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GENOMIQUE FONCTIONNELLE




| Apres le Séquencage des génomes
et le Controle de la qualite de
la sequence

= Pour s'assurer que la sequence nucleotidique
d'un genome soit complete et sans erreur, le
genome est sequence plus d'une fois

Y
Compilation des séquences




L>annotation de la séquence

Apres |le sequengage du genome et le controle de
qualité de sa séquence , |a tache suivante est
qui consiste a:

1) Identifier les genes codant les protéines » par
des logiciels specifiques cherchant les ORF
(Open Reading Frame : phase ouverte de
lecture)

les ORF commencent par une sequence
d’'initiation (géneralement ATG) et se
terminent par une sequence de terminaison
(TAA, TAG, TGA).




= Six cadres de lectures sont analyses sur une
sequence pour la recherche des ORF (3 sur le brin
sequencé et 3 sur le brin compléementaire
puisqu’on sait pas si le brin sequence correspond
au brin codant ou non).

2) Identifier les sequences regulatrices des genes :
boites TATA.

3) Identifier les genes ne codant pas des proteines :
ARNr, ARNt

4) Localisation des sequences repetes, des
transposons




Definition
Apres [|'annotation de la sequence
genomique, la tache suivante consiste

a determiner la fonction de chaque
gene de la sequence

La fonction de certains genes a ete
definie par les 2 approches de
genetique (directe et inverse) ; mais
beaucoup d‘autres restent a définir.
Ceci peut se faire par :




- des recherches d’homologies dans les
bases de donnee de genes smmilaires
1solés de d’autres organismes (NCBI,
GenBank) — genomique comparative

equence | GGTGAGGGTATCATCCCATCTGACTACACCTCATCGGGAGACCGAGCAGT
Sequence 2 GGTCAGGATATGATTCCATCACACTACACCTTATCCCGAGTCOGAGCAGT

Identités ARR KKK KKK XF HKRKE RAREKARRK Kk RSP EE




- Ou par la comparaison de la
sequence ORF avec celle d'un
gene parfaitement caracterise

d'un autre organisme (base de
donnee: ORF found)

— genomique comparative




-Analyse de I’ORF dans la recherche
de motifs fonctionnel Exp : un
gene qui contient une s€q qui code
un motif kinase — le gene code
une enz qui phosphoryle d’autres

proteines.

- gene qui contient une homeobox—
gene code pour un facteur de
transcription.




Débute par l'isolement d'un mutant

qui  presente des  difféerences
phénotypiques pour le processus
auquel on s’interesse puis on cherche
le (ou les) gene (s) responsable (s) de
ce caractere ainsi que de sa (leur)
fonction (s).




1) Création de mutants par radiations,
agents chimiques et insertion de
transposons

La question qui se pose la : Quels
sont les genes impliquées dans Ia
realisation du caractere étudie et
quels sont les phénotypes attendus si
les genes impliqués sont mutes ?




= On prefere certains agents mutagenes en
raison des types de mutations qu'ils
induisent :

= Radiations ionisantes =  cassures
chromosomiques, des deletions, des
translocations = Mutations de perte de

fonction =  effets phénotypiques
Importants

= UV, agents chimiques = changement
d'une seule pb, de petites deletions ou
Insertions




= Les transposons = Insertion aleatoire
dans I'ORF , sequences requlatrices, intron
du gene

—Mutations de perte de fonction = effets
phénotypiques importants

Avec ces agents mutagenes, on obtient
toute une gamme de phenotypes mutants
de faibles a forts , en fonction du site ou se
produit la Iesion dans le gene




= Objectif : creation d’'une mutation au
hasard dans le genome de type
sauvage a l'aide d'un mutagene (La
dose du mutagene est choisie de
facon a ce qu’un seul gene soit touché
dans chaque organisme, le reste des

genes restent de type sauvage =
mutagénese saturante puis on
recherche systéematiquement toutes
les  mutations  entrainant  un
phénotype commun.




= 2) Systemes de repérage des mutants

= |e criblage des mutants — implique

'examen visuel dun grand
nombre d’'organismes ayant subi
la mutagenese.




= |3 selection des mutants:
(uniguement pour les procaryotes)

But : creer des conditions qui
permettent d'exclure de la population
les organismes sauvages ou de
phénotype mutée non approprié en ne

preservant que les mutants souhaités ;
cecl est accomplie en tuant ou en
inhibant la croissance des organismes

qui ne présentent pas le phenotype
recherche.




I 3) Connaissance des genes

But: Decouvrir tous les genes qui
controlent un phenotype et determiner
le fonctionnement de ces genes =
definir le nb de genes qui conduisent a
un phénotype specifique.

Comment les géneticiens peuvent-ils
déterminer si les mutations présentes
dans wune collection d‘organismes
mutants correspondent a des alleles du




méme gene ou si elles correspondent a
des mutations dans des genes

differents impliqués dans une méme
voie?

Réponse:

Pour ce faire les geneticiens realisent
des analyses de complementation ou
de recombinaison




Test de complementation : permet aux
chercheurs de determiner si 2 mutations
touchent le méme gene c-a-d de définir s'il
s'agit de 2 alleles du méme gene ou bien si
elles correspondent a des mutations dans

des genes differents.

Pour realiser un test de compléementation
on croise 2 souches homozygotes
mutantes entre elles et examiner apres la
descendance F1




Cas 1
Les mutations
sont dans des
geénes distincts

Une copie sauvage de chaque géne est présente
Il y a complémentation fonctionnelle

LES MOUCHES SONT DE TYPE
SAUVAGE ET DEVELOPPENT DES AILES

P




Cas 2
Les mutations sont
a des positions différentes
a l'intérieur du méme géne

——

Le géne 1 est mutant dans tous les cas, alors que le gene 2 est =
Il n'y a pas de complémentation fonctionnelle

LES MOUCHES SONT MUTANTES ET
NE DEVELOPPENT PAS D'AILES

TR




Il'y a 2 résultats possibles:

= F1 100 % sauvage — il y a eu

complementation — donc les 2
mutations ont touche 2 genes
différents.

= F1 100 % mutante — Il n" y a pas
eu complémentation — les 2
mutations se trouvent dans le
méme gene .




Toutes les mutations qui touchent le
méme gene font partie du méme groupe
de compléementation et qu’elles vont
compléementer les mutations de tous les
autres groupes de complémentation

U

Si un grand nb de mutations sont
disponibles et affectent le méme
caractere il est possible de déterminer
le nb de genes total impliqués dans la
réalisation de ce caractere par test de
complémentation




Conclusion: la complementation est le
resultat de l'interaction coopérative
des alleles de type sauvage des deux
genes

Nombreux genes impliqués dans la
méme vole:

Les produits de nombreux genes différents peuvent
agir dans une méme voie conduisant a un certain
phénotype. Si des analyses de complémentation ou
de recombinaison révelent que 2 genes ou plus
contribuent au méme phénotype , on peut supposer
gu’ils agissent dans une méme voie.




Comment déterminer ou ces génes
agissent au sein de la méme voie?

Réponse : analyse épistatique
(L'épistasie se produit quand l'effet d'un gene
masque ou modifie I'effet d'un autre gene. Si

un gene est epistasique sur un autre, la
mutation dans le gene dont les effets se
manifestent plus t6t dans la voie sera celle
gui conduira au phenotype visible chez un
double mutant )




1) On croise 2 mutants, chacun étant
homozygote pour une mutation récessive
et présentant un phénotype distinguable,
puis on examine la descendance F2 ( les
proportions des phénotypes en F2 revelent
lequel des deux genes controle les etapes les

plus précoces ou tardives dans la voie.
2) Ou bien on crée un organisme double
mutant si son phénotype est le méme que
celul d'un des simples mutants, la mutation
correspondante agit surement dans l'etape la
plus precoce de la voie




Gene B
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Enzyme
B
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Le mutant homozygote récessif aa est [BLANC]

. Blanc |-

Le mutant homozygote récessif bb est [JAUNE]

Blanc | —  Jaune —X-—

Le double mutant aabb est [BLANC]



= 4) Clonage des genes :

= Une fois que les geneticiens ont genere
des mutants et defini les reseaux
genetiques , les genes impliques peuvent
étre identifies par clonage (maintenant

nombreux organismes sont sequences et
ORF sont predites)

Exp : chez la levure il est possible de cloner
les genes par

avec une banque de
plasmides d’ADNc sauvage de levure.




I Banque de plasmide d’ADNc sauvage de
levure (plasmides portant tous les genes
sauvages de la levure) — transformation
dans la souche mutante jusqu’a ce qu’un
clone d’ADNc restaure le phenotype

sauvage chez le mutant

— sequencage de 1I’ADNc de ce clone
transformant (sequence de 1’allele sauvage
est determinee)




L « , utilisation de cette derniére pour
isoler [l'allele mutant a partir de
I'organisme mutant (synthese
damorces PCR en  utilisant Ila
ségquence sauvage permettant ainsi

d’amplifier tout ou une partie du gene
(mute) dans I'organisme Mutant — Les
fragments amplifies peuvent étre
directement séquenceés pour identifier
la nature de la mutation.




5)Détermination de 1la
fonction du gene
Apres avoir clone le gene et

determiner sa sequence d’ADN
1l faut définir 1la fonction

du produit du gene.

Cette étape neéecessite une
variéte de technologies,
bioinformatique, genétique et
biochimique.




= Génomique comparative (comparaison
de la seq d’/ADN du gene a celle d'autres
genes du méme organisme oOuU
d'organismes differents); predire la

fonction du gene a partir d'un autre gene
de sequence similaire dans une autre
espece et de fonction connue.




= Analyser la seq d’ADN du gene pour
rechercher si elle code des motifs
particuliers dans la seq d‘acides
amines correspondante qui fournit

des indices sur la fonction du produit
de ce gene (exp motif kinase ou
domaine de liaison a '’ADN)




