chez l’homme, ainsi que des 

mécanismes de réparation des cassures double-brin.  

Par ailleurs, les minisatellites hypermutables s’avèrent être des outils de choix pour l’étude de 

l’effet d’agents génotoxiques, en particulier les faibles doses de radiations ionisantes, car leur 

fort taux de mutation spontanée permet de détecter des changements de taux de mutation dans 

des échantillons de population relativement petits. Chez l’homme, ces minisatellites ont 

permis de détecter une augmentation du taux de mutation dans des populations vivant dans 

des zones contaminées comme la région de Tchernobyl, et donc soumises à une exposition 

chronique à des faibles doses de radiations (Dubrova 1996 ; Dubrova 1997 ; Dubrova 2002 ; 

Dubrova 2002). Ces observations sur l’effet des radiations ionisantes ont été étendues aux 

souris (Dubrova 1993 ; Dubrova 1998), oiseaux (Ellegren 1997), et plantes (Kovalchuk 2000). 

D’autres agents cytotoxiques induisent également une augmentation de l’instabilité des 

minisatellites, comme montré par des études menées chez le goéland (Yauk 1996) et la souris 

(Hedenskog 1997). Cependant, de façon contradictoire, aucune augmentation substantielle du 

taux de mutation des minisatellites n’a pu être corrélée chez l’homme avec des hautes doses 

de radiations ionisantes, reçues de façon ponctuelle (exposition aiguë). Cette observation 

provient d’études menées sur les descendants de personnes ayant subi une radiothérapie 

testiculaire (Armour 1999 ; May 2000) ou ayant survécu à une exposition aiguë, lors de 

l’explosion de bombes atomiques à Hiroshima et Nagasaki (Kodaira 1995), comme du 

nettoyage de la centrale nucléaire de Tchernobyl après l’accident de 1986 (Livshits 2001). Ce 

phénomène pourrait s’expliquer par un rôle du temps d’exposition aux radiations. Les 

dommages causés par une irradiation ponctuelle pourraient être réparés (les minisatellites ne 

seraient alors pas instables), tandis que les dommages provenant d’une exposition chronique à 

des faibles doses de rayonnements ne seraient pas réparés (ce qui générerait une instabilité des 

minisatellites) (May 2000). Par ailleurs, les radiations ionisantes pourraient avoir un effet sur 

les cellules germinales en cours de maturation, par exemple lors de la méiose, mais pas sur les 

cellules souches de la lignée germinale. Il n’y aurait donc pas d’effet de l’exposition aiguë sur 

des descendants conçus plusieurs années plus tard : la mise en évidence de mutations 

nécessiterait alors  l’étude de grands échantillons d’enfants conçus juste après l’exposition 

(Livshits 2001).  
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1.2.4 Mécanismes de mutation des répétitions en 

tandem 

1.2.4.1 Les microsatellites 

Le premier mécanisme de mutation des microsatellites suggéré suit le modèle de glissement et 

mésappariement ou SSM (« slipped-strand mispairing ») (Levinson 1987). Ce phénomène, se 

produisant lors de la réplication, conduit à l’augmentation ou à la réduction du nombre de 

copies selon le brin subissant le mésappariement, comme illustré par la Figure 8.  

 

Figure 8 : Modèle de mutation des répétitions en tandem par glissement lors de la réplication. 

Certaines de ces erreurs de réplication sont corrigées par l’activité de relecture de 

l’exonucléase et par le système de réparation des mésappariements, mais d’autres échappent à 

ces réparations et deviennent des mutations. Par exemple, chez la levure, les structures 

CTG/CAG ou CGG/CCG forment des structures secondaires qui échappent au système de 

réparation de l’ADN (Moore 1999). L’instabilité des microsatellites correspondrait donc à un 

équilibre entre la génération d’erreurs de réplication par glissement et la correction de 

certaines de ces erreurs par les systèmes de réparation, comme le système de réparation des 

mésappariements et, à un degré moindre, l’activité de relecture de l’exonucléase (Kruglyak 

1998). Des mutations dans des gènes du système de réparation des mésappariements (MMR) 

sont à l’origine d’une instabilité des microsatellites chez Escherichia coli (Levinson 1987), 

Saccharomyces cerevisiae (Strand 1993) et l’homme (Boyer 1995). Différentes études 

génétiques menées chez la levure ont montré que le système de réparation des 
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mésappariements ne corrige efficacement que les boucles de 1 à 14 nucléotides mais pas 

celles de plus de 16 nucléotides (Tran 1996 ; Sia 1997), ce qui démontre que les mécanismes 

de mutation des répétitions en tandem ne peuvent se réduire au « SSM », du moins pour les 

unités répétées de taille supérieure à 16 pb (minisatellites). 

Des études menées sur différentes espèces ont montré que le taux de mutation des 

microsatellites augmente avec leur nombre de répétitions, entre locus de longueur moyenne 

différente (Weber 1990 ; Brinkmann 1998), mais également entre différents allèles du même 

locus (Wierdl 1997 ; Schlotterer 1998 ; Ellegren 2000b). Pour expliquer cette observation, on 

peut émettre l’hypothèse que le glissement lors de la réplication soit susceptible de survenir 

plus fréquemment si le microsatellite compte davantage d’unités répétées. D’autre part, 

lorsque des mutations ponctuelles surviennent dans les microsatellites, conduisant à une 

répétition imparfaite, les locus sont moins variables (Petes 1997), ce qui correspondrait à un 

taux de mutation par glissement de la réplication inférieur dans les répétitions en tandem 

interrompues (Jin 1996). En effet, il semble que la présence de variations internes stabilise ces 

structures car elle favorise la reconnaissance par le système de réparation des 

mésappariements des régions où un glissement a eu lieu lors de la réplication (Strand 1993). 

Le taux de mutation des microsatellites dépendrait donc de la taille de la plus grande 

répétition non interrompue, et non pas du nombre de répétitions total, dégénérées ou non.  

Des études structurales ont montré que les microsatellites (en particulier les triplets CNG) 

simple-brin peuvent former des structures secondaires en épingle à cheveu (Mitas 1997 ; 

McMurray 1999). En outre, lors de la réplication de l’ADN, des régions d’ADN simple-brin 

ont plus de chances de se former lors de la synthèse du brin retardé que lors de la synthèse du 

brin direct, ce qui peut générer des structures secondaires à l’origine d’erreurs de réplication. 

En effet, l’ADN double-brin étant antiparallèle, l’un des deux brins (brin direct) est synthétisé 

de façon continue au fur et à mesure que la fourche de réplication avance, mais l’autre 

s’allonge dans le sens opposé à la progression de la fourche (brin retardé). Sur ce brin, des 

petits fragments d’ADN, appelés fragments d’Okazaki, sont synthétisés à partir d’amorces 

d’ARN, qui sont ensuite éliminées par la RNAse H au fur et à mesure de la réplication, puis 

les fragments d’ADN sont reliés pour achever la synthèse. Pendant la réplication du brin 

retardé, l’extension de l’amorce peut continuer alors que l’ARN initiateur est en cours de 

destruction. Le déplacement d’une amorce en aval peut alors résulter en la formation d’une 

structure « flap » (extrémité 5’ battante). Gordenin et collègues ont suggéré que la présence 

d’une répétition en tandem formant une structure secondaire dans le flap pourrait conduire à 

une expansion (Gordenin 1997). L’enzyme FEN1 chez l’homme (Li 1995 ; Bambara 1997), 

homologue de Rad27 chez la levure, est impliquée dans la résolution de ces structures. Il 

s’agit d’une exonucléase 5’-3’, qui est également nécessaire à l’élimination du dernier 

ribonucléotide en 5’ des fragments d’Okazaki. Chez la levure, la fréquence 

d’insertion/délétion dans les microsatellites augmente dans un contexte mutant pour Rad27 

(Schweitzer 1998 ; Freudenreich 1998 ; Kokoska 1998).  
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Kokoska et al. ont proposé un modèle expliquant l’effet de Rad27 sur l’instabilité des 

répétitions, qui fait intervenir des glissements (Kokoska 1998) : Figure 9. Le maintien du 

dernier ribonucléotide en 5’ du fragment d’Okazaki (représenté par l’astérisque) retarderait la 

ligation, ce qui favoriserait la formation d’une structure « flap ». Cette structure serait 

reconnue par l’exonucléase 5’-3’ de la polymérase qui générerait un gap adjacent au « flap ». 

La réassociation du « flap » avec cette région simple-brin pourrait alors conduire à une 

addition de répétitions en tandem (par glissement) : Figure 9, gauche. Le maintien du dernier 

ribonucléotide pourrait aussi conduire à un blocage de la synthèse d’ADN et une activation de 

l’activité de relecture de l’exonucléase sans passer par la structure flap. Pendant la synthèse 

d’ADN, un glissement sur le brin matrice conduirait alors à une délétion de motifs : Figure 9, 

droite. 

 

Figure 9 : Modèle de mutation des répétitions en tandem dans un contexte 
mutant pour Rad27 (où le dernier ribonucléotide en 5’ des fragments 

d’Okazaki est maintenu),  d’après (Kokoska 1998).  

Chez l’homme, il a été montré que la résolution par FEN-1 des structures « flap » contenant 

des répétitions de triplets dépend de leur taille - seules les répétitions de moins de 11 

CAG/CTG sont clivées - et de leur orientation, ce qui pourrait refléter la différence de 

stabilité entre les structures en épingles à cheveu constituées de triplets CAG ou CTG - (Lee 

2002). 
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Des mécanismes impliquant la recombinaison ont aussi été proposés pour la mutation des 

microsatellites : des phénomènes de crossing-over inégal ou de conversion génique pourraient 

faire varier la taille de ces structures (Brohede 1999 ; Jakupciak 2000 ; Parniewski 2002).  

Cependant (d’après Ellegren 2000a), de plus en plus de preuves penchent en faveur du 

mécanisme de glissement de la réplication par rapport aux phénomènes de recombinaison : 

- Les allèles mutants sont en général non-recombinants au niveau des marqueurs 

flanquants, ce qui correspondrait à des événements de mutation intra-alléliques (Morral 

1991 ; Mahtani 1993). 

- Le taux de mutation des microsatellites ne diffère pas entre les chromosomes sexuels et 

les autosomes, ce qui suggère que les événements de mutation ne nécessitent pas le 

contact entre chromosomes homologues (Kayser 2000 ; Heyer 1997). 

- Le type de mutations rencontrées est cohérent avec le mécanisme de glissement de la 

réplication : augmentation du taux de mutation avec la taille et l’homogénéité. De plus, 

des études in vitro montrent que les microsatellites ont la capacité intrinsèque à subir ce 

glissement (Schlotterer 1992). 

- Chez la levure, la stabilité des microsatellites n’est pas affectée par des mutations dans les 

gènes de recombinaison (Henderson 1992) mais elle est fortement réduite par des 

mutations dans les gènes affectant le système de réparation des mésappariements (Strand 

1993), ce qui est également le cas chez E. coli (Levinson 1987). 

Des mécanismes de mutation des microsatellites impliquant simultanément le glissement et la 

recombinaison sont également envisageables. En effet, dans certains cas, une instabilité plus 

importante des microsatellites a été observée dans la lignée germinale (Cohen 1999 ; Seznec 

2000). Lors de la recombinaison entre deux chromosomes homologues, la jonction de 

Holiday, structure 4-brins, contient des régions d’ADN hétéroduplex (avec des 

mésappariements). Ces régions subissent une correction dépendante de la réplication, qui fait 

intervenir des cassures double-brin, et au cours de laquelle des phénomènes de glissement 

peuvent survenir et générer de nouveaux allèles (Gendrel 2000 ; Richard 2000 ; Jankowski 

2000). 

Aux locus microsatellites, les insertions/délétions d’une seule unité sont les plus fréquentes 

(Henderson 1992), mais pas les seules. La fréquence d’insertion/délétion de plus d’une unité, 

en général de 2 à 5, varie selon les espèces ; elle est de 4 à 14% pour l’homme (Kayser 2000 ; 

Brinkmann 1998 ; Xu 2000). De plus, les mutations survenant dans les microsatellites sont 

biaisées vers une augmentation de taille (Amos 1996 ; Yamada 2002) : ce phénomène est 

appelé « évolution directionnelle » (Amos 1996). Cependant, les microsatellites excèdent 

rarement quelques dizaines de répétitions, ce qui laisse supposer l’existence de facteurs 

empêchant leur croissance indéfinie: 
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- Plusieurs études ont montré que les délétions d’unités répétées étaient plus fréquentes ou 

de plus grande taille plus le nombre de copies était grand (Wierdl 1997 ; Parniewski 2002 

; Ellegren 2000b ; Harr 2000). La taille des microsatellites pourrait donc correspondre à 

un équilibre où les taux d’expansion et de contraction seraient égaux (Xu 2000). Ces 

observations nécessitent encore d’être généralisées aux différents types de répétitions et 

espèces (Ellegren 2000a). 

- Une autre hypothèse expliquant la limitation de l’accroissement de taille des 
microsatellites serait un équilibre entre le processus de mutation biaisée en faveur de 
l’accroissement de taille et les mutations ponctuelles qui tendent à faire diminuer cette 
taille en ralentissant les expansions ultérieures (Kruglyak 1998). Ce modèle pourrait 
expliquer les différences de taille des microsatellites entre organismes, qui dépendraient 
du taux de mutations ponctuelles et du taux de glissement réplicatif. On prédirait alors des 
répétitions plus courtes dans les génomes avec de faibles taux de glissement, ce qui est le 
cas pour Drosophila melanogaster (Schlotterer 1998). De façon intéressante, le taux de 
glissement ne serait pas faible parce que les répétitions sont courtes mais les répétitions 
seraient courtes à cause du faible taux de glissement (Ellegren 2000a).  

- Enfin, la dernière hypothèse pourrait être une action de la sélection naturelle sur la taille 
des microsatellites. Les grands allèles pourraient être contre-sélectionnés, ce qui 
introduirait un plafond pour la longueur des répétitions (Garza 1995). La sélection 
naturelle pourrait aussi introduire des limites de taille supérieure et inférieure (Li 2000). 
Des pressions de sélection très différentes semblent par ailleurs agir sur les régions non-
codantes en 5’ et en 3’ de gènes et les régions codantes, comme suggéré par l’étude de 
Morgante et al. (Morgante 2002) sur le génome d’A. thaliana.  

1.2.4.2 Les minisatellites 

Plusieurs catégories de minisatellites méritent d’être distinguées, en tout cas chez l’homme, 

où ont été découverts des minisatellites dits hypermutables. Ces derniers ont la particularité 

d’être extrêmement instables. Leur taux de mutation en lignée germinale dépasse 0,5%, seuil 

de détection imposé par l’étude de pedigrees (pour revue, voir : Jeffreys 1999 ; Vergnaud 

2000), et peut même atteindre jusqu’à 20%, pour le minisatellite CEB1 (Vergnaud 1991) en 

méiose mâle (Buard 1998). Les minisatellites hypermutables n’ont pas été découverts dans 

d’autres espèces à ce jour (Bois 2003), mais les minisatellites hypermutables humains ont été 

largement étudiés, y compris dans des organismes modèles (c’est-à-dire la souris, et surtout la 

levure Saccharomyces cerevisiae (Appelgren 1997 ; Debrauwère 1999; Paques 2001; Lopes 

2002)), afin d’appréhender leurs mécanismes de mutation. Ils seront détaillés dans le 

paragraphe suivant. 

1.2.4.2.1 Minisatellites hypermutables 

La première caractéristique des mutations survenant au niveau des minisatellites 

hypermutables est qu’elles n’ont pas la même nature ni la même fréquence entre les lignées 
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somatique et germinale. Ces mutations sont beaucoup plus fréquentes dans les cellules 

germinales que dans les cellules somatiques, comme montré par des études menées sur les 

minisatellites MS31A, MS32 (Jeffreys 1994 ; Jeffreys 1997), MS205 (May 1996), CEB1 

(Buard 2000) et B6-7 (Tamaki 1999). De plus, les mutations survenant dans les cellules 

somatiques correspondent à des événements intra-alléliques relativement simples par 

comparaison aux réarrangements complexes survenant dans les cellules germinales (Jeffreys 

1997 ; Buard 2000). Ces observations suggèrent que la déstabilisation de ces minisatellites 

s’opère par des voies différentes dans les lignées somatique et germinale. Il faut cependant 

noter qu’un même mécanisme, comme la réparation d’une cassure double brin se produisant 

entre chromatides sœurs, dans les cellules somatiques, ou entre chromosomes homologues, 

dans les cellules germinales, pourrait parfaitement expliquer la création de ces deux types 

d’allèles mutants. 

1.2.4.2.1.1 Historique : les deux premiers modèles de mutation proposés 

Figure 10 : Principe de la technique MVR-PCR. 

En 1994, deux études majeures ont été menées sur les minisatellites humains CEB1 (Buard 

1994) et MS32 (Jeffreys 1994), en mettant à profit la technique appelée « MVR-PCR » 

(« minisatellite variant repeat -PCR» : voir Figure 10). Cette technique, développée par 

Jeffreys et collègues (Jeffreys 1991), permet de typer les positions variantes dans les allèles de 

minisatellites en utilisant des amorces spécifiques. En effet, tous les minisatellites 

hypermutables caractérisés jusqu’à présent (leur liste figure dans la revue présentée au 

chapitre 2.3.1 (Vergnaud 2000)) possèdent des variants internes, ce qui permet de caractériser 

les mutations survenues.   

Ces études d’allèles mutants dans les cellules germinales ont mis en évidence des événements 

de recombinaison complexes, inter-alléliques (de type conversion génique) et intra-alléliques, 
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et ont conduit à l’hypothèse que ces mutations pourraient être initiées par des cassures double-

brin et impliquer un intermédiaire d’ADN hétéroduplex, suite à l’invasion d’un brin du 

chromosome homologue : Figure 11.  

 

Figure 11 : Deux mécanismes de mutation méiotique des minisatellites hypermutables 
proposés en 1994 par (Buard 1994) et (Jeffreys 1994).  

La différence majeure entre ces deux modèles réside dans la localisation du point chaud de 

cassure double-brin. Selon Jeffreys et collègues (Jeffreys 1994), il se situerait dans la 

flanquante. Ils ont en effet observé, pour les minisatellites MS32, MS31A et MS205, que les 

mutations surviennent plus fréquemment vers une extrémité de la répétition que vers l’autre, 

ce qui laisse présager d’un effet de la flanquante sur l’instabilité des minisatellites. De plus, 

une mutation ponctuelle dans la flanquante du minisatellite MS32 est associée à une forte 

réduction de l’instabilité du minisatellite (Monckton 1994). Selon le modèle proposé par 

Vergnaud et collègues (Buard 1994), la cassure double-brin surviendrait dans la répétition en 

tandem elle-même, avec la possibilité d’un décalage entre les cassures des deux brins. Ce 

détail était nécessaire pour rendre compte de la mise en évidence au locus CEB1 

d’événements de conversion génique associés à la duplication de motifs de part et d’autre de 

l’insertion (produit 3 dans la Figure 11). Ces deux modèles, même s’ils sont similaires du 

point de vue des mécanismes (cassure double-brin, intermédiaire hétéroduplex), 

correspondent à deux conceptions des minisatellites hypermutables : dans l’un des cas, la 

séquence du minisatellite n’aurait pas de rôle sur l’instabilité, qui serait générée par la 

séquence flanquante ou les caractéristiques de la chromatine environnante, et dans l’autre cas, 

l’hypermutabilité serait liée à la structure du minisatellite.  
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1.2.4.2.1.2 Présentation du mécanisme de mutation proposé dans la revue 

(Vergnaud & Denoeud, 2000) 

Pendant mon DEA, j’ai participé à la rédaction de la revue intitulée « Minisatellites : 

mutability and genome architecture » (Minisatellites : mutabilité et architecture des génomes) 

(Vergnaud & Denoeud 2000), qui sera présentée plus en détail au chapitre 2.3.1, car elle 

propose, outre une vue d’ensemble sur les minisatellites hypermutables humains, de nouveaux 

résultats concernant la distribution des répétitions en tandem dans les génomes eucaryotes. 

 

Figure 12 : Mécanisme de mutation méiotique des minisatellites 
hypermutables proposé en 2000, dans la revue (Vergnaud & Denoeud 2000).  

Cette revue propose un modèle de mutation des minisatellites hypermutables qui prend en 

compte toutes les observations faites jusque là. L’avancée essentielle par rapport à 1994 

provient d’une étude menée sur le minisatellite humain CEB1 inséré dans l’organisme modèle 
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Saccharomyces cerevisiae. Cette étude a montré que l’instabilité méiotique dépendait du site 

d’insertion (Debrauwère 1999) : le minisatellite est beaucoup plus instable lorsqu’il est inséré 

à proximité d’un point chaud de cassures double-brin, et cette instabilité dépend des cassures 

double-brin induites par l’enzyme Spo11. Le déplacement d’un minisatellite de levure (non 

instable) à proximité d’un point chaud de cassures double-brin permet également de générer 

une instabilité méiotique (Bishop 2000). Ces observations ont conduit au modèle dans lequel 

une cassure double-brin générée dans la flanquante du minisatellite, comme initialement 

proposé par Jeffreys et collègues, s’étend dans la répétition en tandem. Ensuite, l’invasion par 

le chromosome homologue peut conduire à des phénomènes de conversion génique, 

impliquant un intermédiaire hétéroduplex, comme cela a été mis en évidence dans certains 

allèles mutants lors de l’étude de Debrauwère et al. (Debrauwère 1999). Ce modèle, présenté 

sur la Figure 12, propose deux épisodes successifs d’invasion suite à la cassure double-brin : 

par la chromatide sœur puis par le chromosome homologue. Plusieurs étapes d’invasion 

pourraient expliquer les réorganisations extrêmement complexes observées fréquemment pour 

le minisatellite B6.7, et qui ne pouvaient pas être expliquées par les modèles proposés en 1994 

(Tamaki 1999). Le mécanisme faisant intervenir l’invasion par la chromatide sœur peut en 

outre être invoqué en situation haploïde, par exemple pour le minisatellite MSY1, situé sur le 

chromosome Y humain. L’instabilité de MSY1 est estimée à 5% dans les cellules germinales 

(mâles, exclusivement, étant donné sa localisation sur le chromosome Y) (Vogt 1997). La 

comparaison des allèles de ce minisatellite suggère un mécanisme de mutation provoquant la 

diffusion des variants de façon linéaire, probablement par glissement de la réplication dans les 

groupes de répétitions homogènes (Jobling 1998). On observe en outre un processus 

d’homogénéisation des répétitions (une substitution dans un motif va se répercuter tout le long 

de la répétition). Il pourrait être causé par la réparation biaisée des mésappariements dans de 

l’ADN hétéroduplex généré par des mécanismes de glissement ou d’échange inégal entre 

chromatides sœurs (Bouzekri 1998). La séquence de ce minisatellite, riche en AT, a tendance 

à former des structures en épingle à cheveux et pourrait donc être impliquée directement dans 

les phénomènes de mutation en cause. 

Le modèle présenté sur la Figure 12 réconcilie les deux modèles initiaux de 1994 : il permet 

de créer les événements de conversion génique avec duplications de motifs de part et d’autre, 

tout en initiant la cassure dans la flanquante du minisatellite. 

1.2.4.2.1.3 Evolutions récentes de la compréhension des mécanismes de mutation 

Le modèle proposé dans la revue (Vergnaud & Denoeud 2000), présenté au paragraphe 

précédent, reste toujours de mise pour expliquer les mécanismes de mutation méiotique des 

minisatellites hypermutables humains. Cependant, d’autres avancées ont été faites depuis, en 

particulier en ce qui concerne les mutations somatiques. 

Il s’avère que des mutations dans les protéines Rad27 (enzyme impliquée dans la résolution 

des structures « flap » générées sur le brin retardé lors de la synthèse des fragments 
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d’Okazaki : voir paragraphe 1.2.4.1), Pol3-t (DNA polymérase δ (Kokoska 1998)), et  PCNA 

(impliquée dans la réplication et la réparation de l’ADN (Kokoska 1999)), déstabilisent par 

des mécanismes apparemment différents, un minisatellite de 3 fois 20 pb (à un degré moindre 

que des microsatellites). Par ailleurs, une étude récente (Lopes 2002) a montré que deux 

allèles du minisatellite hypermutable CEB1 insérés dans la levure sont déstabilisés en mitose 

par une mutation de Rad27, de façon plus importante pour le grand allèle que pour le petit 

allèle. Cette déstabilisation, quoique plus marquée lorsque le minisatellite est inséré à 

proximité d’un point chaud de cassure double-brin, reste effective quand l’insertion a lieu en 

un autre locus. Les réarrangements complexes observés ont conduit au modèle présenté sur la 

Figure 13 (Lopes 2002).  

 

Figure 13 : Mécanisme de mutation des minisatellites hypermutables en mitose, dans un 
contexte mutant pour Rad27, proposé par (Lopes 2002).  

Les voies A et B illustrent les mécanismes de ré-annealing du « flap » avec la matrice, ce qui 

peut conduire à des duplications ou des délétions de motifs (modèle adapté d’après celui 
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proposé par Kokoska et al. (Kokoska 1998) : voir Figure 9). La voie C montre une résolution 

des structures flap conduisant à la formation d’une cassure double-brin mal réparée par les 

mécanismes de réparation par recombinaison, comme proposé par Tishkoff et al. (Tishkoff 

1997). La voie D correspond à une résolution de la structure « flap » par une des exonucléases 

Dna2, Exo1 ou RNase H(35). 

Ce modèle de mutation somatique est proche de celui de 1994 proposant une cassure dans le 

minisatellite (Buard 1994). La séquence du minisatellite pourrait alors jouer un rôle direct sur 

ce mécanisme de mutation : par exemple, la tendance à former des structures secondaires 

pourrait influer sur la probabilité de suivre telle ou telle voie pour la réparation de la structure 

« flap ». Un rôle de la séquence des différents allèles pourrait alors expliquer les résultats 

disparates qui ont été observés aux locus de minisatellites humains, concernant la relation 

entre la taille des allèles et leur instabilité : pour CEB1 (Buard 1998) et B6-7 (Tamaki 1999), 

l’instabilité augmente avec la taille de la répétition en tandem, mais elle varie toutefois entre 

différents allèles de même taille, tandis que pour MS32 et MS205, le taux de mutation est 

indépendant de la taille des allèles (Jeffreys 1994) ; (May 1996). L’instabilité peut également 

être influencée par la divergence entre les deux allèles du minisatellite : le taux de mutations 

germinales du minisatellite MS205 intégré dans la levure est deux fois plus élevé chez un 

hétérozygote (31-51 répétitions) que chez un homozygote pour le plus grand allèle (51-51). 

Une hypothèse pour expliquer ce phénomène serait que le système de réparation des 

mésappariements, détectant l’ADN hétéroduplex, induirait des cassures double-brin 

secondaires, qui seraient alors réparées par une étape de recombinaison supplémentaire (He 

2002). 

Il apparaît donc que les minisatellites hypermutables insérés dans le génome de levure mutent 
par deux mécanismes, l’un en méiose, faisant intervenir l’initiation de la recombinaison 
homologue à proximité d’un minisatellite (Debrauwère 1999), l’autre en mitose, faisant 
intervenir une mauvaise maturation des fragments d’Okazaki au cours de la réplication (Lopes 
2002) : étant donné que les mutations survenant en mitose chez la levure délétée pour Rad27 
ont beaucoup de similitudes avec celles observées en méiose chez les minisatellites CEB1 et 
B6-7 chez l’homme (Buard 1998 ; Tamaki 1999), on peut imaginer qu’en plus des 
événements de recombinaison se produisant en prophase méiotique, des défauts spontanés de 
réplication pourraient aussi se produire lors de la gamétogène chez l’homme (Lopes 2002).  

Les mécanismes de mutation des minisatellites chez les bactéries n’ont jusqu’à présent jamais 
été étudiés. En revanche, le mécanisme de mutation par glissement lors de la réplication 
s’applique aux répétitions en tandem bactériennes de la classe de taille des microsatellites : 
voir chapitre 1.2.4.1.  

1.2.4.2.2 Minisatellites non hypermutables 

Les minisatellites non-hypermutables, parfois polymorphes mais ayant un degré d’instabilité 

faible (inférieur au seuil de détection imposé par les études de familles, de 0.5% de mutation), 
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ont été beaucoup moins étudiés du point de vue de leurs mécanismes de mutation. Pour la 

plupart des minisatellites de ce type, on observe une distribution des longueurs totales 

bimodale (minisatellites de l’insuline (Bell 1984) et D2S44 (Holmlund 1998)) ou tri-modale 

(minisatellites D19S20 (Nakamura 1988) et MS51(D11S97) (Armour 1989)). Ce type de 

distributions résulte probablement d’une fixation de certains allèles dans la population par la 

dérive génétique, les mutations survenant dans ces allèles ne faisant ensuite varier leur taille 

que de quelques unités. On peut également imaginer des processus de mutation biaisés vers 

certaines tailles d’allèles ou même des phénomènes de sélection (Stead 2000).  

Une étude menée par Stead et Jeffreys (Stead 2000) sur le minisatellite de l’insuline a permis 

de distinguer deux modes de mutation dans les lignées germinales : le premier, se produisant à 

un taux de 10-3, implique des insertions et délétions de 1-2 unités, survenant en majorité dans 

des régions homogènes, ce qui suggère un mécanisme de glissement de la polymérase, comme 

pour les microsatellites. Les auteurs émettent l’hypothèse que de tels événements surviennent 

en mitose, même si on ne peut pas distinguer ces mutations d’événements de recombinaison 

méiotique intra-alléliques. Le deuxième mode de mutation, qui survient à un taux de 2.10-5 

environ, correspond à des réarrangements complexes, de type conversion génique, semblables 

à ceux observés –de façon beaucoup plus fréquente- chez les minisatellites hypermutables. La 

diversité des allèles du minisatellite de HRAS1 suggère que des événements de conversion 

surviennent à ce locus relativement stable, mais à une fréquence inconnue (Ding 1999). Dans 

ce minisatellite, les mutations d’allèles associés au cancer surviennent préférentiellement dans 

trois régions : événements complexes de recombinaison inter-allélique dans une région, 

simples événements de duplication/délétion dans une autre, et événements de différents types 

dans la troisième région.  

Il semble donc que chez ces minisatellites, comme chez les minisatellites hypermutables, 

deux mécanismes de mutation soient impliqués. Le premier, survenant en mitose (dans la 

lignée germinale ou dans la lignée somatique) impliquerait des glissements lors de la 

réplication, et des phénomènes de maturation erronée des fragments d’Okazaki, à des taux 

semblables entre les deux types de locus (Jeffreys 1997 ; Stead 2000). Le second, survenant 

en méiose, impliquerait des réarrangements complexes de type conversion génique, initiés par 

des cassures double-brin . Ce deuxième type d’événement serait rare chez les minisatellites 

« ordinaires » mais très fréquent chez les minisatellites hypermutables. Dans la revue que 

nous présenterons au chapitre 2.3.1, nous émettons donc l’hypothèse que les minisatellites 

seraient hypermutables lorsqu’ils se trouvent à proximité d’un point chaud de cassures 

double-brin (Vergnaud & Denoeud 2000). Ensuite, si une mutation survient dans la 

flanquante et affecte les propriétés de recombinaison à ce locus (une transversion G->C en 

amont de MS32 a en effet été associée à une diminution de l’instabilité de ce minisatellite 

(Monckton 1994)), la dérive génétique (Jeffreys 2002) peut conduire à l’extinction du 

minisatellite hypermutable, qui redeviendra alors un minisatellite ordinaire. Le site de cassure 

double-brin pourrait également provenir de l’arrangement de la chromatine et non de la 
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séquence elle-même : l’extinction de l’hypermutabilité proviendrait alors de mécanismes de 

réarrangement du génome à plus grande échelle. Pour les minisatellites non-hypermutables, 

les rares mutations survenant dans la lignée germinale pourraient résulter de cassures double-

brin aléatoires survenant en méiose ou d’événements de type somatique, survenant lors des 

divisions mitotiques préalables.  

1.2.4.3 Distinction entre microsatellites et minisatellites 

Les études menées sur les mécanismes de mutation des répétitions en tandem montrent que 

les microsatellites comme les minisatellites sont déstabilisés en mitose, et en méiose (à une 

fréquence très importante pour les minisatellites hypermutables). Les mécanismes en cause 

font intervenir le glissement de la polymérase et la résolution des structures « flaps » générées 

par les fragments d’Okazaki sur le brin retardé lors de la réplication et/ou la réparation de 

cassures double-brin survenues dans ou à proximité de la répétition en tandem. La distinction 

entre leurs modes de mutation est plus quantitative (fréquences relatives des différents 

événements) que qualitative. Elle sera rendue plus aisée lorsque certains de ces mécanismes, 

encore très énigmatiques, pourront être élucidés.  

Des distinctions majeures peuvent toutefois être déduites de l’analyse des mutations survenant 

dans les microsatellites et les minisatellites (les répétitions en tandem présentant l’intérêt de 

conserver parfois la trace d’anomalies du métabolisme de l’ADN, et de reconstituer a 

posteriori la séquence des événements, dans des systèmes biologiques peu propices à des 

investigations directes) :  

- L’homogénéité interne des microsatellites est supérieure à celle des minisatellites, ce qui 

est cohérent avec un mécanisme de mutation impliquant le glissement de la polymérase 

pour les premiers, et un mécanisme compatible avec l’hétérogénéité des motifs, comme la  

réparation de cassures double-brins, pour les deuxièmes.  

- Des mutations dans le système de réparation des mésappariements déstabilisent les 

microsatellites mais pas les minisatellites (sauf MS1, minisatellite d’unité répétée de 

« type » microsatellite : 9 pb, décrit plus bas (Berg 2003)). Cette observation peut 

s’expliquer par le fait que les boucles générées lors de glissements ne sont corrigées par ce 

système que lorsque leur taille est inférieure à 16 paires de bases (Sia 1997). 

- Des mutations dans les enzymes permettant la résolution des structures « flap » générées 

par les fragments d’Okazaki déstabilisent les microsatellites et les minisatellites, mais à 

des degrés très différents (Kokoska 1998) : les minisatellites y sont beaucoup moins 

sensibles, ce qui pourrait être lié à la taille des fragments d’Okazaki (100 à 150 paires de 

bases (MacNeill 2001)). Le fait que plusieurs unités répétées soient contenues sur un 

fragment d’Okazaki pourrait en effet augmenter la probabilité d’événements de mutation 

(Monckton 1995).  
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Les caractéristiques structurales des répétitions en tandem semblent donc moduler 

l’importance relative des différents mécanismes de mutation à l’œuvre, et distinguent donc la 

classe des microsatellites de celle des minisatellites. Cependant, certaines répétitions en 

tandem se situent à la « frontière » entre ces deux classes, ce qui rend difficile l’établissement 

d’une définition stricte. Deux exemples en sont présentés ci-après :  

- Le minisatellite hypermutable EPM1, situé en 5’ du gène de la cystatine B, et dont 

l’amplification est responsable de l’épilepsie myoclonique progressive de type 1 (voir 

Tableau 8), a un motif répété de 12 paires de bases. Ce locus cause la maladie par un 

phénomène d’amplification semblable à ceux qui surviennent pour les maladies 

neurodégénératives causées par des expansions de triplets (voir Tableau 7). Les 

phénomènes de mutations correspondent en majorité à des expansions/contractions d’une 

seule unité (Lalioti 1997). Larson et al. ont émis l’hypothèse que l’instabilité, 

apparemment germinale, extrême des allèles amplifiés (taux de mutation de 0.47) pourrait 

être causée par des erreurs de réplication dans une région de la répétition contenant 100% 

de GC sur une longueur considérable (600-800 pb). Le taux de mutation légèrement plus 

faible des allèles pré-mutateurs résulterait alors de leur longueur plus faible (Larson 

1999). 

- Le minisatellite hypermutable MS1 (D1S7) a une unité répétée de 9 paires de bases 

seulement : son nombre de copies varie de 60 à plus de 1000, avec un taux 

d’hétérozygotie (relatif au polymorphisme de taille des allèles) supérieur à 99% (Wong 

1987 ; Royle 1988). Son taux de mutation en lignée germinale a été estimé à 5.2% 

(Jeffreys 1988). Le grand nombre d’unités répétées et l’instabilité extrême de cette 

répétition en tandem la classent dans la catégorie des minisatellites plutôt que des 

microsatellites, même si son motif répété est court. Cependant, il a certaines particularités 

qui le rapprochent plus des microsatellites que des minisatellites. En particulier, c’est le 

seul minisatellite connu qui soit déstabilisé dans des cellules de cancer du colon montrant 

une instabilité des microsatellites (Berg 2003), ce qui suggère que la réplication ou les 

erreurs de réparation peuvent contribuer à son instabilité. De plus, inséré dans la levure, ce 

minisatellite mute à haute fréquence en méiose comme en mitose, ce qui n’est pas le cas 

d’autres minisatellites étudiés dans le même contexte, pour lesquels un fort taux de 

mutation n’est observé qu’en méiose (Appelgren 1997 ; He 1999). En mitose, l’instabilité 

de MS1 est dépendante de la taille des allèles (seuil d’instabilité à 750 pb) (Maleki 1997), 

et de la structure interne des allèles. En méiose, l’instabilité correspond principalement à 

des événements de type conversion génique, intra- ou inter-allélique, comme pour les 

autres minisatellites hypermutables (Berg 2000). Récemment, des études ont été menées 

non plus dans le modèle levure mais chez l’homme (Berg 2003). Les événements 

méiotiques intra-alléliques y sont plus fréquents que les événements inter-alléliques, et un 

autre phénomène de mutation a lieu : il s’agit de grandes délétions qui surviennent dans de 

longues régions homogènes, constituées d’au moins 12 unités du type « C » (108 pb), ce 

qui est similaire au seuil d’instabilité des triplets CGG du microsatellite associé au 
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syndrome de l’X fragile (Eichler 1994) (34-38 répétitions soit 102-114 pb). De plus, on 

observe une stabilisation de la répétition lorsque l’homogénéité est interrompue, ce qui 

rappelle également les mécanismes de mutation de microsatellites. Ce phénomène n’ayant 

pas été mis en évidence dans les lignées somatiques, il semble peu probable qu’il soit dû à 

un glissement survenant lors de la réplication mais plutôt lors de la recombinaison 

méiotique (Berg 2003). Certains mécanismes interprétés comme des glissements 

réplicatifs pourraient en fait correspondre à des recombinaisons entre chromatides sœurs : 

il est possible que jusqu’à présent, le phénomène de glissement lors de la réplication ait 

été surestimé au détriment de mécanismes plus complexes. Cependant, ces événements 

complexes se produisent bel et bien à certains locus, et ils mériteraient donc d’être 

invoqués également dans les cas  « simples ». 

Enfin, en plus des différences entre microsatellites et minisatellites inhérentes à leurs 

mécanismes de mutation, ces deux types de répétitions en tandem peuvent être distingués par 

leur distribution chromosomique, du moins dans le génome humain, comme nous le montrons 

dans la revue présentée au chapitre 2.3.1 (Vergnaud & Denoeud 2000). En effet, parmi 

l’ensemble des répétitions en tandem du chromosome 22 humain, il apparaît que la transition 

entre une répartition homogène et une répartition biaisée vers les télomères correspond à une 

unité répétée de 17 pb, taille des boucles non réparables par le système de réparation des 

mésappariements (Sia 1997), ou à une longueur totale de 120-140 pb, seuil similaire à celui 

décrit plus haut pour l’instabilité des triplets. Ainsi, il semble que les mécanismes de création 

et/ou de maintien (pression de sélection…) des microsatellites et des minisatellites dans le 

génome humain soient distincts, comme le reflète leur différence de distribution 

chromosomique, mais ces phénomènes restent pour l’instant énigmatiques. 

Les minisatellites étaient définis usuellement comme des structures de longueur totale de 

l’ordre du kilobase, ce seuil étant imposé par les contraintes expérimentales qui ont 

accompagné leur première caractérisation (Southern Blot). Nous proposons d’élargir cette 

définition (nous le verrons dans la revue présentée au paragraphe 2.3.1 (Vergnaud & Denoeud 

2000)) à des répétitions en tandem de longueur totale supérieure à 140 pb environ et/ou 

d’unité répétée supérieure à 15 pb environ. Des structures d’unité répété plus petite (entre 6 et 

15 pb) pourront être considérées comme des minisatellites si elles sont très étendues : c’est le 

cas des minisatellites MS1 et EPM1, mais nous avons vu que certaines de leurs 

caractéristiques restent similaires à celles de microsatellites.  

1.2.5 Origine des répétitions en tandem 

Etant donné que les répétitions en tandem sont retrouvées chez toutes les espèces, eucaryotes 

comme procaryotes, analysées jusqu’à présent, et qu’il n’existe pas d’homologie entre les 

répétitions en tandem de différentes espèces, sauf très proches (Taylor 1999), la formation de 
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nouvelles répétitions en tandem doit être un événement survenant  fréquemment dans les 

génomes.  

Le premier modèle de génération des répétitions en tandem, proposé par Levinson et Gutman 

(Levinson 1987), implique la formation de petites répétitions en tandem survenant par hasard 

suite à des mutations ponctuelles, qui seraient ensuite amplifiées par glissement lors de la 

réplication. Cependant, même si ce modèle est plausible pour de petites répétitions comme les 

microsatellites (par exemple une étude chez les primates a montré que deux répétitions en 

tandem de motif de 2pb et 4pb avaient pu être générées par des mutations aléatoires (Messier 

1996)), il n’est pas envisageable pour des répétitions en tandem de motifs plus grands 

(minisatellites). De plus, une distinction entre les mécanismes générant les microsatellites et 

les minisatellites pourrait expliquer les différentes distributions chromosomiques observées 

pour ces deux types de répétitions en tandem. 

Pour certains minisatellites, on observe que la région répétée est flanquée de part et d’autre 

par quelques (5 à 10) nucléotides identiques, c’est-à-dire que la répétition se termine par un 

motif incomplet de quelques paires de bases : un exemple en est présenté sur la Figure 14A. 

Ce type de structure a été décrit chez la levure S. cerevisiae (Haber 1998) ainsi que d’autres 

champignons (Giraud 1998), l’homme (Haber 1998 ; Murray 1999), les oiseaux (Gyllensten 

1989), le saumon (Goodier 1998) et les mitochondries de divers organismes (Taylor 2000). 

Ces observations ont conduit à l’hypothèse selon laquelle des répétitions non-contiguës 

seraient à l’origine d’une duplication de la région comprise entre ces deux répétitions, par 

glissement lors de la réplication (un modèle est proposé par Taylor et al. : Taylor 2000), ou 

par crossing-over inégal (Haber 1998). Cette répétition pourrait ensuite être amplifiée par les 

mécanismes susceptibles de faire évoluer les répétitions en tandem que nous avons vus 

précédemment, tels que le glissement réplicatif ou la conversion génique (Haber 1998 ; 

Taylor 2000) : voir Figure 14B. Selon le temps écoulé depuis la création du minisatellite, 

l’homologie entre les petites séquences flanquant la répétition en tandem pourra avoir été 

perdue ou conservée (Haber 1998). Ce modèle nécessite la présence fortuite de répétitions 

non adjacentes, qui ont plus de chances de survenir dans des génomes de faible complexité, à 

fort biais de composition (Achaz 2002). 

Cependant, de manière plus remarquable, de nombreux minisatellites comptent un nombre 

entier de motifs. Le modèle proposé dans la Figure 14 n’explique pas la formation de telles 

répétitions. L’hypothèse proposant que de courtes répétitions non adjacentes, survenant par 

hasard, seraient à l’origine de la formation des minisatellites reste plausible. Mais pour tenir 

compte des minisatellites « parfaits » il faudrait un modèle selon lequel ces petites répétitions 

seraient ensuite « avalées » dans la répétition en tandem. Jusqu’à présent, peu d’attention a été 

portée au problème de l’origine des minisatellites, et aucun modèle satisfaisant n’a pu être 

proposé : les mécanismes en cause restent encore très énigmatiques.  
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Figure 14 : Une hypothèse sur l’origine des minisatellites. 

1.3 Identification des répétitions en tandem dans 
les génomes 

1.3.1 La bioinformatique 

La bioinformatique est née lorsque, suite à l’essor des techniques de séquençage, deux 

nécessités sont apparues pour la recherche en biologie : le stockage de séquences dans des 

bases de données informatiques, et l’analyse de ces séquences (nucléiques ou protéiques). La 

bioinformatique correspond à un domaine interdisciplinaire et peut être définie comme 

« l’application de l’informatique pour l’acquisition, la gestion, et l’analyse de données 

biologiques » (Brown 2003). La plupart des algorithmes qui sont à la base des outils 

bioinformatiques actuels sont nés dans les années 70-80, et proviennent en fait de recherches 

théoriques :  

- 1970 : algorithme de Needleman et Wunsch pour la comparaison de séquences 

(alignement global) (Needleman 1970). 

- 1978 : algorithme de Chou et Fasman pour la prédiction de structures secondaires de 

protéines à partir de leur séquence d’acides aminés (Chou 1978). 

- 1979 : package Staden pour l’assemblage de fragments d’ADN chevauchants provenant 

de projets de séquençage (Staden 1979 ; Staden 1980). 

- 1981 : algorithme de Smith et Waterman pour l’alignement de séquences (alignement 

local) (Smith 1981). 
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- 1982 : profils d’hydrophobicité des protéines par Kyte et Doolittle (Kyte 1982). 

- 1987 : alignements multiples de séquences par Feng et Doolittle (Feng 1987). 

- 1987 : méthode du « neighbor joining » pour la reconstruction phylogénétique par Saitou 

et Nei (Saitou 1987). 

- 1988 : Pearson et Lipman créent FASTA, logiciel de recherche de similitudes entre une 

séquence et une base de séquences (Pearson 1988). 

- 1990 : Altschul et collègues implémentent BLAST au NCBI, autre méthode de 

comparaison entre une séquence et une base de séquences (Altschul 1990 ; Altschul 

1994). Cette méthode sera détaillée au paragraphe 2.1.1.3. 

Le terme « bioinformatics » a été indexé dans les mots-clés ou titres de PubMed/Medline 

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/] à partir de 1993. Depuis, le nombre d’occurrences de 

ce terme comme du terme « computational biology » n’a cessé de croître (Brown 2003).  

Ces dernières années, le nombre de génomes séquencés a augmenté de façon spectaculaire, en 

particulier chez les bactéries (voir chapitre 1.1.1.1), ce qui a été accompagné de progrès dans 

les domaines de la génomique, de la protéomique mais aussi de la bioinformatique : 

raffinements aux algorithmes de recherche d’homologie dans les bases de données,  prédiction 

de structures protéiques secondaires et tertiaires, logiciels de recherche de motifs protéiques 

ou nucléiques, analyse des séquences répétées (Heringa 1998). En particulier, comme nous le 

détaillons au paragraphe suivant, différents outils permettant l’identification de répétitions en 

tandem dans les séquences ont été élaborés. 

1.3.2 Logiciels d’identification de répétitions en tandem 

Jusqu’à ces dernières années, les répétitions en tandem étaient identifiées de façon 

expérimentale (hybridation de sondes sur des Southern Blots…) mais dorénavant la 

disponibilité de données de séquence permet leur identification systématique, in silico, dans 

les génomes. Lorsque mon DEA a commencé, en 1999, les outils disponibles étaient peu 

nombreux : la plupart permettaient la recherche de répétitions dans les séquence protéiques, 

de façon plus ou moins efficace (Heringa 1998 ; Pellegrini 1999). Les programmes détectant 

les répétitions en tandem nucléiques avaient certaines lacunes : certains, comme le 

programme « REPuter » (Kurtz 1999), ne détectaient que les répétitions en tandem 

strictement conservées. Ce type d’outils a une utilité pour identifier les microsatellites, mais 

devient inapproprié pour les minisatellites, très rarement strictement conservés. D’autres 

permettaient la détection de répétitions en tandem dégénérées mais seulement dans la plage de 

taille des microsatellites (par exemple sputnik : http://espressosoftware.com:8080/ 

esd/pages/sputnik.jsp, créé par Abajian en 1994), ou nécessitaient de préciser certains 

paramètres tels que la longueur du motif répété recherché et son degré de conservation 

(Korotkov 1997 ; Sagot 1998), et/ou requéraient des temps de calcul très longs, ce qui rendait 
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la tâche consistant à analyser des chromosomes entiers pour toutes leurs répétitions en tandem 

beaucoup trop fastidieuse. Une telle tâche est devenue envisageable avec la création du 

logiciel « Tandem Repeats Finder » (TRF) par Gary Benson en 1999 (Benson 1999). Cet 

algorithme est efficace, il peut donc traiter de longues séquences nucléiques, et ne nécessite 

pas d’entrer des paramètres précis sur les répétitions en tandem recherchées, ce qui permet 

leur identification « à l’aveugle ». Nous le décrivons plus en détail au paragraphe suivant. 

1.3.2.1 Le « Tandem Repeats Finder » (TRF) 

 

Figure 15 : Algorithme de détection des répétitions en tandem 

implémenté par le « Tandem Repeats Finder » (Benson 1999). 
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L’algorithme utilisé est de type probabiliste, heuristique, c’est-à-dire qu’il n’est pas garanti de 

trouver toutes les répétitions en tandem existantes, mais il a l’avantage, par rapport aux 

algorithmes exacts, de ne pas nécessiter un temps de calcul trop long ou de rentrer des 

paramètres trop précis sur les répétitions en tandem recherchées. La recherche repose sur le 

fait que dans une répétition en tandem, une même base, ou un groupe de k bases successives 

(k-uplet), sera retrouvé à intervalles réguliers (distance d), sauf mésappariements. La Figure 

15 présente les différentes étapes pour la détection des répétitions en tandem. Tout d’abord, la 

séquence est parcourue pour détecter les positions i de tous les k-uplets (où k =5 par exemple) 

possibles (4
k
) : cette liste sera notée Hp (ensemble des positions où se trouve le k-uplet p). 

Lorsqu’une position i est ajoutée à la liste Hp des occurrences d’un k-uplet donné (p), toutes 

les occurrences de p déjà identifiées sont recherchées : si une occurrence a eu lieu à la 

position j, la distance d = i-j est la taille possible d’un motif répété en tandem. Dans ce cas, 

d’autres k-uplets seront trouvés au voisinage, éloignés de la même distance d. La liste Dd 

contient l’ensemble des distances d survenant entre des k-uplets dont l’une des occurrences se 

situe entre les positions j et i. Ces listes de distances sont alors testées selon un critère 

statistique, basé sur la loi de Bernoulli, qui dépend de la taille du motif, de la probabilité de 

match, de la probabilité d’insertion/délétion, et de la taille du n-uplet. Si le test est favorable, 

un motif candidat allant des positions j+1 à i est alors aligné avec la séquence environnante : 

si au moins deux copies du motif s’alignent avec la séquence, la répétition en tandem est 

mentionnée. Un motif consensus est ensuite généré, correspondant au motif s’alignant le 

mieux avec toutes les unités répétées, et l’alignement des unités avec ce motif consensus est 

proposé en sortie. La taille de la période (« period size ») correspond à la distance entre les 

caractères matchant et peut être différente de la taille du consensus.  

Ce logiciel présente l’inconvénient de générer des sorties redondantes (pourtant limitées à 

trois par répétition en tandem détectée) : par exemple, une même plage peut être proposée 

avec un motif répété de 24 et un motif de 48 pb. D’autre part, certaines plages de répétitions 

en tandem se chevauchent, ou certaines répétitions en tandem peuvent être segmentées si elles 

contiennent une portion mal conservée. Cet inconvénient ne constitue cependant pas une vraie 

limite, étant donné que le choix de la « meilleure » répétition en tandem n’est pas évident, et 

nécessite donc dans la plupart des cas l’intervention de l’utilisateur (en particulier en ce qui 

concerne la détermination exacte des bornes des répétitions en tandem). De plus, comme nous 

le verrons dans le paragraphe suivant, les différents autres logiciels proposés depuis le TRF ne 

s’avèrent pas meilleurs. Le TRF, logiciel d’utilisation conviviale, accessible à l’adresse 

[http://tandem.biomath.mssm.edu/trf/trf.html] reste donc un outil de référence pour la 

détection de répétitions en tandem dans les génomes (Yeramian 1999) : par exemple, il a été 

utilisé lors de l’analyse de la séquence brouillon du génome humain par le consortium public 

(Lander 2001). 
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1.3.2.2 Autres outils de détection des répétitions en tandem 

Depuis 1999, d’autres outils de recherche et de manipulation des répétitions en tandem ont été 

élaborés et des outils existants ont été améliorés:  

- Le programme REPuter, basé sur des arbres de suffixes, a été amélioré pour permettre la 

détection de répétitions approximatives. Cependant, il ne fournit qu’une vue globale des 

répétitions mais pas leurs séquences détaillées (Kurtz 2000) [http://www.genomes.de]. 

- Le package EMBOSS (Rice 2000) propose des logiciels de détection des répétitions en 

tandem : etandem et equicktandem, qui ont l’intérêt de pouvoir traiter des séquences 

nucléiques comme protéiques. L’interface est toutefois peu conviviale, et nécessite 

d’entrer un seuil de score peu intuitif. De plus, la sortie par défaut ne propose pas la 

séquence des répétitions [http://www.hgmp.mrc.ac.uk/Software/EMBOSS/Apps/ 

equicktandem.html]. 

- Une méthode basée sur des codes couleurs attribués aux différentes bases permet une 

identification visuelle des répétitions en tandem (Yoshida 2000).  

- Un algorithme, accessible via une interface web [http://csweb.cs.haifa.ac.il/library/ 

appro_try1.html], permet de rechercher des répétitions en tandem approximatives (Landau 

2001). Ce programme présente l’inconvénient de nécessiter que l’utilisateur entre le 

nombre de mésappariements maximal dans les répétitions : pour des taux de 

mésappariement égaux, ce nombre variera en même temps que la taille du motif répété. 

Pour faire des recherches exhaustives, il sera donc nécessaire de lancer plusieurs 

exécutions avec différentes valeurs du paramètre (l’augmentation de cette valeur 

ralentissant notablement l’exécution). 

- Un programme de détection et de classification des répétitions (dont les répétitions en 

tandem) dans les génomes, basé sur les arbres de suffixes a été mis au point par Volfovsky 

et al. (Volfovsky 2001), mais il ne dispose pas d’une interface web. 

- Le logiciel TROLL identifie de façon très efficace les petites répétitions en tandem 

correspondant à un « dictionnaire » de répétitions connues (Castelo 2002).  

- En 2002, Hauth et al. ont proposé un algorithme basé sur l’« extension de graines » pour 

détecter les répétitions en tandem « classiques » mais aussi de deux autres types, les 

« VLTRs » (variable length tandem repeats) et les « MPTRs » (multi-period tandem 

repeats) : voir Figure 16. Ces répétitions en tandem étaient également identifiées par le 

TRF par exemple, lors de sorties redondantes, mais elles n’étaient pas spécifiées comme 

telles (Hauth 2002). 
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Figure 16 : Description de deux « nouveaux » types de répétitions en tandem, 

 les VLTR et les MPTR (Hauth 2002). 

- Le programme « MREPS », accessible à l’adresse [http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/ 

interfaces/mreps.html], possède une interface conviviale et permet une identification 

efficace des répétitions en tandem (Kolpakov 2003). Les résultats obtenus ne sont 

toutefois pas meilleurs que ceux provenant du TRF, comme nous le verrons dans le 

paragraphe suivant. De plus, ce logiciel requiert que l’utilisateur saisisse un paramètre de 

« résolution » peu intuitif. 

- Le logiciel TRAP améliore l’assemblage des répétitions en tandem (Tammi 2003), une 

des principales sources d’erreurs lors du séquençage des génomes. 

1.3.2.3 Comparaison entre les logiciels de détection des 
répétitions en tandem disponibles sur le web 

Pour différentes répétitions en tandem, les sorties des logiciels accessibles sur Internet : TRF 

(Benson 1999) [http://tandem.biomath.mssm.edu/trf/trf.html], MREPS (Kolpakov 2003) 

[http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/mreps.html], et « A Program for Approximate 

Tandem Repeat » (Landau 2001) [http://csweb.cs.haifa.ac.il/library/appro_try1.html], ont été 

comparées. Les résultats sont présentés sur la Figure 17.  

Le microsatellite, D21S11 a une structure répétée irrégulière : les logiciels TRF et MREPS 

ont pu la mettre en évidence (31 x 4 pb dégénérées). Toutefois, le logiciel MREPS propose de 

nombreuses autres répétitions en tandem dans cette plage, alors que seul ce microsatellite est 

proposé par le TRF. On note en outre que pour le logiciel TRF, cette répétition en tandem a 

été détectée avec tous les paramètres proposés, tandis que pour MREPS, le paramètre par 

défaut, ne permettant pas de détecter des répétitions en tandem dégénérées, ne l’a évidemment 

pas détectée : il faut utiliser un paramètre de « résolution » de 5 ou plus. Le logiciel « A 
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Program for Approximate Tandem Repeats » ne détecte pas la séquence entière du 

microsatellite : elle est fragmentée en zones bien conservées. Même une augmentation du 

nombre de mismatchs autorisés n’améliore pas sa détection. En outre, ce microsatellite n’est 

même pas partiellement détecté par les paramètres par défaut, qui n’autorisent la détection 

que d’unités répétées de 6 paires de bases ou plus.  

Ces différents logiciels ont également été testés sur le minisatellite CEB268 du chromosome 

21 humain, qui est relativement mal conservé (74% de conservation moyenne entre les unités 

répétées et le motif consensus) (Denoeud 2003). Le TRF détecte des motifs redondants, 

différents selon les paramètres choisis : la répétition en tandem considérée comme la plus 

représentative de la région (10,2 x 54 pb) n’est détectée dans sa totalité qu’avec les 

paramètres les moins restrictifs (2,3,5 : match,mismatch,indel). Le logiciel MREPS ne détecte 

cette répétition, de façon un peu décalée par rapport au TRF (les bornes des répétitions en 

tandem sont en effet souvent difficiles à définir), qu’avec un paramètre de résolution 

maximal : 140 (la valeur de 145 est qualifiée de trop élevée pour la séquence à traiter). Le 

logiciel « A Program for Approximate Tandem Repeats » produit une erreur : le site 

mentionne qu’il accepte les séquences jusqu’à 1024 pb, mais il semble que ce minisatellite 

soit trop complexe, ce qui génère un temps de calcul trop long. Le logiciel « A Program for 

Approximate Tandem Repeats » n’est clairement pas adapté pour traiter des longues 

séquences : les seuls outils vraiment efficaces sont TRF et MREPS.  

Un avantage du TRF est que les paramètres sont pré-définis, et seuls 4 choix sont possibles. 

En revanche, pour MREPS (comme pour le troisième logiciel), le paramètre permettant de 

jouer sur l’homogénéité des répétitions, ou paramètre de « résolution », est libre, et 

l’utilisateur ne peut pas savoir quelles valeurs pertinentes lui donner (en particulier en ce qui 

concerne le seuil maximal). Pour le TRF, la restriction du nombre de paramètres accessibles 

pourrait être déplorée car elle reflète des choix faits par l’algorithme lui-même, que 

l’utilisateur ne peut pas contrôler et difficilement comprendre. Cependant, pour l’utilisation 

que nous aurons du TRF (identification rapide de répétitions en tandem dans des génomes 

complets), il est essentiel de pouvoir effectuer une seule exécution du programme par 

séquence à traiter, même si l’identification systématique des répétitions en tandem n’est pas 

garantie. Du point de vue de la facilité d’utilisation, qui ne requiert pas trop de mises au point 

pour définir les meilleurs paramètres, comme de la présentation des résultats, qui propose 

l’alignement des répétitions avec le consensus, le TRF reste le meilleur outil disponible à 

l’heure actuelle. 
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Figure 17 : Comparaison de programmes de détection de répétitions en tandem accessibles sur Internet. 
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1.3.3 Identification des répétitions en tandem polymorphes 

Nous avons vu que des logiciels permettaient la détection de répétitions en tandem dans les 

séquences. Cependant, les répétitions en tandem d’intérêt sont les répétitions polymorphes, 

soit pour l’épidémiologie bactérienne, soit pour l’étude de pathologies humaines associées à 

ces polymorphismes, ou encore si on recherche des minisatellites hypermutables, en premier 

lieu extrêmement polymorphes. Pour l’instant, il n’existe pas d’outil « miracle » permettant de 

détecter les répétitions en tandem polymorphes. Cependant, quelques pistes peuvent être 

suivies, en particulier pour les microsatellites. 

1.3.3.1 Microsatellites 

Comme nous l’avons vu au paragraphe 1.2.4.1, le mode de mutation des microsatellites par 

glissement de la réplication dépend de la longueur et de la conservation de ces répétitions en 

tandem (Weber 1990). Il est donc probable que les microsatellites les plus polymorphes seront 

les mieux conservés, et les plus longs. Une étude menée par Wren et al. a en effet montré 

qu’une requête sélectionnant des microsatellites très conservés fournissait une grande 

proportion de locus polymorphes (Wren 2000). 

Cependant, d’une part, le glissement de la réplication n’est pas le seul mécanisme en cause 

dans la mutation des microsatellites, et d’autre part, si des microsatellites autrefois instables 

car bien conservés sont devenus plus stables, par exemple suite à des mutations ponctuelles 

interrompant leur homogénéité, plusieurs allèles pourront subsister dans la population : ces 

locus « inactifs » mais pourtant polymorphes, risquent de ne pas être détectés par ces critères 

de longueur et de conservation, ce qui, selon le but recherché, peut être problématique. En 

effet, si on cherche des locus instables pour étudier les modes de mutation, ce type de locus ne 

sera pas intéressant. En revanche, si on recherche des locus polymorphes pour l’identification 

de souches bactériennes et la phylogénie, les bons marqueurs épidémiologiques devront au 

contraire être stables de génération en génération, et refléter le plus possible de « vrais 

événements » évolutifs, auquel cas les locus inactifs seront privilégiés.  

1.3.3.2 Minisatellites 

Pour les minisatellites, la tâche visant à déterminer le polymorphisme à partir de la séquence 

est encore plus ardue. En effet, les mécanismes de mutation semblent peu influencés par les 

caractéristiques de séquence (Buard 1998), et aucune caractéristique commune aux séquences 

de minisatellites hypermutables n’a pu être mise en évidence (Murray 1999). Cependant, 

jusqu’à présent, l’analyse des séquences de répétitions en tandem ne s’est intéressée qu’à des 

critères simples (longueur, composition…) et pas à l’organisation des mutations dans les 

motifs répétés. Ce type d’information mériterait toutefois d’être utilisé : par exemple, une 

répétition « active » aura probablement une plus grande proportion de mutations communes à 
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plusieurs motifs qu’une répétition inactive, dans laquelle des mutations ponctuelles auront pu 

survenir sans être distribuées dans l’ensemble de la répétition (mutations uniques, spécifiques 

d’une unité particulière). Par ailleurs, la séquence des allèles de minisatellites reflète les 

mécanismes de mutation ayant encore cours, mais également ceux qui sont révolus : pour les 

minisatellites anciennement hypermutables qui sont devenus stables, des allèles extrêmement 

variables, en ce qui concerne la taille comme la complexité de l’arrangement des motifs, 

seront observés dans la population. Si l’extinction du point chaud de cassures double-brin à 

l’origine de leur instabilité a eu lieu depuis longtemps, l’analyse des séquences alléliques sera 

encore compliquée par des mutations ponctuelles. Dans cette thèse, nous présenterons un 

article traitant de la prédiction du polymorphisme des minisatellites humains, à partir de 

caractéristiques de séquence simples et complexes (arrangement des motifs) (Denoeud 2003) : 

voir chapitre 2.3.2.  

1.3.3.3 But de la thèse 

Le but de cette thèse est de mettre à profit les données de séquençage des génomes afin 

d’identifier des répétitions en tandem polymorphes. L’étape visant à identifier les répétitions 

en tandem dans les génomes a été menée à bien par l’élaboration d’une base de données des 

répétitions en tandem [http://minisatellites.u-psud.fr], grâce au logiciel TRF : cette base de 

données sera présentée dans le chapitre 2.1. La seconde étape, visant à identifier parmi le 

grand nombre de répétitions en tandem, celles qui sont polymorphes, a été traitée chez les 

bactéries pour lesquelles les séquences de plusieurs souches étaient disponibles, par la 

comparaison entre ces séquences. Nous présenterons dans le chapitre 2.2 l’utilisation de la 

base de données pour l’identification de marqueurs polymorphes utilisables en épidémiologie 

bactérienne. Enfin, une étude menée sur les minisatellites humains a permis de définir des 

critères prédictifs de la séquence d’un seul allèle de minisatellite sur le polymorphisme (les 

séquences CELERA et HGP n’étant pas indépendantes, leur comparaison s’est avérée 

décevante), et a en outre identifié un nouveau minisatellite hypermutable situé dans une 

séquence codante putative. Ces résultats seront exposés dans le chapitre 2.3, ainsi qu’une 

application à la détection de minisatellites associés à des séquences codantes, et donc 

potentiellement impliqués dans des processus biologiques d’intérêt. 
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2.1 Présentation de la base de données des 
répétitions en tandem 

Cette base de donnée peut être définie comme un outil pour l’identification, la caractérisation, 

et la capitalisation des connaissances concernant les répétitions en tandem. 

De multiples ressources « bioinformatiques » accessibles via Internet fleurissent presque 

quotidiennement. Certaines sont des logiciels d’analyse couplés à une interface permettant à 

un utilisateur une analyse commode de ses données. En France, Infobiogen 

[http://www.infobiogen.fr/] est probablement le fournisseur le plus connu de ce type de 

service. D’autres rendent accessibles des données qu’elles hébergent. Le site le plus consulté 

est le site NCBI aux Etats-Unis [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/]. En plus de ces sites majeurs, 

il existe une multitude d’autres sites, souvent d’utilité restreinte et de ce fait éphémères. Il est 

donc raisonnable, avant de développer un nouvel outil de ce type, de se poser la question du 

bien-fondé de la démarche. Le site que j’ai développé a avant tout cherché à répondre à des 

besoins immédiats du laboratoire, et son premier utilisateur et évaluateur en est donc le 

laboratoire. Le site a été rendu accessible sur Internet, dans l’espoir que cette ressource sera 

également utile à d’autres utilisateurs, par exemple pour la recherche en épidémiologie 

bactérienne.  

L’outil comporte plusieurs volets qui se sont ajoutés progressivement :  

- Une base de données proprement dite, qui contient, pour des génomes ou des chromosomes 

entièrement séquencés (virus, archées, bactéries, eucaryotes, plasmides et organelles), 

l’ensemble des répétitions en tandem détectées par le logiciel Tandem Repeats Finder (TRF) 

(Benson 1999). La base permet d’effectuer des requêtes sur cette collection de répétitions en 

tandem, visant par exemple à sélectionner des candidats dont on testera le polymorphisme. 

Elle contient également des informations sur les répétitions en tandem déjà étudiées. Ce 

dernier aspect nécessite un travail éditorial manuel (étude de la littérature) et les données 

incluses ne sont donc pas exhaustives. 

- Une base de données similaire, mais permettant la comparaison de génomes très proches 

(par exemple, lorsque deux souches bactériennes de la même espèce ont été séquencées), ce 

qui permet d’identifier les répétitions en tandem polymorphes.  

- Des fonctionnalités permettant la recherche d’un locus particulier, soit par mots-clés, soit par 

similitude de séquence, en utilisant le logiciel « BLAST ». 

- Une page permettant l’identification de souches après génotypage, par comparaison avec des 

données que nous avons produites, et rendues accessibles dans une base de génotypes.  

J’ai effectué les premiers développements de cette ressource à l’occasion de mon travail de 

DEA. Ces développements apparaissent dans la revue (Vergnaud & Denoeud 2000) présentée 

au chapitre 2.3.1. Les développements ultérieurs m’ont permis d’être associée à plusieurs 
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articles d’épidémiologie moléculaire du laboratoire (chapitre 2.2). La version actuelle du site 

fait l’objet de deux publications (présentation au congrès ECCB 2003 et article paru dans 

BMC Bioinformatics (Denoeud 2004)), présentées au chapitre 2.1.2. Dans la section suivante, 

je vais décrire plus en détail la mise en place des différentes fonctionnalités de la base de 

données, accessibles sur le web à l’adresse [http://minisatellites.u-psud.fr]. 

2.1.1 Élaboration de la base de données 

2.1.1.1 Traitement des séquences et import dans la base de 
données 

La base de données tire parti des données de séquences rendues publiques, qui sont pré-

traitées afin d’identifier les répétitions en tandem. Lorsqu’une requête est lancée dans la base, 

il n’y a donc pas de nouvelle analyse. Les séquences de chromosomes complets ont été 

rapatriées à partir du serveur ftp du NCBI [ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/]. Elles ont ensuite 

été soumises au logiciel Tandem Repeats Finder (TRF) (Benson 1999) 

[http://tandem.bu.edu/trf/trf.html] (voir paragraphe 1.3.2.1) avec les paramètres : « match, 

mismatch, indels » : (2,3,5) ; « Minimum Alignment Score To Report Repeat » : 50 ; 

« Maximum Period Size » : 500. Afin de générer les fichiers à importer dans la base de 

données, j’ai développé une procédure, implémentée en Perl. Son rôle principal est d’éliminer 

la redondance présente dans les sorties du TRF. En effet, une répétition en tandem peut assez 

souvent être vue de différentes façons, en terme de taille de motif, et de point de départ et de 

terminaison, ce qui génère des ambiguïtés : par exemple 10 fois 20 pb et 5 fois 40 pb. 

Cependant, pour des raisons de simplicité évidentes, il a paru préférable que chaque répétition 

en tandem n’apparaisse (au moins en première analyse) que sous une seule forme. Cette 

élimination de la redondance a donc fait l’objet de choix. Nous avons décidé de conserver la 

répétition en tandem ayant le plus court motif, parmi les répétitions en tandem les plus 

étendues et ayant la meilleure conservation interne, comme expliqué dans (Denoeud 2003). 

L’Annexe 1 présente les fonctions relatives au traitement de la redondance extraites du 

programme Perl générant les fichiers à importer dans la base de données. Nous utilisons une 

base de données Access, sous Windows 2000 Server. 

2.1.1.2 Interrogation de la base de données 

La base de données est interrogeable sur le web, à l’adresse [http://minisatellites.u-psud.fr]. 

La procédure d’interrogation utilise la technologie ASP (« Active Server Pages »), avec 

VBscript et Perlscript.  
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Figure 18 : Une requête dans la base de données des répétitions en tandem.
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La Figure 18 illustre le résultat d’une requête via la page de recherche de répétitions en 

tandem déjà étudiées, appliquée à Mycobacterium tuberculosis. Cette requête fournit les 

caractéristiques des répétitions en tandem, les conditions de typage (amorces PCRs, 

température d’hybridation) et le polymorphisme. Elle comporte également des liens vers les 

articles correspondants, les informations sur les gènes associés, et, quand plusieurs souches 

sont présentes dans la base, les informations sur la(les) répétition(s) en tandem 

correspondante(s) dans la(les) autre(s) souche(s). Les autres requêtes pouvant être effectuées 

dans la base de données seront détaillées dans les articles présentés dans les sections suivantes 

(Vergnaud 2000 ; Le Flèche 2001 ; Le Flèche 2002 ; Denoeud 2003 ; Denoeud 2004). 

2.1.1.3 BLAST dans la base de données 

BLAST (« basic local alignment search tool ») (Altschul 1990 ; Altschul 1994 ; Altschul 1997) 

est le logiciel de recherche d’homologie et d’alignement de séquences le plus connu et le plus 

utilisé. Il fonctionne en trois grandes étapes : 

- le pré-traitement de la séquence requête (où tous les mots (w) de longueur donnée de la 

séquence requête sont comparés, et les mots similaires -selon un seuil T- sont identifiés) 

- la génération des « hits » (couples de mots similaires entre les deux séquences) 

-  l’extension des « hits » (afin d’obtenir des segments de similitude de score supérieur à un 

seuil S, ou HSP : « high scoring segment pairs »). 

Lors de la comparaison de deux séquences, le HSP obtenant le meilleur score est appelé MSP 

(« Maximal Segment Pair ») : on peut lui associer une P-value, soit la probabilité d'obtenir 

par hasard un score au moins supérieur ou égal à celui du MSP.  

La page de BLAST dans la base de données fonctionne via un script Perl, qui fait appel au 

programme de BLAST téléchargé sur le site ftp du NCBI  [ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/ 

executables/]. Les requêtes BLAST peuvent être effectuées dans les répétitions en tandem et 

leurs flanquantes, ce qui permet d’identifier des « familles » de répétitions en tandem. Ces 

familles peuvent avoir un motif similaire mais des flanquantes différentes : c’est par exemple 

le cas des « MIRUs » (mycobacterial interspersed repetitive units) observés chez les 

mycobactéries (Supply 1997). Elles peuvent aussi être constituées de régions plus vastes telles 

que des éléments IS contenant des répétitions en tandem, pour lesquels le motif répété et les 

flanquantes seront conservés. 

Afin de faciliter la recherche d’amorces PCRs, une page dédiée au BLAST de couples 

d’amorces a également été créée [http://minisatellites.u-psud.fr/Blast]. Elle fournit la taille des 

produits PCRs attendus dans les différents souches où les amorces matchent. Un extrait du 

script Perl correspondant est présenté en Annexe 2. 



 73

2.1.1.4 Comparaison de souches 

Lorsque les séquences de plusieurs souches d’une même espèce bactérienne sont disponibles, 

on peut effectuer la comparaison de ces souches. Il s’agit de trouver les correspondances entre 

les répétitions en tandem des différents génomes, ce qui repose sur la comparaison des 

souches deux à deux. Si plus de deux souches sont disponibles, on effectuera alors une 

synthèse de plusieurs comparaisons deux à deux pour générer les correspondances entre les 

répétitions en tandem.  

Figure 19 : Méthode de comparaison de souches bactériennes,  

basée sur le Blast des flanquantes des répétitions en tandem. 

La Figure 19 présente la méthode utilisée pour comparer deux souches. Elle repose sur la 

recherche par BLAST (Altschul 1997) des flanquantes des répétitions en tandem d’une souche 

dans le génome complet de l’autre souche, et réciproquement. En effet, d’une part, il n’est pas 

possible d’utiliser la répétition elle-même pour trouver le locus homologue dans la deuxième 

souche avec un outil tel que BLAST : certains motifs répétés peuvent avoir des similitudes 

suffisantes pour générer des matchs entre des répétitions en tandem non-apparentées. Ceci 

avait été illustré par l’hybridation d’une sonde synthétique constituée d’un motif élémentaire 

aléatoire répété en tandem sur des Southern Blots du génome humain (démarche qui peut 

s’apparenter au BLAST). De telles sondes identifient plusieurs locus polymorphes 

indépendants (Vergnaud 1989). D’autre part les BLASTs doivent être effectués de façon 

réciproque afin de ne pas passer à côté des répétitions en tandem qui n’auraient été détectées 
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(avec les seuils utilisés lors du traitement par le TRF) que dans une des deux souches, l’autre 

contenant une répétition trop courte ou insuffisamment conservée. Cette méthode nécessite 

une homologie suffisante entre les flanquantes, c’est-à-dire que les souches comparées soient 

peu divergées. Cette contrainte n’en est pas une en pratique, étant donné que le typage par 

PCR du polymorphisme de répétitions en tandem n’a en général de sens qu’à l’intérieur d’une 

espèce, pour distinguer des souches bactériennes ou des individus. Les programmes de 

comparaison ont été implémentés en Perl. Les résultats des différentes comparaisons ont été 

importés dans la base de données qui peut être interrogée via la page de comparaison de 

souches, accessible à l’adresse [http://minisatellites.u-psud.fr/comparison], et permet entre-

autres d’identifier les répétitions en tandem polymorphes, c’est-à-dire de longueur variable 

entre les souches comparées (Denoeud 2004). Dans les cas où plus de deux souches sont 

disponibles, une étape supplémentaire permet d’obtenir les correspondances entre les 

répétitions en tandem de toutes les souches. Il s’agit d’effectuer une synthèse entre plusieurs 

comparaisons de deux souches : par exemple, pour comparer A, B, C et D, les comparaisons 

AB, AC et AD sont réalisées puis synthétisées en utilisant les positions sur le génome A qui 

sert ici de référence. 

2.1.1.5 Page de génotypage de bactéries 

La page de génotypage, dédiée à l’identification de souches, repose en grande partie sur le 

logiciel Bionumerics (Applied Maths), qui gère une base de données de génotypes (les 

données brutes étant les images de gels, qui sont analysées par Bionumerics). Ce logiciel 

permet entre-autres de classifier les souches suivant différents « caractères » : répétitions en 

tandem polymorphes dans notre cas. Le logiciel Bionumerics fournit également des outils 

pour interroger la base de données de génotypes depuis Internet. Pour cela, l’utilisateur saisit 

un génotype, et le serveur Bionumerics retourne la liste des souches ayant le génotype le plus 

proche du génotype saisi parmi ceux présents dans la base de données hébergée au 

laboratoire. Cette procédure est effectuée par des scripts propres au logiciel Bionumerics. 

Cependant, certaines améliorations d’interface méritaient d’y être apportées. En effet, la page 

de saisie utilisée par Bionumerics contient une zone de texte dans laquelle copier-coller les 

données de génotypage, ce qui présente les inconvénients d’être peu convivial, et surtout, de 

laisser trop de « liberté » à l’utilisateur. Les programmes de classification utilisés considèrent 

comme différents des allèles n’ayant qu’une paire de bases d’écart, il est donc prudent de 

discrétiser les données qui leur sont transmises. Nous aurions pu choisir de traiter les allèles 

entrés afin de les faire correspondre à l’allèle le plus proche dans notre base de génotypes, 

mais nous préférons laisser ce soin à l’utilisateur, afin de lui permettre d’analyser de 

nouveaux allèles, absents de notre base. J’ai donc créé une page de saisie dans laquelle une 

liste d’allèles possibles est proposée, mais qui permet également de saisir de nouveaux allèles. 

La plupart des données de génotypage interrogeables par la page d’identification 

correspondent à des allèles exprimés en nombres de copies et non en longueur totale. La page 

d’identification permet une saisie en taille (pb) ou en nombre de copies, et effectue la 
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conversion requise pour permettre la comparaison avec les génotypes de la base. La page 

d’identification de souches utilise la technologie ASP pour générer la page de requête utilisée 

par Bionumerics. Le fonctionnement de la page de génotypage de bactéries est décrit et 

illustré dans les articles (Denoeud 2004) et (Le Flèche 2002) présentés plus loin (chapitres 

2.1.2 et 2.2.2). 

2.1.2 Fonctionnalités de la base de données 

L’article suivant, intitulé « Resources for Bacterial Strain Identification  

Using Polymorphic Tandem Repeats » (ressources pour l’identification de souches 

bactériennes grâce aux répétitions en tandem polymorphes) a fait l’objet d’une présentation 

orale au congrès ECCB2003 : « European Conference on Computational Biology » (27-30 

septembre 2003, Paris). Cet article court présente les différentes fonctionnalités de la base de 

données des répétitions en tandem, pour une application à l’épidémiologie bactérienne. 

Résumé : 

Chez les bactéries pathogènes, pour lesquelles les études épidémiologiques requièrent une 

identification précise des souches, les répétitions en tandem se sont avérées être une source de 

marqueurs très informatifs. Nous avons développé des ressources Internet qui mettent à profit 

la disponibilité des séquences de génomes bactériens afin de faciliter l’identification de 

souches basée sur les répétitions en tandem. La première fonctionnalité, la base de données 

des répétitions en tandem elle-même, permet l’identification de répétitions en tandem au sein 

de génomes entiers. La deuxième fonctionnalité, la page de comparaison de souches, permet 

l’identification directe de répétitions en tandem polymorphes pour les espèces dont plusieurs 

souches ont déjà été séquencées. Afin de faciliter le développement de nouveaux marqueurs, 

de rechercher des locus similaires, ou d’identifier des locus déjà caractérisés, il est également 

possible de lancer des requêtes BLAST dans la base de données. Enfin, lorsque qu’une 

procédure de typage de répétitions en tandem a été développée, les génotypes peuvent être 

rendus accessibles, comme nous l’avons fait au laboratoire avec la page de génotypage 

bactérien, un service Internet d’identification de souches.  
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Abstract 

In pathogenic bacteria, where precise identification at the strain level is essential for epidemiological purposes, 

tandem repeats have been shown to provide a source of very informative markers. We have developed an 

internet-based resource which takes advantage of available genome sequences to help develop and run tandem 

repeats based strain identifications. The first utility, the Tandem Repeats Database per se, enables the 

identification of tandem repeats across entire genomes. The second utility, the Strain Comparison Page, makes 

direct identification of polymorphic tandem repeats possible for species in which already more than one strain 

has been sequenced. In order to facilitate the development of new markers, to search for related loci across 

different genomes, or to identify independently characterised loci, the possibility to run Blast searches in the 

tandem repeats database has been implemented. Finally, once a tandem repeat typing assay has been developed, 

genotyping data can be made accessible and directly queried as illustrated for instances developed in our 

laboratory by the Bacterial Genotyping Page, a web-based service for strain identification. 

Introduction 

Epidemiological analyses of infections caused by pathogenic bacteria depend on the accurate identification of 

strains. Tandem repeats have been shown to provide a source of very informative markers in various bacterial 

species [1], [2]. The tandem repeats database (accessible at http://minisatellites.u-psud.fr) enables the 

identification of tandem repeats across entire genomes [3], [4], so that all that is required to obtain informative 

markers is experimental testing for polymorphism (at present at least, the polymorphism associated with a 

bacterial tandem repeat still cannot be easily inferred from its primary sequence [4][5][6]). In some instances, 

this still represents a significant task. The Strain Comparison Page takes advantage of the availability of genome 

sequences from more than one strain from a growing number of species, and directly identifies tandem repeats 

differing in size between the sequenced strains. The Blast in the Tandem Repeat Database page facilitates the 

search for a known tandem repeat, the prediction of PCR amplification products, the verification of primer 

specificity, and more generally the validation of amplification primers choices. Once the informative tandem 

repeats have been typed on a relevant set of strains, it is relatively easy to set-up databases of genotypes for 

localuse, or to be queried across the internet. The Bacterial Genotyping Page illustrates a freely accessible, fast, 

and easy to use, internet-based service for strain identification. 

The Strain Comparison Page (http://minisatellites.u-psud.fr/comparison) 

The comparison of two strains is based on a pre-computed BLASTing [7] of the flanking sequences of tandem 

repeats from each strain against the other. The search must run in both ways to avoid missing some tandem 

repeats that are absent in the tandem repeats database for one strain because they were not detected by the 

Tandem Repeats Finder [8]. This occurs for instance when there is only one copy of the repeated unit in one 

strain, or even a deletion, or more generally because in one strain the locus is not identified by TRF as a 

significant tandem repeat. The database set-up allows queries in the tandem repeats database according to the 

length difference between the two strains, as well as other tandem repeats characteristics (unit length, copy 

number, etc.). It is possible to further select tandem repeats with length difference a multiple of the repeat unit 

length. The query “length difference ≥ 9 bp and unit length ≥ 9 bp” applied to Mycobacterium tuberculosis 

strains H37Rv and CDC1551 identifies 54 tandem repeats, 31 of which are already known as informative 

markers [2], meaning that detected length differences between the strains really correspond to variable number 

of tandem repeats, and not to sequencing errors in one of the strains.  



For a number of bacteria, sequences are available for more than two strains: we thus developed a Comparison 

Page for more than two strains, that synthesizes the results of several 2-strains comparisons.  
 

 

Fig. 1 A query using the Strain Comparison Page 

Figure 1 illustrates a query made for Staphylococcus aureus, for which the genome sequence from six different 

strains is available. Twelve tandem repeats with at least four alleles among the six strains are identified. They are 

likely to be the more informative ones to discriminate Staphylococcus aureus strains. Question marks indicate 

that no tandem repeat was identified in the corresponding strain at that locus. 

Of course, the results obtained depend on the phylogenetic distance between the strains compared. If the strains 

are very closely related, only a small proportion of the tandem repeats polymorphic within the species will be 

identified, but these tandem repeats will probably be the most polymorphic ones. Conversely, if the strains are 

distant relatives within the species of interest,, a larger proportion of polymorphic tandem repeats will be found, 

some of which will be only moderately informative. Obviously, in this respect and because of its major public 

health significance, S. aureus constitutes a perfect model : some strains are closely related (Mu50 and N315 for 

instance) and some others are more distant (NCTC8325 for instance). 

The Blast in the Tandem Repeats Database Page (http://minisatellites.u-psud.fr/Blast) 

To facilitate the identification of already studied tandem repeats, we implemented BLAST [7] against the tandem 

repeats from the database, i.e. the tandem repeats themselves and their flanking sequences. All bacteria can be 

blasted at once, which allows the identification of tandem repeats families conserved in several bacterial species, 



even when they share a similar consensus motif but different flanking sequences: insertions/deletions due to 

tandem repeats polymorphism generally do not affect the recognition. Another page is dedicated to the Blast of 

PCR primers: it provides the size of the PCR products in all the species/strains where the primers match, and 

thus facilitates the primer picking step. 

The Bacterial Genotyping Page (http://bacterial-genotyping.igmors.u-psud.fr) 

Once the tandem repeats identified via the Tandem Repeats Database or the Strain Comparison Page have been 

typed by PCR, and genotypes have been assigned to a sufficient number of strains, the next step is to build a 

strain classification to evaluate the proximity of the strains. But, often, such studies remain internal to a 

laboratory, despite the high portability of tandem repeats typing assay. The Bacterial Genotyping Page aims to 

remedy this lack : it allows external users to query a number of genotyping data (Bacillus anthracis, Yersinia 

pestis, Mycobacterium tuberculosis for the moment) in order to identify bacterial strains [2]. For each locus, 

allele sizes can be selected among a list of possibilities (observed sizes). The results of the query indicate a 

similarity score and include links to the complete data for each strain listed. If the tandem repeats typing 

approach is considered to be of use by the community interested in a particular species, and given that the 

associated data is highly portable, it should then be relatively easy, through collaborative efforts, to significantly 

expand the available data. It is hoped that this data will constitute an easy-to-use high-resolution classification 

resource which will then help address medical and epidemiological issues. 
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L’article suivant (Denoeud 2004), intitulé « Identification of polymorphic tandem repeats by 

direct comparison of genome sequence from different bacterial strains : a Web-based 

ressource » (identification de répétitions en tandem polymorphes par la comparaison directe 

des séquences génomiques de différentes souches bactériennes : une ressource web) présente 

les fonctionnalités de la base de données utiles à l’épidémiologie bactérienne. Il insiste plus 

particulièrement sur la page de comparaison de souches, qui identifie directement les 

répétitions en tandem polymorphes entre plusieurs souches séquencées. Cet article aborde 

également le problème récurrent de la prédiction du polymorphisme d’une répétition en 

tandem à partir de sa séquence. Nous y montrons que certaines caractéristiques des séquences 

de répétitions en tandem bactériennes (conservation interne, nombre de copies) sont corrélées 

au polymorphisme mais ont une valeur prédictive très variable d’une espèce à l’autre. La 

meilleure approche pour identifier des répétitions en tandem polymorphes chez les bactéries 

reste donc la comparaison de souches, quand celle-ci est rendue possible par la disponibilité 

des séquences. 

Résumé : 

Contexte : Les répétitions en tandem polymorphes sont utilisées pour le typage de souches 

chez un nombre grandissant de bactéries pathogènes pour l’Homme, dont Bacillus anthracis, 

Mycobacterium tuberculosis, Yersinia pestis, Pseudomonas aeruginosa, Legionella pneumophila, 

Salmonella typhi, Brucella, Francisella tularensis et Staphylococcus aureus. Les répétitions en 

tandem peuvent facilement être identifiées à partir des nombreuses séquences de génomes 

bactériens actuellement disponibles. La mise en place d’une procédure de génotypage ne 

nécessite donc plus que l’évaluation de leur polymorphisme, ce qui est fait en général par des 

tests systématiques. Ces tests peuvent toutefois représenter une tâche laborieuse. Pour de 

nombreux pathogènes d’importance, tels que S. aureus, plus d’une souche a été séquencée, ce 

qui permet dorénavant d’identifier in silico les répétitions en tandem polymorphes parmi 

différentes souches.  

Résultats : En supplément de la base de données des répétitions en tandem déjà décrite, nous 

avons développé une page d’identification automatique des répétitions en tandem de longueur 

différente dans les génomes de plus de deux souches bactériennes proches. Les comparaisons 

de génomes sont effectuées puis importées dans une base de données, qui peut être interrogée 

par Internet selon des critères d’intérêt tels que la longueur du motif, la différence de taille 

prédite, etc. Les comparaisons sont disponibles pour 16 espèces bactériennes et les virus du 

groupe orthopox, comprenant le virus de la variole et trois de ses voisins proches. 

Conclusions : Nous présentons une ressource Internet qui facilite le développement de 

méthodes de typage de souches bactériennes à partir des répétitions en tandem. Elle comprend 

actuellement quatre parties, accessibles à partir de l’adresse http://minisatellites.u-psud.fr. La 

base de données des répétitions en tandem permet d’identifier les répétitions en tandem dans 

des génomes entiers. La page de comparaison de souches sélectionne les répétitions en 

tandem différentes entre plusieurs génomes d’une même espèce. La page de Blast dans la base 

de données facilite la recherche de répétitions en tandem connues et la validation des couples 

d’amorces PCR. La page de génotypage permet l’identification de souches en ligne.
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Abstract

Background: Polymorphic tandem repeat typing is a new generic technology which has been

proved to be very efficient for bacterial pathogens such as B. anthracis, M. tuberculosis, P. aeruginosa,

L. pneumophila, Y. pestis. The previously developed tandem repeats database takes advantage of the

release of genome sequence data for a growing number of bacteria to facilitate the identification of

tandem repeats. The development of an assay then requires the evaluation of tandem repeat

polymorphism on well-selected sets of isolates. In the case of major human pathogens, such as S.

aureus, more than one strain is being sequenced, so that tandem repeats most likely to be

polymorphic can now be selected in silico based on genome sequence comparison.

Results: In addition to the previously described general Tandem Repeats Database, we have

developed a tool to automatically identify tandem repeats of a different length in the genome

sequence of two (or more) closely related bacterial strains. Genome comparisons are pre-

computed. The results of the comparisons are parsed in a database, which can be conveniently

queried over the internet according to criteria of practical value, including repeat unit length,

predicted size difference, etc. Comparisons are available for 16 bacterial species, and the orthopox

viruses, including the variola virus and three of its close neighbors.

Conclusions: We are presenting an internet-based resource to help develop and perform tandem

repeats based bacterial strain typing. The tools accessible at http://minisatellites.u-psud.fr now

comprise four parts. The Tandem Repeats Database enables the identification of tandem repeats

across entire genomes. The Strain Comparison Page identifies tandem repeats differing between

different genome sequences from the same species. The "Blast in the Tandem Repeats Database"

facilitates the search for a known tandem repeat and the prediction of amplification product sizes.

The "Bacterial Genotyping Page" is a service for strain identification at the subspecies level.

Background
Molecular epidemiology, the integration of molecular
typing and conventional epidemiological studies, is likely
to add significant value to analyses of infections caused by

pathogenic bacteria (see [1] for review). Multilocus
Sequence Typing (MLST) for instance is now a major ref-
erence method for the molecular epidemiology of Neisse-
ria meningitidis and other human pathogens [2]. In this
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kind of assay, a set of typically 7 genes is partially
sequenced, and the resulting data is converted into
sequence types, which can be easily stored in databases,
and compared to others. However a number of significant
pathogens, including M. tuberculosis [3], B. anthracis and
Y. pestis [4] are not amenable to this approach, because of
the recent emergence of these pathogens and the resulting
rarity of sequence variations. In these pathogens, tandem
repeats (TRs) are a source of very informative markers for
strain genotyping [5-10]. Tandem repeats in pathogenic
bacteria were initially identified within genes associated
with bacterial virulence [11,12]. In other instances, the
contribution of tandem repeats to genome polymorphism
was established after extensive searches based for instance
on AFLP (amplified fragment length polymorphism) pro-
filing. This is well illustrated by B. anthracis, in which pol-
ymorphic bands in AFLP patterns [13] were subsequently
demonstrated by sequencing to be due to tandem repeat
variations [14]. Eventually, some of these tandem repeats
have been shown to directly contribute to phenotypic var-
iations of the B. anthracis exosporium which makes the
outer layer of the spores [15]. The frequent observation
that tandem repeat-containing genes are often associated
with outer membrane proteins suggests that such genes
help bacteria adapt to their environment, and may be to
some extent mutation hotspots as a result of positive
selection.

The procedure to find polymorphic tandem repeats for use in strain typingFigure 1
The procedure to find polymorphic tandem repeats for use 
in strain typing. The steps leading from the release of a com-
plete (or incomplete) genome sequence to the validation of 
new polymorphic markers are described. The purpose of the 
web-based tools developed is to facilitate the bioinformatics 
data-management steps.

Comparison of strains using different indexesFigure 2
Comparison of strains using different indexes. The 
four columns correspond to (from left to right): (1) mean 
%identity provided by BLAST when the match occurred on 
more than half the length of the 500 bp of submitted flanking 
sequence ; (2) proportion (%) of flanking sequences that 
matched on more than half their length between the two 
strains ; (3) proportion (%) of tandem repeats of a different 
size in the two strains ; and (4) plot of the positions of 
homologous tandem repeat loci in the two genomes which 
indirectly reflects large scale genome rearrangements. Spe-
cies are listed according to the first index (mean %identity)
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Example of a query in the Strain Comparison PageFigure 3
Example of a query in the Strain Comparison Page. On the top, the query page shows the 28 comparisons currently available 
(others will be added as new genome sequences are finished and released). Bottom, the result of a query performed for Myco-
bacterium tuberculosis strains H37Rv and CDC1551 is summarized.
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Example of a query in the Strain Comparison Page for more than two strainsFigure 4
Example of a query in the Strain Comparison Page for more than two strains. Top, the query page shows the 6 comparisons 
currently available (others will be added as new genome sequences are finished and released). Bottom, the result of a query 
performed for Escherichia coli strains O157:H7 Sakaï, O157:H7 EDL933, K12 and UPEC-CFT073 is summarized. In several loci, 
the size of the repeat is listed differently for the different strains, which is due to different detections by the Tandem Repeats 
Finder, usually as a result of internal variations within the tandem array. Total length is calculated from positions of matching 
flanking sequences in the different strains, and does not necessarily correspond to the length of the tandem repeat detected by 
TRF in the locus. "Number of alleles" refers to the number of predicted sizes differing by at least 5 bp among the strains 
compared.
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Polymorphic tandem repeats (VNTRs, for Variable
Number of Tandem Repeats), once identified, provide
convenient tools requiring ordinary molecular biology
equipment and the data can be easily exchanged and com-
pared. The resulting assay, called MLVA (for multiple
locus VNTR analysis) can even be automated [16]. We
have developed tools which facilitate the bioinformatics
step of genome analysis required to start a project. A pre-
viously described Tandem Repeats Database enables the
identification of tandem repeats across entire genomes
[9,10,17-19]. It has been constantly updated, with now
more than a hundred bacterial genomes available, com-
pared to 35 at the onset of the database. We present here
a new and major development of this resource which
takes advantage of the fact that more than two different
strains from the same species have now been sequenced at
least for a number of major human pathogens. As a result,
the tools accessible over the Internet at http://minisatel
lites.u-psud.fr now comprise four complementary parts.
The newly added resource, the Strain Comparison Page,
takes advantage of the availability of genome sequences
from more than one strain from a growing number of spe-
cies to directly identify tandem repeats differing between
the sequenced strains. This is of interest because the vast
majority of tandem repeats is often not polymorphic [19].
The "Blast in the Tandem Repeats Database" page facili-
tates the search for a known tandem repeat, the prediction
of PCR amplification products size, and the verification of
primer specificity. Once an MLVA assay has been set up,
and carefully validated by typing collections of isolates, it
is relatively easy to construct databases of genotypes to be
used locally or which can be queried across the Internet.
The "Bacterial Genotyping Page" illustrates a freely acces-
sible, fast and easy to use internet-based service for strain
comparisons, in which a user can compare a genotype
produced for one of his isolates to the existing data.

Construction and content
The Tandem Repeats Database main page

Tandem repeats were identified from finished microbial
genome sequences (as listed by the Genome OnLine
Database [20]) using the tandem repeats finder (TRF)
software [21,22] with the following options: alignment
parameters, "2,3,5" (these parameters are the less strin-
gent ones), minimum alignment score to report repeat, 50
(this score allows to detect short structures), maximum
period size, 500 base-pairs. When the program reported
redundant (overlapping) repeats, the redundancy was
eliminated as described in [23], before import in the data-
base. The database uses Microsoft Access 2000 and the
querying process uses Active Server Pages (ASP, Microsoft)
with Perlscripts or VBscripts. Perl was obtained from the
ActiveState Programmer Network [24]. The database is
hosted on a server running under Windows 2000 server

(Microsoft). The tandem repeats database main page is
described in more detail in [9].

The Strain Comparison page

Sequence comparisons used BLAST [25]. The BLAST soft-
ware was obtained from the NCBI FTP site [26]. The flank-
ing sequences of TRs from one strain were compared to
the whole sequence of the other strain (and reciprocally,
to avoid missing some tandem repeats that would not
appear in the tandem repeats database for one strain
because they were not detected by the Tandem Repeats
Finder [21] -for instance because there is only one copy of
the repeated unit in the considered strain). The resulting
list of matching tandem repeats was then imported in the
database, where it can be queried. The comparison of
more than two strains was made possible through a sup-
plemental step before import in the database: the synthe-
sis of several 2-strains comparisons, of the same
"reference" strain against each of the others (matching
between TRs of the different strains was deduced from the
positions on the reference strain).

The Blast page

The Blast Page allows users to run BLAST [25] in the tan-
dem repeats and flanking sequences from the database via
Perlscripts. The Blast outputs are linked to the database, in
order to easily obtain the description of identified tandem
repeats.

The Bacterial Genotyping page

The web-page site performing identifications was devel-
oped using the BNserver application (version 3.0,
Applied-Maths, Belgium) and ASP (Microsoft) using Per-
lscript. The typing results (gel images and resulting data)
were managed using the Bionumerics software package as
described in [10]. The output of a query is a list of strains
and genotypes from the database together with similarity
scores.

Utility
The procedure to find polymorphic tandem repeats (TRs) 

for use in strain typing

Figure 1 shows the steps leading from a genome sequence
to the exploitation of polymorphic tandem repeats for
bacterial strain genotyping. Although Tandem Repeats are
easily identified using the Tandem Repeats Database, TR
polymorphism must be evaluated by typing across a set of
relevant strains. If the sequences of several strains of the
species of interest are available, the Strain Comparison
Page can be used to directly identify tandem repeats pre-
dicted to be polymorphic in size between the two (or
more) sequenced strains. However, it is important to keep
in mind that the tandem repeats predicted as being poly-
morphic will depend on the sequenced strains and well-
planned surveys of isolates will still be necessary. The

http://minisatellites.u-psud.fr
http://minisatellites.u-psud.fr
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available tools do not replace this validation step, as the
value of each marker must be carefully established on an
appropriate set of isolates. The definition of an appropri-
ate set of isolates depends upon the question which is
being addressed, i.e. large scale or local epidemiology. The
Blast Page has been implemented in the tandem repeats
database in order to easily determine the size of the
expected PCR amplification products. The database is also
manually updated to contain PCR conditions as well as
polymorphism index, and links to the original reports
[27] (input from users is welcome). Eventually, when an
MLVA assay has been fully developed and validated, typ-
ing data can be made accessible so that individual queries
can be run. The Bacterial Genotyping Page illustrates how
this could work. The genotyping data for a strain can be
entered and submitted via this page. The output is the
description of the closest strains. The data which has been
submitted is not incorporated in the database itself, since
this would require stringent data validation steps. In the
following sections, we are presenting the web-based
resources associated with this procedure.

The "Strain Comparison" pages

The strain comparison pages are available via [28]. The
comparison of two strains is based on a pre-computed
BLAST [25] analysis of the flanking sequences of tandem
repeats from one strain against the other, and vice-versa.
Figure 2 summarizes the results of this first step for 23
comparisons. Three indexes are scored (see figure legend):
(1) the "mean %identity" between the flanking sequences
is a measure of single nucleotide polymorphism (SNPs)
frequency (not insertions-deletions), (2) the proportion
(%) of flanking sequences that matched the flanking
sequence of its homologue in the other strain on more
than half of the 500 bp assayed here – i.e. that were not
rearranged, by insertion of mobile elements for instance -
, (3) the proportion (%) of tandem repeats that were
found to be of a different length between the two strains
being compared. In addition, the positions of matching
tandem repeats in the two genomes is plotted to reveal
large-scale genome rearrangements. A number of situa-
tions are observed: for instance Yersinia pestis orientalis
strain CO-92 [29], and medievalis strain KIM5 P12 [30]
show a very high "mean %identity" (99.96 %), in agree-
ment with the recent emergence of Yersinia pestis [4]. In
spite of this, the two strains differ by a high number of
large rearrangements (as seen on the plot), which reflects
the high genome plasticity observed in this species [31],
together with a relatively high rate of polymorphic tan-
dem repeats (8.47%). In contrast, Listeria monocytogenes
strain EGD-e and Listeria innocua strain Clip 11262 have a
lower homology (90.19%) and only 3.99% of polymor-
phic tandem repeats in spite of the evolutionary distance
(see Figure 2).

The strain comparison page allows queries in the tandem
repeats database according to the tandem repeat length
difference between the two strains compared, and also to
other tandem repeats characteristics (unit length, copy
number, etc...). Figure 3 illustrates a query done for Myco-
bacterium tuberculosis strains H37Rv and CDC1551 [32]:
the query "length difference ≥ 5 bp" identifies 58 tandem
repeats (8 are shown on Figure 3). This prediction has
been tested for the 30 loci amenable to PCR analysis and
polymorphism has been confirmed in all cases [10].

When more than two strains have been sequenced, a syn-
thesis of the results of several 2-strains comparisons is also
available. Figure 4 illustrates a query made for Escherichia
coli strains O157:H7 Sakaï, O157:H7 EDL933, K12, and
UPEC-CFT073 [33-35]: 87 tandem repeats were found
with 2 to 4 alleles among the 4 strains (18 of which are
listed in Figure 4).

The "Blast in the Tandem Repeats Database" page

To facilitate the identification of already studied tandem
repeats, we implemented BLAST [25] against the tandem
repeats from the database, i.e. the tandem repeats them-
selves and their flanking sequences. The Blast page is
available at [36]. All bacteria can be queried at once,
which allows the identification of tandem repeats fami-
lies, conserved in several bacterial species. Another page is
dedicated to the Blast of PCR primers and provides the
size of the PCR products in all the species/strains where
the primers match. Figure 5 shows the results of searching
the PCR primer pair from tandem repeat H37Rv_0024_18
bp [10] in all bacteria: as expected, the PCR primer pair
matches Mycobacterium tuberculosis strains H37Rv and
CDC1551, providing different PCR product lengths.

The Bacterial Genotyping page

The Bacterial Genotyping page [37] provides one illustra-
tion on how tandem repeat typing data can be made avail-
able via internet to allow external users to query
genotyping data (Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Mycobac-
terium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa for the
moment) and compare a new strain to existing data as
previously described in [10]. For each locus, allele sizes
can be selected among a list of possibilities (observed
sizes). The results of the query indicate a similarity score
and include links to the complete data recorded for each
strain listed. This page is just meant as an illustration and
prototype. MLVA reference data could also be made avail-
able for downloading as tabular data files, or can be cop-
ied from published datasets, which can then be
complemented by in-house data, and analyzed by the
appropriate clustering software.
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Discussion
Bacterial genomes evolution

As shown by the indexes from Figure 2, there are different
ways to represent the divergence/similarity between two
strains. They are not correlated, suggesting independent
evolution processes. First, the "mean %identity" between
two genomes reflects point mutations, and is an indicator
of the time passed since the two strains diverged. For

instance, Yersinia pestis is known to be of recent emergence
[4] and shows a high "mean %identity" between strains
CO-92 (orientalis) and KIM5 P12 (medievalis). In con-
trast, and as shown by the dot plot, large genome rear-
rangements occurred in this genome, which is
representative of a high genome plasticity [31]. The index
"% of flanking sequences not rearranged" is an indicator
of small-scale genome rearrangements, such as the inser-

Example of a query in the "Blast of PCR primers" page, providing the length of the PCR products in the strains/species where the primer pair matches, and links to the corresponding tandem repeats descriptionsFigure 5
Example of a query in the "Blast of PCR primers" page, providing the length of the PCR products in the strains/species where 
the primer pair matches, and links to the corresponding tandem repeats descriptions.
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tions of mobile elements. This index is low for genomes
rich in mobile elements, like Streptococcus agalactiae, in
which such elements significantly contribute to strain
diversity [38]. Finally, the index "% of polymorphic tan-
dem repeats" between two strains represents the tandem
repeats evolution rate. For the moment, the mechanisms
of bacterial VNTRs mutations have not been precisely
investigated, but it seems likely to be independent of the
other processes mentioned, as there are no correlations
between the indexes. Figure 2 provides clues to assess
which typing method(s) will be efficient in the different
species. For instance, the two bacterial species Salmonella
typhimurium strain LT2 [39] and Shigella flexneri strain
2a301 [40] share only 86.06% of sequence identity,
clearly making the identification of matching tandem
repeats between the two species difficult and of low signif-
icance. MLVA analysis appears to be of highest interest for
the subspecies typing of highly monomorphic species
including Yersinia pestis, Bacillus anthracis, Mycobacterium
tuberculosis and Brucella [9,10,41].

Strain comparison efficiency

The sequencing of more than one strain for some bacterial
species allows direct identification of polymorphic tan-
dem repeats, assuming that no sequencing errors
occurred. Earlier investigations provide good reasons to
believe that tandem repeats in the size range considered
here (a few hundred base-pairs) are correctly sequenced,
and consequently, that the strain comparison data is reli-
able. As a negative control, the comparison of two inde-
pendent sequences from the same strain of Agrobacterium
tumefaciens strain (C58), one from Cereon genomics [42]
and the other from Washington University [43], shows
that no length polymorphism is detected among tandem
repeats (Figure 2) between the two independent
sequences. As a positive control, the tandem repeats pre-
dicted to be polymorphic by genome sequence compari-
son between the two strains of M. tuberculosis have indeed
been proved polymorphic by PCR typing of isolates [10].

Selection based on comparison of sequence data from two
strains will miss some polymorphic loci. Indeed, the
results provided by the approach rely upon the phyloge-
netic distance between the two strains being compared. If
the strains are very closely related, only a few TRs will be
found different between them, but these tandem repeats
will probably be the most polymorphic ones. Conversely,
if the strains are distant in the phylogenetic tree, a larger
number of polymorphic TRs will be found, some of them
will be only moderately polymorphic. Obviously, when a
few well-selected strains have been sequenced, it is likely
that very few polymorphic tandem repeats are undetected
in the Strain Comparison pages.

It is of course still going to be very important to determine
the TR allele frequency for isolates carefully selected to be
representative of the global diversity of a given pathogen
before suggesting the configuration of an MLVA assay to
use in subsequent studies. In addition, those TR markers
that are highly polymorphic in diverse test panels of iso-
lates may be monomorphic when applied to isolates
responsible for local outbreaks. The configuration of TR
markers used to make up an assay needs to be determined
empirically with representative local isolates and tailored
to the study population and study questions.

Polymorphic tandem repeats selection for species with 

only one sequenced strain

The identification of simple criteria able to predict tan-
dem repeat polymorphism when genome sequence data is
available for only one strain would indeed greatly facili-
tate the development of MLVA assays. It would seem rea-
sonable for instance to expect that the number of copies
and the internal homogeneity of tandem arrays are strong
predictors [23]. We take advantage here of the many strain
comparisons which are made available via the strain com-
parison pages to evaluate such criteria.

We have analyzed bacteria with at least three sequenced
genomes (Staphylococcus aureus: 6 strains, Escherichia coli: 4
strains, Streptococcus pyogenes: 4 strains and Salmonella
typhi and typhimurium: 3 strains). We assume that in such
cases, only a few polymorphic tandem repeats are missed
in the comparisons. We compared the distribution of tan-
dem repeats sequence characteristics among the group of
"polymorphic" loci (differing in at least two of the strains
compared, excluding length differences between strains
that resulted from microdeletions in the flanking
sequences) and the others. Comparisons were performed
for the following sequence characteristics: unit length,
copy number, total length, %GC, GC bias (=|%G-%C|/
(%G+%C)), %matches, and HistoryR (a score derived
from tandem repeat history reconstruction algorithm [44]
as described in [23]). None of the variables were normally
distributed, as tested with Kolmogorov-Smirnov test, so a
non-parametric Wilcoxon test was used to compare the
distributions, which were judged significantly different at
the .05 level of the statistic (2 tailed). Distributions were
significantly different for all 4 species studied for
%matches, total length and copy number. As shown on
Figure 6, polymorphic TRs have a higher internal conser-
vation and total length than monomorphic ones. Copy
number, which is correlated with total length, is also
higher among polymorphic TRs.

Selecting the longest and most conserved tandem repeats
should thus improve polymorphic TRs identification.
Table 1 illustrates the query "total length ≥  80 bp and
%matches ≥ 80%" applied to the four species used to find
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Proportion of predicted polymorphic (pink) and monomorphic (grey) tandem repeats according to different parameters (inter-nal homogeneity of the repeat array (%matches) or total length)Figure 6
Proportion of predicted polymorphic (pink) and monomorphic (grey) tandem repeats according to different parameters (inter-
nal homogeneity of the repeat array (%matches) or total length). P-values obtained for the non-parametric Wilcoxon tests 
appear below each histogram.
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predictive criteria. For all four species, the group fulfilling
the criterion is, as expected, enriched in polymorphic (at
least two alleles) tandem repeats: in Staphyloccocus aureus,
polymorphic tandem repeats represent only 8.5% of the
whole population of tandem repeat loci but are predomi-
nant (87%) in the criterion positive group. The enrich-
ment is even greater for highly polymorphic TRs, i.e. with
3 alleles or more: for example from 4.5% in the whole set
to 66% in the positive group for Staphylococcus aureus.
However this simple criterion misses more than half of
the polymorphic loci. In addition, the efficiency of the cri-
terion is highly variable in the different species: it is rela-

tively satisfying in Staphylococcus aureus (54% of
polymorphic tandem repeats would be missed) but very
inefficient in Streptococcus pyogenes (almost 90% are
missed). The results for highly polymorphic loci (3 alleles
or more) are more consistent (the proportion of TRs with
3 alleles or more detected by the criterion ranges from
58% for Escherichia coli to 100% for Salmonella).

It is tempting to speculate that these observations are
applicable to other species. Subsequently, we applied the
criterion to ten of the 2-strains comparisons available on
the Strain Comparison Page (Table 2). In all ten instances,

Table 1: Use of the criterion "total length ≥ 80 bp and %matches ≥ 80%" on 4 species for which 3 strains or more were compared. The 

number of monomorphic, polymorphic (2 alleles or more) and highly polymorphic (3 alleles or more) TRs in whole set, and positive and 

negative groups are listed. (a) "criterion" refers to the selection of TRs with L ≥ 80 bp and %M ≥ 80%

Comparison 
(total number 

of TRs)

Whole set (proportion of 
total number)

Tandem repeats with L≥80 
bp AND %M≥80% 

(proportion among the set)

Tandem repeats with L<80 
bp OR %M<80% (proportion 

among the set)

% of the polymorphic 
TRs (2 alleles or 
more) that were 

detected by criteriona

% of the TRs with 3 
alleles or more that 
were detected by 

criteriona

% of all 
TRs that 
fulfil the 

criteriona

1 allele 2 alleles 
or more

3 alleles 
or more

1 
allele

2 
alleles

3 alleles 
or more

1 
allele

2 alleles 
or more

3 alleles 
or more

S aureus 
(833 TRs)

762 
(91.5%)

71 
(8.5%)

38 
(4.5%)

5 
(13%)

8 
(20%)

25 
(66%)

757 
(95%)

25 
(3.5%)

13 
(1.5%)

46% 66% 7.23%

E coli 
(790 TRs)

739 
(93.5%)

51 
(6.5%)

12 
(1.5 %)

12 
(38%)

13 
(40%)

7 
(22%)

727 
(96%)

26 
(3.5%)

5 
(0.5%)

39% 58% 4.86%

S typhi / 
typhimurium 
(641 TRs)

625 
(97.5%)

16 
(2.5%)

2 
(0.3%)

13 
(68%)

4 
(22%)

2 
(10%)

612 
(98%)

10 
(2%)

0 
(0%)

37.5% 100% 3.27%

S pyogenes 
(292 TRs)

276 
(94.5%)

16 
(5.5%)

3 
(1%)

4 
(67%)

0 (0%) 2 
(33%)

272 
(95%)

14 
(4.7%)

1 
(0.3%)

12.5% 67% 2.71%

Table 2: Use of the criterion "total length ≥ 80 bp and %matches ≥ 80%" on 10 species for which 2 strains were compared. The numbers 

of tandem repeats with equal lengths and different lengths between the two strains in the whole set, and positive and negative groups 

are listed.

Comparison 
(total number of TRs loci)

Whole set 
(proportion)

Criterion + (L≥80 
bp, %M≥80%)

Criterion - Sensitivity (% of the TRs 
with different lengths that 

were detected by criterion)

Specificity (% of the TRs 
predicted by the criterion 
that have different length)

% of all TRs 
that fulfil the 

criterion

equal 
length

differen
t length

equal 
length

differen
t length

equal 
length

differen
t length

H pylori 26695/J99 (624 TRs) 506 
(81%)

118 
(19%)

0 11 506 107 9% 100% 2%

N meningitidis MC58/Z2491 
(642 TRs)

528 
(82%)

114 
(18%)

10 23 518 91 20% 70% 5%

M tuberculosis H37Rv/
CDC1551(1502 TRs)

1441 
(96%)

61 
(4%)

35 27 1406 34 44% 44% 4%

L monocytogenes EGD-e/L 
innocua Clip11262 (576 TRs)

553 
(96%)

23 
(4%)

2 3 551 20 13% 60% 1%

S agalactiae NEM316/2603 
(398 TRs)

387 
(97%)

11 
(3%)

2 1 385 10 9% 33% 1%

S pneumoniae TIGR4/R6 
(406 TRs)

339 
(83%)

67 
(17%)

14 29 325 38 43% 67% 10%

Y pestis CO-92/KIM5 P12 
(1499 TRs)

1372 
(92%)

127 
(8%)

44 19 1328 108 15% 30% 4%

R prowazekii Madrid E/R 
conorii malish 7 (316 TRs)

290 
(92%)

26 
(8%)

0 2 290 24 8% 100% 1%

Brucella suis 1330/ Brucella 
melitensis 16 M (739 TRs)

681 
(92%)

58 
(8%)

2 4 679 54 7% 67% 1%

X fastidiosa 9a5c/grape 
Temecula1 (573 TRs)

440 
(77%)

133 
(23%)

2 28 438 105 21% 93% 5%
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the criterion positive group is enriched in TRs with differ-
ent lengths between the two strains, compared to the
whole set. This proportion varies from less than 3% in
Streptococcus agalactiae to more than 20% in Xylella fastidi-
osa in the whole set. It is increased to 33% and 93%
respectively among the set of loci which satisfy the crite-
rion (these percentages correspond to the predictor's spe-
cificity), but the vast majority of polymorphic loci will be
missed (90% and 80% respectively). Sensitivity, that is %
of the TRs with different lengths that were detected by cri-
terion varies from 6.90% for Brucella to 44.26% for Myco-
bacterium tuberculosis.

The finding that polymorphic tandem repeats have, on
average, a higher internal conservation, total length, and
copy number than monomorphic ones is in agreement
with previous observations that TR polymorphism is cor-
related with conservation in Yersinia pestis and with total
length in Bacillus anthracis [9]. It is also reminiscent of the
behavior of microsatellites (also called short sequence
repeats: SSR, see [45] for review), which are stabilized by
internal variations [46] and by reduction of the number of
repeats [47]. Unfortunately, we show here that such sim-
ple prediction criteria may miss a very large proportion of
polymorphic tandem repeats, and provide highly variable
results in different species. This indicates that, in the
absence of sequence data from two strains or more, the
systematic testing of tandem repeats polymorphism
across a set of relevant strains remains the most appropri-
ate way to develop an MLVA assay. Consequently, the
Strain Comparison page is of great use when two strains
or more have been sequenced.

Conclusions
Bacterial strain typing at the subspecies level is essential
for epidemiological issues in the context of disease con-
trol. This can be used to determine if an S. aureus or P. aer-
uginosa infection for instance has been acquired in an
hospital environment or not. On a larger scale, it can be
used to trace the emergence of new, more virulent or drug
resistant M. tuberculosis strains. It is also of interest in the
field of bioterrorism and bioweapons control, as was
shown by the investigations following the 2001 B.
anthracis attacks. Tandem repeats typing has recently
emerged as one way to address this issue. Indeed, in the
case of a number of highly monomorphic bacterial spe-
cies, including B. anthracis and Y. pestis, tandem repeats
typing is the method of choice for subspecies typing. In
addition to the fact that these loci represent an important
fraction of the existing polymorphism, it offers a number
of practical advantages, including the ease of typing, and
of data exchanges among different countries. It is hoped
that the tools which are described here will help evaluate
the potential of tandem repeats typing assays for a larger
range of pathogens.

Availability
All the tools presented are freely available from http://
minisatellites.u-psud.fr.
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2.2 Utilisation de la base de données pour 
l’épidémiologie bactérienne 

2.2.1 Application au génotypage de Yersinia pestis et 
Bacillus anthracis 

L’article suivant (Le Flèche 2001) intitulé « A tandem repeats database for bacterial 

genomes : application to the genotyping of Yersinia pestis and Bacillus anthracis » (une base 

de données des répétitions en tandem des génomes bactériens : application au génotypage de 

Yersinia pestis et Bacillus anthracis), a constitué la première application de la base de 

données en épidémiologie moléculaire. Ma contribution a été la constitution de la première 

version de la base, avec à l’époque 35 génomes analysés. J’ai également effectué une 

comparaison de différentes espèces bactériennes entièrement séquencées, selon les 

caractéristiques de leurs répétitions en tandem (densité en répétitions en tandem, proportion 

de répétitions en tandem avec une unité multiple de 3…), qui révèle une grande hétérogénéité 

du règne bactérien. Enfin, j’ai constitué des fiches descriptives des marqueurs analysés. Le 

travail est orienté sur des bactéries considérées comme étant des menaces « bioterroristes ». 

Quelques mois plus tard d’ailleurs, aux Etats-Unis, des enveloppes contenant des spores de 

Bacillus anthracis ont été envoyées par courrier (Jernigan 2002). L’enquête qui a suivi a 

recherché l’origine des spores utilisées : les différentes enveloppes contenaient-elles la même 

souche, et quelle souche ? L’approche utilisée est identique à celle décrite ici, c’est-à-dire le 

typage de répétitions en tandem, et elle a fourni l’essentiel des réponses attendues en quelques 

jours. Le laboratoire qui a réalisé le travail aux Etats-Unis a comparé le génotype obtenu à un 

fichier préalablement constitué grâce à l’analyse de souches provenant du monde entier.  

Résumé : 

Contexte : Certaines espèces de bactéries pathogènes sont génétiquement très homogènes, ce 

qui rend difficile la distinction entre les souches. Ces dernières années, les répétitions en 

tandem ont été mises en avant comme des marqueurs de choix pour le génotypage d’un 

certain nombre de pathogènes. L’évolution rapide de ces structures semble contribuer à la 

flexibilité phénotypique des bactéries pathogènes. La disponibilité de séquences de génomes 

entiers a ouvert la voie à l’évaluation systématique de la diversité des répétitions en tandem et 

à leur utilisation pour des études épidémiologiques.  

Résultats : Cet article présente une base de données (http://minisatellites.u-psud.fr) des 

répétitions en tandem de génomes bactériens, d’accès public, qui facilite l’identification et la 

sélection des répétitions en tandem. Nous illustrons son utilisation par la caractérisation de 

minisatellites de deux importants pathogènes humains, Yersinia pestis et Bacillus anthracis. 
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Afin d’éviter les locus de contingence, qui sont probablement de faible valeur en tant que 

marqueurs épidémiologiques, et de proposer des outils de génotypage exploitables par 

électrophorèse sur des gels d’agarose classiques, seules les répétitions en tandem d’unité 

répétée d’au moins 9 pb ont été évaluées. Yersinia pestis contient 64 minisatellites de ce type, 

dans lesquels l’unité est répétée au moins 7 fois. Un lot de 12 locus supplémentaires,  

contenant 6 unités répétées et ayant une forte conservation interne a également été testé. 

Parmi 5 souches de Yersinia, 49 locus sont polymorphes (25 parmi 3 souches de Yersinia 

pestis). Bacillus anthracis contient 30 structures comparables, dans lesquelles l’unité est 

répétée au moins 10 fois. La moitié de ces répétitions en tandem est polymorphe parmi les 

souches testées. 

Conclusions: L’analyse des séquences des génomes bactériens actuellement disponibles 

montre que Bacillus anthracis et Yersinia pestis ont une densité intermédiaire en répétitions 

en tandem de plus de 100 pb (environ 30 par Mb) par rapport aux autres génomes bactériens 

analysés jusqu’à présent. Dans les deux cas, tester le polymorphisme d’une fraction seulement 

de ces séquences a suffi pour développer rapidement un lot de plus de 15 marqueurs 

informatifs, certains montrant un très fort degré de polymorphisme. Par exemple, pour le 

marqueur BAMS7 de Bacillus anthracis, l’indice de polymorphisme (PIC) atteint 0.82, avec 

des allèles couvrant une large plage de tailles (600 à 1950 pb), et 9 allèles sont distingués 

parmi le nombre restreint de souches typées dans cette étude. 
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Abstract

Background:  Some pathogenic bacteria are genetically very homogeneous, making strain

discrimination difficult. In the last few years, tandem repeats have been increasingly recognized as

markers of choice for genotyping a number of pathogens. The rapid evolution of these structures

appears to contribute to the phenotypic flexibility of pathogens. The availability of whole-genome

sequences has opened the way to the systematic evaluation of tandem repeats diversity and

application to epidemiological studies.

Results:  This report presents a database ( [http://minisatellites.u-psud.fr] ) of tandem repeats from

publicly available bacterial genomes which facilitates the identification and selection of tandem

repeats. We illustrate the use of this database by the characterization of minisatellites from two

important human pathogens, Yersinia pestis and Bacillus anthracis. In order to avoid simple sequence

contingency loci which may be of limited value as epidemiological markers, and to provide

genotyping tools amenable to ordinary agarose gel electrophoresis, only tandem repeats with

repeat units at least 9 bp long were evaluated. Yersinia pestis contains 64 such minisatellites in which

the unit is repeated at least 7 times. An additional collection of 12 loci with at least 6 units, and a

high internal conservation were also evaluated. Forty-nine are polymorphic among five Yersinia

strains (twenty-five among three Y. pestis strains). Bacillus anthracis contains 30 comparable

structures in which the unit is repeated at least 10 times. Half of these tandem repeats show

polymorphism among the strains tested.

Conclusions:  Analysis of the currently available bacterial genome sequences classifies Bacillus

anthracis and Yersinia pestis as having an average (approximately 30 per Mb) density of tandem

repeat arrays longer than 100 bp when compared to the other bacterial genomes analysed to date.

In both cases, testing a fraction of these sequences for polymorphism was sufficient to quickly

develop a set of more than fifteen informative markers, some of which show a very high degree of

polymorphism. In one instance, the polymorphism information content index reaches 0.82 with

allele length covering a wide size range (600-1950 bp), and nine alleles resolved in the small number

of independent Bacillus anthracis strains typed here.
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Background
The polymorphism associated with tandem repeats has

been instrumental in mammalian genetics for the con-

struction of genetic maps and still is the basis of DNA fin-
gerprinting in forensic applications. Tandem repeats are

usually classified among satellites (spanning megabases

of DNA, associated with heterochromatin), minisatel-

lites (repeat units in the range 6-100 bp, spanning hun-

dreds of base-pairs) and microsatellites (repeat units in

the range 1-5 bp, spanning a few tens of nucleotides).

More recently, a number of studies have supported the

notion that tandem repeats reminiscent of mini and mi-

crosatellites are likely to be a highly significant source of

very informative markers for the identification of patho-

genic bacteria even when these pathogens are recently

emerged, highly monomorphic species [1–5]. This prob-

ably reflects the important contribution of tandem re-

peats to the adaptation of the pathogen to its host.

Tandem repeats appear to contribute to phenotypic var-

iation in bacteria in at least two ways. Tandem repeats lo-

cated within the regulatory region of a gene can

constitute an on/off switch of gene expression at the

transcriptional level [6,7]. Similarly, tandem repeats

within coding regions with repeat units length not a mul-

tiple of three can induce a reversible premature end of

translation when a mutation changes the number of re-

peats (reviewed in [8–10]). In other instances, the re-

peated unit length is a multiple of three, and the tandem
repeat contributes to a coding region. In such cases, var-

iations in the number of copies modify the gene product

itself [11].

Mutation mechanisms of micro and minisatellites have

been studied in some detail in eukaryotes, essentially hu-

man and yeast (reviewed in [12]). In brief, the data ob-

tained so far suggest that microsatellites mutate by

replication slippage processes; mutation rates depend

upon the efficiency of mismatch repair mechanisms and

an internal heterogeneity within the array strongly stabi-

lizes the tandem repeat. In contrast, minisatellites mu-

tate predominantly as the result of the repair of a double

strand break initiated within, or very close to, the tan-

dem repeat. In eukaryotes at least, these events can be of

replicative origin [13], or can be genetically controlled,

and specifically induced, during meiosis, at double

strand breaks hot-spots. Minisatellite mutation rate in

eukaryotes appears to be insensitive to mismatch repair

efficiency, and internal heterogeneity is compatible with

a high mutation rate [12, 14].

In bacteria, loci containing a tandem repeat from the mi-

crosatellite class (repeat unit sizes of 1-8 bp) have been

called simple sequence contingency loci [8]. Altered
number of repeats allows for reversible on and off states

of expression for the corresponding gene. The mutation

rate of a tetranucleotide (microsatellite) tract in Haemo-

philus influenzae is higher than 10-4 and contributes to

the adaptation of the pathogen to its hosts as the infec-
tion progresses [15]. In such an extreme situation, the

microsatellite is of limited value for strain identification,

epidemiological and phylogenetic studies. The tandem

repeat array is composed of perfect copies of the elemen-

tary unit, and different alleles are observed in a single

culture. In contrast, the phylogenetic identity of minisat-

ellite alleles of identical size can usually be further

checked by DNA sequencing, since the repeated units are

often not perfect [16]. The pattern of variants along the

array provides an additional level of allele identification

and phylogenetic information. In addition, tandem re-

peats with longer repeat unit length can be relatively eas-

ily typed in the size range of a few hundred base-pairs

using ordinary horizontal gel electrophoresis.

In this report, we will first describe the use of a tandem

repeats database for bacterial genomes ( [http://minis-

atellites.u-psud.fr] ) and briefly compare the general

characteristics of tandem repeats in a number of bacteri-

al genomes for which the sequence has been determined

and made publicly available. We will then show how this

tool can easily be applied to the rapid characterization of

new highly polymorphic markers in two pathogens, Y.

pestis and B. anthracis.

Both Y. pestis (causative agent of plague) and B. anthra-

cis (causative agent of anthrax) are recently emerged

clones of respectively Y. pseudotuberculosis [17] and B.

cereus [18]. In the case of Y. pestis, a high resolution typ-

ing tool based on RFLP (Restriction Fragment Length

Polymorphism) analysis of IS100 locations has already

been developed [17]. However this technology is more

demanding than PCR typing, which justifies the develop-

ment of such an assay. In the case of B. anthracis, poly-

morphisms were initially identified essentially using

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) typ-

ing [19]. Subsequent analyses demonstrated that the

most informative fragments in AFLP patterns resulted

from tandem repeat array length variations (five minis-

atellite loci were characterized in this way [2]).

Results and discussion
Use of the tandem repeats database

To date, 36 bacterial genome sequences from 32 species

have been released in the public domain and are includ-

ed in the database (Figure 1A; the nine archaebacteria

genomes sequenced to date are presented in an other

page, which can be accessed from  [http://minisatel-

lites.u-psud.fr/] ). As many other sequencing projects

are under way ( [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PMGifs/
Genomes/bact.html] ;   [http://www.tigr.org/tdb/mdb/

http://minisatellites.u-psud.fr
http://minisatellites.u-psud.fr
http://minisatellites.u-psud.fr/
http://minisatellites.u-psud.fr/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PMGifs/Genomes/bact.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PMGifs/Genomes/bact.html
http://www.tigr.org/tdb/mdb/mdbinprogress.html
http://www.tigr.org/tdb/mdb/mdbinprogress.html
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Figure 1
Querying the tandem repeats database 1A: bacterial tandem repeats main page Bacteria species are listed in alphabetical
order. The name of the strain used for sequencing is indicated after the species name and before the genome size (expressed
in megabase). The rightmost figure indicates the density (per Mb) of tandem repeat arrays longer than 100 bp. The search for
tandem repeats can be restricted according to a combination of criteria, including total array length (L), repeat unit length (U),
number of repeats (N), internal conservation of the repeats (V), position (expressed in kilobase) on the genome (Pos), GC
content of the array (%GC), strand bias (B). Three different biases can be evaluated, GC bias, AT bias and Purine-Pyrimidine
bias. The bias reflects strand asymmetry of the repeat sequence. The search output can either present a list of characteristics
of the tandem repeats fulfilling criteria, ordered according to their position on the genome, or classify the tandem repeats
according to a selected structural parameter. 1B: examples of queries in three genomes All tandem repeat arrays spanning
more than 100 base-pairs are classified according to repeat unit length. The query was run on Buchnera sp. (left panel), Yersinia
pestis (middle panel) and Pseudomonas aeruginosa (right panel).
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mdbinprogress.html] ;  [http://www.sanger.ac.uk/

Projects/Microbes/] ), the database will be regularly up-

dated. The collection of tandem repeats present in a giv-

en genome can be queried according to a combination of
criteria, total tandem repeat array length (L), repeat unit

length (U), number of repeats (N), percentage of conser-

vation of the repeats along the array (V), position on the

genome (Pos), average GC percent of the repeats (%GC),

strand bias in nucleotide composition (B) (these values

have been precomputed using the Tandem Repeats Find-

er software described in [20]). The results shown on Fig-

ure 1B use the "Tandem Repeats Distribution according

to repeat unit length" option (Figure 1A). Three genomes

were searched for tandem repeat arrays longer than 100

base-pairs (L ≥ 100). The genomes selected illustrate

three different behaviors. On the right panel, Pseu-

domonas aeruginosa shows a very striking bias towards

minisatellites with a motif length multiple of three. On

the left and middle panels of Figure 1B, Buchnera sp and

Y. pestis, show no such bias. The overall density of tan-

dem repeat arrays longer than 100 base-pairs varies in

the different genomes. Buchnera sp. contains 103 such

loci, for a total genome size of 641 kb, which corresponds

to a density per megabase of 161. Pseudomonas aerugi-

nosa, with a total genome length of 6.3 Mb, has a density

of 48. Y. pestis has an intermediate value of 30. Figure 2

summarizes the values observed in the 32 species. Ten

non pathogenic species are presented in the upper part,

22 pathogenic species on the lower part. The species are
ordered from top to bottom according to increasing ge-

nome size. The dark bars indicate for each genome the

density per megabase of tandem repeat arrays longer

than 100 bp. The clear bars reflect the excess of tandem

repeats with unit length a multiple of three. A wide range

of situations is observed, with a remarkable excess of

tandem repeats multiples of three in Mycobacterium tu-

berculosis and Pseudomonas aeruginosa, presumably

reflecting a significant contribution of tandem repeats to

coding regions in these two bacteria.

As a quick illustration of the use of this database to facil-

itate the development of genotyping tools for bacterial

genomes, we have evaluated the polymorphism associat-

ed with tandem repeats from Y. pestis on one hand and

B. anthracis on the other (in this second instance, the ge-

nome sequence has not been completed yet and does not

appear on the publicly accessible Tandem Repeats Data-

base page, Figure 1A).

Application to Y. pestis

Figure 3A presents the result of a query run on Y. pestis,

to identify tandem repeats with repeat units longer than

9 base-pairs repeated at least 7 times in the strain which

has been sequenced (CO-92 biovar Orientalis).Sixty-four
tandem repeats fulfill these criteria (an additional group

of forty-nine have 6 copies of the motif; the twelve loci

with the highest internal conservation were also included

in this study). The output includes links to individual

alignment files, as produced by the Tandem Repeat

Finder software [20]. The alignment file also includes

200 base-pairs of flanking sequence from each side of

the tandem repeat, from which primers can be selected

for PCR amplification. Figure 3B shows an annotated ex-

tract of one alignment file. The positions of the primers

selected for subsequent PCR amplification are under-

lined. Three Y. pestis (representing the Antiqua, Medie-

valis, and Orientalis biovars [17]) and two Y.

pseudotuberculosis strains were used for the initial iden-

tification of minisatellites sufficiently polymorphic to be

of interest for further studies. Table 1 summarizes the

PCR conditions used for each polymorphic locus and the

results obtained. A total of 76 tandem repeats were test-

ed. PCR amplification failed in 6 cases. Twenty one loci

are monomorphic in the five Yersinia strains typed here.

Forty-nine of the loci are polymorphic (Table 1). Twenty-
five of these are polymorphic among the Y. pestis strains.

Figure 2
Relative frequency of tandem repeats within bacte-
rial genomes The ten non-pathogen species are listed on
top. Within each category, species are ordered according to
genome size (smallest genome on top). The density of tan-
dem repeat arrays longer than 100 bp is plotted for each spe-

cies (dark bars). The clear bars reflect the excess (χ2 values)
of tandem repeats with a repeat unit length multiple of three.

http://www.sanger.ac.uk/Projects/Microbes/
http://www.sanger.ac.uk/Projects/Microbes/
http://www.sanger.ac.uk/Projects/Microbes/
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Figure 3
Selection procedure of minisatellites for Y. pestis 3A: Sixty-four tandem repeats have at least 7 units longer than 9 base-
pairs. Panel A presents the distribution of these 64 loci according to repeat unit length. Each rectangle is an hyperlink to an
alignment file. The rectangle indicated by the arrow is linked to the file illustrated in panel B. 3B: This is an annotated alignment
file. The file corresponds to Yp3057ms09 (Table 1 and Figure 4; Yp : Yersinia pestis; 3057 : position on the genome, expressed
in kilobases; MS09 : MiniSatellite index). The consensus pattern of 18 base-pairs is aligned to each motif. Annotations of the file
are inserted within brackets. Although this minisatellite is very polymorphic, eleven different motifs (labeled a-k) are observed
in the sequenced allele. The first four and last two copies are most diverged and rare. Four types of motifs (f, g, h, i) constitute
most of the array. For convenience, 18 motifs have been removed from the alignment file and replaced by their letter code.
The last two copies are 21 base-pair long instead of 18. The end of the alignment file (panel B, bottom) provides sequence data
flanking the tandem repeat array. The positions of the primers chosen for PCR amplification of this locus (Table 1) are shown
underlined.
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Seven present a different allele in each of the five Yersin-

ia strains, thirteen have a different allele in each of the

three Y. pestis strains. Gel images for the 25 loci poly-

morphic among Y. pestis are shown in Figure 4. As can be
seen, the repeat unit size and the overall length of the

PCR products are such that tandem repeats differing by

a single repeat unit can be distinguished by simple agar-

ose gel electrophoresis.

Application to B. anthracis

Given the relatively low overall size of most bacterial tan-

dem repeats, tandem repeat search can be run even on

unfinished sequences. Tandem Repeats Finder was ap-

plied to B. anthracis sequence obtained from The Insti-

tute for Genomic Research through the website at

[http://www.tigr.org] . The sequence was recovered as

approximately 1000 contigs, for a total amount of slight-

ly more than 5 Mb. Thirty tandem repeats have at least 10

copies of a repeat unit longer than 9 base-pairs. Fourteen

of them are polymorphic among the 31 B. anthracis

strains typed here (Table 2). Twenty-seven different gen-

otypes are identified. Polymorphism information con-

tent (PIC) indexes based on the 27 genotypes vary from

0.07 to 0.82. Nine PIC values are above 0.5. Eight alleles

are identified for CEB-Bams30, in a size range 270-900

base-pairs (Figure 5). In this case, the resolution of the

largest alleles would probably be improved by using an

automated DNA sequencer, and more alleles might be

resolved. There are clear gaps in the size range coverage
shown in Figure 5, and it is likely that the typing of addi-

tional strains would uncover new alleles. The genotyping

data obtained was used to construct a phylogenetic tree

based upon the Neighbor-Joining method ( [http://

www.infobiogen.fr] ). In order to be able to correlate the

tree obtained here with earlier studies [2], 5 minisatel-

lites and one microsatellite reported previously were also

typed. Figure 6 presents the data obtained and the re-

sulting tree, using the nomenclature previously pro-

posed [2]. Six Bacillus cereus strains have also been

included and used as an outgroup in the analysis. Occa-

sionally B. cereus strains will not amplify (scored as 0 in

Figure 6) or will give weak amplification signals (Figure

5, last six lanes on the right). The proposed tree is in good

agreement with earlier results. In particular, the A and B

clusters are well defined. We have apparently no repre-

sentatives for the A1b and A3a group, whereas strains

9533 and 9502 to 9505 appear to define a new branch.

The correspondence between allele numbering and allele

size is indicated in Table 3.

Correlations between polymorphism and structural char-

acteristics of minisatellites

We have looked for correlations between on one hand

the number of alleles and polymorphism of the minisat-
ellites, and on the other, simple structural characteristics

of the tandem repeats in the sequenced strain : motif

size, number of motifs, total length, conservation of the

motifs along the array (percent identity), GC content,

strand bias. In the case of B. anthracis, a highly signifi-
cant correlation (0.01 level) is observed between poly-

morphism and both total length and GC content. This is

not true for Y. pestis in which a strong correlation is seen

between the number of alleles and the conservation of

the motifs (Figure 7).

Conclusions
We limited here our investigation of tandem repeats to

minisatellites, i.e. repeat units longer than 9 base-pairs,

so as to avoid simple sequence contingency loci [8] of

limited epidemiological value, and to facilitate the typing

of alleles with agarose gel electrophoresis. However, sim-

ple sequence contingency loci are also represented in the

database and are of great interest for molecular patho-

genicity studies [6–8]. The use of the tandem repeats da-

tabase was demonstrated here on two of the most

genetically homogeneous human pathogenes, Y. pestis

and B. anthracis. There is consequently a possibility that

a common database format for identification and epide-

miological analyses of pathogens amenable to minisatel-

lite typing be developed. As more data becomes available

on polymorphism associated with tandem repeats, it will

be added to the database presented here in order to avoid

duplication of work and nomenclature.

Bacterial species differ very significantly in the density of

tandem repeats within their genome, and also in their

use of tandem repeats. Some species have a very strong

excess of tandem repeats with repeat units length which

are multiple of three, the most striking examples being

M. tuberculosis and P. aeruginosa. Polymorphism in

such tandem repeats is likely to modulate the protein

structure rather than gene activity. In M. tuberculosis, all

tandem repeats with total length (L) higher than 100 bp

and 9 or 15 base-pairs long units are located with ORFs

[21]. An important proportion of these tandem repeats

correspond to the so-called PE and PPE multigene fami-

lies [21].

In the two species studied here, tandem repeat polymor-

phism is strongly correlated with one or more of the se-

quenced allele characteristics, as illustrated in Figure 7.

In Yersinia pestis a strong correlation is observed be-

tween number of alleles observed and homogeneity of

the tandem array. In Bacillus anthracis, the strongest

correlations are with total array length and GC content.

It appears that the correlations are not the same in the

two species, so that at present at least, the polymorphism

associated with a tandem repeat cannot be inferred from

its primary sequence. In particular, and in contrast to
what is known for microsatellites (1-5 bp repeat units),

http://www.tigr.org
http://www.tigr.org
http://www.tigr.org
http://www.infobiogen.fr
http://www.infobiogen.fr
http://www.infobiogen.fr
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Figure 4
Images of PCR amplification of the twenty-five minisatellites polymorphic in the Y. pestis strains DNA from
three reference Y. pestis strains representing each of the main biovars, antiqua (lane 1), medievalis (lane 2) and orientalis (lane
3) and two Y. pseudotuberculosis strains (lanes 4 and 5) have been PCR amplified and an aliquot of the products has been run on
2% horizontal agarose gels as described. The length of the minisatellite motifs (U) and the size range is indicated on each panel.
Yp2916ms07 has one of the shortest (10 bp) unit. Four alleles are clearly distinguished between the 150 and 200 bp marker
fragments.
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some of the minisatellites are highly polymorphic in

spite of a poor internal homogeneity of the sequenced al-

lele, as is also the case for minisatellites in the human ge-

nome [12]. However, more systematic allele sequencing
will be required to demonstrate that polymorphism is

not associated with a subclass of alleles showing a higher

internal homogeneity. Similarly, allele sequencing will

be required to formally establish that the allele size vari-

ations observed are indeed (as is likely) the consequence

of variations in the number of repeats.

Five among the B. anthracis markers described here

(Ceb-Bams1, 3, 7, 13 and 30) are highly polymorphic with

PIC values (or Nei's index) above 0.7. In this respect, it is

important to observe that the length of the allele ob-

served for Ceb-Bams1 in the Ames strain is not of the size

expected from the sequence data (Table 2). This may re-

sult either from a high mutation rate at Ceb-Bams1 or

from a sequencing error. The expected allele size corre-

sponds to allele 4 (Table 3), which is unlikely for the

Ames strain because Ceb-Bams1 allele 4 is observed only

in cluster B strains (Figure 6) and Ames is well apart of

cluster B [2]. A similar situation is observed for Ceb-

Bams28, for which the expected product does not corre-

spond to any existing allele in the collection of strains

typed. In this case however, the locus is moderately pol-

ymorphic, with a PIC value of 0.26 and only three alleles

observed (Table 2), so that a sequencing error is the most

likely interpretation. This issue could be easily solved by
typing with Ceb-Bams1 and Ceb-Bams28 the very strain

which has been used for the sequencing project.

It is interesting to observe that, although the magnitude

of allele size difference has not been taken into account

when building the distance matrix, the resulting phylo-

genetic tree proposed in Figure 6 tends to group together

strains with alleles of similar size at these most variable

loci. This is reminiscent of observations made in H. influ-

enzae [1] and suggest that mutation events are predomi-

nantly small size changes. Here again, more detailed

studies involving full allele sequencing should now help

understand the succession of events producing a popula-

tion of alleles.

Materials and methods
Bacterial genomes DNA sequences

Finished sequences in the public domain were recovered

by ftp from the NCBI or the Sanger center sites ( [http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/PMGifs/Genomes/bact.html] ;

[http://www.sanger.ac.uk/Projects/Microbes/] ). Pre-

liminary sequence data for B. anthracis was obtained

from The Institute for Genomic Research through the

website at  [http://www.tigr.org] .

DNA preparation

All strains used here are part of the collection maintained

by the Centre d'Etudes du Bouchet (CEB). They originate

either from the CIP (Collection Institut Pasteur,  [http://
www.pasteur.fr/] ) or from AFSSA (Agence Française de

Sécurité Sanitaire des Aliments,  [http://www.afssa.fr/]

, Dr Josée Vaissaire). DNA from each isolate was ob-

tained by large-batch procedures or by the simplified

procedure as described in [2]. In addition, 15 µg of DNA

from the B. anthracis Ames strain were kindly provided

by Dr Mats Forsman, FOA, Sweden.

Minisatellite PCR amplification and genotyping

PCR reactions were performed in 15 µl containing 1 ng of
DNA, 1x Long Range Reaction Buffer 3 (Roche-Boe-

hringer), 1 unit of Taq DNA polymerase, 200 µM of each

dNTP, 0.3 µM of each flanking primer. The Taq DNA

polymerase was either prepared essentially as described

in [22] or purchased from Qbiogen or Roche-Boehringer.

The 1x LongRange Buffer 3 is 1.75 mM MgCl2, 50 mM

Tris-HCl pH9.2, 16 mM (NH4)2SO4.

PCR reactions were run on a Perkin-Elmer 9600 or a

MJResearch PTC200 thermocycler. An initial denatura-

tion at 96°C for five minutes was followed by 34 cycles of

denaturation at 96°C for 20 seconds, annealing at 60°C
for 30 seconds, elongation at 65°C for 1 minute, followed

by a final extension step of 5 minutes at 65°C. In few cas-
es, other annealing temperatures and/or elongation
times were used (see tables 1 and 2). Five microliters of

Figure 5
PCR amplification of B. anthracis minisatellite CEB-
Bams30 DNA from B. anthracis and B. cereus (six rightmost
lanes) was amplified using primers for CEB-Bams30 (Table 2).
The PCR products were run on a 40 cm long 2% ordinary
agarose gel.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PMGifs/Genomes/bact.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PMGifs/Genomes/bact.html
http://www.sanger.ac.uk/Projects/Microbes/
http://www.sanger.ac.uk/Projects/Microbes/
http://www.tigr.org
http://www.tigr.org
http://www.pasteur.fr/
http://www.pasteur.fr/
http://www.afssa.fr/
http://www.afssa.fr/
http://www.afssa.fr/
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Figure 6
Bacillus anthracis phylogenetic tree The genotype of each strain for the polymorphic minisatellites is given (size estimates
for each allele are given in Table 3). "0" indicates a failure of the PCR amplification. This is most often associated with B. cereus
strains, and probably reflects in these cases sequence divergence in the flanking sequence. The phylogenetic tree was produced
using the Neighbor-Joining method as available on-line at  [http://www.infobiogen.fr.] 

http://www.infobiogen.fr.
http://www.infobiogen.fr.
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the PCR products where run on standard 1% or 2% agar-

ose gel (Qbiogen) in 0.5 x TBE buffer at a voltage of 10 V/

cm as indicated in Tables 1 and 2. Gel length of 10 to 40

cm were used according to PCR product size and motif
length. Gels were stained with ethidium bromide and

visualized under UV light. Allele sizes were estimated us-

ing as size markers the 1 kb ladder plus (Gibco-BRL

which also includes a 100 bp ladder between 100 bp and

500 bp, plus 650, 850 and 1000 bp bands) or the 50 bp

ladder (Euromedex) which provides a 50 bp ladder be-

tween 50 and 300 bp and a 100 bp ladder from 300 bp to

1000 bp.

Data analysis

Tandem Repeats Finder analysis:

Sequences were processed using the Tandem Repeats

Finder software ( [http://c3.biomath.mssm.edu/

trf.html] ). The output was processed to eliminate dupli-

cates before being imported in a database (running un-

der Access2000, Microsoft Corp.) as described

previously [12]. The B. anthracis preliminary sequence

data file uses FASTA type of headers (i.e. >sequenceId)

to separate the independent contigs. The headers were

replaced by runs of 10 Ns before running Tandem Re-

peats Finder.

Blast queries against the M. tuberculosis genome:

The identifications of the open reading frames contain-

ing a given tandem repeat from M. tuberculosis were
done by running a BLAST search on the dedicated web

page at  [http://www.sanger.ac.uk/Projects/

M_tuberculosis/blast_server.shtml] .

Estimation of the excess of tandem repeats with motif length multi-

ple of three:

A χ2 test was calculated for the difference between the
observed number of tandem repeats with motif length

multiple of 3 and the expected number of tandem repeats

with motif length multiple of 3 (expected value in the ab-

sence of bias being the total number of tandem repeats

divided by 3). The χ2 values vary from 0.01 to 253.5.

There is a significant excess (χ2 > 3.841) for all species

but 6 (Buchnera sp, T. maritima, H. influenzae, M. gen-

italium, R. prowazekii, Y. pestis).

Polymorphism index:

Polymorphism Information Index (PIC) or Nei's diversi-

ty index is calculated as 1 - Σ (allele frequency)2 based
upon the unique genotypes.

Phylogenetic reconstruction:

A phenetic approach, based on a distance matrix was

used. Distance matrix between strains was obtained by

counting the number of differences between the corre-
sponding genotypes. Then, Neighbor Joining cluster

Figure 7
Significant correlation between number of alleles and
minisatellites structural characteristics The number of
alleles is plotted as a function of Total length and %GC for
Bacillus anthracis, and %matches for Yersinia pestis (the corre-
lations are highly significant at the 0.01 level). Number of alle-
les for each locus is the total number detected (i.e. Bacillus
anthracis and B. cereus; Yersinia pestis and Y. pseudotuberculo-
sis).

http://c3.biomath.mssm.edu/trf.html
http://c3.biomath.mssm.edu/trf.html
http://www.sanger.ac.uk/Projects/M_tuberculosis/blast_server.shtml
http://www.infobiogen.fr/
http://www.infobiogen.fr/
http://www.infobiogen.fr/
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analysis was performed with Phylip [23] accessed at  [ht-

tp://www.infobiogen.fr/] . An outgroup was arbitrary

chose among Bacillus cereus strains (9785) and input or-

der of species was randomised.

Data (genotypes, distance matrix, phylogenetic tree) are

available at  [http://minisatellites.u-psud.fr/ASPSamp/

Phylogenie/data.htm] 

Correlation analysis

Correlations were calculated with the statistical program

SPSS: Pearson correlation, and non-parametric correla-

tions (Kendall's tau and Spearman's rho) show similar
results.

Table 1: Description of Yersinia polymorphic markers

Expected Estimated Number Total

Marker U N % GC V Primer sequences PCR product size range of Alleles number

length (bp) (bp) in of

Y.pestis alleles

Markers polymorphic in Yersinia pestis strains

yp0120ms01 18 8 34 86 L: CTAAGCACAATTGTTATGCTGAACC 228 180 - 280 3 4

R: TACTGAATCTGCTTCATTGTTCAAA

yp1290ms04 17 8 27 96 L: CGCTGTTGAAGTTTTAGTGTAAGAA 230 160 - 240 3 5

R: AAATGTAACCTGCCAAACGTG

yp1935ms05 17 11 36 87 L: CCTCAGTTCATTGTGTAAAATCTCA 291 190 - 300 2 4

R: GTATTAGCGAGATCACAGATGAGC

yp2769ms06 60 9 48 64 L: AATTTTGCTCCCCAAATAGCAT 90 s 606 370 - 2500 3 5

R: TTTTCCCCATTAGCGAAATAAGTA

yp2916ms07 10 9 44 85 L: ATACCGCTACGATCAGCCTCTAT 184 150 - 200 2 4

R: ATTTAATATTGATTTTGGGACTTGC

yp3057ms09 18 33 65 91 L: CGTTACCCTTGTTGCCAATAGT 90 s 682 500 - 820 3 5

R: ACGCAGAACATGCTTACCTTTTAT

yp0559ms15 15 10 30 62 L: TTGACCAAGTGTAAAAGGCATAAAT 237 225 - 250 2 2

R: AAACTATCGCCAGCCATTTTAGTA

yp1814ms20 15 9 47 74 L: ACAACCTCAGTTTGCCCTTG 253 230 - 250 2 2

R: GTAAAGAGCGCAATGATCGTACT

yp1895ms21 18 9 51 76 L: GCTTAAAGCAGATTGATACTCACG 278 220 - 350 3 5

R: CTGCATGTTCACCGGTTCAG

yp4042ms35 15 8 41 59 L: CTGTTACCGGTCAAAGTGGATATT 204 195 - 225 2 3

R: AGGCTCTCCTTATCATTATTTGGTC

yp4425ms38 16 8 41 86 L: GTGAGGTATAGCTAAACGGTGATGT 233 200 - 380 3 5

R: CGCCGTAGATTATTTGTCACTTTAT

yp0581ms40 17 7 28 76 L: GCAATCATTCACCTAACCATATCTC 214 220 - 240 2 2

R: GTGCAATAGGCGTTGTTGTGTA

yp0718ms41 17 7 41 75 L: GAAGAAAGCCAGCTAATCTGATG 217 180 - 220 2 2

R: TAATGAATAGCAACGACAACCAATA

yp1018ms44 17 7 38 61 L: CAATTCCAACAGCTATTAATGCAA 233 220 - 260 2 3

R: GAATTTTCATAACACGTTCTTCCTG

yp1108ms45 12 7 65 79 L: GCATCGGAGACTGGGTAAAC 161 120 - 170 3 4

R: TTTCTGAGGATTTATCGGTGTGAT

yp1335ms46 17 7 33 73 L: CAGGTTTTACGTTATTTTCTGAAGG 252 230 - 310 3 4

R: CAGCATGAAGTATGACGGGTATATTA

yp2058ms51 18 7 37 65 L: GGTTTTTACCGATATAAATCCTGAG 207 190 - 210 2 2

R: GACCAAGAAGTTAAGTTGCTTATCG

yp2612ms54 22 7 28 82 L: GTCCACCATTTTCATACTGTCACTT 281 250 - 300 2 3

R: GCTCTTTGTTCGATTTTATTGAATG

yp3060ms56 16 7 21 81 L: AACCGACTGACTCACTTTATATTGG 220 180 - 250 2 4

R: TTCTTTTCCATTACTCAGCCTGTT

yp4280ms62 9 7 33 60 L: TTTAGTCTTGATTAAGCTGCGTTTT 240 220 - 310 3 5

R: ACGGAAGACAACCTTATTATTGATG

yp1118ms69 16 6 39 82 L: GACGTTGCAACTGCAAAAATAAG 179 165 - 180 2 2

R: ACTTGTTGTGAAGACCATCACTCT

yp1580ms70 9 6 32 97 L: AAACCAACGGTTCATATTGAATAAA 146 140 - 170 3 5

R: CTTCTTCCGCTATTTTCCTACAGA

yp1925ms71 14 6 45 91 L: GCTACTCGAATATGAGTTAGCCAAA 171 145 - 210 2 4

R: ATTGCCATATTGGATGCTAAAATAA

yp3236ms73 18 6 40 89 L: AATACCCTGTGGGTGATAATGAAC 225 175 - 230 2 3

R: ATCGATTTAGGTACCACCAATTCA

yp3245ms74 15 6 44 83 L: CCCCGACTTATATCAAGCACTG 195 180 - 225 3 3

http://www.infobiogen.fr/
http://www.infobiogen.fr/
http://www.infobiogen.fr/
http://minisatellites.u-psud.fr/ASPSamp/Phylogenie/data.htm
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R: AACTGACGATCTTTTTCACTGAGTT

Markers polymorphic in 5 Yersinia strains (monomorphic in pestis)

yp0802ms02 18 12 49 86 L: CTGACACAAAACGAGAGCCTATTT 53°C 314 240 - 315 1 2

R: AGCGTGAGTGGGCTATCAATAC 1 min

yp2925ms08 15 12 39 63 L: AGCCTTTTTGTTGATTATCAGTCAT 270 270 - 290 1 2

R: CGATAATAATACTGAATTACCGGATG

yp4411ms10 14 8 32 69 L: ATCATGCTTTTGCCTCAATATAATC 191 190 - 210 1 2

R: GAAACGCAGTCCCTGTTGTAG

yp0813ms16 17 8 39 64 L: GTTGGTTATCCGACAGTCTTCAATA 235 230 - 270 1 2

R: GCAATTCGTTATGGCTTAGTAAAAA

yp1269ms18 27 9 54 55 L: GCAAAAGCTGAAGCAGATAAAATAG 303 220 - 250 1 2

R: AAACCACCAAACAAATCATCAAC

yp2196ms22 20 8 12 55 L: AAACCAACAAGAAAACTGTAACCAC 90 s 265 270 - 1500 1 2

R: CATTCACCATTGATGTCCTTAGAC

yp2324ms24 19 8 34 65 L: TTCACCGGGTTACCTTAATTACATA 255 215 - 255 1 2

R: CTACCTTGCTGTCAACACTCGAC

yp2331ms25 17 9 36 76 L: AACGCGTTAATAAAACAATAAAGTG 181 190 - 230 1 3

R: CAATATCCTTTTACTCAGCCGATG

yp2679ms27 16 8 20 76 L: ATGATTACTGGCAAGAGCACTATGT 217 200 - 220 1 2

R: AACAAGATCACCTGGTCGTTAAA

yp2908ms28 18 8 40 69 L: GCAGAAATAATCTTCAGGAGAAACA 242 190 - 290 1 2

R: AGATCGTCGTTAGTCCATGTCAG

yp2958ms29 16 8 23 61 L: AAAATAGTCTGTGTTTCAGCAAAGC 215 215 - 245 1 2

R: CCTTAAAAACCCTAAGTGGGTAAAA

yp3225ms30 54 11 51 52 L: CAATAATACCATCGTGCGTGATAC 683 680 - 900 1 2

R: TATTAATGGTGGTGTTAGTCGCTGT

yp3532ms31 14 8 30 67 L: GTTATTTATTTTTGCCCCAACTTGT 217 215- 245 1 2

R: TTAGCCTGTTTGTTCTTCAAATAGC

yp3787ms32 18 8 49 65 L: CGATAACGTTAATGCCATCAGTAG 218 190 - 240 1 3

R: GCGCCGGTAAGTTTTGTTTATTA

yp3795ms33 15 8 43 67 L: CCCTTCTTTTTATGCTTGAAGATACT 210 210 - 225 1 2

R: GTTGAACCACAGGCTGTTGAG

yp4371ms37 18 8 35 82 L: TACTTAGGCATTGTCTCTTCACTCC 235 235 - 255 1 2

R: CTGAAATTATCAGTAGGTGGTTCGT

yp0999ms43 17 7 38 80 L: ATTCCACCACCAACAATTATCAC 211 220 - 300 1 3

R: GGTATTCGTATTGAAGATGACATTG

yp1962ms50 18 7 34 71 L: TACCGAGGTATTCCCTGGTCTAAT 225 225 - 240 1 2

R: AGTTGACTCCCAGTCACTTTTCC

yp3734ms59 16 7 36 69 L: ATTATCATGACCCTTCCAGTGCTAT 218 200 - 220 1 2

R: CATCAAAATGCCAGGAGAGTAAC

yp4338ms63 17 7 38 72 L: ATTAACGATTTCTTGTCGCTCAGT 194 190 - 275 1 3

R: AATCAGTAACGGCATGTGTCAGTA

yp0549ms66 18 6 41 83 L: TAAAAGCGTCAACAAAGTAGGTCAT 212 200 - 220 1 2

R: GTTCCTGTTGTTGAAAATGCTG

yp0782ms67 18 6 40 90 L: TTCCAGGCTAAAGATATTGACTTTG 248 250 - 270 1 2

R: CTCGGCTTGTTCTACGTTTAATG

yp1053ms68 18 6 32 82 L: CCGTTATCTGGTGAAAGTGAACAG 182 175 - 205 1 3

R: GTCCGGTAGCCTGATTGTTTATT

yp3634ms75 15 6 36 80 L: ATGTGAGCTTGATTGCTGAGTAGT 210 180 - 210 1 3

R: TCATATTTTAGGTGTTTTGCCTTTG

Some structural characteristics of the tandem repeats are presented : U (unit length), N (number of repeats), %GC, V (% of conservation). PCR and electrophoresis conditions 
are as described in the material and methods section : annealing temperature is 60°C, elongation time is 60 seconds and gels are 2% agarose except when indicated otherwise. 
Total number of alleles means number of alleles in 3 Y. pestis and 2 Y. pseudotuberculosis strains.

Table 1: Description of Yersinia polymorphic markers
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Table 2: Description of Bacillus anthracis polymorphic markers

Expected Number

product Estimated of Total PIC

Marker U N % V Primer sequences PCR length in size alleles number index

GC bp range in B. of

(observed) (bp) anthracis alleles

Ceb-Bams 1 21 16 44 88 L: GTTGAGCATGAGAGGTACCTTGTCCTTTTT 485 410-520 5 5 0.72

R: AGTTCAAGCGCCAGAAGGTTATGAGTTATC (520)

Ceb-Bams 3 15 25 59 73 L: GCAGCAACAGAAAACTTCTCTCCAATAACA 544 480-860 6 9 0.75

R: TCCTCCCTGAGAACTGCTATCACCTTTAAC 1%

Ceb-Bams 5 39 10 49 92 L: GCAGGAAGAACAAAAGAAACTAGAAGAGCA 53°C 307 305-385 3 3 0.56

R:ATTATTAGCAGGGGCCTCTCCTGCATTACC 60s

Ceb-Bams 7 18 49 55 69 L: GAATATTCGTGCCACCTAACAAAACAGAAA 65°C 1017 600-1950 9 9 0.82

R: TGTCAGATCTAGTTGGCCCTACTTTTCCTC 1%

Ceb-Bams 13 9 70 60 79 L: AATTGAGAAATTGCTGTACCAAACT 120s 814 330-850 8 11 0.79

R: CTAGTGCATTTGACCCTAATCTTGT 1%

Ceb-Bams 15 18 12 57 77 L: GTATTTCCCCCAGATACAGTAATCC 409 410-610 5 5 0.59

R: GTGTACATGTTGATTCATGCTGTTT

Ceb-Bams 21 45 11 43 75 L: TGTAGTGCCAGATTTGTCTTCTGTA 676 540-680 3 3 0.14

R: CAAATTTTGAGATGGGAGTTTTACT

Ceb-Bams 22 36 15 39 81 L: ATCAAAAATTCTTGGCAGACTGA 735 590-950 4 6 0.51

R: ACCGTTAATTCACGTTTAGCAGA

Ceb-Bams 23 42 11 37 85 L: CGGTCTGTCTCTATTATTCAGTGGT 653 570-820 3 4 0.49

R: CCTGTTGCTCCTAGTGATTTCTTAC

Ceb-Bams 24 42 11 44 80 L: CTTCTACTTCCGTACTTGAAATTGG 630 335-670 3 6 0.2

R: CGTCACGTACCATTTAATGTTGTTA

Ceb-Bams 25 15 14 45 60 L: CCGAATACGTAAGAAATAAATCCAC 391 375-390 2 2 0.07

R: TGAAAGATCTTGAAAAACAAGCATT

Ceb-Bams 28 24 14 36 70 L: CTCTGTTGTAACAAAATTTCCGTCT 493 300-400 3 3 0.26

R: TATTAAACCAGGCGTTACTTACAGC (400)

Ceb-Bams 30 27 16 58 78 L: AGCTAATCACCTACAACACCTGGTA 120s 200-890 11 11 0.77

R: CAGAAAATATTGGACCTACCTTCC 1%

Ceb-Bams 31 9 64 58 57 L: GCTGTATTTATCGAGCTTCAAAATCT 772 300-850 4 4 0.32

R: GGAGTACTGTTTGTTGAATGTTGTTT 1%

Some structural characteristics of the tandem repeats are presented : U (unit length), N (number of repeats), %GC, V (% of conservation). PCR and electrophoresis conditions 
are as described in the material and methods section : annealing temperature is 60°C, elongation time is 60 seconds and gels are 2% agarose except when indicated otherwise. 
The expected product length is deduced from the sequencing data corresponding to the Ames strain. When the Ames strains typing does not fit with the expected value, the 
observed value is indicated between (). Only one side of the Ceb-Bams30 minisatellite can be identified in the available Ames sequence. The other side was identified in the 
course of the independent, partial sequencing of B. anthracis strains (Vergnaud and col., unpublished data). Total number of alleles includes alleles observed in the B. cereus 
strains. Polymorphism Information Index (PIC) or Nei's diversity index is calculated as 1 - Σ (allele frequency)2.

Table 3: Correspondence between B. anthracis allele sizes and allele numbering

allele nb

marker name 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ceb-Bams1 ~ 410 ~ 430 ~ 450 ~ 480 ~ 520

Ceb-Bams3 484 514 544 559 574 589 704 734 857

Ceb-Bams5 307 346 385

Ceb-Bams7 603 1017 1305 1503 1557 1647 1809 1899 1953

Ceb-Bams13 328 382 454 481 490 652 742 787 814 850

Ceb-Bams15 409 535 571 589 607

Ceb-Bams21 541 631 676

Ceb-Bams22 591 627 699 735 ~ 900 ~ 950

Ceb-Bams23 569 611 653 821

Ceb-Bams24 336 420 462 504 630 672

Ceb-Bams25 376 391

Ceb-Bams28 ~ 300 ~ 375 ~ 400

Ceb-Bams30 266 375 500 660 695 730 760 850 to
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2.2.2 Application à l’identification de souches du 

complexe Mycobacterium tuberculosis 

L’article suivant (Le Flèche 2002), intitulé « High resolution, on-line identification of strains 

from the Mycobacterium tuberculosis complex based on tandem repeat typing » 

(identification en ligne, à haute résolution, de souches du complexe Mycobacterium 

tuberculosis basée sur le typage de répétitions en tandem) présente l’application de la base de 

données des répétitions en tandem à l’identification de marqueurs polymorphes chez 

Mycobacterium tuberculosis. D’autres études avaient démontré la validité du typage par les 

répétitions en tandem dans le complexe tuberculosis. Cet article effectue une synthèse des 

travaux antérieurs, et étudie la plupart des répétitions en tandem non encore explorées. La 

collection de souches utilisées est particulièrement riche en souches du type Africanum. Cette 

étude est donc relativement unique, à la fois pour le grand nombre de marqueurs utilisés, et 

pour la représentation du complexe tuberculosis. Elle montre que la classification obtenue par 

le typage des répétitions en tandem est pertinente d’un point de vue phylogénétique. En outre, 

un service d’identification de souches en ligne (http://bacterial-genotyping.igmors.u-psud.fr) a 

été élaboré : l’utilisateur saisit un génotype, et obtient la liste des souches les plus proches, 

parmi celles qui figurent dans la base de données de génotypes hébergée au laboratoire. Cet 

article marque une nouvelle évolution de la base. Ma contribution a été la comparaison des 

trois souches du complexe tuberculosis pour lesquelles la séquence complète avait été 

déterminée. Bien que dans ce cas la conservation entre les souches soit telle que la 

comparaison des répétitions en tandem puisse se faire aisément avec la base de données 

existante, ce projet a été l’occasion du développement de l’outil automatique permettant la 

comparaison de souches. Cet outil a été décrit plus en détail dans la paragraphe 2.1.1.4. J’ai 

également participé à l’élaboration de la page d’identification de souches, décrite dans le 

paragraphe 2.1.1.5.  

Résumé : 

Contexte : Les méthodes de référence actuellement disponibles pour l’épidémiologie 

moléculaire du complexe Mycobacterium tuberculosis manquent de sensibilité ou sont encore 

trop lentes et fastidieuses pour être applicables en routine. Le typage de répétitions en tandem 

est récemment apparu comme une alternative potentielle. Cet article contribue au 

développement du typage de répétitions en tandem chez M. tuberculosis : une synthèse des 

données existantes a été effectuée, de nouveaux marqueurs polymorphes ont été développés, 

et un service Internet gratuit, rapide, et facile d’utilisation a été élaboré pour permettre 

l’identification de souches.  

Résultats: Un lot de 21 VNTRs comprenant 13 locus déjà décrits et 8 nouveaux marqueurs a 

été utilisé pour génotyper 90 souches du complexe M. tuberculosis (M. tuberculosis : 64 

souches ; M. bovis : 9 souches dont 4 BCG ; M. africanum : 17 souches). 84 génotypes 
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différents ont été définis. Une analyse de classification montre que les souches de M. 

africanum tombent dans trois grands groupes, l’un étant plus proche des souches de M. 

tuberculosis, et un autre plus proche des souches de M. bovis. Les résultats sont publiquement 

accessibles sur Internet [http://bacterial-genotyping.igmors.u-psud.fr/bnserver] pour permettre 

des requêtes d’identification de souches. 

Conclusions: Le typage de répétitions en tandem, basé sur la technique de PCR, pourrait se 

révéler être un puissant complément aux outils épidémiologiques existants pour le complexe 

M. tuberculosis. Le nombre de marqueurs à typer dépend de la précision d’identification 

requise : l’identification peut être effectuée rapidement et à moindre coût en termes de 

consommables, d’expertise scientifique, et d’équipement.  
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Abstract

Background: Currently available reference methods for the molecular epidemiology of the

Mycobacterium tuberculosis complex either lack sensitivity or are still too tedious and slow for

routine application. Recently, tandem repeat typing has emerged as a potential alternative. This

report contributes to the development of tandem repeat typing for M. tuberculosis by summarising

the existing data, developing additional markers, and setting up a freely accessible, fast, and easy to

use, internet-based service for strain identification.

Results: A collection of 21 VNTRs incorporating 13 previously described loci and 8 newly

evaluated markers was used to genotype 90 strains from the M. tuberculosis complex (M. tuberculosis

(64 strains), M. bovis (9 strains including 4 BCG representatives), M. africanum (17 strains)). Eighty-

four different genotypes are defined. Clustering analysis shows that the M. africanum strains fall into

three main groups, one of which is closer to the M. tuberculosis strains, and an other one is closer

to the M. bovis strains. The resulting data has been made freely accessible over the internet  [http:/

/bacterial-genotyping.igmors.u-psud.fr/bnserver] to allow direct strain identification queries.

Conclusions: Tandem-repeat typing is a PCR-based assay which may prove to be a powerful

complement to the existing epidemiological tools for the M. tuberculosis complex. The number of

markers to type depends on the identification precision which is required, so that identification can

be achieved quickly at low cost in terms of consumables, technical expertise and equipment.

Background
The precise identification of bacterial pathogens at the
strain level is essential for epidemiological purposes. Con-
sequently, constant efforts are undertaken to develop easy
to use, low cost and standardized methods which can
eventually be applied routinely in a clinical laboratory.

Newer developments are usually genetic methods based
on PCR (Polymerase Chain Reaction) to type variations
directly at the DNA level. The development of polymor-
phic markers is now further facilitated by the availability
of whole genome sequences for bacterial genomes. Re-
cently, it has been shown that tandem repeat (usually
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called minisatellites or VNTRs for Variable Number of
Tandem Repeats) loci provide a source of very informative
markers not only in humans where some are still in use
for identification purposes (paternity analyses, forensics)
but also in bacteria. Tandem repeats are easily identified
from genome sequence data, the typing of tandem repeat
length is relatively straight forward, and the resulting data
can be easily coded and exchanged between laboratories
independently of the technology used to measure PCR
fragment sizes. Furthermore, the resolution of tandem re-
peats typing is cumulative, i.e. the inclusion of more
markers in the typing assay can, when necessary, increase
the identification resolution. However, the density of tan-
dem repeats in bacterial genomes varies from species to
species, and not all tandem repeats are polymorphic [1].
In addition, some tandem repeats are so unstable that
they have no or little long-term epidemiological value [2].
This indicates that for each species under consideration,
tandem repeats must be evaluated using representative
collections of strains before they can be used. Tandem re-
peats for bacterial identification have already proved their
utility for the typing of the highly monomorphic patho-
gens Bacillus anthracis, Yersinia pestis, [1] and M. tuberculo-
sis. In this last case, the value of tandem repeat based
identification was recognised very early [3]. The so-called
DR (direct repeat) locus is a relatively large tandem repeat
locus of unknown biological significance. The motif is 72
bp long, one half is highly conserved, whereas the other
half (called the spacer element) is highly diverged. The
spoligotyping method [4] takes advantage of these inter-
nal variations to distinguish the hundreds of different al-
leles at this locus, which have been reported in the M.
tuberculosis complex among the thousands of strains typed
so far [5]. Although it is quite powerful, with many advan-
tages, spoligotyping suffers from a lack of resolution com-
pared to the current gold-standard in M. tuberculosis
genetic identification, IS6110 typing [6]. IS6110 typing is
an RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
method using the mobile element IS6110 as a probe.
Strains with a low-copy number of IS6110 elements (such
as most M. bovis strains) are poorly resolved by this meth-
od. The so-called PGRS (polymorphic GC-rich sequence)
method is an other RFLP approach in which the probe
used is a GC-rich tandem repeat. The polymorphisms
which are scored at multiple loci simultaneously on the
Southern blot are variations in the tandem repeats length
(and not internal variations at a single locus as assayed by
spoligotyping). The profiles generated are very informa-
tive, but in comparison with IS6110 typing, PGRS results
are more difficult to score, because the intensity of the
bands are highly variable (alleles with a small tandem ar-
ray yield a lower hybridisation signal) [6]. Both PGRS and
IS6110 typing are hindered by the requirement for rela-
tively large amounts of high quality DNA which is an issue
for slow-growing mycobacteria.

More recently, and owing to the release of genome se-
quence data, the allele-length polymorphism of tandem
repeat loci has been evaluated by PCR. Essentially three
complementary sets of markers have been developed [7–
9]. In the first report, exact tandem repeats (ETRs) were
identified by searching the existing literature as well as
early versions of the M. tuberculosis genome sequence data
[7]. The resolution provided by this first set of five loci is
lower than both IS6110 RFLP typing and spoligotyping
according to a comparative study [6]. In the second report,
a family of tandem repeats characterized by similar repeat
units was identified by sequence similarity search in the
genome sequence data. A set of 12 loci was selected (in-
cluding two of the five ETR loci) and the resulting panel
has a resolution close to IS6110 typing according to [10].
In the third report tandem repeats with highly conserved
(>95%) motifs longer than 50 bp identified in the M. tu-
berculosis genome sequence have been investigated. Alto-
gether, the currently available collection of polymorphic
tandem repeats for the typing of M. tuberculosis comprises
27 loci (taking into account duplicates) (Table 1). Fifteen
have a polymorphism index above 0.5.

This collection of markers should already provide a typing
resolution comparable to the current reference methods.
Given that not all tandem repeats present in M. tuberculosis
have been evaluated for polymorphism, it is likely that the
typing resolution of minisatellites could further be im-
proved. Eventually, normalisation work will have to be
done in order to promote the use of tandem repeats. A
number of the loci analysed are known under different
names in different studies, (for instance, ETRD [7] is also
known as MIRU4 in [10]; and VNTR 0580 in [11]) and the
coding (number of motifs in an allele) of alleles can also
be different in different studies, for reasons explained in
[11]. This is due in part to the fact that the number of re-
peats is not necessarily an integer value (Table 1). Further-
more, because the repeats in an array are not necessarily
exact repeats, there can be ambiguities in the definition of
the first and last base pair of the array. Finally, in addition
to length variations due to the addition or deletion of an
exact number of units, microdeletions or insertions with-
in some repeat units are sometimes observed (MIRU4 is
one such instance [12]).

One purpose of the present report is to contribute to the
development of Multiple Loci VNTR Analysis (MVLA)
through the evaluation of new markers and the setting up
of an on-line identification tool for the M. tuberculosis
complex which can be queried very easily with the user's
personal data. In the present report, we first take advan-
tage of the availability of genome sequence from two M.
tuberculosis strains to complement the current collection of
polymorphic tandem repeat markers. We identified in sil-
ico tandem repeats showing a different length in the two
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)Table 1: Polymorphic minisatellite markers for the M. tuberculosis complex 

Locus name "MIRU" 
alias [8]

"ETR" 
alias [7]

"QUB" alias 
[9,11]

Other 
alias

Reference TR 
location 

on 
H37Rv 
genome

Expected 
length in 
H37Rv 
(copy 
number)

Expected 
length in 
CDC1551 
(copy 
number)

Expected 
length in 
M bovis 
AF2122 
(copy 
number)

N° of
strains

Size range observed 
(copy number)

N° of
alleles

observed

Polymor-
phism
index

H37Rv_0024_18 bp Mtub01 This 
report

24648 328 (10) 310 (9) 310 (9) 92 274–328 bp (7–10) 4 0.48

H37Rv_0079_9 bp Mtub02 This 
report

79503 230 (6) 239 (7) 239 (7) 92 221–275 bp (5–11) 7 0.76

H37Rv_0154_53 bp MIRU2 [8] 154111 508 (2) 508 (2) 508 (2) 92 455–561 bp (1–3) 3 0.09

H37Rv_0424_51 bp Mtub04 This 
report

424010 269 (2.6) 371 (4.6) 269 (2.6) 28 218 – 320 (1.6–3.6) 3 0.52

H37Rv_0531_15 bp MPTR-A [7] 531430 328 (16) 328 (16) 328 (16) 48 (15–17) 3 0.23

H37Rv_0577_58 bp ETR-C [8] 577172 346 (4) 288 (3) 404 (5) 92 230–404 bp (2–5) 4 0.63

H37Rv_0580_77 bp MIRU4 ETR-D [7] 580546 353 (3.3) 330 (3) 483 (5) 92 253–715 bp (2–8) 7 0.35

H37Rv_0802_54 bp MIRU40 [8] 802194 199 (1) 415 (5) 253 (2) 92 199–469 bp (1–6) 5 0.71

H37Rv_0959_53 bp MIRU10 [8] 959868 643 (3) 750 (5) 590 (2) 92 537–1014 bp (1–10) 9 0.76

H37Rv_1121_15 bp Mtub12 This 
report

1121658 215 (4) 230 (5) 215 (4) 92 200–230 bp (3–5) 3 0.19

H37Rv_1443_56 bp Mtub16 This 
report

1443417 291 (1) 347 (2) 347 (2) 11 291–515 (1–5) 3 0.56

H37Rv_1451_57 bp QUB-1451c [9] 1451778 305 (3.8) 305 (3.8) 305 (3.8) 56 (2–4) (bovis) 2 0.12

H37Rv_1612_21 bp QUB-23 [11] 1612529 141 (5) 162 (6) 162 (6) 20 141–203 (5–8) 3 0.18

H37Rv_1644_53 bp MIRU16 [8] 1644026 671 (2) 724 (3) 671 (2) 92 618–777 bp (1–4) 4 0.59

H37Rv_1895_57 bp QUB-1895 [9] 1895344 319 (4) 205 (2) 319 (4) 56 (2–4) (bovis) 3 0.35

H37Rv_1955_57 bp Mtub21 This 
report

1955580 206 (2) 263 (3) 263 (3) 92 149–491 bp (1–7) 7 0.76

H37Rv_1982_78 bp QUB-18 [11] 1982873 621 (5) 777 (7) 465 (3) 24 387–1167 (2–12) 9 0.74

H37Rv_2059_77 bp MIRU20 [8] 2059429 591 (2) 591 (2) 591 (2) 53 (1–2) 2 0.29

H37Rv_2074_56 bp* Mtub24 This 
report

2074431 805 (3.6) 693 (1.6) 693 (1.6) 44 637–749 (0.6–2.6) 3 0.52

H37Rv_2163_a_69 bp QUB-11a pUCD1 [11] 2163607 305 (3) 581 (7) 788 (10) 92 305–1832 bp (3–26) 15 0.88

H37Rv_2163_b_69 bp QUB-11b pUCD1 [11] 2163729 412 (5) 274 (3) 343 (4) 52 136–826 (1–11) 8 0.82

H37Rv_2165_75 pb ETR-A [7] 2165223 397 (3) 322 (2) 847 (9) 92 322–847 bp (2–9) 8 0.73

H37Rv_2347_57 bp Mtub29 This 
report

2347393 350 (4) 292 (3) 293 (3) 92 236–350 bp (2–4) 3 0.55

H37Rv_2401_58 bp Mtub30 This 
report

2401815 319 (2) 435 (4) 435 (4) 92 261–435 bp (1–4) 3 0.55

H37Rv_2461_57 bp ETR-B [7] 2461279 292 (3) 235 (2) 406 (5) 92 178–406 bp (1–5) 6 0.51

H37Rv_2531_53 bp MIRU23 [8] 2531560 873 (6) 820 (5) 767 (4) 92 608–979 bp (1–8) 7 0.60

H37RV_2387_54 bp MIRU24 [8] 2684427 447 (1) 447 (1) 447 (1) 53 (1–2) 2 0.24

H37Rv_2990_55 bp Mtub31 This 
report

2990582 257 (2) 312 (3) 312 (3) 49 202–312 bp (1–3) 3 0.15

H37Rv_2996_51 bp MIRU26 [8] 2996002 614 (3) 716 (5) 716 (5) 57 563–818 (2–7) 5 0.61

H37Rv_3006_53 bp MIRU27 QUB-5 [8] 3006875 657 (3) 657 (3) 657 (3) 92 551–710 bp (1–4) 4 0.25
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H37Rv_3171_54 bp Mtub34 This 
report

3171465 279 (3) 225 (2) 279 (3) 11 171–225 (1–2) 2 0.3

H37Rv_3192_53 bp MIRU31 ETR-E [7] 3192168 651 (3) 651 (3) 651 (3) 92 545–810 bp (1–6) 6 0.67

H37Rv_3232_56 bp QUB-3232 [9] 3232649 591 (3) 760 (6) 703 (5) 56 (4–22) (bovis) 10 0.65

H37Rv_3239_79 bp ETR-F [7] 3239469 476 (2.8) 476 (2.8) 421 (2.1) 48 (1–3) 3 0.49

H37Rv_3336_59 bp QUB-3336 [9] 3336499 407 (5) 466 (6) 289 (3) 56 (3–21) (bovis) 8 0.55

H37Rv_3663_63 bp** Mtub38 This 
report

3663751 373 (2.7) 310 (1.7) 310 (1.7) 92 247–400 bp (0.7–3.1) 5 0.35

H37Rv_3690_58 bp* Mtub39 This 
report

3690947 341 (2.6)* 397 (3.6) 341 (2.6) 92 247–1349 bp (1–20)* 11 0.64

H37Rv_4052_111 bp QUB-26 [11] 4052969 708 (5) 819 (6) 597 (4) 100 (4–14) (bovis) 5 0.41

H37Rv_4156_59 bp QUB-4156c [9] 4156797 224 (2) 283 (3) 165 (1) 52 106–283 (0–3) 4 0.69

H37Rv_4348_53 bp MIRU39 [8] 4348401 646 (2) 646 (2) 646 (2) 92 593–699 bp (1–3) 3 0.31

The markers are listed according to their position in the H37Rv genome. The proposed reference name includes the size of the repeat unit. The twenty-one markers used in the present report are 
italicised and underlined. Alias names identified in the literature are indicated. QUB11a, QUB11b, and ETR-A (position 2163–2165) are located within the gene PPE34 [19]. The expected length 
assumes that the primers listed in Table 2 were used. * : the observed size (Table 3) is not the expected size. ** : the repeat unit is not easily defined, size variations do not correspond to a multiple 
of 63 base-pairs. Polymorphism index is calculated as 1 - ∑ (allele frequency)2 among the 86 distinct genotypes. The values are deduced from the original report in nine cases (indicated by the 
absence of size range in the "size range" column). In some instances [9,11], the population of strains used is biased (M. bovis strains).

Table 1: Polymorphic minisatellite markers for the M. tuberculosis complex  (Continued)
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strains using the previously described tandem repeat data-
base  [http://minisatellites.u-psud.fr][1]. Thirteen loci
with a different predicted length in the two genomes and
which have not been previously investigated have been
tested for polymorphism and ease of typing.

Eight among the 13 polymorphic loci were used together
with 13 among the previously described markers to geno-

type a collection of different M. tuberculosis complex
strains. The data produced clusters the strains as suggested
by morphological observations and biochemical analyses.
The resulting data can be queried from a dedicated web
page  [http://bacterial-genotyping.igmors.u-psud.fr/bn-
server].

Table 2: Set of primers for MLVA analysis 

Locus name forward primer reverse primer

H37Rv_0024_18 bp GAGAAACAGGAGGGCGTTG TATTACGACGACCGCTATGC

H37Rv_0079_9 bp CGTGCACAGTTGGGTGTTTA TTCGTTCAGGAACTCCAAGG

H37Rv_0154_53 bp TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT

H37Rv_0424_51 bp GTCCAGGTTGCAAGAGATGG GGCATCCTCAACAACGGTAG

H37Rv_0531_15 bp GGTTACCACTTCGATGCGTCTGCG AGCCGCCGAAACCCATC

H37Rv_0577_58 bp* GACTTCAATGCGTTGTTGGA* GTCTTGACCTCCACGAGTGC*

H37Rv_0580_77 bp CAGGTCACAACGAGAGGAAGAGC GCGGATCGGCCAGCGACTCCTC

H37Rv_0802_54 bp* AAGCGCAAGAGCACCAAG* GTGGGCTTGTACTTGCGAAT*

H37Rv_0959_53 bp GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT

H37Rv_1121_15 bp CTCCCACACCCAGGACAC CGGCCTACCCAACATTCC

H37Rv_1443_56 bp GGTAATCCTGGTCGCTTGTC ACCCAAATTGCCCTGGTC

H37Rv_1451_57 bp GGTAGCCGTCGTCGAGAAGC CGCCACCACCGCACTGGC

H37Rv_1612_21 bp GCTGCACCGGTGCCCATC CACCGGAGCCGGAACGGC

H37Rv_1644_53 bp TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC

H37Rv_1895_57 bp GGTGCACGGCCTCGGCTCC AAGCCCCGCCGCCAATCAA

H37Rv_1955_57 bp AGATCCCAGTTGTCGTCGTC CAACATCGCCTGGTTCTGTA

H37Rv_1982_78 bp* ATCGTCAGCTGCGGAATAGT* AATACCGGGGATATCGGTTC*

H37Rv_2059_77 bp TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA

H37Rv_2074_56 bp AAATTCAAAGAGTTTCTCGACAGTG GATCTTGAGAACCAAGATGTCCTT

H37Rv_2163_a_69 bp CCCATCCCGCTTAGCACATTCGTA TTCAGGGGGGATCCGGGA

H37Rv_2163_b_69 bp CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG CGAAGTGAATGGTGGCAT

H37Rv_2165_75pb* ATTTCGATCGGGATGTTGAT* TCGGTCCCATCACCTTCTTA*

H37Rv_2347_57 bp AACCCATGTCAGCCAGGTTA ATGATGGCACACCGAAGAAC

H37Rv_2401_58 bp AGTCACCTTTCCTACCACTCGTAAC ATTAGTAGGGCACTAGCACCTCAAG

H37Rv_2461_57 bp GCGAACACCAGGACAGCATCATG GGCATGCCGGTGATCGAGTGG

H37Rv_2531_53 bp CAGCGAAACGAACTGTGCTATCAC CGTGTCCGAGCAGAAAAGGGTAT

H37RV_2387_54 bp CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA

H37Rv_2990_55 bp GTGACGTTTACCGTGCTCTATTTC GTCGTCGGACAGTTCTAGCTTT

H37Rv_2996_51 bp CCCGCCTTCGAAACGTCGCT TGGACATAGGCGACCAGGCGAATA

H37Rv_3006_53 bp TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA

H37Rv_3171_54 bp GCAGATAACCCGCAGGAATA GGAGAGGATACGTGGATTTGAG

H37Rv_3192_53 bp* ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA* GTGCCGACGTGGTCTTGAT*

H37Rv_3232_56 bp CAGACCCGGCGTCATCAAC CCAAGGGCGGCATTGTGTT

H37Rv_3239_79 bp CTCGGTGATGGTCCGGCCGGTCAC GGAAGTGCTCGACAACGCCATGCC

H37Rv_3336_59 bp ATCCCCGCGGTACCCATC GCCAGCGGTGTCGACTATCC

H37Rv_3663_63 bp GCCCAAAAAGCATGGGAACGTGCCCCT GGTTGTCCCCGCAGTATCTC

H37Rv_3690_58 bp AATCACGGTAACTTGGGTTGTTT GATGCATGTTCGACCCGTAG

H37Rv_4052_111 bp AACGCTCAGCTGTCGGAT GGCCAGGTCCTTCCCGAT

H37Rv_4156_59 bp* TGGTCGCTACGCATCGTGTCGGCCCGT* TACCACCCGGGCAGTTTAC*

H37Rv_4348_53 bp CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT

* : the primers indicated are not the primers used in the princeps publication, but were designed for the present study, usually in order to reduce 
the size of the PCR product and consequently to improve allele size identification.

http://minisatellites.u-psud.fr
http://bacterial-genotyping.igmors.u-psud.fr/bnserver
http://bacterial-genotyping.igmors.u-psud.fr/bnserver
http://bacterial-genotyping.igmors.u-psud.fr/bnserver
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Results
Tandem repeats predicted to be of a different size in 

H37Rv and CDC1551

The size of tandem repeats in the two M. tuberculosis
strains sequenced to date, H37Rv and CDC1551, was
compared using the tandem repeat database  [http://min-
isatellites.u-psud.fr]. Fifty-one of the tandem repeats iden-
tified in CDC1551 have repeat units longer than 9 base-
pairs and a predicted overall size which differs from the
H37Rv homolog estimate by at least 9 base-pairs. Seven-
teen have an expected product size above one kilobase.
They include the DR locus and members of the family of
PGRS sequences [13] and were not investigated further.
Eighteen have been analyzed in previous investigations
[7–9,11]. Three produced multiband patterns or incon-
sistent results. The results obtained for the remaining 13
loci together with the description of the 18 previously de-
scribed loci are summarized in Table 1. In addition, Table
1 includes nine markers which are not polymorphic be-
tween H37Rv and CDC1551 but have already been quot-
ed in the literature. Each locus is designated by its position
(expressed in kilobases) on the H37Rv genome and by the
repeat unit length as defined by the Tandem Repeat Finder
software and indicated in the Tandem Repeat Database
[http://minisatellites.u-psud.fr]. All thirteen newly evalu-
ated loci are polymorphic as predicted. In two cases (Table
1) the expected product size is not the observed size. The
expected size has not been observed in the collection of
strains used here, which suggests that the incorrect predic-
tion is due to an artifact along the sequencing process.
Eight loci among the thirteen have polymorphism indexes
above 0.50 (two are above 0.7). The vast majority of the
repeats units are more than 50 bp long (Table 1) which
makes them easy to assay by ordinary agarose gel electro-
phoresis when using the primer pairs indicated in Table 2.
In one instance however (H37Rv_3663_63 bp) the PCR
size products clearly do not differ by a perfect number of
(63 bp) repeat units (Table 1).

Typing of strains and clustering analysis

The forty loci listed in Table 1 were used to genotype a col-
lection of 90 strains from the M. tuberculosis complex, us-
ing the primers listed in Table 2. In our hands, some of the
markers did not prove to be sufficiently robust for easy
and reproducible typing in the conditions used here. On
this basis, we have selected a collection of 21 markers
(comprising thirteen previously described markers and
eight among the new loci evaluated). The 21 markers used
are italicised and underlined in Table 1 and 2. After anal-
ysis of the images using Bionumerics 3.0, and conversion
of allele sizes in copy numbers of motifs in the tandem ar-
rays, clustering analysis was done using the categorical
and Ward parameters. The results of the clustering analy-
sis are shown in Figure 1. The genotyping data from
strains M. tuberculosis CDC1551 and M. bovis AF2122/

97 was deduced (Table 1) from the sequence data and in-
cluded in the analysis. Six major groups are defined (Fig-
ure 1). Group I contains the M. bovis strains and 5 of the
M. africanum strains. Group II is composed of nine M. af-
ricanum strains. The third group includes three M. africa-
num strains and seven M. tuberculosis strains.
Interestingly, five of these strains have been independent-
ly identified as representing the Beijing type [14] (the last
two have not been tested). The last three groups comprise
the vast majority of the M. tuberculosis strains. M. africa-
num strains which are negative for nitrate reduction (Afri-
canum I type [15]) are among the first two groups, closer
to the M. bovis strains as previously observed [16,17]. In
contrast, the three M. africanum strains which are positive
for nitrate reduction are in the third group, closer to M. tu-
berculosis strains. In order to facilitate the comparison
with earlier investigations [16,17], Figure 1 displays the
genotypes for the five ETR markers, extracted from the full
data presented in Table 3. Group I in Figure 1 is reminis-
cent of group A in [17] and group A1 in [18]. Group II in
Figure 1 is reminiscent of group B in [17] and group A2 in
[18] which are both characterized by the 42432 ETR pat-
tern.

The ETR panel alone discriminates 44 genotypes (instead
of 84 with the panel of 21 loci; 86 genotypes when includ-
ing the CDC1551 and AF2122/97 data, Figure 1) and is
not sufficient to clearly separate the M. africanum strains
from the M. tuberculosis strains (analysis not shown) as
can be achieved using the 21 loci.

Internet-based identifications

The genotyping data presented in Table 3 can be queried
directly via an internet service  [http://bacterial-genotyp-
ing.igmors.u-psud.fr/bnserver/]. Figure 2 provides a brief
description of the current M. tuberculosis query page (likely
to evolve as updates are made). For each locus, allele sizes
can be selected among a list of possibilities (observed siz-
es). Alternatively, more experienced users will go directly
to a "copy-paste" page using the appropriate format. The
results of the query indicate a similarity score and include
links to the complete data for each strain listed. Help files
are available, including a link to updated versions of Fig-
ure 1.

Testing the reproducibility of the approach

In order to test the reproducibility of the approach, ten
blinded-coded control samples were typed. Figure 3
shows the typing of two markers, H37Rv_0802_54 bp
(left, 54 bp unit; H37Rv allele : 1 unit, 199 bp PCR prod-
uct) and H37Rv_1955_57 bp (right, 57 bp unit; H37Rv al-
lele : 2 units, 206 bp PCR product). The number of units
in each allele can be unambiguously deduced by compar-
ison with the H37Rv control lanes and the 100 base-pairs

http://minisatellites.u-psud.fr
http://minisatellites.u-psud.fr
http://minisatellites.u-psud.fr
http://minisatellites.u-psud.fr
http://bacterial-genotyping.igmors.u-psud.fr/bnserver/
http://bacterial-genotyping.igmors.u-psud.fr/bnserver/
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genolist.pasteur.fr/TubercuList/]) which contains three
minisatellites [20] (Table 1, Qub11a, Qub11b, ETR-A).

The present study includes 17 M. africanum strains. All
strains have been identified as such independently, based

on morphological features of the colonies grown on Lo-
wenstein-Jensen medium, and biochemical analyses. M.
africanum has long since been recognized as showing an
extensive phenotypic heterogeneity [21], suggesting that
M. africanum could display a phenotypic continuum be-
tween M. tuberculosis and M. bovis. This was recently sup-
ported by the study of deletion events distinguishing the
H37Rv M. tuberculosis strain and the BCG M. bovis strain
[22] and suggesting that M. bovis is the most recent mem-
ber of the M. tuberculosis complex. The analysis of deletion
events in the M. africanum strains investigated showed
that West African strains fall into two groups, clearly dis-
tinguished from the M. tuberculosis strains. In contrast, no
deletion event distinguished East African M. africanum
strains from M. tuberculosis strains. The present study in-
cludes three Africanum type II strains (positive nitrate re-
ductase test). All three originate from East Africa
(Djibouti). Although the MLVA analysis presented here
does confirm that they are very close to M. tuberculosis
strains, they are clearly distinct, at least within the collec-
tion of strains evaluated. Interestingly, they appear to be
closest to the Beijing type of M. tuberculosis strains (Figure
1, Group III, strains percy7, percy27 and percy91).

Conclusions
In its present form, the database should be considered as
preliminary. More strains must be typed in order to pro-
vide a continuous and robust coverage of the M. tuberculo-
sis complex, and the clustering analysis presented in
Figure 1 should be considered as provisional. If the MLVA
approach is considered to be of use by the community,
and given that the associated data is highly portable, then
it should be relatively easy, through collaborative efforts,
to significantly expand the available data. It is hoped that
this data will constitute an easy-to-use high-resolution
classification resource which will then help address med-
ical and epidemiological issues regarding the M. tuberculo-
sis complex.

Methods
Strains and DNA preparation

Identification of mycobacteria used conventional mor-
phological and biochemical tests as previously described
[23]. In particular, M. tuberculosis, M. africanum and M. bo-
vis were distinguished according to their morphology on
Lowenstein-Jensen plates. M. tuberculosis strains are
eugonic. The dysgonic M. africanum strains colonies are
rough and flat. The dysgonic M. bovis colonies are smooth,
hemispheric and white. Biochemical analyses included ni-
acin production, nitrate reduction, TCH (thiophene-2-
carboxylic acid hydrazide) sensitivity tests and growth
characteristics on Lebek medium. DNA for PCR analysis
was prepared using a simple thermolysis procedure. Brief-
ly, a few colonies were resuspended in 1 ml water, and in-

Figure 2
Internet database interrogation page . The query page
can be accessed via  [http://bacterial-genotyping.igmors.u-
psud.fr/bnserver]. The home page (not shown) includes a link
to help files (and data updates information), and links to indi-
vidual species query pages. Currently, identification pages are
available for Y. pestis, B. anthracis (based on the data published
in [1] and some additional unpublished data) and M. tuberculo-
sis. Figure 2 shows the current M. tuberculosis query page. For
each marker, allele sizes can be selected among the list of
observed sizes. Allele sizes are indicated either as number of
motifs, or as fragment sizes, assuming that the primers used
are the primers listed in Table 2. The allele size listed in
green corresponds to the H37RV control strain allele. More
experienced users can go directly to a page on which data
(expressed in base-pairs or in repeat unit number) can be
directly pasted using the appropriate format.

The Orsay Bacterial Genotyping Page

Mycobacterium tuberculosis complex

Go to submission page directly (copy-paste data)

Please select the alleles you obtained for your strain (in green: H37Rv allele) :

N = copy number, corresponding size is between "( )" . 
If you obtained "other" (not listed) alleles, they can be entered either as copy numbers 
(default) or as sizes in bp (then select "size (bp)" below).  
Help file

Other alleles entered in:
 Copy number (N)  Size (bp)  

H37Rv_0024 (=Mtub01), unit length = 18 bp: 
 N=7 (274 bp)  N=8 (292 bp)  N=9 (310 bp)  N=10 (328 bp)  not typed  

other:   

H37Rv_0079 (=Mtub02), unit length = 9 bp:  
 N=5 (221bp)  N=6 (230 bp)  N=7 (239 bp)  N=8 (248 bp)  N=9 (257 bp)  

N=10 (266 bp)  N=11 (275 bp)  not typed  other:   

H37Rv_0154: Miru2, unit length = 53 bp:  

 N=1 (455 bp)  N=2 (508 bp)  N=3 (561 bp)  not typed  other:   

H37Rv_0577: ETR_C,unit length = 58 bp:  
 N=2 (230 bp)  N=3 (288 bp)  N=4 (346 bp)  N=5 (404 bp)  N=6 (462 bp)  

N=10 (684 bp)  not typed  other:   

H37Rv_0580: Miru4=ETR_D, unit length = 77 bp:  
 N=2 (253 bp)  N=2.3 (276 bp)  N=3 (330 bp)  N=3.3 (353 bp)  N=4 (407 bp) 

 N=4.3 (430 bp)  N=5 (484 bp)  N=6 (561 bp)  N=7 (638 bp)  N=8 (715 bp) 

N=9 (792 bp)  N=10 (869 bp)  not typed  other:   

H37Rv_0802: Miru40, unit length = 54 bp:  
N=1 (199 bp)  N=2 (253 bp)  N=3 (307 bp)  N=4 (361 bp)  N=5 (415 bp)  

N=6 (469 bp)  N=7 (523 bp)  N=8 (577 bp)  not typed  other:   

H37Rv_0959: Miru10, unit length = 53 bp:  
 N=1 (537 bp)  N=2 (590 bp)  N=3 (643 bp)  N=4 (696 bp)  N=5 (749 bp)  

Orsay Bacterial Genotyping Page 

Submit Reset
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)Table 3: Genotype data for 21 loci and 92 strains (including CDC1551 and AF2122/97) 

strain id. species 24 79 154 577 580 802 959 1121 1644 1955 2163 2165 2347 2401 2461 2531 3006 3192 3663 3690 4348

percy196 bcg 9 11 2 5 3.3 2 2 4 3 1 9 5 2 2 5 4 3 3 1.7 2 2
percy197 bcg 9 11 2 5 3.3 2 2 4 3 1 6 5 2 2 5 4 3 3 1.7 2 2
percy142 bcg 9 11 2 5 3.3 2 2 4 3 1 11 5 2 2 5 4 3 3 1.7 2 2
percy62 bcg 9 11 2 5 3.3 2 2 4 3 1 11 5 2 2 5 4 3 3 1.7 2 2
percy43a bovis 9 10 2 5 4 2 2 4 3 1 10 5 3 4 5 4 1 3 1.7 2 2
percy53 bovis 9 9 2 5 4 2 2 4 3 1 11 5 3 4 2 4 2 5 1.7 2 2
percy184 bovis 9 8 2 3 4 2 2 4 2 3 6 6 3 4 4 4 3 1 1.7 3 2
percy55 bovis 9 8 2 5 4 2 2 4 3 3 6 6 3 4 4 4 3 3 1.7 3 2
AF2122 bovis 9 7 2 5 5 2 2 4 2 3 10 8 3 4 5 4 3 3 1.7 2
percy54 bovis 9 8 2 5 4 1 2 4 2 3 10 9 3 4 5 4 3 3 1.7 2 2
percy61 africanum 9 7 2 5 4 2 5 4 2 3 10 4 3 4 4 4 3 5 1.7 4 2
percy119 africanum 9 8 2 5 3 1 7 4 4 3 10 2 3 4 5 4 3 6 1.7 1 2
percy57 africanum 9 6 2 5 3 1 10 4 2 4 10 7 3 4 5 4 3 5 1.1 5 2
cipt950052 africanum 9 7 2 5 3 2 4 4 4 4 10 6 2 4 4 4 3 5 1.7 3 2
percy18 africanum 9 8 2 5 3 2 5 4 4 4 10 6 3 4 4 4 3 5 1.7 6 2
cipt960340 africanum 9 5 2 4 3 1 4 4 4 2 9 2 3 4 2 4 4 2 1.7 4 2
percy59 africanum 9 6 2 4 3 1 4 4 4 2 9 3 3 4 2 4 4 2 1.7 3 2
percy16 africanum 9 5 2 4 3 1 4 4 3 2 9 4 3 4 2 4 4 2 1.7 3 2
percy17 africanum 9 5 2 4 3 1 4 4 4 2 8 4 3 4 2 4 4 2 1.7 3 2
percy99a africanum 9 6 2 2 3 1 4 4 4 2 9 4 3 2 2 4 4 2 1.7 1 2
percy13 africanum 9 5 2 4 3 1 4 4 3 2 9 4 3 4 4 4 3 2 1.7 2 2
percy58 africanum 9 5 2 4 3 1 4 4 4 2 9 4 3 2 2 4 3 2 1.7 4 2
percy56 africanum 9 5 2 4 3 1 4 3 4 2 9 4 3 4 2 2 4 2 1.7 3 2
percy60 africanum 9 5 2 4 3 1 4 3 4 2 9 4 3 4 2 2 4 2 1.7 3 2
percy27 africanum 9 9 2 2 3 3 4 3 1 4 10 4 4 2 2 5 3 5 1.7 3 3
percy7 africanum 9 9 2 2 3 3 4 3 3 4 10 4 4 2 2 5 3 5 1.7 3 3
percy91 africanum 9 9 2 2 3 3 4 3 3 4 10 4 4 2 2 5 3 4 1.7 3 3
percy122 beijing tuberculosis 9 6 2 4 3 1 3 4 3 6 11 4 4 4 2 5 1 3 0.7 3 2
cipt20001272 beijing tuberculosis 9 11 2 4 3 3 3 4 4 5 6 4 4 4 2 5 3 5 0.7 3 2
cipt991053 beijing tuberculosis 9 11 2 4 3 3 2 4 3 5 9 4 4 4 2 5 3 5 0.7 3 2
cipt990590 beijing tuberculosis 9 11 2 4 2 3 2 4 3 5 9 4 4 4 2 3 3 5 0.7 3 3
cipt971135 beijing tuberculosis 9 11 2 4 3 3 3 4 3 4 9 4 4 4 2 5 3 2 0.7 3 3
percy248 tuberculosis 9 11 2 4 3 3 3 3 3 1 14 4 4 4 2 5 3 5 0.7 3 3
percy164 tuberculosis 9 6 2 4 3 3 3 4 3 5 10 4 4 4 2 5 3 5 0.7 3 3
percy170 tuberculosis 9 8 2 4 8 2 6 3 2 5 10 7 3 2 4 5 3 5 1.7 4 3
percy211 tuberculosis 9 8 2 4 3 3 3 4 2 5 11 7 3 2 4 5 3 5 1.7 4 3
percy189a tuberculosis 9 9 2 4 4 3 4 4 3 6 5 3 3 2 4 4 3 5 1.7 7 3
percy128 tuberculosis 9 8 2 4 4 4 3 4 3 6 6 6 3 1 1 8 3 6 1.7 4 3
percy210 tuberculosis 9 8 2 4 6 4 4 4 3 7 24 7 3 1 1 6 3 4 1.7 4 3
percy172 tuberculosis 9 10 2 3 3 3 4 5 3 3 10 3 4 4 2 5 3 4 1.7 3 2
percy231 tuberculosis 9 10 2 3 3 2 4 4 3 3 11 3 4 4 2 5 3 3 1.7 3 2
CDC1551 tuberculosis 9 7 2 3 3 5 5 5 3 3 7 2 3 4 2 5 3 3 1.7 2
percy155 tuberculosis 9 8 2 3 3 3 5 4 3 2 10 3 4 4 2 5 3 3 1.7 3 2
percy44 tuberculosis 9 8 2 3 3 3 5 4 3 2 8 3 4 4 2 5 3 3 1.7 3 2
percy216 tuberculosis 8 8 2 3 3 3 5 4 3 2 7 3 4 4 2 5 3 3 1.7 3 2
percy6b tuberculosis 9 8 2 3 3 4 5 4 3 4 7 3 4 4 2 5 3 3 1.7 3 2
percy239 tuberculosis 9 8 2 4 3 2 5 5 3 2 24 3 4 4 2 5 3 3 1.7 3 2
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percy208 tuberculosis 9 8 2 3 3 3 5 4 3 3 11 3 4 4 2 5 3 3 1.7 5 2
percy232 tuberculosis 9 8 2 3 3 3 5 4 3 3 11 3 4 4 2 5 3 3 1.7 3 2
percy222 tuberculosis 9 8 2 3 3 3 5 4 2 3 10 3 4 4 2 5 4 3 1.7 3 2
percy237 tuberculosis 9 8 2 3 3 3 5 4 3 3 6 2 2 4 2 5 3 3 1.7 3 2
percy42 tuberculosis 9 8 2 3 3 2 5 4 3 3 4 3 3 4 2 5 3 3 1.7 3 2
percy27b tuberculosis 9 8 2 3 3 6 3 4 3 4 7 3 4 4 2 5 3 3 1.7 3 3
percy28b tuberculosis 9 8 2 3 3 6 3 4 3 4 7 3 4 4 2 5 3 4 1.7 3 3
percy169 tuberculosis 9 8 2 3 3 3 5 4 3 2 5 3 2 2 2 3 3 3 1.7 3 2
percy228 tuberculosis 9 8 2 3 3 3 5 4 3 3 24 3 2 4 2 3 3 3 1.7 3 2
percy219 tuberculosis 9 9 2 3 3 3 5 4 3 2 9 3 2 4 2 3 3 3 1.7 6 2
percy84 tuberculosis 9 8 2 3 3 3 4 4 2 2 11 3 2 4 2 3 3 3 1.7 3 2
percy256 tuberculosis 9 6 1 4 5 3 7 4 4 4 12 3 4 2 3 4 3 3 1.7 1 2
percy259 tuberculosis 10 6 2 4 3 2 1 5 3 1 26 3 2 2 3 5 1 2 1.7 3 1
percy11 tuberculosis 10 6 2 4 3 3 3 4 3 3 6 4 4 2 4 5 3 3 1.7 2 2
percy43b tuberculosis 10 6 2 4 3 1 3 4 3 3 6 4 4 2 2 5 3 3 1.7 20 2
percy31 tuberculosis 10 6 2 4 3 3 3 4 2 3 6 4 4 2 2 5 3 3 1.7 17 2
percy18b tuberculosis 10 6 2 4 3 3 3 4 3 3 6 4 4 2 2 5 3 3 1.7 3 2
percy201 tuberculosis 10 6 2 4 3 3 3 4 3 3 6 4 4 2 2 5 3 3 1.7 3 2
percy35 tuberculosis 10 6 2 4 3 3 3 4 3 3 6 4 4 2 2 5 3 3 1.7 3 2
percy39 tuberculosis 10 6 2 4 3 3 3 4 3 3 6 4 4 2 2 5 3 3 1.7 3 2
percy250 tuberculosis 10 6 2 4 3 3 3 4 3 3 6 4 2 2 2 5 3 3 1.7 3 2
percy40 tuberculosis 10 6 2 4 3 3 3 4 3 3 6 4 4 2 2 5 3 3 1.7 2
percy33 tuberculosis 10 6 2 4 3 3 3 4 3 2 25 4 4 2 2 5 3 5 1.7 4 2
percy20 tuberculosis 10 6 3 4 4 2 3 4 3 1 4 4 4 2 2 5 3 2 1.7 3 2
percy16b tuberculosis 10 6 2 3 3 3 3 4 3 3 24 3 4 2 1.7 5 3 3 1.7 3 2
percy234 tuberculosis 10 6 2 3 3 3 3 4 3 3 25 3 4 2 1.7 5 3 3 1.7 2 2
percy37 tuberculosis 10 6 2 5 3 3 3 4 4 3 24 3 4 2 2 5 3 3 1.7 4 2
percy249 tuberculosis 10 6 4 3 3 3 4 2 3 25 4 4 2 2 5 3 3 1.7 2 2
percy7b tuberculosis 10 6 2 4 3 3 3 4 2 3 25 3 4 2 2 5 3 3 1.7 9 2
percy41 tuberculosis 10 6 2 4 3 4 3 4 2 3 25 3 4 2 3 5 3 3 1.7 10 2
percy165 tuberculosis 10 6 2 4 3 3 3 4 2 2 10 3 4 2 2 5 3 3 1.7 3 2
percy230 tuberculosis 10 6 2 4 3 4 2 4 2 2 6 3 4 2 2 5 3 3 1.7 3 2
percy245 tuberculosis 10 6 2 2 3 2 2 4 2 2 11 3 4 2 2 5 3 3 1.7 3 2
percy220 tuberculosis 8 5 2 4 3 2 2 4 2 2 24 2 4 2 2 5 3 3 2.7 3 2
percy215 tuberculosis 10 6 2 3 3 2 3 4 2 2 5 2 4 2 2 5 3 3 2.7 3 2
percy33b tuberculosis 10 6 2 3 3 2 3 4 2 3 6 3 4 2 2 5 3 2 1.7 3 2
percy238 tuberculosis 10 6 2 3 3 2 3 4 1 2 6 3 4 2 2 1 3 4 3.1 3 2
percy217 tuberculosis 10 6 2 4 3 4 3 4 3 2 24 3 4 2 2 6 3 4 2.7 3 2
percy29b tuberculosis 10 6 2 4 3 4 3 4 3 1 25 3 4 2 2 5 3 1 2.7 3 2
percy240 tuberculosis 10 6 2 4 3 4 3 4 1 2 4 2 4 2 2 5 3 3 2.7 5 2
H37Rv tuberculosis 10 6 2 4 3.3 1 3 4 2 2 3 3 4 2 3 6 3 3 2.7 5 2
percy221 tuberculosis 10 5 2 4 3 1 4 4 2 3 8 2 4 1 1 6 1 4 1.1 2 2
percy241 tuberculosis 10 5 2 4 3 3 4 4 2 3 6 2 4 2 2 6 3 3 1.7 1 2
percy236 tuberculosis 7 5 1 4 3 6 3 4 3 3 23 2 4 1 2 6 3 2 1.7 1 2
percy244 tuberculosis 10 5 1 4 3 4 2 4 3 3 8 2 4 1 2 6 3 2 1.7 3 2

Allele sizes were converted to number of repeats according to the correspondence indicated in Table 1. In some instances, decimal values are used, reflecting the existence of alleles with inter-
mediate size. The markers are named and listed according to their position on the genome (Table 1). The strains are listed according to their position in the clustering analysis (Figure 1). M. tuber-
culosis CDC1551 and M. bovis AF2122/97 are included based on the predicted allele sizes (Table 1) with the exception of locus H37Rv_3690 (disagreement between observed and expected size 
for H37Rv at this locus).

Table 3: Genotype data for 21 loci and 92 strains (including CDC1551 and AF2122/97)  (Continued)
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cubated at 95°C for 30 minutes. The tube was then
centrifuged and the supernatant was recovered.

Identification of tandem repeats

The tandem repeats database described in [1] and accessi-
ble at  [http://minisatellites.u-psud.fr] was used to identi-
fy tandem repeats with a predicted size which differs
between the two strains H37Rv [24] and CDC1551 [19].
The database uses the Tandem Repeat Finder software
[25] [http://tandem.biomath.mssm.edu/trf.html] to iden-
tify tandem repeats in bacterial genomes. Predicted PCR
products size in M. bovis AF2122/97 was deduced using
the M. bovis blast server at  [http://www.sanger.ac.uk/
Projects/M_bovis/blast_server.shtml].

Minisatellite PCR amplification and genotyping

PCR reactions were performed in 15 µl containing approx-
imately 1 ng of DNA (2 µl of the thermolysate), 1× PCR
buffer, 1 unit of Taq DNA polymerase, 200 µM of each
dNTP, 0.3 µM of each flanking primer. The Taq DNA
polymerase was obtained from Qbiogen and used as rec-
ommended by the manufacturer.

PCR reactions were run on a MJResearch PTC200 thermo-
cycler. An initial denaturation at 94°C for five minutes

was followed by 40 cycles of denaturation at 94°C for 1
minute, annealing at 62°C for one minute (except for
H37Rv_0079 and H37Rv_2387 : annealing temperature
55°C), elongation at 72°C for 90 seconds, followed by a
final extension step of 10 minutes at 72°C. Five microlit-
ers of the PCR products were run on standard 2% agarose
gel (Qbiogen) in 0.5 × TBE buffer at a voltage of 10 V/cm
(10× TBE is 890 mM Tris base, 890 mM boric acid, 20 mM
EDTA, pH 8.3). Samples were manipulated and dispensed
(including gel loading) with multi-channel electronic pi-
pettes (Biohit) in order to reduce the risk of errors. Gel
length of 20 cm were used. Gels were stained with ethid-
ium bromide, visualized under UV light, and photo-
graphed.

Allele sizes were estimated using a 100 bp ladder (MBI
Fermentas or Biorad) as size marker. Each 50 wells gel
contained 8 regularly spaced size-marker lanes. In addi-
tion, strain H37Rv was included as a control for size as-
signments (one H37Rv control for each set of five DNA
samples; see Figure 3). Gel images and resulting data were
managed using the Bionumerics software package (ver-
sion 3.0, Applied-Maths, Belgium).

Data analysis and on-line access

Band size estimates were exported from Bionumerics and
converted to number of units. The resulting data was im-
ported in Bionumerics as an opened character data set.
Clustering analysis of genotyping data was performed us-
ing the Bionumerics package (categorical and Ward). The
use of the categorical coefficient implies that the character
states are considered as unordered. The same weight is giv-
en to a large vs. a small number of differences in the
number of repeats at a locus. Among the many possibili-
ties available for clustering analysis, the categorical and
Ward combination were empirically selected for their
ability to cluster the strains in almost perfect agreement
with the microbiological analysis (Figure 1).

The web-page site running identifications was developed
using the BNserver application (version 3.0, Applied-
Maths, Belgium).
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Figure 3
Set-up of the genotyping on agarose gels . The figure
illustrates the usual setup for the running of pcr products on
agarose gels. Twelve DNA samples (including two "H37Rv"
control lanes) are typed at two loci. A 100 bp ladder size
marker lane (L) flanks both sides of each group of 6 PCR
products. The experiment shown is part of a reproducibility
test. The ten blinded-coded samples are numbered from one
to ten (percy59, percy55, percy40, percy189a, percy122,
percy33, percy28b, percy33b, percy31, percy53). The
number of units is easily deduced from the pattern observed,
the largest alleles contain six copies of the repeat unit.
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2.2.3 Conclusions 

La base de données des répétitions en tandem et les fonctionnalités associées (comparaison de 

souches, identification de souches…) sont un ensemble d’outils utiles à l’épidémiologie 

bactérienne. Dans le laboratoire, ces outils ont été (ou sont actuellement) mis à profit afin 

d’identifier des marqueurs polymorphes dans un nombre d’espèces bactériennes croissant. 

Outre Yersinia pestis, Bacillus anthracis, et Mycobacterium tuberculosis, le typage de 

répétitions en tandem a été achevé ou est encore en cours pour les organismes suivants:  

- Pseudomonas aeruginosa (Onteniente 2003) : cette espèce a la particularité d’être 

extrêmement riche en répétitions en tandem mais très peu se sont révélées polymorphes. 

- Legionella pneumophila (Pourcel 2003) : peu de marqueurs polymorphes ont pu être 

exploités dans cette espèce car les souches sont très divergées (difficulté à développer des 

amorces PCR « universelles » dans l’espèce). 

- Staphylococcus aureus (article en préparation) : pour cette espère bactérienne 6 souches 

sont séquencées, ce qui fait de la page de comparaison un outil très efficace pour la 

sélection de répétitions en tandem polymorphes.  

- Burkholderia mallei/pseudomallei (en cours) 

- Neisseria meningitidis (en cours) 

- Brucella melitensis/suis (en cours) 

- Coxiella burnetii (en cours) 

Par ailleurs, une vérification régulière des connexions à la base de données révèle de 

nombreuses utilisations de cette base par des laboratoires extérieurs, français ou étrangers, sur 

différentes espèces. En particulier, nous avons comptabilisé le nombre de fichiers 

d’alignements consultés entre janvier et août 2003 : ce chiffre s’élève à 5884. Le chargement 

d’un fichier d’alignement nécessite au préalable d’effectuer une requête dans la base de 

données puis de cliquer sur le lien vers l’alignement : nous ne prenons donc en compte que les 

démarches « actives », c’est-à-dire potentiellement intéressées, des internautes. L’histogramme 

présenté sur la Figure 20 montre la distribution du nombre de fichiers consultés par utilisateur 

distant. Les 5884 fichiers ont été consultés par 505 utilisateurs. Plus de 400 utilisateurs ont 

consulté moins de 5 fichiers (ce qui concerne 675 fichiers d’alignements) : on peut considérer 

ces requêtes comme anecdotiques. Une centaine d’utilisateurs ont effectué des requêtes plus 

soutenues (ce qui concerne 5209 fichiers d’alignements). Ils ont chargé plus de 5 fichiers 

d’alignements, en une ou plusieurs fois entre janvier et août 2003 (les utilisateurs ont été 

considérés comme identiques lorsque leurs adresses IP étaient identiques ou ne différaient que 

par le numéro de machine). Un tiers environ de ces utilisateurs ont effectué leurs requêtes 

dans des génomes bactériens. Ces requêtes ont concerné plus d’une vingtaine d’espèces : une 

vingtaine de projets MLVA (multilocus VNTR analysis) sont donc susceptibles de voir le jour 
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grâce (en partie) à la base de données. Il sera intéressant de surveiller la littérature dans les 

prochains mois pour vérifier si en effet, de tels projets ont été menés à bien. 

Consultation des fichiers d'alignements

entre janvier et août 2003: 5884 fichiers
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Figure 20 : Histogramme du nombre de fichiers d’alignements téléchargés 

dans la base de données par utilisateur, entre janvier et août 2003. 

La base de données des répétitions en tandem ne contient pas uniquement des génomes de 

bactéries, mais également d’eucaryotes, ce qui rend possible l’étude des minisatellites à 

l’échelle de chromosomes eucaryotes entiers, comme nous le verrons au chapitre suivant. En 

particulier, deux tiers des requêtes soutenues effectuées entre janvier et août 2003 

concernaient les chromosomes 20, 21 et 22 humains. 



 83

2.3 Utilisation de la base de données pour l’étude 
des minisatellites humains 

2.3.1 Etude de la répartition des minisatellites dans des 
chromosomes eucaryotes entièrement séquencés 

La revue suivante (Vergnaud & Denoeud 2000), intitulée « Minisatellites : mutability and 

genome architecture » (Minisatellites : mutabilité et architecture des génomes) présente une 

synthèse sur les minisatellites humains, en particulier hypermutables, ainsi qu’une étude de la 

répartition des minisatellites au sein de différents chromosomes eucaryotes, mettant à profit la 

base de données des répétitions en tandem. En effet, jusqu’alors, les minisatellites étaient 

identifiés par des techniques expérimentales telles que l’hybridation de sondes contenant des 

motifs répétés (Vergnaud 1989). Notre étude est la première à tirer parti du séquençage des 

génomes afin d’identifier de façon exhaustive les répétitions en tandem de chromosomes 

entiers.  

En outre, cette étude met le doigt sur la difficulté de définir avec précision les minisatellites 

au sein de l’ensemble des répétitions en tandem. Nous y proposons une définition plus vaste 

que celle précédemment imposée par les contraintes expérimentales (Southern Blot) qui 

n’identifiaient que des minisatellites de longueur totale de l’ordre du kilobase, ou supérieure. 

Ces travaux antérieurs ont montré que cette catégorie de répétitions en tandem présente, chez 

l’homme, un biais de distribution télomérique très marqué (Amarger 1998). Il s’avère que des 

répétitions en tandem de quelques centaines de paires de bases tombent également dans la 

catégorie des répétitions en tandem plus souvent associées aux extrémités télomériques. Le 

nombre de minisatellites du génome humain peut alors être estimé à plusieurs dizaines de 

milliers, soit dix fois plus qu’initialement supposé. 

Ainsi, il semble peu réaliste de mesurer le polymorphisme (par typages PCR, ou Southern 

Blot) de tous les minisatellites du génome humain, dans le but, par exemple, d’identifier des 

minisatellites hypermutables qui sont en premier lieu très polymorphes. Cependant, les 

données de séquences pourraient être mises à profit afin de trouver des critères prédictifs sur 

le polymorphisme, qui permettraient alors de se cantonner à un nombre raisonnable de 

candidats à typer. Un article (Denoeud 2003) présentant une étude sur la prédiction du 

polymorphisme des minisatellites, menée sur les chromosomes 21 et 22 humains, sera 

présenté au chapitre suivant. 
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Résumé : 

Il a été montré que les minisatellites sont associés à des aspects importants de la biologie du 

génome humain tels que la régulation de gènes, les sites fragiles ou les phénomènes 

d’empreinte parentale. Notre connaissance de la biologie des minisatellites a fortement 

augmenté ces dix dernières années, grâce à l’identification et l’analyse détaillée des 

minisatellites hypermutables humains, aux modèles expérimentaux dans la levure, et aux 

études in vitro menées récemment sur les propriétés de recombinaison des minisatellites. En 

parallèle, les minisatellites ont été mis en avant comme des biomarqueurs potentiels pour 

mesurer l’effet d’agents génotoxiques comme les radiations ionisantes. Dans cette revue, nous 

synthétisons et discutons des observations récentes sur les minisatellites. De plus, nous 

mettons à profit la parution récente de séquences de chromosomes entiers pour proposer une 

vue unificatrice qui devrait faciliter l’annotation des répétitions en tandem.  
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Minisatellites have been found in association with important features of human genome biology such as gene

regulation, chromosomal fragile sites, and imprinting. Our knowledge of minisatellite biology has greatly

increased in the past 10 years owing to the identification and careful analysis of human hypermutable

minisatellites, experimental models in yeast, and recent in vitro studies of minisatellite recombination properties.

In parallel, minisatellites have been put forward as potential biomarkers for the monitoring of genotoxic agents

such as ionizing radiation. We summarize and discuss recent observations on minisatellites. In addition we take

advantage of recent whole chromosome sequence data releases to provide a unifying view which may facilitate

the annotation of tandem repeat sequences.

Classic Definition and Early Applications

of Minisatellites

Minisatellites are usually defined as the repetition in

tandem of a short (6- to 100-bp) motif spanning 0.5 kb

to several kilobases. Although the first examples de-

scribed 20 years ago were of human origin, (Wyman

and White 1980), similar DNA structures have been

found in many organisms including bacteria. Com-

parisons of the repeat units in classical minisatellites

led early on to the notion of consensus or core se-

quences, which exhibit some similarities with the �

sequence of � phage (GCTGTGG). In general, the ma-

jority of classical minisatellites are GC rich, with a

strong strand asymmetry.

Because of their length polymorphism, which re-

sults from variations in the number of repeats, and the

ability of some of these arrays to cross-hybridize with

tens of other similar loci throughout the genome,

minisatellites have opened the way to DNA finger-

printing for individual identification (Jeffreys et al.

1985). Minisatellites also provided the first highly

polymorphic, multiallelic markers for linkage studies

(Nakamura et al. 1987). The usefulness of polymorphic

minisatellites (also called VNTRs for variable number

of tandem repeats) in the early stages of human ge-

nome mapping is reflected in the Centre d’Etude du

Polymorphisme Humain/National Institutes of Health

consortium linkage maps (National Institutes of

Health/Centre d’Etude du Polymorphisme Humain

collaborative mapping group 1992).

In parallel, tandem repeats belonging to the mini-

satellite class were found to be associated with many

interesting features of human genome biology and

evolution, usually revealed by pathologies of genetic

origin. In brief, minisatellites are thought to contribute

to genome function in one of three ways: (1) Some are

part of an open reading frame, which may or may not

display polymorphism in the human population (for

review, see Bois and Jeffreys 1999). (2) Some bind pro-

teins with a variety of functional consequences,

strongly suspected or still very hypothetical. Minisat-

ellites located in the 5� region of genes participate in

the regulation of transcription (Kennedy et al. 1995).

Others located within introns interfere with splicing

(Turri et al. 1995). Minisatellites at imprinted loci are

thought to play a role in the imprint control (Chaillet

et al. 1995; Neumann et al. 1995). More speculatively,

minisatellites have been proposed as intermediates in

chromosome pairing initiation in some eukaryote ge-

nomes (Ashley 1994; Sybenga 1999), which might be

related to their proposed recombinogenic properties

(Boan et al. 1998; Wahls and Moore 1998). (3) Finally,

minisatellites may constitute chromosome fragile sites

(for review, see Sutherland et al. 1998) and have been

found in the vicinity of a number of recurrent translo-

cation breakpoints and in the switch recombination

site in immunoglobulin heavy chain genes (Brusco et

al. 1999). These aspects of minisatellite biology have

been reviewed elsewhere and will not be further dis-

cussed in this article.

Novel Insights and Applications

in Minisatellite Biology

Although the high degree of length polymorphism

among minisatellites indicates that they are fast-

evolving sequences, most of them are in fact quite

stable, and neomutated alleles have been observed

only at a few loci. Recent research has focused on iden-

tifying these rare hypermutable loci in human and
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other genomes because they seem the most appropri-

ate models to illustrate the mechanisms of minisatel-

lite variability. Newly mutated alleles at human hyper-

mutable minisatellites have been characterized in de-

tail, leading to the current model of minisatellite

mutation initiation by double-strand breaks (DSBs),

and a number of attempts have been made to transfer

human minisatellite instability into a more tractable

system. We will present and discuss the work done on

the subclass of minisatellites that are hypermutable in

meiosis.

We will also show how investigations on the sen-

sitivity of minisatellites to some genotoxic agents

might provide new insight on minisatellite mutation

processes. This work may lead to new applications for

minisatellite sequences, such as the development of

genotoxicity assays to specifically detect agents inter-

fering with DNA recombination or replication.

Finally, the release of whole genome sequence

data allows new approaches to minisatellite character-

ization. In spite of the fact that our understanding of

minisatellite biology has improved very significantly

in the last 10 years, minisatellites are usually not dis-

cussed or even annotated in releases of new sequence

data. This is likely due to the lack of a clear and satis-

fying definition of these structures. We will briefly re-

view the history of minisatellite characterization and

chromosomal localization and compare the picture

that these earlier investigations produced to the global

view provided now by the sequencing of the human

genome.

Insights from the Study of Mutant Alleles at Human

Hypermutable Minisatellites

For practical reasons linked to the size of available

pedigrees, a minisatellite will usually be classified as

hypermutable if its average mutation rate in the germ-

line is higher than 0.5% (the ratio of mutation events

in the male and female germline is variable; it can be

highly skewed toward paternal events as in CEB1, or

equal as in MS1, see Table 1). As a rough estimate,

approximately 300 human minisatellites have been

typed across families (Armarger et al. 1998; Armour et

al. 1990; Nakamura et al. 1987) and less than ten of

these qualify as hypermutable (Table 1). The structural

features of hypermutable minisatellites described in

Table 1 are not specific for this subclass of tandem

repeats, and the proportion of telomeric versus inter-

stitial loci (MS32 and MS1 being interstitial) in this

collection fits with the proportion of telomeric and

interstitial loci among human minisatellites in general

(see below).

All hypermutable minisatellites characterized so

far possess internal variants, which have provided one

way to undertake mutant allele analysis (Table 1). Jef-

freys and colleagues developed a polymerase chain re-

action-based assay (Jeffreys et al. 1991) which has

proved very efficient at typing the position of variants

along alleles. These internal maps can be used to iden-

tify the origin of additional repeats in mutant alleles as

compared to their progenitors. An important part of

our current knowledge of hypermutable minisatellite

biology comes from this technology. Two reports in

which neomutated alleles at the CEB1 and MS32 hy-

permutable minisatellites were typed (Buard and Verg-

naud 1994; Jeffreys et al. 1994) pointed to DSBs as ini-

tiating events of the meiotic mutations. Both interal-

lelic (gene conversion-like) and intra-allelic exchanges

were observed, with a different proportion of the two

classes of events at the two loci. The detailed typing

achieved by the CEB1 study provided data showing

that some of the interallelic insertions are flanked by

duplicated motifs from the recipient allele. Figure 1

illustrates a model which fits with our current knowl-

edge of meiotic DSBs within hotspots (i.e., in yeast

they occur outside the tandem array (Debrauwère et al.

1999) and are almost blunt) while being compatible

with observations on CEB1 in the human context.

Subsequent studies have investigated the role of

the flanking sequence in the mutation process. This

interest in flanking sequences was prompted by the

observation that a point mutation very close to one

end of the MS32 array was associated with a strongly

reduced mutation rate of the corresponding allele

(Monckton et al. 1994). In addition, meiotic mutation

events in MS32 strongly clustered toward one end of

the array (Jeffreys et al. 1994). In contrast, somatic mu-

tations at MS32 (Jeffreys and Neumann 1997) do not

show clustering toward one end; they occur at a much

lower frequency and are simple intra-allelic events,

predominantly deletions.

Experimental Models

of Minisatellite Mutation

The development of experimental models to study

minisatellite mutation processes has been necessary in

order to analyze more precisely the timing of the mu-

tation processes, the underlying genetics, and test the

predictions made by the current models.

Attempts to develop animal models based on the

identification of naturally occurring hypermutable

minisatellites failed. Two hypermutable tandem re-

peats characterized in mice are the amplification of

short (respectively, 4- and 5-bp) units, which do not

fully qualify as minisatellites and are not amenable to

variant typing (for review, see Bois and Jeffreys, 1999).

For this reason, Jeffreys and colleagues developed a

transgenic mouse model. The inserts injected were ei-

ther an MS32 tandem array with only a few hundred

base pairs of flanking sequence or a complete cosmid

insert from the MS32 or CEB1 locus. Interestingly, al-

though the mitotic instability was transferred, no mei-
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Table 1. Known Human Hypermutable Minisatellites

Minisatellite
name

Locus or
D-number Location

Accession
number

Consensus
length

Nb of
variant

positions

Percent
match
(%M)

GC%
(bias)

Purine %
(bias) Instability

Proportion of
paternal events

CEB1 D2S90 2q37.3 (T) AF048727 39 8 90 72 (0.53) 68 (0.38) 6.7% 97%
CEB15 D1S172 1p36.33 (T) AL096805 18 8 91 68 (0.33) 77 (0.56) 1.5% 100%
CEB25 D10S180 10q26.3 (T) AL096806 52 >20 82 53 (0.73) 67 (0.36) 2.5% 65%
CEB36 D10S473 10q26.3 (T) AL096810 42 18 93 64 (0.65) 66 (0.32) 1.8% 50%
CEB42 D8S358 8q24.3 (T) AL096807 41 4 95 63 (0.11) 53 (0.08) 0.5% 100%
CEB72 D17S888 17q25 (T) AL096808 21 0 100 71 (0.60) 80 (0.62) 1.8% 65%
MS1 D1S7 1p33–35 (I) X14856 9 3 85 58 (0.93) 79 (0.60) 5% 50%
MS32 D1S8 1q42 (I) AF048729 29 3 92 61 (0.37) 67 (0.35) 0.4% 50%
B6.7 20q13.3 (T) AF081787 34 6 91 60 (0.5) 68 (0.37) 5.5% 64%
CSTB EPM1 21q22.3 (T) U46692 12 1 96 100 (0.5) 100 (0.5) 47% 76%

Minisatellites showing instability higher than 1% in the male or female germline are listed (with the exception of MS32, with a lower mutation rate, but which is a reference
minisatellite in many investigations). The instability values indicated are most often average values, as measured usually in the large Centre d’Etudes du Polymorphisme Humain
families (http://www.cephb.fr) with the exception of the cystatin B (CSTB) gene minisatellite. In this last case, the values given were measured in pathogenic, expanded alleles
(Larson et al. 1999). Similarly, the mutation rate at CEB1 alleles has been shown to vary between <0.02% (at smaller alleles) and >20% (Buard et al. 1998). Percent match (%M)
is the average similarity of motifs with the consensus motif. GC bias is the absolute value of (G% � C%)/(G% + C%). Purine bias is the absolute value of (pur% � pyr%).
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otic instability was observed (Bois et al. 1997; Buard et

al. 2000). However, in these investigations the integra-

tion site was random, and no attempts were made to

target potentially more active loci of the mouse ge-

nome.

Alternative approaches have used yeast. The work

in yeast was pioneered by Rannug, Cederberg, and col-

leagues, who showed meiotic induction of human

minisatellite MS32 instability. The minisatellite was in-

serted in the vicinity of the LEU2 yeast hotspot for

recombination initiation, where DSBs frequently form

(Appelgren et al. 1997). Tetrad analysis demonstrated

that interallelic mutants, which might look like bona

fide crossover events (exchange of flanking markers,

no complex secondary rearrangements), are in fact

conversion events (Appelgren et al. 1999), which is of

some importance when interpreting similar human

data (Jeffreys et al. 1998). In a more recent investiga-

tion, the similar meiotic instability of a CEB1 allele

introduced in yeast was shown to be dependent on the

integration site (Debrauwère et al. 1999). Integration in

a cold spot for recombination initiation resulted in a

very low meiotic instability compared to integration

adjacent to the ARG4 recombination hotspot. At this

site, the tandem array did not modify the DSB hotspot:

DSBs remained detectable on both sides of the array at

a frequency comparable to the wild-type situation.

Suppression of the DSBs, either by a failure in activat-

ing the site, as obtained in a rad50 deficient strain, or

by the absence of the topoisomerase (Spo11) respon-

sible for the DSBs (Bergerat et al. 1997), reduced the

meiotic instability of the minisatellite to the mitotic

level. Finally, taking advantage of mismatch repair-

deficient strains, the predicted heteroduplex interme-

diates (Fig. 1) have been observed in some (but not all)

mutant alleles.

These observations, combined with the attempts

to develop a mouse model and the data in humans,

very strongly suggest that the production of an experi-

mental model in which the minisatellite shows meiotic

Figure 1 Revised model for meiotic mutation events demon-
strating the formation of interallelic events with duplications
flanking the converted motifs. In order to explain the observed
duplication flanking meiotic interallelic events, the model initially
proposed by Buard and Vergnaud (1994) and subsequently
adopted by others (Bois and Jeffreys 1999) invoked DSBs initiated
within the array by staggered single-strand breaks separated by
80 nucleotides or more. This would require a strong associated
helicase activity and does not fit with the view now provided by
the yeast work (Debrauwère et al. 1999). Alternatively, the pre-
sented model adapted from Debrauwère et al. (1999) shows how
an almost blunt DSB, produced in a flanking DSB hotspot outside
the minisatellite (step 1), can produce interallelic exchanges with
a duplication flanking the converted motifs, as well as most, if not
all, minisatellite rearrangements observed in man or yeast. After
5�-3� resection (step 2), the repair is initiated by invading the
sister chromatid and priming DNA synthesis on one or both (as
suggested here, step 3) strands. After DNA synthesis, the newly
synthesized strands independently unwind (step 4) and are free
to engage in other DNA–DNA interactions (here, both strands are
shown invading the homolog, step 5). Eventually, the newly syn-
thesized strands reanneal together with properly aligned flanking
sequences. A loop may form on one (as shown here, step 6) or
both (Debrauwère et al. 1999) strands. This loop can be con-
verted into the corrected allele (Debrauwère 2000) via a single
strand cut on the opposing DNA strand (step 7), or removed.
Depending on which strand is used to correct the heteroduplex,
a direct duplication of repeats flanking the converted patch is
produced (step 8, bottom). All models proposed so far predict
the existence of patches of heteroduplex intermediates produced
by the reannealing of similar, but different, minisatellite motifs
(here, step 6). This last prediction was successfully tested in De-
brauwère et al. (1999). An interesting aspect of this model is that
the lower strand may extend in the flanking sequence at steps 2
and 4. This will produce a heteroduplex region in the flanking
sequence (steps 6 and 7; left unrepaired here in step 8) which,
once repaired, may introduce a conversion patch in the final
product flanking sequence.
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instability depends on the coincidence of a tandem

repeat with a DSB hotspot. Conversely, minisatellites

can be made unstable in mitosis in yeast strains defi-

cient for some aspects of DNA replication (Kokoska et

al. 1998), so the yeast model has already provided ex-

perimental support for the view that at least two

mechanisms promote minisatellite instability (Jeffreys

and Neumann 1997). Accordingly, it can be antici-

pated that agents interfering with one of these mecha-

nisms will induce minisatellite instability.

Genotoxicity

A number of studies indicate that hypermutable mini-

satellites might provide biomarkers for exposure to

some genotoxic agents. One such class of genotoxic

agents is ionizing radiation. The first hint of the sen-

sitivity of minisatellites to ionizing radiation was ob-

tained in mouse (Dubrova et al. 1993; Dubrova et al.

1998). This was followed by studies in humans exposed

to chronic low doses of radiation based on populations

living in regions contaminated by the release of radio-

active material after the explosion at the Chernobyl

power station in 1986. The investigation used South-

ern blotting to genotype father-mother-child trios at

hypermutable minisatellite loci and to count the fre-

quency of mutant alleles in a control and an exposed

population (Dubrova et al. 1997). The data obtained

indicated that the frequency of mutant alleles in the

exposed population was twice the frequency observed

in the control population (from the United Kingdom).

Importantly, the exposed population was split into two

parts according to the degree of soil contamination in

regions from which families were collected, suggesting

a dose-effect relationship. The results are in contrast

with the Hiroshima-Nagasaki survivors investigations

(Satoh and Kodaira 1996), but the situation in the Hi-

roshima-Nagasaki study is very different because chil-

dren were conceived years after parental exposure. At

this time, minisatellite mutation rate in the germline

should be back to normal, if data obtained with the

mouse model can be extrapolated to human (Dubrova

et al. 1998).

Several chemicals released in the environment are

also suspected of inducing meiotic minisatellite muta-

tions. Germline mutation rate monitored by DNA fin-

gerprinting was twice as high in herring gulls inhabit-

ing a heavily industrialized area as compared to birds

living in rural sites (Yauk and Quinn 1996). Similarly,

instability of the human minisatellite MS32 intro-

duced in yeast also appears to be modulated by some

chemicals (Appelgren et al. 1999).

Taking Advantage of the Global View

Provided by Large-Scale Sequencing

During the 1980s and early 1990s, a number of ap-

proaches were developed to detect and/or clone mini-

satellite loci. Because DNA fingerprinting, using so-

called multilocus minisatellite probes, previously dem-

onstrated the property of some tandem arrays to cross-

hybridize with a number of others, the majority of

these approaches was based on cross-hybridization de-

tection (Vergnaud 1989). Given the technology which

was used, i.e., Southern blotting, a minisatellite would

be defined as a tandem repeat with allele length usu-

ally in the range that can be assayed by Southern blots,

i.e., above approximately 800 bp.

The overall frequency of such minisatellites in five

mammalian genomes investigated at a significant scale

is similar (Amarger et al. 1998; Bois et al. 1998; Georges

et al. 1991). The distribution is however very different,

with a high bias toward chromosome ends in human

and a much lower bias in mouse and rat. The situation

in the pig is intermediate, and a closer look at the syn-

teny relationships suggests that, in a common ances-

tor, the interstitial minisatellite clusters were telomeric

(Amarger et al. 1998). One conclusion of these inves-

tigations is that the tandem repeats which can be ana-

lyzed on a Southern blot are predominantly associated

with chromosome ends, and internal clusters of such

tandem repeats are very likely to be the result of sec-

ondary rearrangements such as chromosome ends fu-

sion.

However, analyses limited to the usual definition

of minisatellites (>800 bp) are not altogether satisfying

because this definition represents only a fraction of

tandem repeats, many of which are smaller than the

500-bp arbitrary limit, but do not fit in the microsat-

ellite class of tandem repeats. Furthermore, this defini-

tion has a limited value when dealing with sequence

data for at least two reasons: 1) tandem repeats which

clearly qualify as minisatellites often have some alleles

in the human population which are much shorter than

the 500-bp limit, and 2) during the assembly of raw

sequence data, the true allele length of minisatellites is

not always correctly inferred, especially when the in-

ternal array is very homogeneous. CEB1, the most hy-

permutable minisatellite characterized so far (Verg-

naud et al. 1991), illustrates both of these drawbacks of

the current definition: (1) Small alleles with 5 repeat

units (total array length: 200 bp) have been described,

and their meiotic mutation rate is still high at 0.4%

(Buard et al. 1998). (2) The cosmid from which CEB1

was originally isolated has been sequenced (Murray et

al. 1999). Although the CEB1 allele present in this cos-

mid is 3.6 kb long, as estimated by restriction enzyme

analysis, the deposited cosmid sequence contains only

six CEB1 motifs spanning 240 bp, presumably because

of difficulties encountered in sequencing the array.

The release of whole chromosome sequence data

for a number of eukaryotes including human, the

nematode Caenorhabditis elegans, and the plant Arabi-

dopsis thaliana now opens the way to more systematic,
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sequence-based investigations. For this purpose, we

have constructed a prototype tandem repeat database

(http://minisatellites.u-psud.fr) using the Tandem Re-

peats Finder software (Benson 1999) to identify the re-

peats. The database contains more than 14,000 tandem

repeats for the acrocentric chr22 (34.6 Mb) (Dunham

et al. 1999) and can be queried according to a number

of features (see legend, Fig. 2). One-third of human

chr22 tandem repeats (Fig. 2A) satisfies an enlarged

definition of minisatellites, as used in this review (at

least three units, repeat unit longer than 6 bp). Among

them, minisatellites with repeat units longer than 16

bp and total length greater than 100 bp display a dis-

tribution strongly biased toward the chr22 long-arm

telomere (Fig. 2B).

Figure 2C shows the result of a query mimicking

characteristics of classical minisatellites, i.e., query “B”

plus a high GC content, strong strand bias, and strong

internal homogeneity (see legend, Fig. 2, for details).

Half of the 62 minisatellites fitting this query are lo-

cated within the terminal 10% of chr22. Such simple

queries demonstrate that a fraction of minisatellites,

comprising hundreds of loci on chromosome 22 alone,

do behave as initially suggested by the subset of clas-

sical minisatellites, i.e., are present at a much higher

frequency in the terminal R band of human chromo-

somes (Amarger et al. 1998).

Chromosome ends appear to be relatively poor in

recombination nodules during human male meiosis,

which is surprising given the very high male recombi-

nation rates observed toward chromosome ends. Sub-

telomeric minisatellites are one class of sequences that

have been put forward as candidates to help explain

this paradox (Ashley 1994; Sybenga 1999). Specific

mechanisms would be activated in male meiosis, and

minisatellites would be involved in chromosome pair-

ing, either directly or via interactions with pairing pro-

teins. This predicts that minisatellites should not dis-

play subtelomeric clustering in plants, where no such

discrepancy between recombination nodules and rates

is observed. Figure 3 presents comparisons of the three

species using C.elegans chromosome 1 (12.75 Mb) and

A. thaliana chromosome 4 (17.8 Mb) (The C. elegans

Sequencing Consortium 1998; Mayer et al. 1999). The

total number of tandem repeats found with Tandem

Repeats Finder in the three species is not proportional

to chromosome length (Fig. 3). It is significantly higher

in the nematode (637 Mb) when compared to man and

A. thaliana (415 Mb and 445 Mb, respectively).

The result of a representative query is shown in

Figure 3, bottom row. The number of positive minisat-

ellites is similar in the three species, taking into ac-

count chromosome size difference. A strong telomeric

bias is observed for C. elegans chr1, (right panel) remi-

niscent of the situation in human chr22. In contrast,

the distribution of minisatellites in A. thaliana (middle)

is strikingly different from that of the two other ge-

nomes: tandem repeats are mainly located around the

centromere. Figure 4A plots, for each species, the ratio

of telomeric versus nontelomeric tandem repeats ac-

cording to repeat unit length. C. elegans chr1 demon-

strates telomeric bias for both short units (in particular,

6- and 12-bp units, due to the presence of many

(TTAGGC)n telomere-like tandem arrays (The C. el-

egans Sequencing Consortium 1998) and longer units

(above approximately 18 bp). Human chr22 demon-

strates telomeric bias for repeat units above 17 bp. It

may be worth noting that in yeast, 16 bp is the thresh-

old above which mismatch repair mechanisms are un-

able to correct DNA loops (Sia et al. 1997). Figure 4B

plots the same measure of telomeric bias according to

the overall array length. In contrast with C. elegans, the

telomeric bias for human chr22 appears only for arrays

longer than 120–140 bp. This threshold is reminiscent

Figure 2 Distribution of tandem repeats corresponding to dif-
ferent queries along human chromosome 22. Tandem repeats
have been identified within the human chromosome 22 se-
quence using the Tandem Repeats Finder (TRF) software with the
following options: alignment parameters = (2,3,5), minimum
alignment score to report repeat = 50, maximum period
size = 500. Redundancy was then eliminated, and Alu and satel-
lite sequences (152 were identified) were filtered. The arrow (top
left) shows the centromere position. The position of the 51 chr22
Genethon microsatellites present in the database is shown with
arrow heads. GC-rich (pink) or -poor (green) areas, regions of
increased recombination, and known mouse synteny correspon-
dence are as indicated in Dunham et al. (1999) Distributions
obtained with different queries: (A, Left) U > = 6, N > = 3 (B,
Middle) U > 16, N > = 3, L > 100 (C, Right) U > 16, N > = 3,
%GC > = 65%, BGC > = 0.3, %M > = 85% (U = unit length,
N = copy number, L = total length, %GC = GC percent,
BGC = G/C bias = Ơ%G-%CƠ/(%G + %C), %M (percent matches)
is the average similarity of each motif with the consensus motif).
Percentages reported correspond to the proportion of objects in
the last 10% of total length. �2 values were calculated by com-
paring the last 10% of the chromosome with the mean number
of objects along the whole chromosome. �2 threshold of signifi-
cance (homogeneity hypothesis is rejected if �2 is greater than
threshold) is 3.841 with P = 5%, and 10.827 with P = 0.1% (1
degree of freedom).
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of triplet repeat instability observed above 40–50 re-

peats. No telomeric bias is observed in A. thaliana chr4.

Concluding Remarks

and Perspectives

Previously, the number of classical minisatellites has

been estimated to be a few thousand in the human

genome, which translates to a few tens on chromo-

some 22. Such rare objects would not likely play a sig-

nificant role in genome metabolism. The view now

provided by the availability of whole human chromo-

some sequence reveals a much larger number of small

minisatellites with repeat units similar to the classical

structures and a similarly biased distribution toward

chromosome ends, which is not observed in A.

thaliana. These observations give much more credibil-

ity to these structures (Boan et al. 1998; Wahls and

Moore 1998). Obviously, comparisons with additional,

larger human chromosomes will be of some interest.

It is tempting to speculate that the meiotic hyper-

mutability of some minisatellite structures is the by-

product of the coincidence of an ordinary minisatellite

with a DSB hotspot (Debrauwère et al. 1999). The dis-

appearance of a hotspot, as proposed by Boulton et al.

(1997) will then remove the hypermutability of the

neighboring tandem repeat. In this model, the study of

hypermutable minisatellites is demonstrating more

about human DSB hotspots, the majority of which

would exist independently of neighboring tandem re-

peats in human (Badge et al. 2000) as in yeast, than

about minisatellites in general. The model presented in

Figure 1 shows how a double strand break occurring

outside of the array (as suggested by Debrauwère et al.

1999) can indeed produce the complex interallelic

events observed in man, including duplications flank-

ing the converted patch. The model also accommo-

dates conversion patches in the flanking sequence,

which may include mosaics of intra- and interallelic

origin. In contrast, the making of minisatellites in gen-

eral would result from replication mechanisms, fa-

vored by deficiencies in enzymes involved in replica-

tion such as Saccharomyces cerevisiae Rad27 as proposed

in Tishkoff et al. (1997). In the process, sequence fea-

tures of the motif, likely to produce secondary struc-

tures or slow down the polymerase on the lagging

strand during replication (G-rich DNA strands, palin-

dromic motifs in AT rich minisatellites, GC richness),

may be important.

In this regard, no information regarding minisat-

ellite instability or even polymorphism is obtained us-

ing the tandem repeat database presented here. This

will be an important further step of the database de-

velopment, which might benefit from the current

knowledge of variant motif interspersion patterns

along hypermutable minisatellite alleles. In addition,

tandem repeat polymorphism predictions will be facili-

tated by the expected availability, in the near future, of

sequence data from more than one allele.

Genotoxicity is a promising domain for minisatel-

lite-related investigation. It may combine short-term

applications toward the development of genotoxicity

assays specifically identifying recombinogenic activi-

ties with more basic investigations into the purpose of

minisatellites and what triggers them. One question

raised by these investigations is whether the tandem

array itself is the target of the genotoxic agent, whether

it is the flanking DSB hotspot which is further acti-

vated by the agent, or whether it is the replication ma-

chinery which is affected. In the second hypothesis,

hypermutable minisatellites would act as markers for

the activity of their flanking recombination hotspot,

whereas in the first (and perhaps also third) hypoth-

esis, any minisatellite could act as a biomarker for the

genotoxic agent. Recently developed yeast models may

help address such issues.
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2.3.2 Prédiction du polymorphisme de minisatellites 
humains  

L’article suivant (Denoeud 2003), intitulé « Predicting human minisatellite polymorphism » 

(prédiction du polymorphisme de minisatellites humains), présente une étude menée sur les 

chromosomes 21 et 22, visant à trouver un moyen de prédire le polymorphisme des 

minisatellites à partir de leur séquence : en effet, comme nous l’avons vu avec l’article 

précédent, le génome humain est riche en minisatellites et il serait donc d’une grande utilité 

de pouvoir identifier les minisatellites d’intérêt c’est-à-dire polymorphes, et potentiellement 

hypermutables, sans avoir recours à des typages PCR trop nombreux. 

Cet article a mis en évidence deux critères corrélés au polymorphisme : le pourcentage en GC 

et un critère, nommé HistoryR, reflétant la « facilité » avec laquelle on peut reconstruire 

l’histoire des duplications successives ayant généré le minisatellite, ce qui se révèle par la 

présence de co-mutations dans différents motifs. 

D’autre part, nous avons montré que, contrairement à la comparaison de souches bactériennes, 

qui est une technique efficace pour identifier des répétitions en tandem polymorphes, la 

comparaison entre les séquences du génome humain produites par le consortium public 

« Human Genome Project » et la société CELERA manque d’efficacité. Ceci peut résulter du 

fait que les deux séquences ne sont pas indépendantes (la société CELERA ayant utilisé les 

séquences publiques pour générer son assemblage) et que le séquençage des répétitions en 

tandem est souvent de mauvaise qualité dans la version « CELERA » : le nombre de répétitions 

est inférieur à celui de la plage d’allèles observés parmi les individus typés, ce qui doit 

correspondre à des erreurs d’assemblage. Nous recommandons donc, pour l’étude des 

répétitions en tandem, l’utilisation préférentielle des séquences du consortium public. 

Enfin,  cette étude a permis d’identifier un minisatellite hypermutable appartenant à une 

séquence codante prédite : il s’agit d’une protéine hypothétique similaire à la protéine 

« erythrocyte membrane-associated giant protein antigen 332 –Plasmodium falciparum-» 

(Locuslink : LOC129238 [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/]). Cette similitude n’est 

basée que sur la présence d’une répétition en tandem de 11 acides aminés contenant la 

succession des acides aminés PVEE dans les deux protéines. Les parties de la protéine 

hypothétique situées hors du minisatellite n’ont aucune homologie avec des protéines 

connues. Cette prédiction nécessite d’être confirmée, et, si cette protéine existe bel et bien, il 

serait intéressant de mener une étude de l’influence du minisatellite hypermutable sur sa 

fonction. 

Résumé : 

Nous cherchons à définir des critères prédictifs basés sur la séquence, qui permettraient 

d’identifier des minisatellites polymorphes et hypermutables dans le génome humain. Le 
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polymorphisme d’un ensemble représentatif de minisatellites, issus des chromosomes 21 et 22 

a été mesuré expérimentalement par typages PCR dans une population d’individus non-

apparentés. Deux approches prédictives ont été testées. La première utilise des 

caractéristiques simples des séquences des répétitions en tandem (taille du motif, nombre de 

répétitions, biais nucléotidique…) et une mesure plus complexe, appelée HistoryR, basée sur 

la présence de mutations associées dans les répétitions en tandem. Nous montrons que la 

mesure HistoryR et le pourcentage en GC sont fortement corrélés au polymorphisme et qu’en 

tant que critères prédictifs, ils réduisent de moitié le nombre de répétitions à typer en 

augmentant la proportion de minisatellites ayant une hétérozygotie supérieure ou égale à 0.5 

de 43% à 59%. La deuxième approche utilise les différences de taille entre les minisatellites 

de deux versions de la séquence du génome humain (provenant du consortium public et de la 

société CELERA). Ce prédicteur augmente de façon similaire la proportion de minisatellites 

polymorphes mais d’une façon moins efficace qu’attendu (un nombre trop élevé de 

minisatellites polymorphes est manqué). Enfin, le typage des minisatellites fortement 

polymorphes dans des grandes familles a permis d’identifier un nouveau minisatellite 

hypermutable, situé dans une séquence codante prédite. Il pourrait s’agir du premier 

minisatellite hypermutable humain codant. 

 

Remarque: les données supplémentaires associées à cet article figurent en Annexe 3. 
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We seek to define sequence-based predictive criteria to identify polymorphic and hypermutable minisatellites in
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21 and 22, was experimentally measured by PCR typing in a population of unrelated individuals. Two predictive

approaches were tested. One uses simple repeat characteristics (e.g., unit length, copy number, nucleotide bias)

and a more complex measure, termed HistoryR, based on the presence of variant motifs in the tandem array.

We find that HistoryR and percentage of GC are strongly correlated with polymorphism and, as predictive

criteria, reduce by half the number of repeats to type while enriching the proportion with heterozygosity �0.5,
from a background level of 43% to 59%. The second approach uses length differences between minisatellites in

the two releases of the human genome sequence (from the public consortium and Celera). As a predictor, this

similarly enriches the number of polymorphic minisatellites, but fails to identify an unexpectedly large number

of these. Finally, typing of the highly polymorphic minisatellites in large families identified one new

hypermutable minisatellite, located in a predicted coding sequence. This may represent the first coding human

hypermutable minisatellite.
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Tandem repeats represent a significant fraction of vertebrate
genomes and have been classified as satellites, minisatellites,
and microsatellites according to the length of the repeated
unit and the overall length of the array. Minisatellites are
usually defined as the tandem repeats of a short (10- to 100-
bp) motif spanning several hundred to several thousand base
pairs and are associated with interesting features of genome
biology (for review, see Vergnaud and Denoeud 2000).

Minisatellites frequently exhibit length polymorphism,
which results from variation in the number of internal copies,
making them valuable genomic markers. They provided the
first highly polymorphic, multiallelic markers for linkage
studies (Bell et al. 1982; Nakamura et al. 1987) and were used
in the early stages of human genome mapping (NIH/CEPH
Collaborative Mapping Group, 1992). Chromosomal distribu-
tion of minisatellites in the human genome is highly skewed
toward telomeres and ancestrally telomeric regions (Amarger
et al. 1998). Highly polymorphic minisatellites are thus a
good tool for detection of microdeletions in the ends of chro-
mosomes, associated with human pathologies such as mental
retardation (Giraudeau et al. 2001). Polymorphic minisatel-
lites are also found in bacterial genomes (Le Fleche et al.
2001), in which they have proven to be a powerful tool for
bacterial strain identification.

Although the abundance of polymorphic minisatellites
suggests that they are fast-evolving sequences, most of them
are, in fact, quite stable. New alleles that display changes in
the number of tandem copies have been observed at only a
few loci, called hypermutable minisatellites. Changes at these
loci in the germline can be observed in the next generation,
and in humans, one locus, D2S90 (CEB1), has been found to

change in as many as 13% of the gametes (Vergnaud et al.
1991; Vergnaud and Denoeud, 2000). Hypermutable minisat-
ellites may provide a potent source of information on the
mechanism of minisatellite instability. In humans, this insta-
bility apparently arises at least in part through gene conver-
sion events, during or shortly after meiosis, many of which
involve interallelic transfers of information (Buard and Verg-
naud 1994; Jeffreys et al. 1994; May et al. 1996; Buard et al.
1998). Similar intraallelic and interallelic recombination
events are found in MS32 and CEB1 minisatellite sequences,
when they are placed close to a meiotic hotspot in Saccharo-

myces cerevisiae (Appelgren et al. 1997, 1999; Debrauwère et al.
1999). Most likely, these events result from the gene conver-
sion repair of double-strand breaks, as recent evidence indi-
cates that meiotic recombination in mammals and yeast is
initiated by the Spo11p endonuclease (Bergerat et al. 1997;
Keeney et al. 1997; Baudat et al. 2000; Romanienko and Cam-
erini-Otero 2000), which is also essential to the meiotic insta-
bility of the minisatellites introduced in yeast (Debrauwère et

al. 1999). In agreement with these observations, it has been
proposed that the meiotic hypermutability of some minisat-
ellite structures is the byproduct of the coincidence of an or-
dinary minisatellite with a double-strand break hotspot (Verg-
naud and Denoeud 2000).

Interestingly, hypermutable minisatellites might addi-
tionally provide biomarkers for low-dose exposure of the hu-
man germline to ionizing radiation (Dubrova et al. 1993,
1997; Dubrova and Plumb 2002). Unfortunately, <10 human
hypermutable loci have been characterized so far, using ap-
proaches developed >10 years ago, whereas the population
studies conducted to evaluate the effect of low-dose irradia-
tion would greatly benefit from the availability of a larger
panel of probes.

Given the multifaceted utility of minisatellites, deter-

mining which are polymorphic/hypermutable would seem a
valuable task. Efficient tandem repeat detection software en-

4Corresponding author.
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78.
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ables the identification of tandem repeats across entire ge-

nomes (Benson 1999; Vergnaud and Denoeud 2000), so that

testing for polymorphism is all that is required. But although

the polymorphism of the few dozen minisatellites usually

present in a small genome can be systematically assayed at a

reasonable cost (Le Fleche et al. 2001), this is not a realistic

option for the human genome. There, the number of mini-

satellite loci is estimated in the thousands (based on the se-

quence of chromosome 22; Vergnaud and Denoeud 2000),

the proportion of highly polymorphic minisatellites among

these is not known, and previous efforts to identify hyper-

mutable loci among minisatellites have produced only very

low yields (∼1% to 3% of those examined). Furthermore, se-

quence analysis of a few hypermutable loci has not yet re-

vealed specific features that might facilitate their identifica-

tion (Murray et al. 1999). Of need are predictive criteria that

can be applied before the expensive and labor-intensive step

of polymorphism typing.
Earlier attempts at polymorphism prediction for tandem

repeats focused on microsatellites. Fondon III et al. (1998)

identified polymorphic loci by selecting microsatellites in

which the individual copies were at least 90% identical to a

core pattern, but that study did not include a control group to

test whether selection yielded higher polymorphism values

than the background rate. Wren et al. (2000) improved poly-

morphic microsatellite identification by requiring perfect ho-

mogeneity of the repetitive unit. Such results are in accor-

dance with the mutation process of microsatellites (replica-

tion slippage): They are stabilized by variant repeats (Weber

1990), the presence of which facilitates detection of slipped-

strand DNA by themismatch repair system (Strand et al. 1993;

Heale and Petes 1995). In the case of minisatellites, in which

internal conservation is not the rule at currently known hy-

permutable loci (Murray et al. 1999; Vergnaud and Denoeud

2000), such a high conservation requirement imposes too

great a restriction on the set of potentially useful repeats and,

as we report below, would preclude finding both highly poly-

morphic and hypermutable repeats.

The purpose of this report is to define inexpensive strat-
egies to accelerate the search for highly polymorphic mini-

satellites. The goal has been the development of sequence-

based predictive criteria for polymorphism. Results are based

on the study of a representative pool of minisatellites selected

from human chromosomes 21 and 22. Polymorphism for

these loci was experimentally measured by typing in a popu-

lation of unrelated individuals. This was followed by typing

the most polymorphic loci across a number of large families

to test for hypermutability. Two predictive approaches were

tested. The most straightforward takes advantage of the avail-

ability of two different releases of the human genome se-

quence: one from the public genome sequencing project and

the other from the private Celera project. The second ap-

proach uses sequence-based characteristics of the repeats—

including such simple measures as unit length, copy number,

degree of conservation, percentage of GC (%GC)— and a

more complex measure based on the internal organization of

variant motifs in the tandem array. A repeat that contains

several distinct sets of nearly identical mutations exhibits

prima facie evidence of multiple rounds of expansion and

may be more likely to exist as multiple alleles than a repeat

that contains mostly unique mutations (Fig. 1). This later

measure is analyzed by using history reconstruction (Benson

and Dong 1999), a type of parsimony analysis that infers how

the present day sequence could have evolved from a single

ancestral copy while undergoing a minimum number of point

mutations interspersed with duplications.

RESULTS

Characterization of Chromosome 21 and

22 Minisatellites
Human chromosomes 21 and 22 contain ∼15,000 tandem re-
peats each (as detected by tandem repeats finder [TRF] in the

Figure 1 Multiple alignments of tandem repeats CEB252 and
CEB233. In each alignment, the upper darker line is a consensus
pattern for the basic unit, shown for reference, and the lighter lines
are the individual copies, ordered from top to bottom as they occur in
the repeat. Only differences with the consensus are shown. Hetero-
zygosity for CEB252 is 0.6. Note several redundant patterns of mu-
tation resulting in a high HistoryR score. Heterozygosity for CEB233 is
zero. No clear organization of mutations resulting in a low HistoryR
score.
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publicly available sequences that exclude heterochromatin;

Benson 1999). For this study, the empirical definition of mini-

satellites follows the suggestion made in Vergnaud and De-

noeud (2000), which is more stringent than the usual defini-

tion of minisatellites mentioned in the introduction: (1) unit

length �17 bp, (2) copy number �10, (3) total length �350
bp, (4) percent matches �70%, and (5) GC bias (i.e., strand

asymmetry for G and C; see Methods section) �0.35. This
definition includes repeats clearly classified as minisatellites,

not microsatellites, allows minisatellites shorter than the

�800 bp usually identified by Southern blotting (Vergnaud
1989; Amarger et al. 1998) and removes repeats with highly

diverged copies. On chromosomes 21 and 22, 127 tandem

repeats fulfill these criteria. Table 1 indicates their position on

the chromosomes. As described before for minisatellites de-

rived by classical approaches (Amarger et al. 1998), they are

mainly located toward chromosome ends (both chromo-

somes are acrocentric). Analysis shows no statistically signifi-

cant differences between the minisatellites from chromosome

21 and 22 for any of the characteristics listed in Supplemen-

tary Table 1. The two chromosomes will subsequently be con-

sidered together.

PCR Typing Results
Polymorphism results, that is, number of alleles observed and

heterozygosity, are given in Table 1, as well as dbSNP acces-

sion numbers for the polymorphic minisatellites that were

submitted to the SNP database (http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/SNP/index.html). Supplementary data about polymor-

phism is also available at http://minisatellites.u-psud.fr. For

the minisatellites that were typed first (“training set”), the

study was made on a population of 76 unrelated individuals.

Results were comparable to those obtained with a subset of 28

unrelated individuals from the set of 76. Subsequent PCR typ-

ings (minisatellites from the “test set”) were performed only

on the 28 individuals, except for the most polymorphic loci

that were typed in all 76 individuals in order to evaluate their

polymorphism more accurately.

Among the 127 minisatellites, 118 were successfully am-
plified (55 on chromosome 21 and 63 on chromosome 22) by

using the selected primer pair (Table 1). Not surprisingly, long

minisatellites (>2 kb) are the most difficult to amplify: Only

five among eight were successfully amplified under the con-

ditions used. Figure 2A shows the image of the gel obtained

for minisatellite CEB285 on 32 individuals (including 28 un-

related individuals): Six different alleles can be assigned.

About 75% of the minisatellites successfully amplified are

polymorphic (i.e., two alleles or more), and 42% have a het-

erozygosity value �0.5.

Polymorphism Prediction: Sequence Characteristics

and History Reconstruction

Training Set

Twenty-five out of 60 and 32 out of 67 minisatellites were

picked randomly, from chromosomes 21 and 22 respectively,

to be typed first: They form the training set. PCR amplifica-

tion was successful on 51 out of 57. A comparison of the

sequence and polymorphism characteristics between the

training set and the remaining minisatellites showed that the

two sets have comparable distributions except for percentage

of matches, purine/pyrimidine bias, and GC bias. To deter-

mine if some sequence characteristics are associated with high

polymorphism, correlations between sequence characteristics

and allele number or heterozygosity were calculated for the

training set. The greatest correlations were obtained for His-

toryR (a measure derived from the tandem repeats history

reconstruction algorithm [Benson and Dong 1999]; see Meth-

ods section) and %GC (Fig. 3). Weaker correlations were also

found for average entropy (strongly correlated with HistoryR),

and unit length (data not shown). Based on these observa-

tions, we chose to test three predictive criteria: criterion 1,

minisatellites with HistoryR � 0.54; criterion 2, minisatellites

with %GC � 48%; and criterion 3, minisatellites with Histo-
ryR � 0.54 and %GC � 48%.

Test Set

Of the remaining 70 minisatellites, 67 were successfully am-

plified and used as a test set in order to confirm the predictive

criteria deduced from the training set. For each of the three

criteria, the test set was partitioned into two groups: a positive

group fitting the predictive criterion and a negative group.

Figure 4A illustrates the results: All three criteria are predic-

tive, that is, heterozygosity and allele number are signifi-

cantly higher in the positive group compared with the nega-

tive group. The best polymorphism prediction was obtained

with criterion 3 (HistoryR and %GC combined). It produces

an enrichment of repeats having heterozygosity �0.5 from
43% (29 of 67) in the test set to 59% (19 of 32) in the positive

group and a diminishment of monomorphic repeats from

25% (17 of 67) in the test set to 6% (two of 32) in the positive

group. Criterion 3 thus reduces by half (67 to 32) the number

of minisatellites to type while eliminating most monomor-

phic minisatellites and keeping most polymorphic ones (Fig.

4A). One among five highly polymorphic minisatellites (het-

erozygosity �0.85%) would have been missed using crite-
rion 3.

Polymorphism Prediction: Direct

Sequence Comparison
The experimental polymorphism values measured here indi-

cate that greatly enhanced efficiency of polymorphic loci

identification is possible if the sequences of two independent

alleles for each locus are available. The reasoning is that two

random samples of a moderately or highly polymorphic locus

will, with high probability, yield different alleles, whereas for

a monomorphic or only slightly polymorphic locus, the al-

leles will likely be identical. Thus, selection based on observed

allele difference in the two samples should enhance the pro-

portion of loci obtained that are polymorphic. The applica-

bility of this approach was directly tested by comparing se-

quences from the Human International Genome Sequencing

Consortium (HGP) and Celera genomics. We establish selec-

tion criterion 4 to be different reported lengths in these two

sequences. For the 127 minisatellites previously identified in

the HGP sequence, repeat sizes in the sequence provided by

Celera (Venter et al. 2001) were obtained by BLAST with the

PCR primers. Three tandem repeats were not found in the

Celera sequence, including two that were typed (CEB230,

CEB256) and one long repeat (CEB215; length expected from

HGP = 2834 bp) that could not be typed. Of the remainder,

51% (29 of 57) have a different length in the two sequences

for chromosome 21 and 22% (15 of 67) for chromosome 22.

From the measured heterozygosity values, we would expect

37% (43 of 116) to have different lengths between the two

sequences, essentially the same as found. None of these

Predicting Human Minisatell ite Polymorphism
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Table 1. List of the 118 Minisatellites That Were Typed: PCR Conditions, Polymorphism Results, and Allele Size Information

(continued)
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should be monomorphic, and ∼75% (32 of 43) should have a

heterozygosity value �0.5.
Heterozygosity and allele number are significantly

higher in the positive group for criterion 4 (over the entire set
of typed repeats) compared with the negative group (Fig. 4B).
Criterion 4 produces an enrichment of repeats having hetero-
zygosity �0.5 from 42% (49 of 118) in the whole set to 61%
(25 of 41) in the positive group and a diminishment of mono-
morphic repeats from 25% (30 of 118) in the whole set to 12%
(5 of 41) in the positive group. Criterion 4 thus reduces to
nearly one third (116 to 41) the number of minisatellites to
type while eliminating most monomorphic minisatellites and
retaining 50% of the most polymorphic ones. By comparison,
criterion 3, if applied to the entire set of typed repeats, (Fig.
4B) would reduce their number by roughly half (118 to 61),
eliminating just two fewer monomorphs while retaining 69%

(34 of 49) of the most polymorphic repeats. Additionally, cri-
terion 4 eliminates half (four of eight) of the highly polymor-
phic (heterozygosity �0.85) minisatellites, whereas criterion

3 retains 75% (six of eight) of these.
We note that for some highly polymorphic minisatel-

lites, (CEB202, CEB205, CEB310, CEB291), predicted lengths
are identical in the two sequences. In addition, the results for
criterion 4 are not uniform for the two chromosomes, owing
to the much greater agreement on predicted loci length in
chromosome 22. We presume that this reflects the fact that
the Celera sequence was assembled by using both public and
Celera sequence reads (Venter et al. 2001). More surprisingly,
for five minisatellites, which we found to be monomorphic,
predicted lengths differ (CEB214, CEB255, CEB264, CEB247,
CEB289). These findings raise unresolved questions about the
accuracy of the HGP and Celera sequences with regard to
minisatellites. Tandem arrays can present significant se-
quence assembly problems, in particular when the internal
array contains regions of high homology and, potentially
more seriously, when the repeat exhibits length polymor-
phism and data are drawn from more than one individual, as
was done for the Celera sequence (Venter et al. 2001).

To examine this further, we compared the HGP and Cel-

era predictions to the alleles we detected (in Table 1, predicted
lengths are underlined and not shaded when they correspond
to an observed allele). In 65% (75 of 116) of the repeats, HGP
and Celera predict an identical allele length, which corre-
sponds to an observed allele length with five exceptions
(Table 2) and is the most common allele in 81% of these cases.
In 35% of the repeats (41 of 116), HGP and Celera predict
different length alleles (Table 2). The length predicted by the
HGP sequence fits with an observed allele size in 36 cases
(most common allele length in 20 of these), whereas the Cel-
era prediction fits with an observed size in 10 cases (and was
once the most common allele).

Among the tandem repeats that provide PCR products

unmatched by the HGP sequence, six sufficiently informative
ones (CEB230, CEB253, CEB295, CEB298, CEB315, CEB269),
with at least three different alleles among the four parental
chromosomes, were typed in large CEPH families to check
their chromosomal origin. All map to the expected area of
chromosome 21 or 22, indicating that the discrepancy be-
tween sequence data and PCR product size probably results
from a sequencing error (or the sequencing of a very rare
allele) and not from a PCR specificity problem.

�2 tests were used to examine whether the similarities in

prediction of the HGP and Celera findings could be explained
by chance (see Methods). Differences identified by the tests
had, in all cases, less than one one-thousandth probability of
occurring by chance. Specifically, cases in which predictions
disagreed and both allele sizes were detected were underrep-
resented (compared to expected frequency) in all tests, and
cases in which only one or neither predicted size was detected
were overrepresented in all but one test.

Identifying Hypermutable Loci
Hypermutable minisatellites are expected to belong to the
class of highly polymorphic loci because they are, by defini-
tion, subject to frequent rearrangements that generate new
alleles. For practical reasons linked to the size of available
pedigrees, a minisatellite will usually be classified as hyper-
mutable if its average mutation rate in the germline is >0.5%,
that is, if an average of at least one or two mutant alleles is
observed among 100 children.

Figure 2 (A) Ethidium bromide–stained agarose gel showing PCR
products for minisatellite CEB285. Six different alleles are scored
among 32 individuals (in some cases, three bands are seen for one
individual [the upper one is a PCR artifact as shown by segregation
patterns in families]; this artifact occurs only in heterozygotes [data
not shown], indicating a mechanism involving an interaction be-
tween the two alleles). (B) Image of the gels obtained for minisatellites
CEB205 and CEB310 on CEPH families 884 and 1331, respectively.
Two children inherit mutant alleles for CEB205, and one child inherits
a mutant allele for CEB310. For CEB205, larger alleles are missed in
the procedure used: The results were confirmed by Southern blot.
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We typed the eight most polymorphic minisatellites (i.e.,

with heterozygosity �0.85) in the eight largest CEPH families
(102 children) to search for mutant alleles. Comparing the
results obtained by PCR and Southern blotting shows that
even when some larger alleles are missing in the PCR prod-
ucts, the estimated heterozygosity rate (see Methods) is close
to the heterozygosity rate obtained with Southern blots. This
helps validate the simplified PCR-based polymorphism mea-
surement. Among the eight minisatellites (CEB202, CEB205,
CEB250, CEB310, CEB269, CEB291, CEB305, CEB324), two
showed mutant alleles (CEB205 and CEB310; Fig. 2B). Both
yielded two mutant alleles among 204 meioses, that is,
102 children (mutation rate, 0.12% to 3.5%; 95% confidence
interval). For minisatellite CEB205, one mutation event
occurred in the mother and the other in the father, whereas
for CEB310, both mutations occurred in the father. The
remaining six minisatellites yielded no mutant allele among
102 children (mutation rate, 0 to 1.79%; 95% confidence in-
terval). They were not investigated further but can not be
strictly excluded from being hypermutable. The two minisat-

ellites that appeared hypermutable among 102 children were
then typed in more families (32 other reference CEPH fami-
lies). For CEB205, one new mutant allele was found among
352 meioses (mutation rate, 0.54%; 95% confidence interval,
0.11% to 1.57%), but no other mutant allele was detected for
CEB310 among 476 additional meioses (mutation rate,
0.29%; 95% confidence interval, 0.04% to 1.06%). Based
on these results, CEB205 appears to be hypermutable. It is a
GC-rich minisatellite with a unit length of 33 bp repeated 10
to 70 times, located at 1.5 Mb from the end of the chromo-
some 22 sequence. It seems to be part of a predicted coding
region (gene LOC129238; see http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
LocusLink/LocRpt.cgi?l=129238, 31 July 2002 update).

DISCUSSION
This study, performed on the scale

of entire human chromosomes,

provides a first global evaluation of
minisatellite polymorphism based

on genome sequence data. The re-

peats studied here, chosen by using

a detailed definition that is more

stringent than the broad definition

mentioned in the Introduction, are,

in majority (75%), polymorphic in

the population investigated, and

42% have a heterozygosity value

�0.5. Minisatellites from chromo-

somes 21 and 22 are similar in

physical distribution (higher fre-

quency toward chromosome ends),

sequence features, and polymor-

phism. Assuming that chromo-

somes 21 and 22 are representative

of all human chromosomes and

given that the two chromosomes

represent ∼2% of the genome, we

speculate that the entire human ge-

nome contains ∼6,000 minisatel-

lites that match our definition, in-

cluding 4,800 polymorphic and

2,500 very polymorphic ones. A few

10s of these might be expected to

qualify as hypermutable loci. Be-

cause our definition precluded many other potentially poly-
morphic minisatellites, future research should seek to expand
the category of minisatellites that are tested against our poly-
morphism prediction criteria.

Predicting Polymorphism
We showed that using the sequence properties %GC and
HistoryR effectively improves polymorphic minisatellite se-
lection. With them, we reduce the number of minisatellites
for typing by about half while increasing the frequency of
repeats with heterozygosity �0.5% from the background rate
of 43% to 59%. Internal conservation, used as a polymor-
phism predictor for microsatellites, is not applicable to mini-
satellites, presumably owing to the greater complexity of their
mutation processes.

That %GC correlates with polymorphism is in agreement
with earlier observations. Some of the first minisatellites to be
characterized were detected via a shared 10- to 15-bp “core”
sequence similar to the generalized recombination signal (�)

of Escherichia coli (GCTGTGG; Jeffreys et al. 1985). The ma-
jority of classical minisatellites (mostly polymorphic and/or
hypermutable ones) are GC-rich, with a strong purine/
pyrimidine strand asymmetry (Vergnaud and Denoeud 2000).
In other genomes, though, (for instance bacterial genomes),
%GC does not seem to be associated with minisatellites poly-
morphism (Le Fleche et al. 2001). Such a criterion may there-

fore not be universal, especially because GC content varies
significantly across genomes.

The HistoryR criterion is based on the hypothesis that

tandem repeats expand through multiple rounds of duplica-
tion, with the new copies sharing the mutations that occur
before duplication, whereas unique mutations accumulate
once the repeat is no longer evolving. For example (Fig. 1),

Figure 3 Criteria 1, 2, and 3 applied to the training set. For criteria 1 and 2, heterozygosity (28
individuals) versus HistoryR (criterion 1) or percentage of GC (%GC; criterion 2) are plotted. Correla-
tions are significant at the 0.01 level. For criterion 3, HistoryR versus %GC is plotted, with different
symbols representing the polymorphism. Lines represent the selected thresholds, and shaded areas
contain the minisatellites selected by the criteria (criterion 1, HistoryR �0.54; criterion 2, %GC �48%;
criterion 3, criteria 1 and 2 combined). Plots show that criteria select most of the polymorphic mini-
satellites and eliminate a majority of monomorphs or slightly polymorphic ones.
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minisatellite CEB252 shows several redundant patterns of
mutation, resulting in a high HistoryR score, whereas CEB233
shows no clear organization of mutations, resulting in a low
HistoryR score.

This polymorphism criterion is likely to be applicable to

any genome, even though the history reconstruction algo-
rithm makes simplifying assumptions about the possible bio-
logical mechanisms involved in array expansion. These
mechanisms, which include mutational events during mitotic
replication and meiotic recombination, comprising both in-
traallelic and interallelic events, might occur independently
or jointly. At present, there are no rules to predict which
mechanism will occur preferentially at which locus (Maleki et
al. 2002). Moreover, the individual mechanisms themselves
are still poorly understood and, thus, impossible to model.
Meiotic events, for instance, have been shown to result from
the activity of nearby meiosis-specific double-strand break
hot-spots. The nature of these sites, better known in yeast, is
still unknown in the human genome (Debrauwère et al. 1999;
Tamaki et al. 1999; Vergnaud and Denoeud 2000). In view of
the current state of knowledge, it may be premature to hope
for a perfect polymorphism predictor based on apparent array
expansion.

Use of Two Human Sequences to Select for

Polymorphic Loci Is Problematic
The availability of two versions of the human genome se-

quence provides an additional avenue to improve polymor-

phic minisatellite identification. However, in the repeats stud-

ied here, selection based on re-

ported length differences discarded
half the highly polymorphic mini-
satellites and, in particular, the hy-
permutable one from chromosome
22. In both chromosomes, the
number of loci with different pre-
dicted lengths in the HGP and Cel-
era sequences that were nonethe-
less both found was significantly
underrepresented. This is appar-
ently owing to the lack of indepen-
dence resulting from sharing of
data during assembly of the Celera
sequence. In addition, in both
chromosomes, the number of loci
in which only one or no predicted
allele was found is overrepresented,
apparently owing to assembly er-
rors. Because the Celera sequence—
which when not in agreement with
the HGP data—usually provides

copy numbers unobserved in any allele, it appears that the
Celera sequence, at least with respect to minisatellites, is more
prone to assembly error. As a result of the lack of indepen-
dence/assembly errors in the Celera/HGP data, polymorphism
prediction based on sequence comparison did not perform as
well as anticipated.

One New Hypermutable Locus in a Coding Region
This study revealed one hypermutable minisatellite, CEB205,
showing three mutant alleles among 278 children (mutation
rate, 0.54%; 95% confidence interval, 0.11% to 1.57%). Inter-
estingly, CEB205, with a 33-bp pattern, may be part of a cod-
ing region. The corresponding putative protein is 614 amino
acids long, half of which are derived from the tandem repeat
(11 codon repetition) at the N terminus. Of the minisatellites
studied here, 26 among 60 (43%) on chromosome 21, and 22
among 67 (33%) on chromosome 22 belong to genes (i.e.,
exons, introns, or UTRs), as determined by sequence similar-
ity analyses in the human genome sequence (using BLAST
and http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/, release of
November 2001). None except CEB205 appear to contribute
to the coding sequence itself. Although the proportion of tan-
dem repeats that contribute to coding regions is important in
bacterial genomes, it is relatively low in the human genome,
and CEB205 might represent the first known, coding hyper-
mutable minisatellite.

CEB310—which exhibited meiotic mutation events, but
which we do not here classify as hypermutable—is unusual in
that its sequence is 80% AT. It is reminiscent of the tandem

Table 2. Success of the Public Human Genome Project (HGP) and Celera Sequences in Predicting Alleles That Were Actually
Found to Occur

116 tandem repeats (predicted by both sequences)

Predicted lengths match: n = 75 Predicted lengths differ: n = 41

Allele found with predicted length: Allele found with predicted length:

Yes No Yes, both predictions HGP prediction only Celera prediction only Neither prediction

70 5 10 26 0 5

Figure 4 (A) Application of criteria 1 (HistoryR �0.54), 2 (%GC �48%), and 3 (HistoryR �0.54 and
%GC �48%) to the test set. For each criterion, the distributions of minisatellites (from monomorphs
to highly polymorphic) between positive (retained by the criterion) and negative (excluded by the
criterion) sets are compared. All differences between sets + and � are statistically significant at the 0.01
level. (B) On the whole set, comparison of the results obtained with criterion 4 and criterion 3.
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repeats studied in Giraudeau et al. (1999), that is, minisatel-

lites made up of degenerated microsatellite-like repeated units

(in this case, [AC]m[AT]n). Although most hypermutable

minisatellites known to date are GC-rich, some have been

described as having a very high AT content, for instance, the

one constituting the chromosomal fragile site FRA16B (Yu et

al. 1997; Yamauchi et al. 2000). The highly polymorphic

minisatellite MSY1, from human chromosome Y, is also very

AT-rich (75% to 80%; Jobling et al. 1998).

Future research will expand the systematic exploration of
human tandem repeat polymorphism by testing the %GC,

HistoryR, and HGP/Celera criteria on other human chromo-

somes as the sequences are progressively finished and released

(Deloukas et al. 2001).

METHODS

Constructing the Tandem Repeats Database

Tandem repeats were identified from chromosome 21 (Hattori
et al. 2000) and chromosome 22 (Dunham et al. 1999) se-
quences by using the TRF software (Benson 1999) with the
following options: alignment parameters of (2,3,5), minimum
alignment score to report repeat of 50, maximum period size
of 500. When the program reported redundant (overlapping)
repeats, the redundancy was eliminated in the following way.
For each group of overlapping repeats, two values were deter-
mined: Lmax, the maximal total length among the redun-
dant alignments, and Mmax, the maximal percent matches
among the redundant alignments with total length �80% of
Lmax. Then, of all the alignments in the group with total
length �80% of Lmax and percentage of matches �Mmax �

0.1, the one with smallest unit length was stored in the data-
base. The nominal length of the stored repeat is the total
length of the overlapping region, that is, from the first posi-
tion of the first overlapping repeat to the last position of the
last overlapping repeat. Twenty-two tandem repeats showed
differences of >5% between the nominal length and the
length of the stored repeat, (the difference exceeded 10% in
14 cases, and 30% in three cases: CEB311, 33%; CEB320, 46%;
and CEB327, 50%). For these latter three, TRF cut the repeats
into two parts, which were combined for further analysis.
Variation between nominal and stored size of repeats does not
affect allele size prediction, which is based on length of se-
quence between primers. The database, publicly available at
http://minisatellites.u-psud.fr, can be queried according to a
number of simple features (e.g., total length, unit length,
copy number, %GC) and provides links to repeat alignments
and flanking sequence data as described previously (Le Fleche
et al. 2001).

PCR Typing of Minisatellites

DNAwas provided by Centre d’Etudes du Polymorphisme Hu-
main (CEPH; http://www.cephb.fr/). PCRs were performed in
15 µL reactions, using 50 ng of genomic DNA, Roche long
template PCR buffer (1.75 mM MgCl2, 50 mM Tris-HCl at pH
9.2 and 25°C, 16 mM [NH4]2[SO4]), 0.033 U/µL Taq polymer-
ase (Roche), 0.003 U/µL Pwo (Roche), 200 µM of each dNTP
(Amersham-Pharmacia biotech), and 0.6 µM of each flanking
primer (Table 1; primers were selected within the flanking
sequences provided by TRF using Primer3 software: http://
www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi).
PCRs were cycled for 5 min at 96°C, then for 15 sec at 96°C:
for 20 sec at annealing temperature (Table 1; this temperature
was optimized for each primer pair by using the temperature
gradient provided by MJResearch PTC200), for 5 min at 68°C
for 30 cycles, and for 10 min at 68°C, on Perkin Elmer 9600
thermocycler or MJResearch PTC200. Samples were run
through a 13-cm-long 1% standard agarose (Qbiogen) gel in
0.5� TBE buffer at 10 V/cm for 1.5 h and visualized by

ethidium bromide staining using UV (1� TBE buffer is 89 mM
Tris, 89 mM boric acid, 2 mM EDTA at pH 8).

Polymorphism Measures

A population of 96 CEPH individuals (from the 40 reference
families) were typed for minisatellite polymorphism. This
population includes 13 mother/father/child trios and alto-
gether comprises 76 unrelated individuals. The 76 unrelated
individuals form subpopulation 1. A subset of 28 unrelated
individuals forms subpopulation 2. The exact list of the 96
individuals typed is provided in Supplementary Table 2.

In this study, we examined only length polymorphism,
not internal sequence variation. Two values, calculated on
unrelated individuals, were used to quantify polymorphism:
the number of alleles observed and the heterozygosity, calcu-
lated as 1 � �f2, where f are the allelic frequencies observed in
the population of unrelated individuals. Heterozygosity rep-
resents the probability of having two different alleles. The
simple PCR and ethidium bromide staining assay used here
will usually detect only the smallest allele in individuals
showing large length differences between alleles (as is often
the case for highly polymorphic loci). The shorter allele often
masks the longer one because it is easier to amplify. Such PCR
artifacts are indicated with an asterisk in Table 1. They were
detected because of the mother/father/child segregation con-
trols and also because they do not satisfy the Hardy-Weinberg
equilibrium, as tested with the HWE program, from the pub-
licly available Linkage Utilities package (Ott 1999). For these
loci, the heterozygosity value calculated from allelic frequen-
cies was obtained by counting only one allele for individuals
showing a single band (i.e., by assuming that the individual is
heterozygous with one allele masked) instead of counting the
same allele twice, as was done for loci in which homozygosity
was not in question. The resulting heterozygosity value could
be underestimated (if too many alleles are not seen), but it is
sufficient to roughly evaluate the polymorphism.

Mutation Rate Estimation

Mutation rate of the most polymorphic (i.e., potentially hy-
permutable) minisatellites was evaluated by a combination of
Southern blot hybridization and PCR typings, in recognition
of the “masking” phenomenon described above. Typings
were performed by using DNA from the eight largest CEPH
families (F102, F884, F1331, F1332, F1347, F1362, F1413,
F1416). Five µg of DNA were digested with AluI (CEB202,
CEB250, CEB269, CEB291) or HinfI (CEB205, CEB324,
CEB305; Boehringer Mannheim), electrophoresed through a
1% agarose gel and transferred to nylonmembranes (Nytran+,
Schleicher and Schuell) under vacuum (Pharmacia Biotech).
Probes were obtained from PCR products and recovered from
agarose using QIAquick gel extraction kit (Qiagen). Probes
were labeled with a-[32P]dCTP (Amersham Pharmacia Bio-
tech) by the random priming procedure (Feinberg and Vogel-
stein 1984). Hybridization was conducted as described in
Vergnaud (1989) in an hybridization oven at 65°C. After hy-
bridization, the filters were washed in 1� SSC/0.1% SDS or
0.1� SSC/0.1% SDS at 65°C. Membranes were revealed by
using a phosphoimager (Storm 860 Molecular Dynamics).

Sequence Characteristics of Repeats

The following sequence characteristics (calculated from the
HGP sequence) were tested for correlation with either allele
number or heterozygosity. Characteristics did not differ mark-
edly when evaluated in the Celera sequence (in which differ-
ences with HGP typically involved deletion of adjacent copies
reported in the HGP sequence):

1. Unit length: the length of the repetitive unit (consensus
pattern).

2. Copy number: the number of copies of the repetitive unit.
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3. Total length: the length of the entire tandem array.
4. Percent matches: the frequency at which a nucleotide at a
position in one unit matches the corresponding nucleotide
in the next unit (reading from left to right).

5. %GC: the percentage of nucleotides that are either G or C.
6. GC bias: strand asymmetry for G and C, |%G � %C|/
(%G + %C).

7. Purine/Pyrimidine bias: strand asymmetry for purines and
pyrimidines, |%Pur � %Pyr|/(%Pur + %Pyr).

8. Average entropy: from the columns of a multiple align-
ment of the repeat copies, the average, over all columns, of
the entropy calculated from nucleotide frequencies.

9. HistoryR: described below.

HistoryR is derived from the tandem repeats history re-
construction algorithm (Benson and Dong 1999), a greedy
algorithm that chooses a series of least-cost contractions to
convert a multicopy tandem array into a single putative an-
cestral copy. Greedy algorithms are not guaranteed to find the
overall least-cost solution, but testing has shown this ap-
proach to work very well on simulated sequences. Input is a
multiple alignment,M, of the individual copies in the repeat,
with n rows (number of copies) and k columns (length of
alignment). Mi,j represents the ith row and jth column of M,
and each Mi,j contains one of the alphabet symbols
(A,C,G,T,–). In a contraction, two or more consecutive, equal-
length subsequences (the contraction copies) are replaced by
a single subsequence (the merged copy) of the same length
(all subsequences selected have length equal to a multiple of
k). Each contraction reduces the number of rows in M. If the
contraction copies are identical, then one becomes the
merged copy. Otherwise at every position at which the con-
traction copies differ, the merged copy contains the character
that occurs most often, with ties being represented by an am-
biguous character, that is, a set of all the most frequently
occurring characters at that position. An ambiguous character
created in one contraction may be converted to a single char-
acter in a subsequent contraction. This method is analogous
to that used by Sankoff (1975; Sankoff and Rousseau 1975).
The cost of a contraction is a ratio. The numerator is the cost
of obtaining the contraction copies from the merged copy;
that is, at each position of the merged copy, subtract the num-
ber of times the most frequent character occurs in the con-
traction copies from the total number of contraction copies,
then sum all these differences. The denominator is the com-
bined length of rows by which M is reduced, that is, the
length of all contraction copies minus the length of the
merged copy.

History reconstruction yields four numerical values: (1)
Max, the maximum possible history cost; (2) Min, the mini-
mum possible history cost; (3) BinaryActual, the calculated
history cost when the number of contraction copies in every
contraction is restricted to exactly two; and (4) ManyActual,
the calculated cost when the number of contraction copies is
unrestricted. Max and Min are sums of column values from
the original alignment M. In the case of Max, the value of a
single column is the number of characters that are not the
most frequent character. Max is therefore the cost if the most
frequent character is ancestral and if every character different
from the ancestral character was produced by its own muta-
tion. For Min, the value is one less than the number of distinct
characters in a column, that is, at most four. Min is the history
cost if every distinct character different from the ancestral
character arose by a single mutation (with identical characters
produced by duplication).

Combinations of the four numerical values were tested
for polymorphism prediction in the training set and HistoryR,
which produced the highest correlation with heterozygosity,
was used for the remainder of the study. It is defined as

History R = ��Max − BestActual���Max − Min� when Max � Min
1 otherwise

where BestActual is the minimum of BinaryActual and
ManyActual. Usually, this was BinaryActual. The HistoryR
value can be thought of as the proportion of mutations that
could be accounted for by duplication that actually are. When
Max � Min, HistoryR �1, with a higher ratio indicating more
mutations accounted for by duplications (Fig. 1). When
Max = Min, each mutation is unique, and we arbitrarily set
the ratio to one. This occurred in only one repeat with a total
of four mutations. The history reconstruction program is
freely available for interactive use at http://tandem.
biomath.mssm.edu/cgi-bin/history/history.exe.

Statistical Analysis

All statistical analysis was done with the SPSS program except
for �2 tests which were done with StatXact 4. Correlations
were determined by three methods: Pearson correlation, and
nonparametric Kendall’s ��b and Spearman’s �. Correlations
are considered significant at the 0.01 level (two-tailed) of the
test statistics. Group comparisons were determined by first
conducting two tests of normality, Kolmogorov-Smirnov and
Shapiro-Wilkinson, on the values within each group. Values
were assumed to be normally distributed unless the test sta-
tistic fell within the 0.05 level of significance. If the values
were normally distributed in the two groups, then a t test was
used to compare the means, which were judged significantly
different at the 0.01 level of the statistic (two-tailed). If the
values were not normally distributed in either of the two
groups, then a nonparametric Mann-Whitney test was used to
compare the distributions, which were judged significantly
different at the 0.01 level of the statistic (two-tailed).

�2 tests were used to analyze HGP/Celera prediction data
for chromosomes 21 and 22 separately. The data were divided
into three categories: (1) identical predictions/allele size de-
tected, (2) different predictions/both alleles sizes detected,
and (3) one or neither predicted allele size detected. Two es-
timates for frequency of unobserved alleles were used (in or-
der to calculate the probability of alleles being detected): 10%
which corresponds to the largest frequency in the population
for which the chance of not appearing in our sample of 28
individuals is�0.05, and an arbitrary low estimate of 1%. The
probability of identical predictions in the HGP and Celera
sequences was obtained by summing the estimated heterozy-
gosity values calculated separately for each locus based on
observed frequencies in our sample (equivalent to using the
average observed heterozygosity over all loci).
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2.3.3 Recherche de minisatellites potentiellement 
polymorphes dans les séquences codantes 

2.3.3.1 Introduction  

Comme nous l’avons vu précédemment (Vergnaud & Denoeud 2000), le génome humain est 

riche en répétitions en tandem. Le chromosome 22, qui représente environ 1% du génome 

humain, contient de l’ordre de 15000 répétitions en tandem (détectées par le Tandem Repeats 

Finder (Benson 1999)) : on peut donc estimer le nombre de répétitions en tandem sur 

l’ensemble du génome à 1500000, dont plus de 5000 appartiendraient à la classe des 

minisatellites. 

Cependant, seule une quinzaine de minisatellites polymorphes appartenant à des séquences 

codantes, c’est-à-dire générant des répétitions en tandem au niveau de la séquence en acides 

aminés de la protéine correspondante, ont été étudiés, la plupart appartenant à la famille des 

mucines (Vinall 1998)  : voir Tableau 9, paragraphe 1.2.3.3.3.2. D’autre part, l’étude menée 

sur les chromosomes 21 et 22 (Denoeud 2003) a mis en évidence un minisatellite 

hypermutable appartenant à une séquence codante prédite, mais l’existence de cette protéine 

hypothétique nécessitera d’être vérifiée. Les répétitions survenant au niveau de séquences 

codantes sont susceptibles de générer une variabilité au niveau des protéines, éventuellement 

nécessaire à leur rôle physiologique (système immunitaire…) ou générant des pathologies. Il 

semble donc intéressant d’étudier plus largement cette classe de répétitions en tandem encore 

peu explorée. 

Certains articles traitent plus particulièrement des microsatellites survenant dans les 

séquences codantes : une étude menée sur des protéines de primates a par exemple montré que 

les répétitions trinucléotidiques étaient sur-représentées dans les exons (Borstnik 2002). Wren 

et collègues ont étudié les microsatellites polymorphes présents dans les ARNs messagers 

humains : ils sont plus fréquents dans les séquences non-codantes (5’ ou 3’) que dans les 

séquences codantes. Les auteurs prédisent toutefois que 3,7% des gènes humains 

contiendraient des répétitions en tandem polymorphes, dont 92% correspondraient à une unité 

répétée multiple de 3 (Wren 2000). Il apparaît en outre que certaines répétitions d’un acide 

aminé (trinucléotides) sont plus fréquentes que d’autres : poly-alanine, proline, glycine, 

glutamine, lysine, leucine et sérine (Borstnik 2002 ; Wren 2000).  

Marcotte et al. ont mis en évidence que les protéines d’eucaryotes sont plus riches en 

répétitions (principalement duplications) que les protéines de bactéries ou d’archées : ils ont 

émis l’hypothèse que des mécanismes similaires seraient à l’origine des duplications dans les 

trois règnes, mais que la machinerie de synthèse protéique eucaryote, prenant mieux en charge 
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les protéines multi-domaines, non-globulaires, permettrait le maintien des structures répétées 

chez ces organismes préférentiellement (Marcotte 1999).  

De Fonzo et al. ont mené une étude sur les répétitions en tandem (microsatellites comme 

minisatellites) présentes dans des gènes associés à des pathologies (en particulier celles qui 

sont associées à un phénomène d’anticipation) : certains candidats ont été trouvés à proximité 

de gènes ou dans des gènes (leurs unités répétées étant alors systématiquement multiples de 3) 

mais leur polymorphisme nécessite encore d’être testé (De Fonzo 1998). 

2.3.3.2 Séquences traitées 

Afin d’identifier les minisatellites appartenant à des séquences codantes, j’ai rapatrié toutes 

les séquences d’ARNs messagers du génome humain présentes dans Refseq en juin 2003. 

Refseq, « The Reference Sequence » collection (http://www.ncbi.nih.gov/RefSeq/) contient 

l’ensemble des séquences non-redondantes (ADN génomique, transcrits (ARNs messagers) et 

produits protéiques) pour différents organismes. Les ARNs messagers provenant de Refseq 

appartiennent à deux catégories principales : les gènes, dont le produit protéique est connu, et 

les modèles de gènes, prédits par des logiciels de détection de gènes et étayés par différents 

types de preuves : alignement avec des ARNs messagers (ARNm) et/ou des EST (Expressed 

Sequence Tags : séquences provenant de banques d’ADN complémentaire). Parmi les 37547 

ARNm rapatriés, 18474 correspondent à des gènes et 19016 correspondent à des modèles. Les 

autres ARNs messagers correspondent à des gènes d’ARNs ou des pseudogènes : ils n’ont pas 

été considérés dans cette étude. Les ARNm considérés totalisent 76921544 paires de bases, 

soit environ 2,5% de l’ensemble du génome humain. 

2.3.3.3 Caractéristiques des répétitions en tandem des ARNs 
messagers 

Tableau 10 : Caractéristiques des séquences des chromosomes 

 20, 21 et 22 et de l’ensemble des ARNs messagers du génome humain. 

 Chromosome 20 Chromosome 21 Chromosome 22 
ARNs 

messagers 

Longueur de la séquence traitée (pb) 59422997 33824148 33563000 76921544 

Densité en gènes (gènes/Mb) 
(Venter 2001) 

16 13 23  

% GC 
(Venter 2001) 

44% 41% 48%  

% de répétitions (dispersées…) 
(Venter 2001) 

41% 38% 44%  

Nombre de répétitions en tandem 24484 14996 14369 26153 

Densité en répétitions en tandem (/Mb) 412 443 428 340 

Nombre de minisatellites 
(définition au § 2.3.3.4) 

51 / / 50 

% de minisatellites parmi les répétitions 
en tandem 

0,21 % / / 0,19 % 

Densité en minisatellites (/Mb) 0,86 / / 0,65 
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Les séquences d’ARNm ont été soumises au Tandem Repeats Finder (Benson 1999) puis les 

répétitions en tandem identifiées ont été importées dans la base de données comme décrit 

précédemment (chapitre 2.1.1) : 26153 répétitions en tandem ont été identifiées dans les 

ARNs messagers, ce qui correspond à une densité en répétitions en tandem de 340/Mb, 

inférieure aux densités observées pour les chromosomes 20, 21 et 22 entiers : voir Tableau 10. 

Cette observation est cohérente avec une pression de sélection plus forte dans les régions 

codantes par rapport aux régions intergéniques. 

 

Figure 21 : Comparaison des distributions du nombre de copies, du %GC et de la conservation 

pour les répétitions en tandem des chromosomes 20, 21 et 22, et des ARNs messagers. 
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Nous avons comparé les caractéristiques des répétitions en tandem des ARNs messagers à 

celles des chromosomes 20, 21 et 22. Les histogrammes présentés sur la Figure 21 font 

apparaître que les répétitions en tandem des ARNs messagers ont, par rapport à l’ensemble 

des répétitions en tandem des trois chromosomes considérés : 

- un plus faible nombre de copies (Figure 21A) : pour les ARNm, il y a un excès de 

répétitions en tandem avec un nombre de copies entre 3 et 6 et un défaut de répétitions en 

tandem avec un nombre de copies supérieur à 6 par rapport aux trois chromosomes 

entiers. Cette observation reflète probablement le fait que les répétitions en tandem trop 

longues peuvent nuire à la fonction des gènes et sont donc contre-sélectionnées. 

- un plus fort pourcentage en GC (Figure 21B) : pour les ARNm, il y a un excès de 

répétitions en tandem avec un pourcentage en GC supérieur à 50% par rapport aux trois 

chromosomes entiers, même si leur situation est hétérogène : en effet, les chromosomes 

20, 21, et 22 ont des %GC variables : 44%, 41%, et 48% respectivement (Venter 2001). 

Le fait que les minisatellites d’ARNs messagers soient plus riches en GC reflète 

probablement le fait que les régions riches en GC du génome humain sont plus riches en 

gènes (Lander 2001 ; Venter 2001). 

- un plus faible degré de conservation entre unités répétées (Figure 21C) : pour les ARNm, 

il y a un excès de répétitions en tandem avec une conservation inférieure à 75% par 

rapport aux chromosomes 20, 21 et 22. 

Chez les bactéries, la plupart des répétitions en tandem a un motif répété d’une taille multiple 

de 3 (Le Flèche 2001), ce qui reflète probablement le fait qu’une majorité des répétitions se 

trouve dans des séquences codantes (en tout cas dans certaines espèces), les génomes 

bactériens étant plus denses en gènes. Pour les ARNs messagers humains, nous avons donc 

comparé la proportion de répétitions en tandem avec des unités répétées multiples de 3 entre 

les ARNm et les chromosomes 20, 21, et 22 : voir Figure 22. Il y a un très net excès de 

répétitions en tandem avec des unités répétées multiples de 3 dans les ARNs messagers par 

rapport aux trois chromosomes considérés. On peut donc supposer qu’une proportion 

conséquente de ces répétitions en tandem se situe dans les régions codantes et non pas dans 

les régions non traduites en 5’ (5’UTR) et en 3’ (3’UTR). 
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Figure 22 : Comparaison des distributions de la taille de motif pour les répétitions en tandem 

des chromosomes 20, 21 et 22, et des ARNs messagers. 

2.3.3.4 Sélection des minisatellites 

Le but de cette étude étant d’identifier les minisatellites potentiellement polymorphes dans les 

séquences codantes, nous avons utilisé les critères %GC et HistoryR qui ont été démontrés 

comme prédictifs sur le polymorphisme (Denoeud 2003). Les minisatellites que nous avons 

sélectionnés correspondent à la requête : 

- Longueur totale supérieure ou égale à 200 paires de bases (pb) 

- Unité répétée supérieure ou égale à 12 pb 

- Nombre de copies supérieur ou égal à 4 

- Pourcentage en GC supérieur ou égal à 70% 

- HistoryR supérieur ou égal à 0.6 

La requête utilisée sélectionne 50 minisatellites potentiellement polymorphes dans les ARNs 

messagers. La proportion de minisatellites répondant à la définition proposée ci-dessus parmi 

l’ensemble des répétitions en tandem est similaire à celle du chromosome 20 (Tableau 10) : 

0,2% environ.  
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Les seuils sur la longueur totale et le nombre de répétitions sont peu stringents, car il est 

probable, compte-tenu de la pression de sélection, que les minisatellites présents dans les 

séquences codantes soient de taille relativement restreinte. Cette hypothèse est en accord avec 

la définition élargie des minisatellites proposée dans l’introduction et dans la revue du 

chapitre 2.3.1 : les répétitions en tandem de plus de 140 paires de bases peuvent être 

considérées comme des minisatellites.  

Lors de l’étude menée sur les minisatellites des chromosomes 21 et 22, présentée au chapitre 

2.3.2 (Denoeud 2003) une requête sélectionnant les minisatellites avec %GC ≥ 48% et 

HistoryR ≥ 0.54 produisait un enrichissement en minisatellites polymorphes de 43% à 59% 

(spécificité : 59%) dans le lot sélectionné, et ne manquait que 30% des minisatellites 

polymorphes (sensibilité : 70%). La requête utilisée ici est plus stringente : on peut donc 

espérer qu’au moins 60% des minisatellites sélectionnés (soit 36 sur 50) soient effectivement 

polymorphes, et que moins d’une vingtaine aient été manqués. 

 

Figure 23 : Localisation chromosomique des minisatellites identifiés dans des séquences d’ARNm. 

La Figure 23 représente la localisation des 50 minisatellites potentiellement polymorphes 

détectés dans des ARNs messagers, sur le génome humain. Les minisatellites des ARNs 

messagers montrent sensiblement la même répartition (télomérique) que celle indiquée par 

(Amarger 1998) pour la population générale des minisatellites.  
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La Figure 24 montre la distribution des minisatellites correspondant à la même requête sur le 

chromosome 20 (dans ou hors des ARNs messagers) : le biais de distribution télomérique est 

similaire (31 minisatellites parmi 50 sont situés aux extrémités des chromosomes pour les 

ARNs messagers, et 27/51 pour le chromosome 20). 

 

Figure 24 : Localisation des minisatellites identifiés dans la séquence complète du chromosome 20 

(à droite : illutration d’une requête de répartition dans la base de données des répétitions en tandem). 

2.3.3.5 Caractéristiques des 50 minisatellites potentiellement 
polymorphes sélectionnés 

L’Annexe 4 présente la description des 50 minisatellites et des ARNs messagers qui leur sont 

associés. Pour les 50 minisatellites répondant à la requête, nous avons recherché si la 

répétition en tandem était située dans la région codante (CDS) ou dans les régions non 

traduites (UTRs), et si l’ARNm correspondait à un gène ou à un modèle de gène (prédiction). 

Les résultats sont présentés dans le Tableau 11. Parmi les 50 minisatellites, 36 sont situés dans 
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des ARNs messagers correspondant à des prédictions de gènes (modèles), soit 72%. Dans 

l’ensemble des ARNs messagers traités, seuls 51% correspondent à des modèles et 49% à des 

gènes avec des produits protéiques de fonction connue, inférée, ou inconnue.  

Tableau 11 : Distribution des minisatellites d’ARNs messagers, de motif multiple de 3 ou 

non multiple de 3, dans les différentes classes de séquences (CDS, UTRs, gènes, modèles). 

CDS UTRs 
Total : 50 

minisatellites 
potentiellement 
polymorphes 

gènes modèles gènes modèles 

Motif multiple 
de 3 10 11 1 2 

Motif non 
multiple de 3 1 14 2 9 

Total 11 25 3 11 

 

Le Tableau 11 présente également le nombre de minisatellites d’unité répétée multiple ou non 

multiple de 3 situés dans des UTRs, dans des CDS, de gènes ou de modèles de gènes. On note 

que les motifs « non multiples de 3 » sont dans leur très grande majorité rencontrés dans les 

modèles (23 sur 27). Le seul gène mis en évidence possédant une répétition non multiple de 3 

dans sa région codante correspond à une protéine hypothétique (certains ARNs messagers 

sont en effet classés parmi les « gènes » et non les « modèles de gènes », alors que la protéine 

correspondante est qualifiée d’hypothétique, de fonction inconnue). En principe, des 

répétitions nucléiques non multiples de 3 peuvent générer des répétitions d’acides aminés si le 

nombre de répétitions est suffisant : 3 unités répétées génèrent alors un « super-motif » 

nucléotidique multiple de 3, qui codera pour une répétition d’acides aminés. La Figure 25 

présente la traduction correspondant au minisatellite du gène du récepteur à la dopamine 

(DRD4) , unité répétée : 48 pb, et du gène prédit « LOC349662 » (catégorie : « ab initio, with 

EST support »). Cependant, le fait que de telles structures (motifs non multiple de 3 pb 

codants) ne soient obtenues que pour des prédictions de gènes laisse présager que les modèles 

de gènes contenant des répétitions nucléiques codantes mais non multiples de 3 seraient des 

artéfacts ne correspondant pas à des gènes réels. D’une manière plus générale, on constate 

que, en accord avec les observations menées sur la répartition des répétitions en tandem dans 

les génomes (Li 2002), la majorité des minisatellites répondant à la requête d’enrichissement 

en locus polymorphes et appartenant à des CDS ont des unités multiples de 3 (21/36 soit 58%, 

ou si on ne considère pas les modèles, 10/11 soit 91%), et la majorité des minisatellites 

appartenant à des UTRs ont des motifs non multiples de 3 (11/15 soit 73%). Pour les UTRs, 

contrairement aux CDS, les proportions de minisatellites à motif multiple de 3 ne sont pas 

significativement différentes entre gènes et modèles.  
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Figure 25 : Traduction des motifs répétés nucléiques en motifs répétés protéiques, pour deux 

minisatellites (l’un d’unité répétée de 48 pb, multiple de 3, et l’autre d’unité répétée de 29 pb). 
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2.3.3.6 Minisatellites appartenant à des séquences codantes 

Nous avons identifié 36 minisatellites appartenant à des séquences codantes, dont 25 

correspondent à des modèles de gènes (prédits), 2 à des gènes ayant des produits protéiques 

hypothétiques, et 9 à des gènes ayant des produits protéiques de fonction connue ou inférée : 

ces 9 protéines sont décrites dans le Tableau 12. Parmi ces répétitions en tandem, 5 sont déjà 

connues comme étant polymorphes : 3 d’entre elles (DRD4, CEL, OGFR) sont listées dans le 

Tableau 9 (paragraphe 1.2.3.3.3.2) car leur polymorphisme a déjà été largement étudié. Les 

deux autres correspondent à un minisatellite du chromosome 21 qui s’est révélé polymorphe 

(2 allèles) lors de l’étude que j’ai menée sur les chromosomes 21 et 22 (Denoeud 2003) (gène 

CLIC6 : ce minisatellite, CEB234, n’avait pas été localisé dans un gène lors d’analyses 

effectuées en 2001, alors qu’il fait partie d’une séquence codante selon la mise à jour du 

génome humain d’avril 2003), et à un ARN messager ayant plusieurs transcrits, provenant 

d’un phénomène d’épissage alternatif, différant par leur nombre de répétitions en tandem 

(gène MADCAM1) (Leung 1996). Quatre minisatellites potentiellement polymorphes, mais 

encore peu étudiés, situés dans des gènes connus ont donc été identifiés grâce à cette étude : 

ils appartiennent aux gènes GRINA, KRT10, GNAS1 et ESX1L, tous 4 impliqués dans des 

pathologies. L’étude de leur polymorphisme et de son influence sur ces pathologies mériterait 

donc d’être menée. De plus, les deux derniers gènes listés sont associés à des phénomènes 

d’empreinte parentale, ce qui les rend particulièrement intéressants à étudier. 

Parmi les 25 minisatellites appartenant à des séquences codantes de modèles de gènes, 11 ont 

des motifs répétés de longueur multiple de 3 et sont donc plus susceptibles de correspondre à 

des gènes réels, et surtout d’être polymorphes (en effet, il est très peu vraisemblable que des 

répétitions polymorphes appartenant à des séquences codantes aient des motifs répétés non 

multiples de 3 : ce n’est en tout cas observé pour aucune de celles listés dans le Tableau 9, 

voir paragraphe 1.2.3.3.3.2, ni pour celles identifiées par De Fonzo et al. (De Fonzo 1998)). A 

ces 11 minisatellites, on peut ajouter le minisatellite identifié dans un gène codant pour une 

protéine hypothétique, de fonction inconnue, et qui a également un motif répété multiple de 3. 

Le Tableau 13 présente ces 12 gènes qui, s’ils ont été correctement prédits, contiennent des 

minisatellites potentiellement polymorphes dans leurs séquences codantes. Ces gènes, n’ayant 

jamais été étudiés, mériteraient donc une attention particulière, surtout ceux pour lesquels la 

répétition en tandem constitue la majeure partie de la protéine. Certaines de ces séquences 

codantes sont en effet constituées en majorité -58%, 84%, 86%- par la répétition en tandem, 

ce qui laisse supposer un rôle prépondérant de leurs répétitions d’acides aminés sur la 

structure tri-dimensionnelle de la protéine, et donc sur sa fonction. De façon intéressante, pour 

les 9 gènes présentés dans le Tableau 12, la proportion de la séquence protéique 

correspondant à la répétition en tandem n’atteint pas plus de 32% (des proportions bien plus 

importantes sont toutefois observées pour des protéines connues comme les mucines : voir 

paragraphe 1.2.3.3.3.2 (Vinall 1998 ; Debailleul 1998)). 
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Tableau 12 : Gènes de fonction connue contenant des minisatellites codants. 

*épissage alternatif: la répétition en tandem n'est présente que dans le variant 3 qui contient un exon 5' différent ; ce gène est soumis à des phénomènes d’empreinte parentale 

**Locuslink : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/ 

 

Numéro 
d’accession 
de l’ ARNm 

Position de 
la 

répétition 
dans l'ARN 

Taille 
du 

motif 

Nombre 
de 

répétitions 

Longueur 
totale 

% 
conser 
vation 

%GC HistoryR 
Chromo 

some 

Répétition d'acides aminés 
(proportion de la 

 protéine constituée par la  
répétition en tandem) 

Nom du 
gène 

ID 
locuslink 

** 

Fonction de la 
protéine 

Pathologie 
associée 

Polymorphis
me étudié ? 

Références 

XM_291268 253-495 15 16,2 243 59% 70% 0,78 8q24.3 
 5aa: YPQGP 
 (23%) 

GRINA 2907 

« glutamate receptor, 
ionotropic, N-methyl 

D-asparate-associated 
protein 1 » (liaison au 

glutamate) 

troubles 
psychiatriques 

non   

NM_001807 1693-2218 33 15,9 526 92% 80% 0,92 9q34.3 
 11aa: PVPPTGDSGAP 
 (23%) 

CEL 1056 
carboxyl ester lipase 

(homéostasie du 
cholestérol) 

athérosclérose oui: 6 allèles 
(Higuchi 

2002) 

NM_000797 740-1162 48 8,81 423 91% 84% 0,8 11p15.5
 16aa: LPQDPCGPDCAPPAPG 
 (30%) 

DRD4 1815 
récepteur de la 
dopamine D4 

troubles de 
l'attention et de la 

personnalité 
oui: 9 allèles 

(Lichter 
1993) 

NM_000421 1352-1626 15 18 275 62% 79% 0,63 
17q21-

q23 
 5aa: SSGGG 
 (16%) 

KRT10 3858 kératine 10  
hyperkératose 

épidermolytique  
non   

NM_130761 692-897 24 8,6 206 96% 71% 1 19p13.3
 8aa: TSPESPDT 
 (17%) 

MADCAM1 8174 
« mucosal vascular 

addressin cell 
adhesion molecule 1»

impliquée dans les 
processus 

inflammatoires 

oui: 3 variants 
(1: N=8,6 ; 2: 

N=0 ; 3: 
N=5,6) 

(Leung 
1996) 

NM_007346 1576-1996 60 7 421 94% 73% 0,85 20q13.3
 20aa : 
 PSETPGPRPAGPAGDEPAE 
 (23%) 

OGFR 11054 
récepteur de facteur 

de croissance opioïde

rejet de tumeurs 
dirigé par l'antigène 

de l'angiogénèse  

oui: 5 variants 
(0 à 8 

répétitions) 

(Mollick 
2003) 

NM_080425 805-1097 36 8,13 293 92% 79% 1 
20q13.2-

q13.3 
 12aa: PDAPADPDSGAA 
 (11%) 

GNAS1* 2778 

« stimulatory guanine 
nucleotide-binding 

protein G »: 
 sous-unité α 

pseudo-
hypoparathyroïdie, 
type 1a (PHP1a) ; 
osteodystrophie 

héréditaire 
d’Albright 

non 
(Lalande 

2001) 

NM_053277 465-860 30 13,2 396 82% 74% 0,7 
21q22.1

2 

 20aa: 
GPAGDSVDAEGRVGDSVDAE 
 (19%) 

CLIC6 54102 
canal chlore 

intracellulaire, 6  
? 

oui: 2 allèles, 
CEB234 

(Denoeud 
2003) 

NM_153448 784-1177 27 14,6 394 90% 75% 0,86 Xq22.1
 9aa: VPPGPPMAP 
 (32%) 

ESX1L 80712 

« extraembryonic, 
spermatogenesis, 
homeobox 1-like » 

(facteur de 
transcription) 

rôle supposé sur 
les phénomènes 

d'empreinte 
parentale 

non (Fohn 2001) 
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Tableau 13 : Gènes hypothétiques contenant des minisatellites codants. 

ARNm 
Taille 

du 
motif 

Nombre 
d'unités 

Longueur 
totale 

% 
conser- 
vation 

%GC HistoryR Chromosome

Position de 
la 

répétition 
dans l'ARN

Position de la 
séquence 

codante dans 
l’ARN 

Proportion de 
la protéine 

correspondant 
à la répétition

Répétition d'acides aminés Catégorie de locus 

XM_292899 24 32,41 778 94% 72% 0,77 2p25.3 
522-1299 

(atrophin-1 
region) 

1-1353 58%  8aa: DPTPVPSA  model, ab initio, with EST support 

XM_293077 39 14,6 568 99% 70% 1 2q37.3 582-1149 13-1629 35%  13aa: RSSYTLGRGPVAP  model, ab initio, with EST support 

XM_294605 24 115 2759 95% 70% 0,91 9q34.3 360-3118 195-3464 84%  8aa: DTPRPRDC  model, ab initio, with EST support 

XM_305804 45 6,02 271 96% 70% 1 9q34.3 2100-2370 1-2412 11%  15aa: ATLIPVPPVLSPLST  model, ab initio, with EST support 

XM_172821 33 6,75 223 94% 74% 1 10q26.3 62-284 41-517 47%  11aa: TPASSSSAAPP 
 model, supported by mRNA 
alignments 

XM_062938 39 39,3 1530 92% 73% 0,71 13q34 197-1726 1-1770 86%  13aa:LGGDRTHGDAPSR  model, ab initio, with EST support 

XM_301533 30 7,3 220 96% 74% 1 15q22.32 82-301  1-441 50%  10aa: EPGDGGKLPP  model, ab initio 

XM_303976 33 7,1 234 96% 71% 1 16q24.3 1316-1549 1-2127 11%  11aa: GYRNSLFPPGE  model, ab initio, with EST support 

NM_024510 48 4,8 230 98% 70% 1 17q25.3 871-1100 728-1411 34%  16aa: VPEPVHRPQDPWHIPG
 gene with protein product, 
 function unknown 

XM_210355 39 5,3 207 95% 76% 1 18q23 378-584 1-846 24%  13aa: GSRSGEPRAPTDR  model, ab initio 

XM_066408 33 32,6 1076 97% 71% 0,88 22q13.33 785-1860 1-1869 58%  11aa: GEAQSFPVEES  model, ab initio, with EST support 

XM_301914 33 8,1 267 97% 73% 1 22q13.33 139-405 1-918 29%  11aa: HTAPDTPAQPF  model, ab initio 
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2.3.3.7 Conclusions 

Différentes observations nous laissent penser que certains modèles de gènes, provenant de 

prédictions ab initio, ne doivent pas correspondre à de véritables gènes :  

- On note un excédent de modèles de gènes parmi les ARNs messagers contenant des 

minisatellites : une hypothèse pour expliquer cette observation serait que certains de ces 

modèles sont faux.  

- Seuls les modèles de gènes contiennent des répétitions nucléiques codantes d’unité non 

multiple de 3. Si de telles structures étaient utilisées pour coder pour des répétitions 

d’acides aminés (« super-motifs » de 3 motifs nucléiques codant pour un motif protéique : 

voir Figure 25), on observerait vraisemblablement des co-mutations au niveau de la 

séquence nucléique tous les 3 motifs répétés. Il est d’ailleurs probable que le Tandem 

Repeats Finder (Benson 1999) aurait identifié de façon redondante des répétitions avec 

des consensus 3 fois plus longs, et une meilleure conservation. L’analyse des séquences 

nucléiques correspondantes ne montre rien de tel. Il est donc très probable que les 

séquences codantes prédites, correspondant à des unités répétés non multiples de 3 paires 

de bases sont en fait des erreurs de prédiction. On ne peut pas exclure toutefois que ces 

répétitions en tandem soient monomorphes (et maintenues comme telles par la pression de 

sélection) auquel cas la taille du motif aurait moins d’importance. 

On peut donc supposer que les séquences codantes prédites (modèles de gènes) contenant des 

minisatellites sont pour la plupart (en tout cas pour ceux ayant des motifs non multiples de 3) 

des erreurs de prédiction, tout du moins en ce qui concerne les frontières entre introns et 

exons. Il y a donc vraisemblablement moins de minisatellites appartenant à des séquences 

codantes que nous n’en avions identifié en première intention, c’est pourquoi nous n’avons 

décrit que les minisatellites à motif multiple de 3 (soit 21/36). Afin d’améliorer la prédiction 

de gènes, des critères tels que « absence de répétitions en tandem à motif non multiple de 3 » 

dans la séquence codante pourraient être appliqués. En effet, les minisatellites codants restent 

très rares :  si de telles structures sont identifiées (quelle que soit la longueur du motif), il 

convient de vérifier la validité du gène prédit. 

Les nouveaux minisatellites codants identifiés par cette étude sont potentiellement 

polymorphes : ils ont été sélectionnés selon des critères corrélés au polymorphisme (Denoeud 

2003). Ce polymorphisme nécessite d’être confirmé. Le fait que parmi les 9 minisatellites 

codants isolés dans des gènes connus, 5 aient déjà été étudiés et caractérisés comme étant 

polymorphes, laisse présumer que la requête utilisée est efficace pour sélectionner des 

minisatellites polymorphes. Cependant, elle n’a permis d’identifier que 4 nouveaux 

minisatellites dans des gènes connus et 12 dans des gènes hypothétiques. De plus, les 

mucines, famille de protéines contenant des répétitions en tandem polymorphes (Vinall 1998), 

n’ont pas été identifiées par cette requête. Certains minisatellites codants ont donc été 

manqués : une requête moins stringente mériterait d’être testée. Par exemple, on pourrait 
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tâcher de trouver des caractéristiques communes aux minisatellites codants déjà étudiés 

(Tableau 9) afin de générer une requête plus générale. En tout cas, cette approche pour 

identifier des répétitions en tandem codantes, c’est-à-dire potentiellement fonctionnelles, est 

prometteuse. En particulier, cette étude semble cibler de façon préférentielle des locus 

impliqués dans des phénomènes d’empreinte parentale, comme le gène GNAS1, épissé de 

façon différentielle selon l’origine maternelle ou paternelle des allèles (Lalande 2001), et dont 

l’un des transcrits contient un minisatellite potentiellement polymorphe (Tableau 12). 
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3 Discussion et perspectives 



 102

3.1 La base de données des répétitions en tandem 

Dans cette thèse, j’ai illustré l’utilité de la base de données des répétitions en tandem. Elle a 

été mise à profit au laboratoire pour : 

- L’étude de la répartition des minisatellites sur des chromosomes eucaryotes (Vergnaud 

2000). 

-  L’identification de marqueurs polymorphes pour l’épidémiologie bactérienne (Le 

Flèche 2001; Le Flèche 2002), en particulier grâce à la page de comparaison de souches 

(Denoeud 2004). 

- La mise en évidence de critères prédictifs sur le polymorphisme de minisatellites 

humains (Denoeud 2003). 

Cette base de données est accessible sur Internet, dans le but d’être utile à d’autres 

utilisateurs, ce qui semble être le cas au vu des nombreuses requêtes qui y sont menées 

quotidiennement, en particulier pour les génomes bactériens. Cependant, ce site reste 

« artisanal » (j’en suis pour l’instant la seule administratrice) et on ne peut qu’espérer qu’un 

des sites majeurs fournisseurs de services bioinformatiques trouve suffisamment d’intérêt à 

cet outil pour en réaliser des développements plus performants et plus durables. 

Certaines améliorations mériteraient encore d’être apportées à la base de données. Comme 

nous l’avons décrit au paragraphe 2.1.1.1, l’élimination de la redondance dans les résultats du 

logiciel Tandem Repeats Finder (Benson 1999) a fait l’objet de choix automatiques sur des 

critères empiriques qui étaient dans certains cas peu judicieux. Par exemple, lorsqu’une 

répétition en tandem « émerge » à l’intérieur d’une autre (comme nous l’avons vu dans le cas 

des « VLTR » ou « variable length tandem repeat » (Hauth 2002) : Figure 11), le choix 

effectué va masquer cette émergence en présentant la plus grande répétition en tandem. Des 

ajustements pourraient permettre de compenser ce défaut : la base pourrait inclure par 

exemple une mesure de la distorsion de la conservation interne, ce qui permettrait d’identifier 

les répétitions en tandem qui en contiennent une autre, d’évolution plus récente, à motifs 

souvent beaucoup mieux conservés. Une amélioration a déjà été apportée par rapport à la 

première version de la base : les alignements retenus proposent un lien vers les autres 

alignements (non retenus) de la région de redondance, afin de permettre à l’utilisateur de 

choisir. Cette fonctionnalité n’est toutefois disponible que pour les génomes importés 

récemment. C’est également le cas d’autres options telles que l’accès à la séquence brute des 

répétitions en tandem (sans alignement des unités répétées avec le motif consensus). 

Malgré ces quelques réserves, la base de données que j’ai développée reste à ce jour le seul 

site spécialement dédié à l’identification de répétitions en tandem dans les génomes, utilisable 

sans compétences ou goûts particuliers pour la bioinformatique. Au vu de l’intérêt croissant 

porté ces dernières années au génotypage de souches par les répétitions en tandem, on peut 
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espérer que la page consacrée aux génomes bactériens (et notamment la page de comparaison 

de souches) devienne un outil de référence pour les développeurs de tels moyens de typage. 

A titre de comparaison, le site développé par Gary Benson (TRDB : Tandem Repeats 

Database [http://tandem.bu.edu/cgi-bin/trdb/trdb.exe]) dédié à la détection et à l’analyse des 

répétitions en tandem, n’a pas la même vocation que notre base de données. Il s’adresse plutôt 

à des « spécialistes » des répétitions en tandem, en leur proposant des utilitaires de 

visualisation et de classification des répétitions en tandem présentes dans les séquences qu’ils 

soumettent. Ce site est toutefois très utile pour analyser les séquences de différents allèles de 

répétitions en tandem polymorphes. En effet, pour le génotypage de bactéries, il est de plus en 

plus fréquent de pousser l’analyse jusqu’au séquençage des allèles. Dans notre laboratoire, 

différents locus polymorphes de bactéries pathogènes sont ainsi séquencés, et nous sommes 

des utilisateurs réguliers de la base de Gary Benson, avec qui nous entretenons une 

collaboration. 

3.2 Répétitions en tandem et phylogénie 

3.2.1 Intérêt phylogénique du typage de répétitions en 
tandem bactériennes 

En épidémiologie bactérienne, les répétitions en tandem sont utilisées afin de distinguer 

différents isolats ou souches. Les génotypes obtenus par typage des répétitions en tandem 

permettent d’obtenir une classification des différentes souches, sous forme d’un arbre, ce qui 

donne une idée de leur proximité. Cette proximité vis à vis des répétitions en tandem n’a 

toutefois pas nécessairement une valeur phylogénique : l’arbre basé sur les répétitions en 

tandem peut ne pas correspondre à l’arbre évolutif réel de l’espèce. En effet, certains allèles 

peuvent être de taille identique sans avoir suivi le même chemin évolutif. Ce phénomène est 

appelé homoplasie. Lorsque la répétition en tandem est imparfaite (variations entre motifs), 

l’homoplasie peut se manifester sous la forme d’allèles de taille identique mais de séquence 

différente. Par exemple, pour le minisatellite de l’insuline analysé par Jeffreys et collègues, 39 

allèles peuvent être distingués d’après leur taille, qui correspondent à 189 codes MVR 

distincts (Stead 2000). De plus, l’analyse des séquences ou des cartes MVR (Jeffreys 1991) de 

certains minisatellites montre que des allèles de taille différente peuvent être bien plus 

proches, du point de vue de l’agencement et des mutations internes des motifs, que des allèles 

de taille identique. Il arrive donc que des allèles de même taille soient retrouvés dans des 

branches distinctes de l’arbre provenant d’une analyse MLVA (multiple locus VNTR 

analysis). En général, les classifications produites par typage de taille de répétitions en tandem 

varient légèrement en fonction de la combinaison de marqueurs polymorphes utilisée. 

Cependant, si on emploie un nombre suffisant de marqueurs, l’arbre obtenu est robuste, et en 
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concordance avec la phylogénie connue pour l’espèce considérée (inférée grâce à des critères 

morphologiques, biochimiques, et/ou de spécificité d’hôte) : nous l’avons montré pour 

Bacillus anthracis (Le Flèche 2001), Mycobacterium tuberculosis (Le Flèche 2002), et 

d’autres espèces encore en cours d’analyse au laboratoire, comme Brucella. Ainsi, si le choix 

des marqueurs polymorphes est judicieux (élimination des marqueurs soumis au phénomène 

d’homoplasie et des marqueurs trop polymorphes donc peu informatifs d’un point de vue 

évolutif), l’arbre produit par l’approche MLVA aura de bonnes chances de correspondre à la 

phylogénie de l’espèce bactérienne. 

3.2.2 Analyse des séquences de répétitions en tandem 

Une façon simple de détecter des phénomènes d’homoplasie consiste à séquencer les 

différents allèles de même taille, à condition que le locus ne soit pas une répétition en tandem 

parfaite. Le séquençage des locus VNTR peut en outre s’avérer une source très puissante 

d’information sur la phylogénie des espèces : il suffirait dans les cas favorables de séquencer 

un ou quelques locus au lieu de typer une quinzaine de locus, pour aboutir au moins à un 

premier niveau de classification. Cette approche se heurte toutefois à une limitation. 

Actuellement, très peu de moyens existent pour analyser les séquences de répétitions en 

tandem, et en particulier pour appréhender leur évolution. Gary Benson a proposé en 1999 un 

logiciel de reconstruction de l’histoire des répétitions en tandem (Benson 1999). Ce 

programme, décrit dans l’article présenté au chapitre 2.3.2 (Denoeud 2003), cherche à 

contracter à moindre coût une répétition en tandem pour remonter à un motif ancestral. Cet 

algorithme se base sur l’hypothèse que lorsque plusieurs motifs ou groupes de motifs arborent 

les mêmes mutations internes, ils sont très probablement issus d’une duplication. Cette 

approche, même si elle a un intérêt pour quantifier l’hétérogénéité interne d’allèles de 

minisatellites considérés individuellement (nous le verrons au chapitre 3.3), ne peut pas 

s’appliquer à la comparaison de plusieurs allèles. Elemento et collègues se sont intéressés plus 

particulièrement à la reconstruction de l’histoire des duplications ayant conduit d’un gène 

ancestral à différents gènes paralogues répétés en tandem, comme c’est le cas pour la région 

«TRGV » (région variable de la chaîne gamma des récepteurs des lymphocytes T) constituée 

de 9 gènes (Elemento 2002a ; Elemento 2002b) : ces programmes, d’une grande efficacité, 

s’intéressent encore une fois aux événements de duplication survenus dans un seul allèle et ne 

s’appliquent donc pas à la comparaison d’allèles. 

Actuellement, plusieurs projets de séquençage de minisatellites sont menés au laboratoire, et 

l’analyse des allèles est effectuée à la main, après un pré-traitement utilisant les outils de Gary 

Benson [http://tandem.bu.edu/cgi-bin/trdb/trdb.exe]. Il s’agit, comme pour les cartes MVR, de 

coder les minisatellites par la succession des différents types d’unités répétés qu’ils 

contiennent : voir Figure 26. 
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Figure 26 : Codage d’allèles d’un minisatellite de M. tuberculosis : à chaque motif différent 

est attribué un code, de A à J. Les deux allèles diffèrent par la présence/absence du motif D. 

Ensuite, si le nombre de motifs possibles n’est pas trop grand et que le nombre d’allèles 

comparés n’est pas excessif, il est possible de reconstruire manuellement les événements 

évolutifs les plus probables ayant conduit d’un allèle à un autre (duplications, délétions, 

mutations ponctuelles dans des motifs), ou tout au moins de se faire une idée, visuellement, 

sur la proximité des allèles. De telles études devraient fournir des pistes sur les mécanismes 

de mutation des minisatellites bactériens, encore très peu étudiés. On peut espérer que 

l’analyse manuelle d’un certain nombre de locus minisatellites bactériens permettra de faire 

des généralisations sur les mécanismes d’évolution de ces structures, afin de créer un 

programme de comparaison automatique d’allèles. Il semble en effet prématuré de vouloir 

traiter automatiquement la phylogénie des répétitions en tandem, alors que les mécanismes 

sous-jacents restent énigmatiques et les données encore peu nombreuses. 

Quelques tentatives ont toutefois été faites pour créer des algorithmes de phylogénie des 

répétitions en tandem, en utilisant des simplifications du problème. Ainsi, Bérard & Rivals 

proposent un algorithme d’alignement d’allèles de minisatellites (cartes MVR). Malgré le fait 

que ce programme n’autorise que des événements de nature simple (il ne considère que les 

délétions et amplifications d’une seule unité à la fois, et ne tient pas compte de la proximité 
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entre les différents types de motifs), les distances entre allèles qu’il a produites pour le 

minisatellite humain MSY1 ont permis de reconstruire une phylogénie concordante avec celle 

issue d’autres marqueurs (Berard 2003). Le minisatellite MSY1, situé sur le chromosome Y, 

correspond à une situation haploïde : seuls des événements intra-alléliques peuvent y survenir, 

ce qui est également le cas pour les minisatellites bactériens. Il serait intéressant d’appliquer 

cet algorithme aux séquences obtenues dans notre laboratoire pour des minisatellites de 

différentes espèces bactériennes (Brucella, Staphylococcus aureus…). Cependant, les études 

déjà faites manuellement pour certains locus montrent qu’une généralisation est difficile, et il 

est donc probable que ce modèle simple ne donne pas toujours des résultats satisfaisants. En 

outre, il n’est clairement pas adapté pour ceux des minisatellites humains localisés sur les 

autosomes qui peuvent subir des événements de recombinaison inter-allélique.  

3.3 Prédiction du polymorphisme  

3.3.1 Critères de séquence corrélés au polymorphisme 

Pouvoir prédire le polymorphisme des répétitions en tandem à partir de la séquence d’un seul 

allèle constituerait une avancée majeure, dans la mesure où elle permettrait d’éliminer les 

étapes de typages préliminaires, parfois longues et coûteuses, visant à évaluer le 

polymorphisme des locus. Nous avons montré que certaines caractéristiques de séquence sont 

corrélées au polymorphisme des minisatellites humains : %GC et HistoryR (Denoeud 2003). 

Ces deux critères, même s’ils améliorent la sélection de minisatellites polymorphes, ne 

permettent pas de s’affranchir totalement de l’étape de typage préliminaire, puisque les 

prédictions ne produisent que 60% environ de minisatellites effectivement polymorphes dans 

le lot de minisatellites humains que nous avons testé. En outre, ils passent à côté d’un certain 

nombre de locus d’intérêt (30%). Par exemple, même si la majorité des minisatellites 

hypermutables actuellement connus est riche en GC (Vergnaud 2000), certains sont riches en 

AT et seraient donc éliminés par une telle sélection. Il faut noter que les quelques 

minisatellites riches en AT connus, comme FRA16B (Yu 1997), ne possèdent pas 

suffisamment de variants internes pour qu’on puisse étudier les événements de mutation qui 

s’y produisent. Il serait pourtant important de vérifier qu’ils sont bien soumis aux mêmes 

mécanismes que les minisatellites riches en GC. De façon intéressante, le meilleur critère de 

prédiction du polymorphisme des minisatellites humains, HistoryR, est aussi le plus 

complexe : il reflète la facilité avec laquelle on peut remonter depuis la répétition en tandem 

qu’on observe jusqu’à un motif « ancestral » unique, par des événements de contraction. 

Même si ce paramètre est obtenu à partir d’un modèle d’évolution des répétitions en tandem 

relativement simple, il reste plus informatif que des données de séquence brutes. On peut 

donc espérer que si des programmes plus élaborés voient le jour, ils fourniront de meilleurs 

prédicteurs du polymorphisme.  
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Chez les bactéries, nous avons également recherché des critères de séquence corrélés au 

polymorphisme des répétitions en tandem (Le Flèche 2001 ; Denoeud 2004). Nous avons 

effectué cette recherche sur des répétitions en tandem de longueur totale quelconque, donc 

généralement bien inférieure à celle des minisatellites que nous avions étudiés chez l’Homme. 

En effet, les minisatellites de grande taille (plusieurs centaines de paires de bases et plusieurs 

dizaines de motifs) sont en nombre trop faible dans certains génomes bactériens et nous avons 

donc étendu l’analyse aux répétitions ne comptant que quelques unités répétées. Pour des 

nombres d’unités faibles, la valeur de HistoryR a de fortes chances d’être égale à 1 (le coût 

maximal de reconstruction est égal au coût minimal) : ce critère est alors peu informatif, ce 

qui explique qu’il ne soit pas corrélé au polymorphisme dans ces analyses. Deux 

caractéristiques de séquence plus « classiques » sont en revanche corrélées au 

polymorphisme : la conservation interne et le nombre de copies. Etant donné que nous avons 

considéré des répétitions en tandem de taille assez restreinte, il n’est pas étonnant que des 

critères influant sur l’instabilité des microsatellites soient corrélés au polymorphisme dans cet 

échantillon. Cependant, la qualité prédictive de tels critères reste très variable selon les 

espèces bactériennes considérées : ils ne sont donc pas satisfaisants pour étudier de nouvelles 

espèces. Ainsi, la meilleure approche pour prédire le polymorphisme des répétitions en 

tandem bactériennes reste la comparaison de souches. Cette approche devrait être de plus en 

plus facile à mettre en œuvre car il est probable que nous disposions dans un avenir proche, 

pour la quasi-totalité des espèces bactériennes d’intérêt médical et/ou économique, de la 

séquence génomique de plusieurs souches. 

3.3.2 Mécanismes de mutation 

La prédiction du polymorphisme, comme la phylogénie basée sur les répétitions en tandem, 

profiterait d’une meilleure compréhension des mécanismes de mutation sous-jacents. Comme 

je l’ai décrit dans l’introduction, plusieurs types de mécanismes d’instabilité (méiotiques ou 

mitotiques) sont invoqués pour les minisatellites humains. Selon les locus, ces différents 

événements surviennent dans des proportions variables, encore impossibles à prédire. Il est 

probable que pour certains mécanismes, la séquence des répétitions en tandem joue un rôle, 

tandis que pour d’autres, seul l’environnement ait une importance. Ainsi, la compréhension 

des mécanismes de mutation des minisatellites humains, qui ont pourtant été largement 

étudiés, reste très partielle. Il semble que nous soyons encore dans une phase où les nouvelles 

données obtenues compliquent notre vision des choses plus qu’elles ne la simplifient. 

Chez les bactéries, organismes haploïdes où les événements de recombinaison inter-alléliques 

ne peuvent pas se produire (sauf cas de transferts horizontaux), les mécanismes de mutation 

des minisatellites n’ont quasiment pas été étudiés. Ces mécanismes pourraient impliquer, 

comme chez l’Homme, des glissements lors de la réplication et la réparation de cassures 

double-brin par l’invasion de la chromatide sœur. On peut espérer que des investigations 

seront menées prochainement dans ce domaine. 
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Par ailleurs, lorsque les mécanismes d’évolution des répétitions en tandem seront mieux 

élucidés, il faudra encore être en mesure, afin d’améliorer l’étude des séquences pour la 

prédiction du polymorphisme et la phylogénie, de les modéliser in silico. Il s’agit là d’une 

tâche bioinformatique ambitieuse. 
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Annexe 1 : Extrait du programme Perl utilisé pour générer les tables 

à importer dans la base de données des répétitions en tandem 
 

 

sub detection_redondance
{
# Détecte la redondance : le tableau groupe contiendra 0 aux indices
correspondant à des sorties non-redondantes, et il contiendra le numéro du
groupe de redondance aux indices correspondant à des sorties redondantes (au
moins 2 sorties auront le même numéro de groupe)

#taille_tabl = dimension de nos tableaux
#pos_left, pos_right = tableaux contenant les indices de début et de fin
#groupe = tableau contenant les numéros de groupes
#deb_plage et fin_plage = positions de début et de fin de la plage union des
plages chevauchantes

my ($i, $j);

# initialisation du tableau "groupe":
for ($i=0; $i<= $taille_tabl; $i++)
{

$groupe[$i] = 0;
}

$d1 = $pos_left[0];
$f1 = $pos_right[0];

$j = 1; #numéro de groupe
$dans_groupe = 0; # vaudra 1 si on est dans un groupe

for ($i = 1; $i <= $taille_tabl; $i++)
{

$d2 = $pos_left[$i];
$f2 = $pos_right[$i];

if ($d2 > $f1)
{ #plages 1 et 2 non chevauchantes

$d1 = $d2;
$f1 = $f2;
if ($dans_groupe == 1)
{ # Au tour précédent, nous étions dans un groupe : on vient de

quitter un groupe
$groupe[$i-1] = $j; # On remplit groupe(indice du dernier du

groupe)
$j++;
$dans_groupe = 0;

}
}
else
{ #plages 1 et 2 chevauchantes

$d1 = min($d1, $d2);
$f1 = max($f1, $f2);
#on prend l'union des 2 plages
$deb_plage[$j] = $d1;
$fin_plage[$j] = $f1;
$groupe[$i - 1] = $j;
if ($i == $taille_tabl)
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{ #on ne rentrera plus dans la boucle : il faut donc remplir
groupe(indice du dernier du groupe) soit groupe(taille_tabl)

$groupe[$i] = $j;
$j++; # pr calculer Nb_groupes

}
$dans_groupe = 1; #on signale qu'on était dans un groupe à ce tour

}
}
}
##########################################################################

sub traitement_redondance
{
# Traite la redondance en sélectionnant le plus petit motif répété parmi ceux
qui ont une longueur totale maximale à 20% près et ayant les meilleurs taux
d'alignement. On conservera l'union des étendues chevauchantes.
# Recalcule aussi la longueur totale et le nombre de répétitions et modifie les
cases correspondantes.

# On est à l'intérieur d'un groupe de redondance
# ideb = indice du début du groupe
# ifin = indice de la fin du groupe
# debut_pl et fin_pl = début et fin de plage

my($i, $ind);

# 1. On recherche l'indice correspondant à la longueur totale maximale :
ind_maxlong et l'indice correspondant au %matches maximal pour une longueur
totale maximale, à 20% près

$ind_maxlong=max_tabl($ideb, $ifin);

$ind_maxmatch = $ind_maxlong; #il faut initialiser à un indice répondant au
critère de longueur totale

for ($i = $ideb; $i <= $ifin; $i++)
{

if ($long_tot[$i] >= $long_tot[$ind_maxlong] * 0.8)
{

if ($matches[$i] > $matches[$ind_maxmatch])
{

$ind_maxmatch = $i;
}

}
}

# 2. On recherche le motif minimal, pour des séquences répondant aux deux
critères suivants: longueur totale maximale à 20% près, et %matches maximal à
10 près

$ind_motifmin = $ind_maxmatch;
#initialise dans la plage considérée (conditions sur Ltot et %M vérifiées)

for ($i = $ideb; $i <= $ifin; $i++)
{

if ($long_tot[$i] >= $long_tot[$ind_maxlong] * 0.8 && $matches[$i] >=
$matches[$ind_maxmatch]- 10)

{
if ($U[$i] < $U[$ind_motifmin])
{

$ind_motifmin = $i;
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}
if ($U[$i] == $U[$ind_motifmin]) #on privilegie la plus grande plage
{

if ($long_tot[$i] > $long_tot[$ind_motifmin])
{
$ind_motifmin=$i;
}

}
}

}
$ind=$ind_motifmin;
#pour raccourcir la ligne à écrire

#3. Modification de la sequence: sequence_cor

$ileft=$ideb;
#ileft est l'indice de la séquence la plus à gauche: on commencera par elle
# (correspond à ideb car pos_left classées dans l'ordre croissant)
$fin_seq=$pos_right[$ileft];
$seq=$sequence[$ileft];
$i=$ideb;
while ($fin_seq < $fin_pl)

{
if ($pos_right[$i] > $fin_seq && $pos_left[$i] <= $fin_seq)
{

$ecart=$pos_right[$i]-$fin_seq;
$deb = length($sequence[$i]) - $ecart;
$seq=$seq.substr($sequence[$i],$deb);
$fin_seq = $pos_right[$i];

}
$i++;

}

$L= $fin_pl - $debut_pl + 1;
if (length($seq) == $L)
{

$sequence_cor[$ind] = $seq;
}
else
{

$sequence_cor[$ind] = "probleme!";
print "pb seq_cor!_n";

}

#4. On écrit la ligne correspondante

$plage = $debut_pl."--".$fin_pl;
$N = $L / $U[$ind];
$N=int($N*100)/100; #arrondit à deux chiffres après la virgule
if ($hist == 1)
{
$ligne = $plage."\t".
$U[$ind]."\t".$N."\t".$cons_size[$ind]."\t".$matches[$ind]."\t".$indel[$ind]."\
t".$score[$ind]."\t".$pA[$ind]."\t".$pC[$ind]."\t".$pG[$ind]."\t".$pT[$ind]."\t
".$ent[$ind]."\t".$L."\t".$nom_seq."\t".$chemin_align[$ind]."\ta\ta\ta\t".$B_GC
[$ind]."\t".$B_AT[$ind]."\t".$B_pp[$ind]."\t".$consensus[$ind]."\t".$pos_left[$
ind]."\t".$pos_right[$ind]."\t".$sequence[$ind]."\ty\t".$sequence_cor[$ind]."\t
".$avg_ent[$ind]."\t".$historyR[$ind]."\n";
}
else
{
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$ligne = $plage."\t".
$U[$ind]."\t".$N."\t".$cons_size[$ind]."\t".$matches[$ind]."\t".$indel[$ind]."\
t".$score[$ind]."\t".$pA[$ind]."\t".$pC[$ind]."\t".$pG[$ind]."\t".$pT[$ind]."\t
".$ent[$ind]."\t".$L."\t".$nom_seq."\t".$chemin_align[$ind]."\ta\ta\ta\t".$B_GC
[$ind]."\t".$B_AT[$ind]."\t".$B_pp[$ind]."\t".$consensus[$ind]."\t".$pos_left[$
ind]."\t".$pos_right[$ind]."\t".$sequence[$ind]."\ty\t".$sequence_cor[$ind]."\t
-1\t-1\n";
}
print OUT_FILE $ligne;

#5. Modification du fichier d'alignement

@al=split(/\/+/, $chemin_align[$ind]);
$align=join("\/","./alignements",$al[4],$al[5]);

open (ALIGN_FILE, ">>".$align) || die "Unable to open alignment file $align";
print ALIGN_FILE "\nThe Tandem Repeat Finder software suggested alternative
ways to present\nthe alignment for this (or part of this) tandem repeat (see <a
href=\"http://iech5.igmors.u-psud.fr/ALIGNEMENTS/base_ms/overlapping.html\">
explanation</a>)\nOther alignments:\n";

for ($i = $ideb; $i <= $ifin; $i++)
{

if ($i != $ind)
{

print ALIGN_FILE "<a href = $chemin_align[$i]>positions
$pos_left[$i] to $pos_right[$i]: $N[$i]x$U[$i] bp<\/a>\n";

}
}
print ALIGN_FILE "\nEntire sequence: from positions $debut_pl to
$fin_pl\n$sequence_cor[$ind]\n";
close (ALIGN_FILE);
}
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Annexe 2 : Extrait du script Perl utilisé pour le Blast 

de couples d’amorces PCR  
 

#!/usr/bin/perl

# Réception argument d'entrée

$dossier_blast = $ARGV[0];

# Ce nom est celui du dossier avec les seq blast, du fichier .nt contenu
dans ce dossier, ET de la table correspondante dans base_ms.mdb
# les fichiers blasts .nt devront contenir les seq nommées:

>nom_base.posdebTR--posfinTR.descriptif
# descriptif=left flanking sequence ou right flanking sequence ou TR

if (substr($dossier_blast, 0, 7) ne "GENOMES")
{

$seq=$dossier_blast;
$base_blast=”D:/denoeud/projet_blast/".$dossier_blast."/".$seq.".nt";

}
else
{

$seq=substr($dossier_blast, 8);
$base_blast="D:/denoeud/projet_blast/".$dossier_blast."/".$seq.".nt";

}
$fichier_input_left="C:/Inetpub/wwwroot/ASPSamp/base_ms/Blast/tmp/query_lef

t.txt";
$fichier_input_right="C:/Inetpub/wwwroot/ASPSamp/base_ms/Blast/tmp/query_ri

ght.txt";

#lancement des blasts:

$fichier_temp_left="C:/Inetpub/wwwroot/ASPSamp/base_ms/Blast/tmp/temp_blast
_left.txt";

$fichier_temp_right="C:/Inetpub/wwwroot/ASPSamp/base_ms/Blast/tmp/temp_blas
t_right.txt";

`blastall -p blastn -d $base_blast -i $fichier_input_left -F F -o
$fichier_temp_left -e 0.3`;

`blastall -p blastn -d $base_blast -i $fichier_input_right -F F -o
$fichier_temp_right -e 0.3`;

########### Ecriture entete fichier HTMl sortie ############

print "<HTML><TITLE>BLAST Search Results</TITLE><BODY BGCOLOR=\"#ffffc0\"
LINK=\"#0000FF\" VLINK=\"#660099\" ALINK=\"#660099\"><FONT face=\'courier
new\' size=2>";

if (substr($dossier_blast, 0, 7) ne "GENOMES")
{
print "<b><font face =arial size +2 color=#FF6600> BLAST OF PCR PRIMERS IN
THE <a href=\"http://minisatellites.u-psud.fr\">TANDEM REPEATS DATABASE</a>
</font><BR>";
}
else
{
print "<b><font face =arial size +2 color=#FF6600> BLAST of PCR primers in:

$seq </font><BR>";
}
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print "<br> BLASTN 2.2.1 [Apr-13-2001]</b><b><a
href=\"http://www.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-
post/Entrez/query?uid=9254694&form=6&db=m&Dopt=r\"><BR>";
print "Reference</a>:</b><BR>Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden,

Alejandro A. Sch&auml;ffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and
David J. Lipman (1997), \"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of
protein database search programs\", Nucleic Acids Res. 25:3389-
3402.</b><BR><BR>";
print "<BR><font face=arial size +1><b> List of primer pairs

matches:</B></font><BR><BR>";

########## Analyse des résultats du blast ##########

blast($fichier_temp_left);
# retourne la pos 1 du primer même si le match ne va pas jusqu'à 1 et qq

soit le sens +/+ ou +/-
# les positions de match sont rangées dans les tableaux matchP (+/+) et

matchM (+/-)

positionne(); ## Calcule pos réelle match sur la séquence (corrige @matchP
et @matchM)

@matchLP = @matchP;
@matchLM = @matchM;
@exactLP=@match_exactP;
@exactLM=@match_exactM;
@nomLP=@nom_seqP;
@nomLM=@nom_seqM;
@redondLP=@groupe_redondP;
@redondLM=@groupe_redondM;
$nb_groupesLP=$num_groupeP;
$nb_groupesLM=$num_groupeM;

#print "matchs left +: @matchLP\t exact: @exactLP\tseq: @nomLP <BR> matchs
left -: @matchLM\texact:@exactLM\tseq: @nomLM <BR>";

blast($fichier_temp_right);
positionne(); ## Calcule pos réelle match sur la séquence

@matchRP = @matchP;
@matchRM = @matchM;
@exactRP=@match_exactP;
@exactRM=@match_exactM;
@nomRP=@nom_seqP;
@nomRM=@nom_seqM;
@redondRP=@groupe_redondP;
@redondRM=@groupe_redondM;
$nb_groupesRP=$num_groupeP;
$nb_groupesRM=$num_groupeM;

############### Analyse des matchs ##################
match();

########### Ecriture fin fichier HTML ###############
print "</BODY></HTML>";

#####################################################
END

{
unlink ($fichier_temp_left, $fichier_input_left, $fichier_temp_right,
$fichier_input_right) or die "Pb suppr fichiers tmp!\n"



 142

Annexe 3 : Tableaux supplémentaires associés à l’article (Denoeud, 2003) 

 
Tableau supplémentaire  1 : 

IDENTIFIER INFORMATION SEQUENCE CHARACTERISTICS POLYMORPHISM MEASURES ALLELE SIZE INFORMATION PREDICTIVE CRITERIA 

chr SET Name 

Physical 

position 

(kb) 

Unit 

length 

(bp) 

Copy 

number 

Total 

length 

(bp) 

percent 

matches
%GC

GC 

bias

PurPyr 

bias 

avg 

entropy
HistoryR

number 

of 

alleles 

(28ind)

heterozygosity 

(28ind) 

number 

of 

alleles 

(76ind)

heterozygosity 

(76ind) 

Length 

predicted 

by Human 

Genome 

Project 

sequence 

(bp) 

Length 

predicted 

by Celera 

sequence 

(bp) 

observed 

size range 

(bp) 

crit1 crit2 crit3 crit4 

21 training CEB256 220 26 49 1277 85% 53% 0.4 0.1 38.35 0.705 3 0.57  /  / 1454 ? 900-1450 + + + ? 

21 training CEB255 3948 38 25 962 83% 8% 0.5 0.03 44.25 0.469 1 0 1 0 1045 682 1050 - - - + 

21 test CEB258 4445 22 29 633 91% 27% 0.41 0.29 26.94 0.706 1 0  /  / 720 720 720 + - - - 

21 test CEB259 6028 26 97 2523 73% 10% 0.6 0.08 45.32 0.556 failed failed  /  / 2638 2461 failed + - - + 

21 test CEB260 7748 73 10 748 93% 35% 0.43 0.2 13.84 0.286 1 0  /  / 891 891 890 - - - - 

21 test CEB261 10501 25 15 370 82% 1% 1 0.04 41.84 0.563 4 0.72  /  / 543 491 490-550 + - - + 

21 test CEB262 19540 30 16 481 85% 5% 1 0.22 37.36 0.455 failed failed  /  / 669 779 failed - - - + 

21 test CEB263 19963 29 28 811 71% 34% 0.47 0.28 63.1 0.272 1 0  /  / 917 917 920 - - - - 

21 test CEB264 21556 30 32 959 79% 52% 0.69 0.13 46.92 0.387 1 0  /  / 1086 1026 1090 - + - + 

21 training CEB215 22291 28 97 2705 87% 25% 0.44 0.22 39.74 0.788 failed failed failed failed 2834 ? failed + - - ? 

21 test CEB265 23006 54 13 680 74% 55% 0.38 0.24 54.57 0.429 2 0.14  /  / 830 831 830-880 - + - - 

21 training CEB234 23639 30 13 396 82% 74% 0.38 0.41 34.99 0.7 2 0.36 2 0.28 636 636 610-640 + + + - 

21 test CEB266 24912 45 13 565 72% 41% 0.9 0.27 46.95 0.438 2 0.36  /  / 821 819 820-870 - - - - 

21 test CEB267 25371 24 18 419 90% 3% 1 0.16 28.15 0.4 failed failed  /  / 1109 1112 failed - - - - 

21 test CEB268 26682 22 17 383 72% 60% 1 0.98 47.01 0.516 6 0.64  /  / 498 357 500-690 - + - + 

21 test CEB269 28940 74 14 1021 97% 48% 0.37 0.46 4.75 0.6 14* 0.88*  /  / 1192 1044 1600-4500 + + + + 
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21 training CEB235 29314 39 17 665 90% 41% 0.56 0.21 28.38 0.684 2 0.04 2 0.03 813 813 1500-1850 + - - - 

21 training CEB257 29529 18 25 446 75% 11% 1 0.11 55.31 0.552 failed failed failed failed 618 546 failed + - - + 

21 test CEB270 30145 22 24 518 83% 61% 0.7 0.42 35.8 0.833 2 0.39  /  / 642 642 640-690 + + + - 

21 test CEB271 30440 20 104 2084 75% 64% 0.97 0.66 35.05 0.391 10* 0.83*  /  / 2227 2038 1100-2900 - + - + 

21 training CEB236 30516 23 28 639 74% 47% 0.53 0.37 49.78 0.595 1 0 1 0 899 904 900 + - - - 

21 test CEB272 30670 34 12 410 98% 54% 0.37 0.18 4.87 1 2 0.47  /  / 600 498 600-640 + + + + 

21 test CEB273 30771 28 14 379 80% 63% 0.9 0.69 42.28 0.368 1 0  /  / 580 580 580 - + - - 

21 test CEB274 30829 29 36 1045 77% 64% 0.59 0.19 34.95 0.639 8 0.6  /  / 1241 1017 660-1420 + + + + 

21 test CEB275 31147 34 37 1284 77% 61% 0.54 0.35 52.56 0.44 1 0  /  / 1508 1511 1510 - + - - 

21 test CEB276 31252 22 35 769 78% 56% 0.39 0.16 35.26 0.516 2 0.19  /  / 838 541 840-870 - + - + 

21 training CEB237 31420 44 19 752 81% 27% 0.78 0.22 35.29 0.633 2 0.29 2 0.27 912 690 910-960 + - - + 

21 training CEB238 31572 51 59 3015 94% 61% 0.44 0.37 14.04 0.91 7* 0.79* 10* 0.79* 3109 7305 830-3100 + + + + 

21 test CEB277 31619 114 14 1603 78% 41% 0.71 0.27 45.39 0.479 1 0  /  / 1654 1657 1660 - - - - 

21 training CEB239 31675 37 12 446 93% 52% 0.62 0.54 25.72 0.842 3 0.56 3 0.57 650 539 650-850 + + + + 

21 test CEB278 31833 31 30 921 83% 64% 0.41 0.06 32.28 0.548 4 0.69  /  / 1033 1000 810-1200 + + + + 

21 training CEB240 32177 17 53 883 80% 56% 0.46 0.17 48.86 0.53 3 0.51 3 0.49 1040 1040 900-1060 - + - - 

21 test CEB279 32246 34 18 617 76% 61% 0.54 0.23 52.7 0.378 1 0  /  / 761 763 760 - + - - 

21 training CEB241 32529 20 122 2432 86% 61% 0.51 0.38 36.5 0.805 4 0.57 4 0.55 2553 1241 1980-2550 + + + + 

21 training CEB242 32690 51 12 594 93% 70% 0.49 0.36 18.65 0.769 7 0.66 7 0.66 737 483 650-1200 + + + + 

21 test CEB280 33109 19 22 422 80% 75% 0.39 0.34 50.05 0.48 2 0.07  /  / 589 590 590-670 - + - - 

21 test CEB281 33286 35 11 393 83% 82% 0.59 0.63 26.48 0.6 3 0.37  /  / 635 635 600-670 + + + - 

21 training CEB243 33317 60 11 653 93% 72% 0.58 0.34 14.42 1 3 0.27 4 0.32 765 765 410-770 + + + - 

21 training CEB244 33318 36 10 376 97% 71% 0.38 0.48 9.49 1 2 0.17 3 0.3 643 644 640-860 + + + - 

21 training CEB245 33383 52 12 631 88% 61% 0.64 0.28 26.9 0.333 2 0.04 2 0.04 901 901 850-900 - + - - 

21 test CEB282 33481 20 21 416 77% 71% 0.75 0.4 51.79 0.519 3 0.23  /  / 645 647 610-710 - + - - 

21 test CEB283 33711 17 55 936 80% 70% 0.37 0.05 41.41 0.589 4 0.74  /  / 1114 1045 1020-1110 + + + + 

21 test CEB284 33832 21 55 1164 86% 59% 0.73 0.5 34.56 0.77 3 0.55  /  / 1322 545 1300-1340 + + + + 

21 training CEB246 33920 43 12 496 87% 68% 0.38 0.34 32.47 0.889 5 0.66 5 0.69 758 758 600-1350 + + + - 
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21 training CEB247 34282 19 27 522 84% 73% 0.45 0.44 37.72 0.571 1 0 1 0 649 539 650 + + + + 

21 test CEB285 34327 36 25 895 86% 64% 0.47 0.27 37.25 0.444 6 0.3  /  / 1092 1092 880-1090 - + - - 

21 training CEB248 34384 36 37 1339 70% 53% 0.66 0.15 32.33 0.5 5 0.64 6 0.63 1510 1514 830-1800 - + - - 

21 test CEB286 34390 18 34 609 82% 72% 0.61 0.22 31.44 0.776 5 0.66  /  / 713 713 560-850 + + + - 

21 test CEB287 34454 44 10 448 77% 73% 0.45 0.31 44.91 0.227 3 0.51  /  / 570 570 430-570 - + - - 

21 test CEB288 34474 66 11 694 86% 70% 0.4 0.31 31.47 0.667 3 0.57  /  / 822 394 690-820 + + + + 

21 training CEB249 34683 51 22 1132 88% 63% 0.49 0.46 27.01 0.486 2 0.5 2 0.48 1305 430 1300-1350 - + - + 

21 test CEB289 34741 45 45 2030 75% 44% 0.55 0.33 52.83 0.678 1 0  /  / 2144 3451 5000 + - - + 

21 test CEB290 34830 52 12 627 91% 63% 0.43 0.28 18.19 0.682 4 0.64  /  / 833 374 670-920 + + + + 

21 test CEB291 34854 28 22 602 85% 66% 0.52 0.22 37.67 0.706 10 0.87 12 0.88 772 775 770-1300 + + + - 

21 training CEB250 34932 23 32 744 94% 72% 0.53 0.46 12.11 0.8 19 0.93 25 0.94 1045 487 540-1850 + + + + 

21 test CEB292 34950 33 17 552 91% 79% 0.44 0.4 19.43 0.727 5 0.55  /  / 647 648 580-1100 + + + - 

21 training CEB251 34992 39 40 1575 88% 43% 0.72 0.12 29.91 0.435 3 0.39 3 0.38 1737 ? 1740-1960 - - - ? 

21 training CEB252 35084 50 17 843 88% 56% 0.36 0.14 25.59 0.757 4 0.61 5 0.62 983 1033 980-1330 + + + + 

21 training CEB253 35145 45 14 629 97% 57% 0.37 0.29 7.46 0.833 6 0.49 6 0.62 798 663 870-1100 + + + + 

21 training CEB254 35165 24 20 483 80% 64% 0.44 0.34 43.33 0.784 3 0.2 3 0.18 656 539 630-680 + + + + 

22 training CEB224 1528 41 21 855 91% 63% 0.71 0.46 26.31 0.609 6 0.75 7 0.77 1066 1019 940-1500 + + + + 

22 training CEB213 1571 62 25 1548 94% 62% 0.39 0.24 13.36 0.538 5 0.53  /  / 1401 1092 900-1700 - + - + 

22 test CEB293 3522 36 20 719 86% 40% 0.4 0.34 33.64 0.64 3 0.35  /  / 858 858 820-910 + - - - 

22 training CEB208 3635 20 149 2987 77% 69% 0.48 0.31 32.46 0.538 failed failed failed failed 3126 3125 failed - + - - 

22 training CEB225 4095 19 24 459 77% 61% 0.57 0.25 42.31 0.538 2 0.23 2 0.22 555 555 550-600 - + - - 

22 training CEB216 10395 23 59 1362 79% 57% 0.65 0.41 46.71 0.6 2 0.07 3 0.09 1563 1290 1300-1600 + + + + 

22 test CEB294 11741 43 12 506 73% 49% 0.39 0.08 40.85 0.3 3 0.5  /  / 624 628 630-800 - + - - 

22 training CEB226 12766 21 26 521 79% 55% 0.53 0.09 43.89 0.647 1 0 1 0 650 652 650 + + + - 

22 test CEB295 13055 29 23 681 87% 52% 0.88 0.74 32.07 0.829 9* 0.8* 10* 0.73* 805 809 1020-4700 + + + - 

22 training CEB222 15802 23 26 587 84% 57% 0.96 0.5 41.32 0.423 1 0 1 0 822 822 1200 - + - - 

22 test CEB296 16228 21 83 1735 72% 57% 0.65 0.04 33.99 0.375 5 0.52  /  / 1866 1868 1860-2200 - + - - 

22 training CEB227 16333 37 14 515 82% 17% 0.41 0.22 35.32 0.304 1 0 1 0 670 671 670 - - - - 
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22 test CEB297 16658 21 28 602 85% 71% 0.63 0.22 33.42 0.649 2 0.24  /  / 738 738 740-880 + + + - 

22 test CEB298 18295 20 20 395 86% 58% 0.97 0.96 37.6 0.778 8 0.78 9 0.77 569 567 1080-1300 + + + - 

22 test CEB299 19972 22 28 621 86% 53% 1 0.98 39.06 0.567 8 0.79 9 0.78 1016 1993 1020-2500 + + + + 

22 training CEB228 20986 18 33 588 80% 45% 0.38 0.01 43.63 0.567 1 0 2 0.01 723 723 700-720 + - - - 

22 test CEB300 21044 18 47 851 80% 63% 0.84 0.45 41.92 0.491 3 0.56  /  / 968 758 1420-1670 - + - + 

22 training CEB201 21327 59 11 668 78% 70% 0.4 0.3 40.26 0.75 3 0.58 7 0.63 820 2301 320-900 + + + + 

22 test CEB301 21541 147 12 1752 88% 57% 0.4 0.06 37.64 0.762 3 0.33  /  / 1790 1796 1650-2090 + + + - 

22 training CEB214 22157 25 19 480 91% 4% 0.5 0.08 23.42 0.727 1 0  /  / 668 418 660 + - - + 

22 test CEB302 22447 57 10 552 97% 51% 0.45 0.29 6.91 1 2 0.04  /  / 737 739 680-740 + + + - 

22 test CEB303 23529 30 15 455 81% 57% 0.82 0.52 47.86 0.577 2 0.13  /  / 713 713 710-770 + + + - 

22 test CEB304 25144 29 12 356 87% 55% 0.64 0.53 27.94 0.889 1 0  /  / 533 533 530 + + + - 

22 training CEB229 26130 22 16 353 88% 35% 0.54 0.01 27.89 0.733 2 0.5 2 0.5 500 500 500-520 + - - - 

22 test CEB305 27086 47 28 1313 76% 61% 0.74 0.61 45.56 0.727 14 0.89 16 0.92 1557 1109 1060-2150 + + + + 

22 test CEB306 27209 20 21 426 74% 62% 0.71 0.64 47.17 0.389 1 0  /  / 629 629 630 - + - - 

22 test CEB307 27382 26 15 401 85% 74% 0.57 0.48 28.33 0.667 4 0.58  /  / 528 528 430-640 + + + - 

22 training CEB217 27398 20 68 1364 82% 47% 0.36 0.14 36.11 0.529 1 0 1 0 1527 1527 1530 - - - - 

22 test CEB308 27654 28 33 918 91% 77% 0.43 0.39 18.94 0.872 7* 0.78* 7* 0.8* 1191 1191 600-1200 + + + - 

22 test CEB309 27773 35 11 387 80% 28% 0.5 0.1 42.69 0.654 1 0  /  / 513 513 513 + - - - 

22 training CEB212 28490 36 29 1037 88% 37% 0.89 0.56 28.54 0.652 4 0.49 4 0.52 1201 1203 1100-1400 + - - - 

22 training CEB202 29067 41 18 703 82% 59% 0.8 0.33 35.83 0.476 19* 0.92* 21* 0.93* 907 909 630-1900 - + - - 

22 training CEB230 30257 35 15 513 71% 65% 0.69 0.46 52.56 0.591 5 0.77 7 0.79 683 684 720-1200 + + + - 

22 training CEB231 30336 20 88 1761 84% 43% 0.77 0.15 33.19 0.545 3 0.45 3 0.57 1862 1844 1620-1850 + - - + 

22 training CEB209 30404 46 16 755 90% 74% 0.38 0.4 23.66 0.6 failed failed failed failed 906 904 failed + + + - 

22 test CEB310 30541 24 25 595 98% 20% 0.6 0.02 8.79 1 12 0.85 12 0.85 998 998 900-1550 + - - - 

22 test CEB311 30860 67 14 960 82% 59% 0.49 0.25 36.41 0.5 2 0.46     1115 1111 1110-1180 - + - - 

22 training CEB232 31534 17 22 373 70% 39% 0.64 0.05 65.06 0.324 1 0 3 0.04 572 572 500-605 - - - - 

22 test CEB312 31865 19 23 439 81% 64% 0.78 0.54 45.61 0.565 2 0.04  /  / 615 615 610-640 + + + - 

22 test CEB313 32217 40 17 685 79% 51% 0.45 0.25 50.49 0.6 1 0  /  / 811 811 810 + + + - 
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22 test CEB314 32267 58 15 872 77% 72% 0.53 0.39 49.29 0.55 4 0.56  /  / 1037 1036 630-1040 + + + - 

22 training CEB203 32298 21 25 529 92% 63% 0.62 0.46 16.84 0.833 1 0 1 0 695 695 700 + + + - 

22 test CEB315 32458 23 43 996 80% 70% 0.63 0.63 31.95 0.788 5 0.72  /  / 1228 1245 1400-1600 + + + + 

22 training CEB218 32693 34 12 418 88% 56% 0.43 0.04 24.97 0.727 1 0 1 0 590 590 600 + + + - 

22 test CEB316 32741 18 33 592 78% 64% 0.87 0.63 40.96 0.364 5 0.62  /  / 757 759 700-810 - + - - 

22 training CEB219 32911 30 14 411 92% 61% 0.38 0.06 24.51 0.611 3 0.51 4 0.53 559 559 500-700 + + + - 

22 test CEB317 32915 26 19 489 81% 54% 0.7 0.41 44.76 0.444 1 0  /  / 594 594 600 - + - - 

22 training CEB204 32948 32 21 671 82% 55% 0.6 0.31 41.49 0.679 5 0.66 5 0.61 875 867 850-1500 + + + - 

22 test CEB318 32980 43 13 559 90% 56% 0.68 0.43 24.33 0.727 3 0.43  /  / 777 777 730-860 + + + - 

22 training CEB205 33057 33 33 1086 96% 71% 0.38 0.36 8.75 0.882 19* 0.93* 23* 0.94* 1318 1317 550-2500 + + + - 

22 training CEB206 33318 45 22 1024 88% 64% 0.47 0.32 27.93 0.581 2 0.44 3 0.47 1227 1226 820-1270 + + + - 

22 training CEB233 33400 45 16 736 82% 43% 0.4 0.08 39.87 0.143 1 0 1 0 856 856 850 - - - - 

22 test CEB319 33414 38 11 420 93% 62% 0.39 0.16 16.51 0.4 1 0  /  / 572 572 570 - + - - 

22 test CEB320 33419 32 18 563 86% 67% 0.58 0.39 32.65 0.75 2 0.04  /  / 691 691 690-760 + + + - 

22 test CEB321 33434 31 38 1172 77% 51% 1 0.48 38.15 0.321 4 0.57  /  / 1272 1272 1240-1500 - + - - 

22 test CEB322 33545 33 11 359 91% 57% 0.4 0.22 23.67 0.75 2 0.04  /  / 578 578 540-580 + + + - 

22 training CEB220 33592 47 13 611 98% 60% 0.4 0.27 3.81 0.667 3 0.28 4 0.21 785 785 600-930 + + + - 

22 test CEB323 33618 37 19 702 71% 71% 0.41 0.34 57.46 0.5 1 0  /  / 872 872 870 - + - - 

22 training CEB207 33817 19 129 2459 76% 51% 0.41 0.3 48.19 0.701 2 0.13 2 0.08 2617 2663 2600-3500 + + + + 

22 test CEB324 33825 43 21 890 93% 56% 0.64 0.17 14.25 0.621 19* 0.93* 27* 0.94* 985 244 400-3500 + + + + 

22 test CEB325 33854 18 42 751 81% 61% 0.64 0.21 35.2 0.381 4 0.53  /  / 926 928 930-1400 - + - - 

22 training CEB221 33864 23 27 625 91% 58% 0.45 0.22 26.43 0.852 3 0.51 4 0.46 802 686 750-830 + + + + 

22 test CEB326 33965 75 16 1224 83% 49% 0.63 0.14 36.35 0.508 3 0.25  /  / 1408 802 1250-1680 - + - + 

22 test CEB327 33983 52 10 543 74% 70% 0.46 0.24 53.47 0.25 1 0  /  / 793 793 800 - + - - 

22 training CEB223 34031 27 54 1456 75% 60% 0.53 0.2 47.81 0.428 2 0.5 2 0.5 1836 1864 1850-1950 - + - + 

22 training CEB210 34182 62 28 1732 93% 71% 0.41 0.29 11.72 0.87 failed failed failed failed 1880 1886 failed + + + - 

22 training CEB211 34393 43 17 695 95% 46% 0.35 0.16 18.22 0.889 failed failed failed failed 1048 1041 failed + - - - 
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Tableau supplémentaire 2 : 

1331 12 (1331 01) (1347 02) 1347 15 1416 11 (1416 01) 45 01 45 02 1345 01 1345 02 1420 01 1420 02 

1331 13 1331 14 1362 13 (1362 01) 1416 12 1416 13 66 01 66 02 1346 01 1346 02 1421 01 1421 02 

(1331 02) 1331 15 1362 14 1362 15 (1416 02) 1416 14 102 01 102 02 1349 01 1349 02 1423 01 1423 02 

1332 13 (1332 01) (1362 02) 1362 16 884 15 (884 01) 104 01 (104 02) 1350 01 1350 02 1424 01 1424 02 

1332 14 1332 15 1413 18 (1413 01) 884 16 884 17 1334 01 1334 02 1375 01 1375 02 13291 01 13291 02

(1332 02) 1332 16 (1413 02) 1413 19 (884 02) 884 18 1340 01 1340 02 1377 01 1377 02 (13292 01) 13292 02

1347 12 (1347 01) 23 01 23 02 35 01 35 02 1341 01 1341 02 1408 01 1408 02 (13293 01) 13293 02

1347 13 1347 14 28 01 28 02 37 01 37 02 1344 01 (1344 02) 1418 01 1418 02 (13294 01) (13294 02)
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Annexe 4 : description des 50 minisatellites isolés dans des ARNs messagers 

 

ARNm 
Taille 

du 
motif 

Nombre 
d'unités 

Longueur 
totale 

% 
conservation

%GC HistoryR Chromosome

Position de 
la 

répétition 
dans l'ARN

5', 3', 
Codant ?

Répétition d'acides aminés ? Catégorie de locus 

XM_114067 16 14,75 236 63% 81% 0,7 1p36.22 15-236 5'-codant non model, supported by EST alignments 

XM_303126 49 8,22 403 97% 72% 1 1p36.32 900-1302 codant 
 49aa: 
VRQGWCWQLCGGAGLLGTAGVVLAALW
RCRAAGYGRGGAGSSVAVPGCR 

model, ab initio, with EST support 

NM_152384 175 5,38 942 87% 77% 1 2q31.1 1851-2792 3' / gene with protein product, function unknown 

XM_209485 127 4,87 619 92% 78% 1 2p23.3 442-1060 codant-3' non model, supported by mRNA alignments 

XM_210394 20 56,5 1130 89% 78% 0,78 2p25.3 38-1167 codant  20aa: ACGAPGVPAEPPACLRSPLR model, ab initio, with EST support 

XM_292899 24 32,41 778 94% 72% 0,77 2p25.3 
522-1299 

(atrophin-1 
region) 

codant  8aa: DPTPVPSA model, ab initio, with EST support 

XM_293077 39 14,6 568 99% 70% 1 2q37.3 582-1149 codant  13aa: RSSYTLGRGPVAP model, ab initio, with EST support 

XM_293082 38 28,2 1071 97% 78% 0,85 2q37.3 21-1091 codant 
 38aa: 
IAAPASLSAAGSPSPPRRLSPLRGAHRRPG
VSLRCGEP 

model, ab initio, with EST support 

NM_138385 42 5 212 95% 78% 1 4p16.3 225-436 5' / gene with protein product, function unknown 

XM_209692 41 13,02 534 61% 78% 0,78 5p13.1 439-972 codant-3' non model, supported by mRNA alignments 

XM_302163 43 41,3 1789 95% 73% 0,74 5p15.33 3778-5566 codant 
 43aa: 
SGDGDDTGPRRGVQLRGRRRHRPPQRG
SAQGTATTQAPAEGFS 

model, ab initio, with EST support 

XM_209786 37 10,48 388 52% 78% 0,81 6p21.31 362-749 codant-3' non model, supported by mRNA alignments 

XM_294174 38 30,9 1184 90% 70% 0,73 7q36.3 1033-2216 codant 
 38aa (et blocs de 13): 
DATPGAARKSPPQTLRQAPTGRAHHRRYV
RRRPEEPTT) 

model, ab initio, with EST support 

XM_300953 49 5,2 255 91% 82% 1 7q36.2 434-688 codant-3' non model, supported by mRNA alignments 

XM_302324 38 19,9 758 96% 71% 0,83 7q36.3 868-1625 codant 
 38aa: 
ALPVSSGRGRPPARCLLPQEEDGLPRAAG
FLRKRTASR 

model, ab initio, with EST support 

XM_302334 56 7,5 420 92% 70% 0,8 7p22.3 191-610 codant 
 56aa: 
SGPRTASELPHATASSRGTQDRGRPPSSP
TPRHPAEGLRTEDGLRALPRRGIRQRG 

model, ab initio 

XM_291268 15 16,2 243 59% 70% 0,78 8q24.3 253-495 codant  5aa: YPQGP 
gene with protein product, function known or inferred: 
GRINA 
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ARNm 
Taille 

du 
motif 

Nombre 
d'unités 

Longueur 
totale 

% 
conservation

%GC HistoryR Chromosome

Position de 
la 

répétition 
dans l'ARN

5', 3', 
Codant ?

Répétition d'acides aminés ? Catégorie de locus 

NM_001807 33 15,9 526 92% 80% 0,92 9q34.3 1693-2218 codant  11aa:GAPPVPPTGDS 
gene with protein product, function known or inferred: 
CEL 

NM_024718 44 16,9 744 95% 71% 0,78 9q34.3 1140-1883 3' / gene with protein product, function unknown 

XM_209730 51 4,58 234 97% 83% 1 9q32 422-655 codant-3' non model, supported by mRNA alignments 

XM_294605 24 115 2759 95% 70% 0,91 9q34.3 360-3118 codant 8aa: DTPRPRDC model, ab initio, with EST support 

XM_305804 45 6,02 271 96% 70% 1 9q34.3 2100-2370 codant 15aa: ATLIPVPPVLSPLST model, ab initio, with EST support 

XM_172821 33 6,75 223 94% 74% 1 10q26.3 62-284 codant 11aa: TPASSSSAAPP model, supported by mRNA alignments 

NM_000797 48 8,81 423 91% 84% 0,8 11p15.5 740-1162 codant 16aa: PPAPGLPRGPCGPDCA 
gene with protein product, function known or inferred:
DRD4 

XM_296010 32 10,34 331 92% 70% 0,84 11q13.2 2-332 codant 
33aa: 
DLPQPTLPEEEWTYPSPSSQRGGPTPAQA
PRGV 

model, ab initio, with EST support 

XM_303443 29 8,1 235 97% 74% 1 11q25 277-511 codant 
29aa: 
PALGGRRVGDLPSVDGVWATCPLWTASG
R 

model, ab initio, with EST support 

XM_208611 49 4,4 216 93% 84% 1 12q21.2 677-892 3' / model, supported by mRNA alignments 

XM_062938 39 39,3 1530 92% 73% 0,71 13q34 197-1726 codant 13aa:LGGDRTHGDAPSR model, ab initio, with EST support 

XM_292156 79 4,4 352 89% 72% 0,85 13q14.11 434-785 codant 
26aa: APIAGGEAPPTRQGLRASPSSPLALK
(répétés 2,2 fois seulement) 

model, ab initio, with EST support 

XM_208767 40 10,35 414 74% 74% 0,72 14q32.33 371-784 codant-3' non model, supported by mRNA alignments 

XM_301533 30 7,3 220 96% 74% 1 15q22.32 82-301 codant 10aa: EPGDGGKLPP model, ab initio 

XM_303976 33 7,1 234 96% 71% 1 16q24.3 1316-1549 codant 11aa: GYRNSLFPPGE model, ab initio, with EST support 

NM_000421 15 18 275 62% 79% 0,63 17q21-q23 1352-1626 codant 5aa: SSGGG 
gene with protein product, function known or inferred: 
KRT10 

NM_024510 48 4,8 230 98% 70% 1 17q25.3 871-1100 codant 16aa: VPEPVHRPQDPWHIPG gene with protein product, function unknown 

XM_302704 59 4,1 242 94% 72% 0,66 17 844-1085 codant 

59aa: 
AGTSRASSRPRLHLLWDWPPQAPPGHPP
APGCSFCGTEPRRHLPGILPPQAAPSVGL
SP 

model, supported by mRNA and EST alignments 

XM_046434 59 4,1 242 94% 72% 0,66 17q25.3 848-1089 codant 

59aa: 
AGTSRASSRPRLHLLWDWPPQAPPGHPP
APGCSFCGTEPRRHLPGILPPQAAPSVGL
SP 

gene with protein product, function unknown 

XM_210355 39 5,3 207 95% 76% 1 18q23 378-584 codant 13aa: GSRSGEPRAPTDR model, ab initio 

XM_301656 31 24,87 771 97% 74% 1 18p11.32 342-1112 codant 
31aa: 
PPRTSARPPDPSSDLGQTSGPLLGPRPDL
RT (et 10:ALLGPRPDLRT) 

model, ab initio 
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Répétition d'acides aminés ? Catégorie de locus 

NM_130761 24 8,6 206 96% 71% 1 19p13.3 692-897 codant 8aa: TSPESPDT 
gene with protein product, function known or inferred: 
MADCAM1 

NM_007346 60 7 421 94% 73% 0,85 20q13.3 1576-1996 codant 20aa: SPSETPGPRPAGPAGDEPAE 
gene with protein product, function known or inferred: 
OGFR 

NM_080425 36 8,13 293 92% 79% 1 20q13.2-q13.3 805-1097 codant 12aa: PDAPADPDSGAA 
gene with protein product, function known or inferred: 
GNAS 

XM_097702 65 5,38 350 95% 74% 1 20q13.33 2054-2403 3' / model, supported by mRNA alignments 

XM_212468 56 14,28 800 90% 70% 1 20q13.33 19-818 codant 

56aa: 
GRGRTRLCAHVPRARDSATEEDAPGCVH
MCPGPGTAPRKRTHPAVWTCAQGPGQR
H 

model, ab initio, with EST support 

NM_053277 30 13,2 396 82% 74% 0,7 21q22.12 465-860 codant 20aa: GPAGDSVDAEGRVGDSVDAE 
gene with protein product, function known or inferred: 
CLIC6 

XM_304616 56 5,53 310 87% 74% 0,66 21q22.3 792-1101 codant 
56aa: 
TPHGWPPRTGPAPHSASHPPHLAGLSTPG
RHPTAPVTHPTRLVSPHRAGTLQRQSP 

model, ab initio, with EST support 

XM_066408 33 32,6 1076 97% 71% 0,88 22q13.33 785-1860 codant 11aa: GEAQSFPVEES model, ab initio, with EST support 

XM_209396 127 4,83 614 90% 77% 1 22q13.2 443-1056 codant-3' non model, supported by mRNA alignments 

XM_301914 33 8,1 267 97% 73% 1 22q13.33 139-405 codant 11aa: HTAPDTPAQPF model, ab initio 

XM_304642 18 27,4 494 89% 70% 0,95 22q13.1 103-596 5' / model, ab initio, with EST support 

NM_153448 27 14,6 394 90% 75% 0,86 Xq22.1 784-1177 codant 9aa: VPPGPPMAP 
gene with protein product, function known or inferred: 
ESX1L 



Résumé 
Les répétitions en tandem sont constituées de successions de motifs d’ADN. Ces structures 

sont présentes dans tous les organismes, procaryotes comme eucaryotes et, même si leur rôle 

biologique est encore peu compris, elles ont des applications dans de nombreux domaines. 

Tout d’abord, chez les bactéries, les répétitions en tandem polymorphes, dont le nombre 

d’unités varie, se révèlent un outil puissant pour l’identification de souches à des fins 

épidémiologiques. Par ailleurs, certaines répétitions en tandem humaines ont la propriété de 

muter à des fréquences élevées : les minisatellites hypermutables sont les éléments les plus 

instables du génome humain. Ils peuvent être utilisés comme biomarqueurs d’exposition à des 

agents potentiellement mutagènes tels que les radiations ionisantes. D’un point de vue plus 

fondamental, ils sont également un modèle d’étude des mécanismes d’instabilité des 

génomes. Dans cette thèse, nous mettons à profit les données issues du séquençage afin 

d’identifier des répétitions en tandem polymorphes. Nous avons tout d’abord élaboré une base 

de données des répétitions en tandem accessible sur le web (http://minisatellites.u-psud.fr), 

qui fournit un accès aux répétitions en tandem de génomes entiers. Ensuite, dans le but de 

sélectionner les répétitions en tandem polymorphes, plusieurs stratégies ont été mises en 

œuvre. D’une part, chez les bactéries pour lesquelles les séquences de plusieurs souches 

étaient disponibles, nous avons créé un utilitaire de comparaison de souches, afin d’identifier 

des marqueurs polymorphes utilisables en épidémiologie. D’autre part, une étude menée sur 

les minisatellites humains a permis de définir des critères prédictifs du polymorphisme à 

partir de la séquence d’un seul allèle de minisatellite, et a en outre mis en évidence un 

nouveau minisatellite hypermutable situé dans une séquence codante putative. Les critères 

prédictifs ont également été appliqués à l’identification de minisatellites codants 

potentiellement polymorphes dans le génome humain. 

 

Abstract 

Tandem repeats are consecutive occurrences of a DNA unit. Such structures are found in all 

organisms, prokaryotes as well as eukaryotes. Although their biological function is not fully 

understood, they have diverse practical applications. In bacteria, polymorphic tandem repeats 

(with varying copy numbers), are powerful tools for strain identification in bacterial 

epidemiology. In humans, some tandem repeats mutate at a very high rate: hypermutable 

minisatellites are the most unstable elements in the human genome. They can be used as 

biomarkers for the monitoring of genotoxic agents such as ionizing radiations. More 

fundamentally, they are a model to study genome instability. In this thesis, we take advantage 

of the release of genome sequence data in order to identify polymorphic tandem repeats. First, 

we developed a tandem repeats database freely accessible on the web (http://minisatellites.u-

psud.fr), which provides tandem repeats from complete genomes. Then, we used several 

approaches to identify polymorphic tandem repeats. The first one consisted in developing a 

strain comparison page for bacteria with several sequenced strains, which directly selects 

polymorphic markers for use in epidemiology. The second approach, applied to human 

minisatellites, sought to define polymorphism predictive criteria from the sequence of one 

single allele. This study also identified a hypermutable minisatellite located in a putative 

coding sequence. The predictive criteria were subsequently used to search for potentially 

polymorphic coding minisatellites in the human genome. 
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