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Notion de Génétique Inverse

La génétique : est, la Science de |'hérédité.

La génétique s'intéresse aux caracteres transmissibles de

génération en génération.

Le génome : est |'ensemble des genes portés par les

chromosomes.

La génomique : est donc la Science qui étudie

|'ensemble des geénes.



Notion de Génétique Inverse
Rappels

1822 - 1884 au république Tcheque.
Il a publié son livre en 1865

Le pére de la génétique (pour avoir
décrit le mode d'action et d'héritage
des génes parentaux).

Les genes déterminent les traits, (les caracteres
visibles que nous voyons autour de hous).

Il existe de nombreuses exceptions aux lois de Mendel :



Notion de Génétique Inverse

Rappels

le crossing-over (la recombinaison par enjambement),

e pluri-allélisme, la codominance, la dominance incompléete,

‘épistasie, la complémentation, la pléiotropie et les geénes

etaux.

Différents types de transformations génomiques (délétion,
duplication, franslocation et inversion qui sont souvent le

résultat du "linkage").



Notion de Génétique Inverse

Rappels
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Notion de Génétique Inverse
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Notion de Génétique Inverse

Avec le développement de notre connaissance de
'’ADN et de la facon dont il code l'information de la
séquence d'acides aminés des protéines ainsi que le
controle cellulaire de la production de celles -ci, une

autre forme d'étude génétique devient possible :

L'Etude basée sur 'ADN : LA GéNéTIQUE INVERSE



Notion de Génétique Inverse
L'Etude basée sur 'ADN : LA GéNéTIQUE INVERSE

Au contraire, le programme de génétique

inverse débute par des changements génétique connus

et par la recherche des modifications qui en résultent

dans ['organisme.



Notion de Génétique Inverse
L'Etude basée sur 'ADN : LA GENETIQUE INVERSE

Une analyse par génétique inverse est basée sur

I'utilisation d'une séquence normale dADN.

En insérant une mutation dans 'ADN (ou en le comparant

avec I'ADN d'autre génomes), on peut analyser la

fonction de la séquence d'ADN.



Notion de Génétique Inverse

L'Etude basée sur 'ADN : LA GENETIQUE INVERSE

A l'aide d'une séquence normale d'ADN, on peut

lire la séquence dacides aminés de la protéine

synthétisée (correspondance code d'ADN/ aa codés).

L'ADN peut ensuite etre modifié de fagon spécifique,

Aboutit a un blocage total de la production de la
protéine ou a un changement de la protéine,

(modification ou suppression de son activité métabolique).



Notion de Génétique Inverse
L'Etude basée sur 'ADN : LA GENETIQUE INVERSE

Les conséquences d'une telle mutation complete

(knockout) sur le développement du phénotype

peuvent ensuite tre suivies de la méme fagon que les

effets mutationnels dans le programme de génétique

directe.



Notion de Génétique Inverse

L'Etude basée sur 'ADN : LA GENETIQUE INVERSE

L'un des avantages du programme inverse est
qu'il permet la création sur mesure d'un grand nombre

de mutations spécifiques.

Au lieu de cela, on utilise linformation déja
disponible sur les divergences des génomes de

différents organismes modeles .



Notion de Génétique Inverse

L'Etude basée sur 'ADN : LA GENETIQUE INVERSE

Sachant que les génomes des deux especes ont
été séquencés et que l'on a observé une trés faible

différence entre les deux.

De nombreuses méthodologies différentes sont

utilisées pour étudier les genes et leurs activités :



Notion de Génétique Inverse
L'Etude basée sur ' ADN : LA GENETIQUE INVERSE

* L'isolement des mutations affectant le processus
biologique en cours d'étude ;

* L'analyse des descendants d'unions controlées

(croisements) entre des mutants et des individus de type
sauvage ou d'autres variants discontinus ;

* L'analyse génétique des processus biochimiques de la
cellule ;

* L'analyse microscopique ;

* L'analyse directe de 'ADN (Clonage).



Notion de Génétique Inverse

Les génomes complets de nombreux organismes ont été
séquencés grace aux applications des techniques citées
ci-dessus, ce qui a donné lieu a une nouvelle discipline
au sein de la génétique, appelée GENOMIQUE.

Il s'agit de I'étude de la structure , de la fonction et de
I'évolution des génomes considérés dans leur

intégralité.

La génomique comprend également la bioinformatique,
qui est [lanalyse mathématique des informations
contenues dans les génomes.



Génomique

La génomique se définit comme [I'étude
exhaustive des genes :

localisation au sein du génome (établissement de
cartes génétiques et physiques),
Séquencage,

identification de leur fonction biologique (en
particulier par le biais de I'étude physiologique de
mutants),

et variabilité au sein des individus d'une méme
espece.



Génomique
1. La génomique structurale

La génomique structurale se concentre sur |'organisation
physique du génome sous forme de chromosomes portant

des séquences de types divers, parmi lesquelles les genes
constituent la cible principale des recherches.

2. La génomique fonctionnelle

La génomique fonctionnelle vise a caractériser |'expression
du génome et son intégration dans |'élaboration des grandes

fonctions métaboliques.



1. La génomique structurale

- la cartographie physique du génome

- le séquengage systématique du génome



2. La génomique fonctionnelle

- la mutagéneése insertionnelle

- le séquengage partiel de génes exprimés
(Expressed Sequence Tags ou EST)

* la transformation génétique

* |'evaluation fine du matéeriel transforme



2. La génomique fonctionnelle
- la mutagénese insertionnelle

Permet de créer des mutants en insérant au
hasard, dans le génome, un segment d' ADN repérable.

Lorsque celui-ci s'integre dans un gene, il en
altéere la fonction et provoque la modification du

caractere correspondant donc une mutation.



2. La génomique fonctionnelle
- la mutagénese insertionnelle

Le gene muté est localisé grace a I'élément
inséré, et sa fonction est identifiée grace au

caractere affecté.

Cette technique est développée sur les différents
Organismes modeles (animaux ou végetaux).



2. La génomique fonctionnelle
- le séquengage partiel de genes exprimés

Permet la caractérisation de “patrons”

d'expression du génome.
L'analyse des ARN extraits sur certains organes

de I'organisme étudié, dans des conditions données et a
un moment donné, permet d'obtenir une image de
'ensemble des genes qui s'expriment dans ces

conditions.



2. La génomique fonctionnelle
- le séquencage partiel de génes exprimés

En fonction de caractéristiques de séquence ou

de patrons d'expression, on pourra attribuer a
certains de ces EST une fonction hypothétique qui en

fera des "genes candidats".

Ceci est actuellement développé sur les organismes
modeles et commence a s'étendre aux principales

especes d'intéret.



2. La génomique fonctionnelle
- le séquencage partiel de génes exprimés

En fonction de caractéristiques de séquence ou

de patrons d'expression, on pourra attribuer a
certains de ces EST une fonction hypothétique qui en

fera des "genes candidats".

L 'analyse des séquences d'ADN et de la structure

des génomes ne permet pas d'associer directement une

fonction a un gene.



2. La génomique fonctionnelle
- le séquencage partiel de génes exprimés

En d'autres termes, on ne peut pas inférer ce gene a:

=> Un ARN qui en est le produit d'expression,
=> Dans le cas d'un ARN messager, a la fonction de la (ou des)

protéine(s) pour laquelle (lesquelles) cet ARN messager code.

Par ailleurs, tous les genes ne s'expriment pas simultanément,

ni au méme taux.



2. La génomique fonctionnelle
- le séquencage partiel de génes exprimés

=> Chez les Procaryotes, le niveau de transcription des genes
est controlé par la phase du cycle de division cellulaire et par

I'incidence de |'environnement sur la cellule.

=> Chez les Eucaryotes, chaque type de cellule est caractérisé
par la transcription de certains genes qui lui sont propres et

qui lui conférent ses propriétés biologiques.



2. La génomique fonctionnelle
- le séquencage partiel de génes exprimés

= La compartimentation de la cellule Eucaryote est un
élément capital en génomique :
Les produits de certains genes, les protéines, sont

adressés spécifiguement a tel ou tel compartiment.

Dans le cas d'un ARN messager, déterminer quand et

comment (régulation de la traduction) celui-ci est traduit en

protéine est un point capital pour associer un gene a une

fonction biologique. => C'est la finalité de la protéomique.



2. La génomique fonctionnelle
- le séquengage partiel de genes exprimés

La caractérisation des fonctions précises des
genes candidats, identifiés grace aux approches de la

génomique, fait intervenir plusieurs étapes :

* la transformation génétique

Permet de tester leffet dun gene ou d'une
séquence candidate sur le phénotype de |'organisme.



2. La génomique fonctionnelle
- le séquengage partiel de genes exprimés

* la transformation génétique

Grdce a son insertion au sein du génome et/ou a
la modification de son expression dans l'organisme ;

* |'evaluation fine du matériel transformé

est nécessaire pour apprécier toutes les facettes de

la fonction d'un gene.



2. La génomique fonctionnelle
- le séquencage partiel de genes exprimés

* |'evaluation fine du matériel transformé

Car I'analyse des séquences d'ADN et de la

structure des génomes he permet pas

d’'associer directement une fonction a un gene.



2. La génomique fonctionnelle

- le séquengage partiel de genes exprimés

* |'evaluation fine du matériel transformeé

Elle met en jeu des outils de biologie cellulaire

et moléculaire et de physiologie.
Ces technologies conduisent a : développer des

ponts entre les génomes.

La conservation au fil de |'évolution de certains

éléments de |'organisation générale des génomes,

(conservation de la "synténie"),



2. La génomique fonctionnelle
- le séquengage partiel de genes exprimés

* |'evaluation fine du matériel transformeé

La colinéarité entre les chromosomes

homologues, permet des transferts d'information

entre plusieurs especes.

C'est toute une dynamique collective que la génomique
produit, rapprochant les équipes auparavant

spécialisées sur différents organismes.



Objectifs de la Génomique fonctionnelle

En conséquence, afin de déterminer la fonction des ARN et

des protéines associés a ces genes, la génomique
fonctionnelle analyse :

= le transcriptome : les produits de la transcription des
genes, les ARN ;

— le protéome : |'ensemble des protéines synthétisées

(traduites) a partir des ARN messagers.



Objectifs de la Génomique fonctionnelle

La génomique vise a caractériser la fonction des
milliers de genes et a comprendre, grdce a des
approches globales (transcriptome : étude globale de
'expression du génome ; protéome : complément
PROTEique du génOME ; métabolome : complément en
METABOLites du génOME), les réseaux d'interaction

entre eux en réponse a divers stress abiotiques
ou biotiques.



Objectifs de la Génomique fonctionnelle

La génomique fonctionnelle a pour principaux buts de
déterminer :
* le moment dans le cycle cellulaire ou un géne est transcrit

(appelé expression d'un gene) ;

* les conditions environnementales liées a la transcription

ou la non-transcription d'un géne ;

* |'intensité (nombre de copies du ou des transcrits) avec

laquelle ce gene est transcrit ;



Objectifs de la Génomique fonctionnelle

* le compartiment cellulaire ou un gene est transcrit (ADN
nucléaire, mitochondrial, chloroplastique) ;

* le compartiment cellulaire ou est adressé le (ou les)
produit(s) de la transcription d'un gene ;

* les interactions que le produit d'un gene peut établir avec
d'autres produits de genes et/ou d'autres types de
molécules (interactomigue). Ce type d'analyse débouche sur
la construction de réseaux d'interactions ("/nteraction

networks') ;



Objectifs de la Génomique fonctionnelle

e si le produit est un ARN, le rdle qu'il peut avoir dans la

régulation post-transcriptionnelle (interférence ARN) ;

* si le produit infermédiaire est un ARN messager et le
produit final est donc une protéine, le role que cette
protéine peut avoir dans une voie métabolique et/ou dans la

régulation de cette voie métabolique.



Exemple de la Génomique Végétale

a pour but d'identifier des genes d'importance

agronomique majeure détectés chez diverses especes
(Cibles importantes dans les génomes des plantes

cultivées), travaillent sur quatre axes de recherche :

* 'analyse structurale du génome des plantes,

* la recherche des genes impliqués dans la résistance
aux maladies,



Exemple de la Génomique Végétale
* les caractéristiques agronomiques (e..g., tolérance au
stress hydrique, composants moléculaires du

rendement), et

* les caractéristiques de qualité du produit fini (e..g.,
genes du blé qui influent positivement sur la qualité

du pain).

Vers |'élaboration de nouvelles ressources

biologiques et moléculaires et d'outils de génomique.



Champs d'application de la Génomique Fonctionnelle

La génomique fonctionnelle permet :
« d'identifier les éléments constitutifs d'un gene (introns,

exons, séquences de régulation de la transcription, ...) ;

« d'identifier les régions des génomes dont on ignore
encore le role et élucider ce role ;

« d'étudier les différences de transcription des genes dans

le temps et pour chaque type de tissus et de cellules ;



Champs d'application de la Génomique Fonctionnelle

« d'étudier les différences d'activité biologique des
produits des genes dans le temps et pour chaque type de

tissus, de cellules, de compartiments sub-cellulaires ;

 d'apporter des éléments qui contribuent a déterminer la
fonction des ARN et des protéines pour lesquelles les

genes codent ;



Champs d'application de la Génomique Fonctionnelle

« d'intégrer toutes ces informations dans un ensemble plus
vaste, celui du métabolisme (métabolome) en décrivant les
interactions entre tous ces types de macromolécules

biologiques (interactome) ;

« d'obtenir ces données pour le plus grand nombre
d'organismes possibles. Aller a "6OLD : Genomes OnlLine

Database".



Champs d'application de la Génomique Fonctionnelle

La biocinformatique est une science nouvelle, se
fondant sur le séquengage massif, récent, du génome

de plusieurs organismes procaryotes et eucaryotes.

Sa mission est double :

1/ Annoter le génome des organismes vivants.

2/ Mettre en place des bases de données regroupant des
informations structurales sur les géenes et les génomes et
leur expression dans des contextes physiologiques.



Champs d'application de la Génomique Fonctionnelle

1/ Annoter le génome des organismes vivants.

L'un des enjeux majeur est de comprendre la
structure des genes (détermination des séquences
promotrices gouvernant l'expression et la régulation
des génes, des séquences codantes dictant la
synthese des protéines impliguées dans lactivité
cellulaire).



Champs d'application de la Génomique Fonctionnelle

1/ Annoter le génome des organismes vivants.

Un autre enjeu de cette annotation est de

comprendre la fonction des genes.

Il ressort en effet que prés de 50 7% des genes
prédits par le séquengcage du génome d Arabidopsis

ont une fonction inconnue.



Champs d'application de la Génomique Fonctionnelle

2/ Mettre en place des bases de données regroupant des
informations structurales sur les géenes et les génomes et
leur expression dans des contextes physiologiques.

Ces bases de données constituent |'un des outils
majeurs, via la génomique comparative, pour repérer
des genes jouant un role dans le développement ou en

réponse aux stress biotiques et abiotiques.



Impact des nouvelles techniques de séquengage en masse

Les nouvelles techniques de séquengage en masse (ou
massivement paralléles ou a trés haut débit) ont encore élargi
le champs d'investigation de la génomique fonctionnelle. On

peut citer :

* le séquencgage de novo ou le reséquengage d'un génome connu ;

* |'étude de la variabilité génétique et du polymorphisme de
hucléotide simple (SAP) ;
 le séquencage d'haplotypes particuliers lors du clonage

positionnel d'un géne d'intérét ;



Impact des nouvelles techniques de séquengage en masse
* |"étude de plus en plus fine du transcriptome :
1. identification de transcrits rares, étude des phénomenes
d'épissage alternatif, identification des séquences frontieres
intron/exon, analyse quantitative du niveau de transcription
des genes ;
2. étude du profil en petits ARN non codants ("small
ncRNAs'"), découverte de genes codant ces types d'ARN ;
* |'étude des interactions ADN / protéines (régulation de la
transcription, facteurs de transcription, ...) :

* la génomique médicale ;



Impact des nouvelles techniques de séquengage en masse

* la génomique comparative qui compare la structure et les
fonctions des génomes de différentes especes (organisation
et évolution des génomes)

* la métagénomique : étude du génome d'un organisme prélevé
directement dans un environnement complexe (intestin, océan,
sols, ...), a I'inverse d'un organisme de laboratoire. Le but est
d'obtenir des informations sur |'incidence de cet
environnement. Le préfixe "méta" signifie "apres, au-dela de,

avec, ...". Aller a : "Metagenomics at EBI".



Impact des nouvelles techniques de séquengage en masse

* |'épigénétique et |'épigénomique : étude de |'influence de
|'"environnement et de |'histoire individuelle sur les
modifications de |'expression des génes d'une génération a
I"autre. Le préfixe "épi" signifie "sur, au-dessus, ..."

e |'étude du profil de méthylation (processus épigénétique).



Conclusion
Le "matériau” de base de la génomique est |I'ensemble

des séquences d'acides nucléiques et des séquences
polypeptidiques obtenues par différentes méthodes de

séquengage.

Ces séquences et d'autres types d'informations qui

découlent de leur analyse sont stockées dans des bases de
données. L'accés aux bases de données s'effectue via le
Web et Internet.

L'analyse de |'ensemble de ces données nécessitent
des méthodes bioinformatiques.



Conclusion

La génomique structurale, la génomique fonctionnelle, la
transcriptomique, la protéomique et la bioinformatique sont

des approches complémentaires.
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Génomique Fonctionnelle
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Génomique Fonctionnelle

Comment trouver un gene ?

Les travaux de génétique directe ont toujours pour but le clonage du géne sauvage
correspondant.

La recherche d'un gene se fait en plusieurs étapes :

Stratégie Xpeu utilisée)
- recherche d'un gene chez une especesypdaénie

Stratégie Zla plus courante)
- attribution du géne a un chromosc
- cartographie précise du géne sur le chromosome
- clonage du gene

La tache est plus ou moins difficile en fonction de I'espéece étudiée
- "relativement facile" chez les organismes de laboratoire rasdkint le génome est

entierement séquence.
- encore difficile chez des autres especes dont le génome estrere séquencage

(riz, mais, blé, etc.)
- extrémement difficile chez les especes peu étudiée dambt@atoires (peu ou pas
de ressources disponibles).



Génomique Fonctionnelle

Synténie

On retrouve chez des espéces différentes (mais proches) dedebipnses
étroitement liés. Ces blocs sont le resultat d'inversions oamEdcations (cassure de
chromosomes) qui ont éteé conservées durant |'évolution : cssitenie

Autre représentation
de la synténie
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Attribution d'un gene a un chromosome

Rappel sur la liaison génétique :

A/laB/b x a/ab/b BIESH AB/ab x ab/ab

Lorsque les 2 genes sont indépendants (non lié
Cross

50% phénotypes parentaux
50% phénotypes recombinants

Lorsque les 2 genes ne sont indépendants (liés
>50% phénotypes parentaux
<50% phénotypes recombinants

Pour attribuer un nouveau gene a un chromosome, on recherche une liaison génétique
(traduisant une liaison physigue) entre le gene et des marqueup®sié@annes sur la carte
genomique.

Quels marqueurs ?

Les P marqueurs utilisés étaient des genes mutés apportant un phénotygmdatbservable.




Les lignées testrices (tester lines)

Création de lignées testrices (marqueurs phénotypiques) :
Croisement de plusieurs simples mutants pour rassembler le plugal@ns possibles
dans un seul individu.

TRIIRIRI

homozygote homozygote homozygote homozygote homozygote
a b C d e
e ., :
a lignee testrice
b c | penta homozygote

abcde
= d




Génomique Fonctionnelle

Utilisation des lignées testrices

Croisement de la plante dont on veut localiser la mutation avecptussstrices
comportants le plus de mutations possibles.

e
a I I = q h . e
b e 2]l d
. ’
x | | | |° i
m fE= I m
g f 3¢
lignée homozygote pour la lignée testrice plante hétérozygote
mutation m homozygote pour 9 marqueurs pour 9 marqueurs abcdefghi
mais sauvage pour les marqueurs abcdefghi et pour le géne M

ABCDEFGHI mais sauvage pour le gene M

autof@@bndation

50% de parentaux (AA mm) et (aa MM)
50% de recombinants (AA MM) et (aa mm)
la mutation n'est pas liee au marqueur "a" Observation des

N ségrégations entre le
>50% de parentaux (Il mm) et (ii MM) Jreg

<50% de recombinants (Il MM) et (il mm)
la mutation est liee au marqueur

phénotype mutant (mm)
les phénotypes des
différents marqueurs




Génomique Fonctionnelle

Limite des lignées testrices

La densité de marqueurs présents sur les lignées testridésezstinant :

. € h
aibIC"d ==, i
|
k . f-gl i1l Ik
autof@@bndation

50% de parentaux (DD Kkk) et (dd KK) Observation des
50% de recombinants (DD KK) et (dd kk) ségrégations entre le
la mutation n'est pas liee au marqueur "d" phénotype mutant (kk) et

: L les phénotypes des
la mutation n'est pas liee a AUCUN au marqueur différents marqueurs




Génomique Fonctionnelle

Développement des marqueurs moléculaires

Les marqueurs moléculaires sont des variations neutres (d'un point pleanagypique)
de la séquence d'ADN entre 2 lignees.

La découverte et le développement des marqueurs moléculaire a :
- augmenté considérablement le nombre de marqueurs sur les cartepigéné
- facilité l'analyse des recombinants
- reduit le temps nécessaire a la cartographie d'un gene

On distingue différents types de marqueurs :

- RFLP (Restriction_Fagment length Blyporphism)
- SSLP (8nple Squence Bngth Blyporphism)
- RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)



Génomique Fonctionnelle

Utilisation des marqueurs moléculaires

1- Etablir une carte génétique de l'espece :
On cherche de grands nombres de marqueurs difetesrsqu’on en a suffisament, on peut les carpbgeales uns
par rapport aux autres, ou par rapports a des gip@sonnus (carte RFLP par exemple).

2- Cartographier une mutation :
Le plus simple est d'isoler une mutation chez war@teé puis de la cartographier en croisant latplarutante avec
une autre variété, fortement polymorphe.

.Uy M 193,14 l:."lm
I'I.Iﬂl"l 10.An an.nn an. nn 4n.nn 510N R0 AN . nn an.nan an nn 1nn.nn 11010 1:=.n|.nr 13000 '|4n|.nn 15ﬁ|.ﬂn
RHETFY SR oA RNt SO HIPE (AP 10 S B o Ay e Y rRERep ] i S TFUSSPE) SRt N WP IR rs! ity B ) BN PRt Bl Tl Pericnt O Rechgad el SRS e RO B RPN B |

HIZ65 HI423A MIL33 MIZ91A  MIZO9 HI324 HIi8s KI462 MI425 HI:

KI163 HIES  JI72 HTa4l HIS03  JI353 MT193 103
HI107 HIL3 HIZ0® HIZ3D  pI424
i I bk A I Lol ek A 5

Carte RFLP du chromosome 1 d'A. thaliana
Genetic Marker:MI348
Date last modified 2001-02-18
Name MI348
Talr Accession GeneticMarker: 1946014
Type RFLF
Is PCR Marker falze
Chromosome 1
Made From name map element type
mi34E clone
Associated Polymorphisms
Digest Patterns Polymorphism species variant restrict enzyme fragment length
MI348 COLUMBIA BAMHI 495

M LANDSSERREREGTA  BANE) " http://www.arabidopsis.org/servlets/mapper?

tion=zoomto&band=3&zoomto=1

D::ap Locations chrom map map type ? coordinates orientation
1 Rl genetic 2361-2361cM unknown
1 MIRFLP genetic 30.8-30.8cM unknown




Génomique Fonctionnelle

La cartographie physique

Le but est de produire des groupes de fragments d'ADN clonés chevaychaings),
dont I'ensemble couvre le génome complet.

Clonage des Analyse des
ADN génomique Fragmentation de fra men?s 4'ADN fragments d'ADN
(6,6.1Cpb) I'’ADN (digestion) g(banque) pour identifier des

clones chevauchants

RR RRR RR
(1 copie du genome)_|_|_|.|.|_|_|_|_|_

Digestion totale (R) Digestion partielle (R
(n copies) (n copies)

Vecteurs typigues:

Cosmides env. 40kb
BAC : env. 100kb
YAC : env. 1Mb

6,6.10 = 40 .1G = 165 000 clones

Mais en fait, il en faut beaucoups plus !
Fragments contigus Fragments chevauchants




Génomique Fonctionnelle

La cartographie physique

Détermination de I'ordre des clones (séquencage de courtes régiclmdsypour
former des contigs.

Au final, on obtient autant de
contigs que de chromosomes
de l'espece

nature

Arabidopsis
| thalana
e geEnome

Les cartes génétiques et physiques sont combinées (positionnement d
marqueurs génetiques sur la carte physique).
La carte physique sera utilisée :
- comme base pour le clonage de nouveaux genes d'intéeréts
- pour les projets de séquencage des génomes

On Dec 14th, 2000, the
Arabidopsis genome sequencing
project is published in Nature.




Séquencage

’________________\

Bioinformatique

’_____-

A ]
Séquencage du génome

nnotation fonctionnelle Transcnptom|que

/\\.;"""\

—_-—_—_—_—_\

Prédiction in Analyse de | Régulations |
silico | mutants | transcriptionnelles [
S a—
[
oY Génétique inverse I
| Génétique inverse systématique )

\ | I | I | I | I | I | I | I |
Génétique classi . -
enetique classique Collections systématiques de mutants

Phénomique



Les outils de la génomique fonctionnelle

Transcriptomique )

Bioinformatique Investissement

> Importants en

parallele des
programmes de
séguencage

Collections de mutants

Phénomique




Génomique Fonctionnelle

Transcriptomique

Objectifs :

Comprendre globalement les phénomenes de
regulation de I'expression

Disposer d’'une banque de données d’informations
sur I'expression de chague gene - fonctions
potentielles



Collections de mutants



Génomique Fonctionnelle

Quels mutants ?

Naombre important de

Mutagenese chimique —p mjutations,|mutations
ponctuelles

Nombre important de

Mutagenese par irradiation mutations, mutations
= ponctuelles +
deletions plus larges

Mutagenese insertionnelle
Perte de fonction
Gain de fonction

Faible nombre de
—) Mutations

Insertions

- Extinction de familles
RNAI —) d€ gENES

Simple pour les
plantes non-modeles



T-DNA express

Un outil pour identifier I'existence de
mutants T-DNA dans les différentes
collections mondiales de graines
d’Arabidopsis thaliana



@Précéd&nte - J - |ﬂ |@ _:*| | j_1

Adresse Ia@ http:/{signal.salk.edu/

Arabidopsis Gene
ORFeome Collection

Salk Insertion
Sequence Database
Arabidopsis Tiling
Array Transcriptome

Phenome-Ready
Unimutant Collection

High Resolution
Arabidopsis Methylome

Single Feature
Polymorphism Database

Rice;' Functional
Genomics Database

Arabidopsis
thaliana




Insertion du T-DNA de pAC161 dans la lignée knock out
GABI-KAT GK_753B06 (=N472210)

sToP [

1011 pb
i |
| Séquence obtenue !
' LP avec 06409 RP |
— d - ! |
——— aTG .
B 766 ph” \ ., Bpb 13pb | 224 pb ) 599 ph

R
gion d'insertion du T-D

0840 ,
| |
432-737 pb

¥




Génomique Fonctionnelle

|dentification d'un gene

Deux méthodes principales pour identifier un gene chez une plante :

- Homologie de séguence
Dans le cas ou le gene recherché a déja été cloné chez une espece voisine.

- Recherche et analyse de mutant(s)

- Interrogation de banques de données (recherche in silico)
Pour les espéces dont le génome est entierement séquence (A. thaliana, le riz,
et d'autres a venir).



|dentification d'un gene par homologie de séquence

Recherche du gene X chez la tomate

Etalement d'une
banque

d'ADN génomique ou
d'ADNCc de tomate

Etalement sur boites

de milieu gélosé —gTaTT
O

o O
N\
(o) OOO o)
O (0]

O

x 10-2

Disque de nitrocellulose
adsorbtion partielle des
phages a partir des plages
de lyse

Boite mére conservée a 4%

Répliques sur filtres

de nitrocellulose -
(> N

Préparation des
répliques pour
I’hybridation

- Dénaturation

- Neutralisation

- Fixation sur le filtre

nitrocellulose
solutions

Hybridation moléculaire de la
membrane avec sonde marquée
(type Southern)
- Pré-hybridation : blocage des sites non spécifiques
(BSA, ADN thymus de veau)
=—Hybridation T sonde hétérologue marquée
- Lavages : dissociation des hybrides non spécifiques
(pas trop stringeants)

d’hybridation

Détection des signaux

(autoradiographie)

Génomique Fonctionnelle

Plasmide contenanh
gene X du tabac

Marquage
chaud (radioactif)
ou froid (enzyme)

de la sonde

Dénaturation de la
sonde

Isolement des clones
positifs sur la boite mere
IBINGO!!

signaux positifs
= clones d’intérét

Autoradiogramme



Génomique Fonctionnelle

|dentification d'un gene par recherche de variants (mutants)

Les mutations peuvent étre naturelles ou provoquées

- ponctuelles (erreurs durant la réplication, lésions spontannées, UV, EMS, etc.)
Grande variété de mutations possibles : allele mutant faible, fort ou méme gain de fonction.

- délétions (pendant les réarrangements chromosomiques, rayons gammay)
Mutations perte de fonction en général.

- Insertions (saut de transposon, insertion d'ADN-T chez les dicots)
Mutations perte de fonction en général.




Mutations ponctuelles

Silencieuses :
Neutres :
Faux-sens :

Non-sens :

Addition
Délétion

AGG (Arg)
AAA (Lys)
GGC (Gly)
UGG (Trp)

CGG (Arg)
AGA (Arg)
GAC (Asp)
UAG (STOP)

Appariements de Watson & Crick

décalage du
cadre de lecture

Imino "“'NJ\F&!

Cytosine

0.,
Enol ' n N~ N
Thymine

Guanine

N 0

._‘H
N N

H

H HsC L.
Guanine /L Adéning
e2E e
'8 . _H
N, SN N
N " He
4 g 8/ 9
N Thymine
H Imino CH, Enol
o Guanine
NN
- H ._.‘ __N
CI" Fid ” \}.-'
" Ay
. ) M B . ™
Cytosine Thymine
H




Mutations ponctuelles pendant la réplication

Guanine sous
forme énol (rare o :gggg
ReEfe Replicatio
TETAG
-6 r g achic
s . . -

*TELTg Réplication 35/"_4 TGTAG mutant
AceTe "L~ _ AC —tlli g
TEEAC 76

2N ASCTE
46 -Réplication TECAG
ADN g - W Réplication _f§§46
parental GUAG _— T
5 TGCAG wt
lere
génération seme
génération

Les mutations engendrées par ces mauvais appariements se classent en 2

catégories : N _
transitions transversions

Mutations substltuatmt Mutations substituant une
une purine en une autre : purine en une pyrimidine

purine outune p_yrl_rg_ldlne : : ou une pyrimidine en une
en une autre pyrimiaine. purine_

OO>—A00
OO0 00o




Mutations ponctuelles pendant la réplication

Les mutations de phase :

L'addition ou la délétion codons sauvages : ILS ONT MIS UNE DES SIX VIS

d'une ou plusieurs paires 4 iaiion g'un nucléotide (M) :ILS ~ ONT *ISU NED ESS IXV IS
de bases (non multiple de

3) provoque des mutations addition d'un nucléotide (G) :ILS GON TMI SUN EDE SSI XVI S
séveres par décalage du
cadre de lecture.

Le modele de Streisinger explique la formation des mutations de phase
Synthése d'ADN Synthése d'ADN

L_e gliissemen',[ (.ju, Le glissement du brin
brin néosynthétise . 3 matrice provoque une
provoque une D A AT deletion de
adqlthn de . - nucléotide(s).
nucléeotide(s).

Fréequence d'apparition de ces mutations privilégiées aux points chauds : répétitions
d'une base ou de courtes séquences.



Mutations ponctuelles provoquées

L'EMS (éthyl-méthane-sulfonate) :

L'EMS alkyle les guanines. La guanine
alkylée en O-6-éthylguanine s'apparie

illégitimement avec une thymine.
L' EMS produit des transitions G -> A

Les agents intercalants :

sont des mutagenes a structure plane,
analogue a une paire de bases. lls peuvent
s'intercaler dans la double hélice d'ADN et
engendrer des mutations par addition ou

delétion d'une paire de bases.

Guanine

O-6-éthylguanine Thymine

bases normalemenl
appariées

acridine orange
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Mutations insertionnelles par ADN-T

Agrobacterium tumefaciens est une bactérie du sol (rhizobiacée, GRAM-) capable d'infecter
les dicotylédones (rarement les dicots) et induisant la gale du collet (tumeur).
La maladie est due a un transfert d'ADN (ADN-T) de la bactérie dans le génome des cellules
végeétales : transformation.

Ce mécanisme est le seul exemple naturel de transport d'ADN entre regnes.

L'ADN-T :

Fragment d'ADN du plasmide Ti (Tumour inducing, 200kpb) délimité par 2 séquences repétées
de 25pb (en orientation directes). Il code pour :
- 1 enzyme de la voie de biosynthése des cytokinines
- 2 enzymes de la voie de biosynthese des auxines
- enzyme de biosynthéses des opines (source de C et N pour la bactérie)

Oncogenése

Les cellules infectées se divisent activement (tumeur) et synthétisent des opines utilisées par
A. tumefaciens.

3 composantes géneétiques nécessaires pour la transformation de la cellule végétale:
- 'ADN-T : seules les bordures gauches et droites sont indispensables (sur le Ti).

- les génes vir: perception d'une blessure, synthese transfert et intégration d'’ADN-T (Ti).
- les génes chv: chémotaxie et attachement a la cellule végétale (chromosome bactérien)



Mécanisme de transfert de 'ADN-T

@ Attachement d'A.

@

@ @ o ®»

tumefaciens a la cellule

végeétale (chvB, pscA,
Att)

Perception et
transduction du
signal de virulence
(virA, virG)

Activation
transcriptionnelle des
genes de virulence
(virG)

Production du brin-

T (virD1, virD2,
VIrE1l, virE2)

Transport
intercellulaire (virB,
virD4)

Importation nucléaire
(virD2, virE2)

intégration-au
génome veégétal
(virD2, virE2)

14048 4

.y
@

AGROBACTERIUM

henolic signals

..




Le systeme binaire de transfert d'ADN-T

Plasmide Ti

— laaH — laaM— Ipt — Ocs -

Plasmide Ti
(200kpb)

Genes de virulence

Systeme binaire l
Plasmide binaire

Plasmide Ti désarmé (15kpb)

-~ Npt [|—""Geéne" X"

Genes de virulence 4 OFi
R



Collection de mutants ADN-T

Collection T1 de
mutants

transgéniques

Plantes @@ (insertions
sauvages @ & ’aléatoires)

b il
RE
i
Criblage de la

collection sur la base 3.
du phénotype @» 5. é{ ’ﬂ"\y@ @ @Sv 3.
Criblage de la @ @ @;E »@ @ @ @f
collection sur une base ‘@ '@ @ &L*\% éﬂ: : \% @
yé' ? ,@% Collection T2 avec i { @
5 mutants 5
homozygotes

moléculaire

Criblage de la %

collection in silico



Criblage d'une collection de mutants ADN-T

Criblage Phénotypique
(gene inconnu)

, S —
i W
Criblage Moléculaire AP

(gene connu) N

Oene 1avorl

-

ataactcttaaggtttcattgtcottagagagtaagaacaaaaaccattittctittantotictacatigttaatatottggataatattacasgacaca
meeSALKE 103658.30:.55 Xnnnn>

117201 cacacactcttacttatactacttoactacactottaggcacacacacadgeatgocttasagoacattattaaccctagactotagactottgcacaag
HEAAEENAN NS ANE RSN RS S A NN SRR s e uneueSALE_ (3153 s R AN N AR AN AN AR
CEBCLC{-}L‘LBCE"LQQCLL‘LI atacttgagtaaaaagtggaatatettacaaacacttgoccaagtagaagaaagacaggatocaaagatasata
nnnnnnnn =mmzmsEs==amE= smnmemosszsessss==SALE (3]15}(=sssszsasasssssessusnEE s s EsENSrEEsEEESnEEEES

1 1 il :'_".m'.c1c1_qaacaaacuq!r;cr_:a LaCLaaq'|acctaaacaacaccaaanclaca1qqqcat_att_qcutr:\Lm
1] age IN SHICO @ g e i i st
11 AGCT :

(géne connu et i s s —
collections étiquetees ... ' -
disponibles —

== sxssssessassSALE 0]347inssssasans EEEEEESSESSSSEESSSTSSSSSSEESSTSSSES

|0

Sur Inlernel ’ RN AR AN SRS EAAS SRR R ESALK (] Y e s A S A NS A A A S S AR SR AT -
118401 Gac \ YN EMfgcttattgottgott tagact tgotgattota

............................................ ot gl T P o e C R e O S RN o N L O
gagogeatgeagagoagbgatieccaateticacgacot ttazaaagtgasacocgagagaaaaagaasagrasaataggatgagtaacacttygocata

!
118601 ettttotopacaticataacasaacaracactiboatotitttttobactgtttaatattoatcaatagtacaattttgctettgoaanaatetatoate



Mutations insertonnelles par transposon

Les transposons :

Eléments Ac/Ds découverts chez le mais dans les années 1950
par

Barbara McClintock (prix Nobel 1983)

Elémént Ac 4,5kpb

-————— — — — — — — — ————— —>

IR IR
(11pb) (11pb)
—B> < —

X | X

transpcgase
I B B .




Découplage Ac et Ds

Génomique Fonctionnelle

La transposase va mobiliser n'importe quelles séquences IR. Elle agit en

trans.

Transposon sauvage

Eléménts Ac et
Ds dissociés

g I vonsoosos S ol I = TR o I ansposes S |
ool XX XX ), X
X transposase X transposase
X X
= élément Ac

_>
X

X !

X transposase

X

Les transposons Ac/Ds existent aussi chez d'autres plantes que le mais.
On peut également les transferer chez des lignées qui en sont dépouvues.
SiI'élément Ds s'insere dans un gene, il crée une mutation (forte).




Collection de mutants Ds

Lorsqu'un élément Ds "saute”, il se réinsere (généralement) dans une

séguence proche de son site d'origine.
possible.

RB LR

Sélection (internet)
d'une plante
possédant une
insertion proche du
gene a muter

Collection de mutants
(insertion aléatoires)

Lignée Ds
d'intérét

-> Nouveau type de collection

RB LR

35S::Ac

Hybride F1 chez lequel I'élément
Ds va sauter et potentiellement
s'insérer dans le gene d'intérét



Génomique Fonctionnelle

Clonage d'un gene mute par mutation
ponctuelle

1- Cartographie de la mutation :
- attribution a un chromosome
- localisation plus précice grace aux marqueurs moléculaires

2- Cartographie physique de la mutation :
- utilisation des contigs (marche sur le chromosome)

3- Séguencage et recherche de géene candidat



Génomique Fonctionnelle
Clonage d'un gene étigueté par l'insertion d'un
ADN-T ou d'un transposon
La séquence de l'insertion étant connue (ADN-T ou Ds) on s'en sert comme

SRS (ST p—

t

Utilisation de I'extrémité 3' comme
Digestion sonde pour le criblage d'une
banque d'ADN génomique (ou
ADNCc) sauvage.

!

Clone bactérien
transformé par le
Ligation l plasmide contenant
I'extrémité 3' du gene
Restr. recheché.

| a@®
ﬁ 2 o0 %o

Transformation Sélection sur
bactérienne kanamycine

enz. restriction




Génomique Fonctionnelle
Clonage d'un gene étiqueté par l'insertion d'un

ADN-T ou d'un transposon
La séquence de l'insertion étant connue (ADN-T ou Ds) on s'en sert comme

SR T (ST ——

t

Utilisation de I'extrémité 3' comme
sonde pour le criblage d'une
banque d'ADN génomique (ou
ADNCc) sauvage.

1

Clonage et

Inverse PCR séquencage du
Ligation l (PCR) fragment PCR

Digestion
enz. restriction

contenant l'extremite

Restr. 3' du gene recheché.

l
—
—
—
—
_—
=

\




Génomique Fonctionnelle

Clonage d'un gene a partir d'un mutant de
deéletion
Génome sauvage Génome mutant

. (délétion x)

Soustraction
génomique

Elimination des Clonage des
HE IS fragments non

biotinylés biotinylés( )




Génomique Fonctionnelle

Induction de deletion par le systeme Cre-Lox

Stratégie aénéral Lignées transgéniques WiscDsLox
ralegie generale http://www.hort.wisc.edu/krysan/2010/default.htm

Insertion d'ADN-T contenant

LwP

- 1 élément Ds whom | aseo Polh
- les sites LoxP reconnu par la recombinas'l_-NE.TH.?H_l :

I BAR
Gene 1 Gene 2 Gene 3 Basto Reitoniel

Mobilisation de I'élément Ds par
croisement avec 35S::Ac
LoxP LoxP

il ——

Gene 3

Excision de I'ADN situé
entre les 2 sites LoxP par
croisement avec 38%:Cre

Sélection Luciférase
Clonage
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Piege a genes (gene trap)

http://mwww.jic.bbsrc.ac.uk/science/cdb/exotic/index.htm
Les genes piégés s'expriment dans

GUS et Gene X dans la méme orientation
pEEY GUS NYlzanips

3 frame : .
splicing > RN e
eeemier -

Finding your JIC Gene Trap line

les pétales les

. _ L jonctions
GUS et Gene X en orientation inverse tige-

édicelle
< [T BB aRAce]l < y

— ‘ (simple knock out)

——Gene X —




Piege a promoteurs (promoter trap)
|dentification de séquences regulatrices de la transcription

= LB

| Gus - onptil F ::> (pas d'expression)

GUS sans promoteur

Le promoteur piégé est celui d'un gene
s'exprimant dans les méristemes racinaires
d'A. thaliana.

H

prom.§  GUS Snpth f ORF Z> x:@ ﬁ'

Ces lignées permettent I'étude de la régulation transcriptionnelle des genes
ciblés.



Piege a enhancers (enhancer trap)
|dentification de séquences regulatrices de la transcription

http://www.dartmouth.edu/~tjack/

(ou extremenet faible)

Enh. §# GUS ~nptll©

Un enhancer est fonctionnel en amont/aval,
orientation direct ou inverse par rapport a la séq.
codante.




Piege a enhancers (enhancer trap)
|dentification de séquences regulatrices de la transcription

http://www.plantsci.cam.ac.uk/Haseloff/construction/

(ou extremenet faible)

RB —
= gald N

Prom mini. UAS  Upstream Activation Sequence :
45 CaMV Séquence d'activation en amont

oy

== &  gald .|. ~ Hyg *

activateur de transcription GAL4 de levure




Piege a enhancers (enhancer trap)
|dentification de séquences regulatrices de la transcription

o® I-> La méme construction a été
RB =l transférée dans le génome d'O.
Enh. § BCEYR t-—-—---  Hyg ¢ sativa (riz), par transformation et

régénération de plantes a partir de cals
en culture.

Coiffe en division
continu
Endoderme _
Epiderme
Péricycle au nivead de
I'émergeance
d'une racine

secondaire



Génomique Fonctionnelle

Comprendre la fonction des genes

Etude ou construction de lignées gain de fonction :
- Surexpression simple
- Surexpression conditionnelle (pour éviter une léthalité par exemple)
-> |la nouvelle fonction constatée est contrdlée par le gene sauvage.

Etude ou construction de lignées perte de fonction :
- mutants naturels, isolés a partir de collections, ou construit
spécifiqguement
-> |la fonction perdue chez les mutants était contrélée par le gene
sauvage.



Surexpression d'un gene

La surexpression simple

Fusion transcriptionnelle :

ectopiques
(Facteur de transcription homéodomaine)

Prom FOR
35S CaMV

Controle 35S:: TRY

TRY réprime la production de trichomes
(Facteur de transcription Myb)



Surexpression d'un géne avec un gene rapporteur

La surexpression avec rapporteur

Fusion transcriptionnelle et traductionnelle :

Merge

La présence de GFP certifie que la protéine GeBP est produite.
La localisation intra-cellulaire de la GFP montre que GeBP est une protéine nucléaire
(Facteur de transcription Leu-Zip)



Systemes inductibles d'expression de genes

Il se peut que la surexpression d'un gene a un certain stade du développeent
soit léthale.
On a alors besoin d'un systeme inductible.

Exemple : promoteur induit par I'éthanol

En absence d'autres sources de carbone, le champignon Aspergillus nidulans est capable de
métaboliser I'éthanol. En présence d'éthanol, le facteur de transcription ALC R se fixe sur les séq.
régulatrices pAIlcA et stimule la transcription des genes du métabolisme de I'alcool (opéron).

Par ce mécanisme, A. nidulans s'assure de ne produire ces enzymes que Si le substrat est
présent.

Le géne ALC R codant pour le facteur de transcription
est exprimé de maniére constitutive.
En absence d'alcool exogene, ALC R n'est pas actif.

L'apport d'éthanol exogéene permet a ALC R d'activer

la transcription & partir du promoteur pAlcA cloné en
amont d'un géne d'intérét.

La protéine a étudier n'est produite qu'en présence
d'alcool.

D'autres systemes existent : choc thermique, métaux, etc.




Inactivation de genes par ARN antisens

Gene enéG

5" ATGCCA 3 ... TGGCAT
3" TACGGT ACCGTA

l

UGGCAU

5!

Antisens pour le géne WAK (cell Wall
Associated Kinase) impliqué dans les

Benthamiana (tabac)




Inactivation de genes par co-suppression

Mécanisme mis en évidence chez Petunia hybrida (1990)

Surexpression de fj . .
. transgene et transgene et
la chalcone X .
gene gene
synthase . .
W endogene endogene

Transformation

YY" “N

e U expnms K&d exprlmes
=]
=)

La tentative de surexpression d'un

D aVe ({;;5 gene aboutit parfois a l'effet
F1 J'I'F* 4, ) inverse : I'extinction du transgéne
wit

et de la copie endogene.

fleurs CO-suppression

désirées




Génomique Fonctionnelle

Mecanisme d'inactivation de genes par ARN interférence
(RNAi) Co-suppression = Post Transcriptionnal Gene Silencing (PTGS) = RNAI

codeé par le transgene,
genome virus, etc.
MRNA
mi RNA RNA

DICER coupe dsRNA

RISC fixe siRNA

Complexe RISC + siRNA

: P Cycles
hybride specifiguement mRNA d'amplificatio
~  ndunombre
RISC coupe mRNA de siRNA




L'activité RNAI en vidéo




Inactivation de familles multigéniques par RNA

Chez A. thaliana, la famille GeBP compte 4 membres (GeBP 1 a 4). lls codent tous pour
des facteurs de transcription et sont tous exprimés dans les mémes organes. Leur fonction,
encore inconnue est certainement redondante.

Les 4 simples mutants ne montrent aucun phénotype visible.

Construction RNAI visant a sous exprimer les 4 genes GeBP simultanément :

—pP35S

Structure
prévue de
I'ARN

Dégradation de
I'’ARN double
rin en siRNA

DL LU LN T T




Etude de la transcription a I'échelle du génome
Puces a ADN (micro-array, DNA chips)

Les avanceées dans les domaines de la génomique (prog. de séguencage des
genomes, etc.) et des nanotechnologies (miniaturisation, automatisation, etc.)
rendent possible I'analyse des niveaux de transcription de nombreux genes

simultanément: la transcriptomique.
Chez A. thaliana, I'ensemble des 25 000 genes est représenté sur une puce.

7mm

Puces a ADN Résultat d*hybridation
d'une puces a ADN




Etude de la transcription a I'échelle du génome
Puces a ADN (micro-array, DNA chips)

Les avanceées dans les domaines de la génomique (prog. de séguencage des
genomes, etc.) et des nanotechnologies (miniaturisation, automatisation, etc.)
rendent possible I'analyse des niveaux de transcription de nombreux genes

simultanément: la transcriptomique.
Chez A. thaliana, I'ensemble des 25 000 genes est représenté sur une puce.

&

4

Puces a ADN



Elaboration et hybridation d’'une puce

AFFVMETR K
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 GeneCHip
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jGeneChlp

rabidopsis ATH1 Genome

Les puces commerciales

From Computer Desktop Encyclopedia meCmputDktpEnylpd
Reproduced with pemizssion. Reproduced with pammission.
@ 2007 Affymetrix @ 2007 Affymetrix
1.ikem e J
(81 | : LA Shining a laser light at GeneChip® array causes
kinckeo) ; RNA fragments with fluorescent tags from sample to be tested tagg engNA I'ragsl that h)“b:::iz edwto glow
(4 ents
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Millsons ol CNA strancss baill up in each cell

] RNA fragment hybridizes
with DNA on GeneChip® array
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Fabrication de la puce Hybridation de la puce Détection des sighaux




Etapes de I'analyse transcriptomique par micro-array

R X NN N
Plaque robot A L R R N N
contenant des__ _ spotteur (I RN R NN N
A \‘ ADN CREEEE R
\ X N NN N
R R XN NN
THRIN4N B N |
Fragments PCR Fragments PCR sont Puce ADN (micro
specifiques de déposés sur une lame array)
chaque gene (1, 2, de microscopie
hybridation
sonde ADNc TTTTTTITTTTTTTT] avec un
TTTTrrrrrrrrrrrd L,
TTTTrrrrrrrrrrnd melangedesz
ARNmM sondes
spécifiques
des fleurs synthése d'ADNc
avec nucléotides
fluorescents .
SIg
sonde ADNc
TTTrrrrrrrrrrrd
ARNM S
spécifiques
desfeuilles

signal équivalent
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La problématique des -omiques
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Les sciences
-omiques
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2/ Interprétation }
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La problématique des -omiques

Génome
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ADN double brin

transcription

messager

traduction

chaine d’acides aminés

l repliement

Cellules procaryotes



ADN double brin

ARN prémessager transcription
intron intron
~exon-, i exon! T exon |
k k : : * maturation
(excision -
- épissage)
messager 2 '
traduction

chaine d’acides aminés

l repliement

Cellules eucaryotes



La problématique des -omiques

r y Transcription - Traduction -
[ Genome |=w= == -P-[ Transcriptome ]-I- - -I-[ Protéeome

ADN ARNM Proteines

Metabolomique — Complexomique — Interactomique —
Metagenomique — Metaproteomique — Proteogenomique, ...



La problématique des -omiques

Interact-
omigue

(Geén- Transcript- m Fl Métabol-
: . . Tux- . 3 . s
omigue omicue omigue ) omique - Lipid-
| | l omique ] Lipides umli]q He
ADN =—9» ARN —)-'Prutéiﬁ—} étaboli > .
v Glucides Glye
. A . M
Epigen- K - «\ omique
omique [[lll._"‘] act- in-
omigue omiqgue
Sceret- | Protéin
omique | séerétée E. Jaspard 12017)

Deux types de molécules support de la bioinformation : les
acides nucléiques et les protéines

Le "matériau de base" de la génomique, de la transcriptomique
et de la protéomique est la séquence : I'enchaihement ordonné
et orienté de nucléotides (acides nucléiques) ou d'acides
aminés (protéines).



La problématique des -omiques
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La problématique des -omiques

; Transcription - n  Traduction -
[ Genome ]-l"- M 'P-[ Transcriptome ]-I'- - Proteome
ADMN ARNm Protéines
Code a 4 lettres Code a 20 lettres
A TG, C o 20 acides amines
Le code genétique
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La problématique des -omiques

. Transcription N Traduction i
[ Genome ]-I"- - "'-[ Transcriptome ]-I- - Proteome

ADN ARNmM Protéines
Premier genome sequence en 1995; Genome de la levure en 1996;
Haemophilus influenzo (Taille 1,8.10° bps) Saccharomyces cerevisiae (Taille 14.10° bps)

Premier draft du génome humain 2001: ia it
= ; :
Homeo sapiens ([Taille 3,2.10° bps)

i
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La problématique des -omiques

; Transcription - Traduction -
[ Genome ]-l"- sl -P-[ Transcriptome ]-I- - Proteome

ADN ARNmM Protéines

« Fulssance
Techmologique »

« Sequencage :

Bases/expe MNbre de bases [ 1%

< 1000 1200 12
1090-2000 77 000 300
400 000 000 40 000
2000-2010| | 1p 500 OO 00O 1 million
200 000 000 000 6,5 millions

=2010 " 1génome en 15 min pour 1 000 §

15950 20040 2010



La problématique des -omiques : une
complexité croissante

z Genome Humain:
[ Genes ] 20 000 génes
/ -
Transcription [ =]
; (@
Epissage alternatif o
| ARNs ] 9
.'Il - "'. E.
1 1 T
7
_ AW
Traduction =]
Modifications post- D
traductionnelles {PTM) /
Processing
i Protéome Humain:
[ Protéines ] ~ & millions de protéines

differentes



Le codage de l'information génomique

« macromolécule dADN =
enchdinement d'acides nucléiques
—adénine : A
—thymine : T
—cytosine : C
—guanine : G

« génome % texte écrit dans l'alphabet
de ces quatre lettres



Organisation générale des génomes

Organisés en chromosomes

Chaque chromosome eucaryote contient un ADN linéaire
Répartition des genes, variable le long des chromosome et
région intergénique non codante

Genes:

séquences codantes continues: cas général chez les procaryote
(mais pas exclusif ) ou discontinues (exon-intron): cas général
chez les eucaryotes (mais treés variable d'un organisme a
I'autre, rare chez la levure)

Séquences répétées

Dans tous les génomes mais % tres varié qui peut etre trés
élevé



Analyses bioinformatique des génomes
Reconnaissance de génes et autres éléments du génome
Syntaxe des séquences
Recherche de similarité
La bioinformatique permet d'extraire l'information des
séquences génomiques.
Le génome comme un langage :
- Support = polymere linéaire
- Alphabet = molécules
- Mots = 3 lettres parmi 4
- Syntaxe = en cours de déchiffrage
Superposition de signaux :
Pas seulement quel est le produit du géne, mais aussi ou est-il
exprimé, en quelle quantité et quand ???



La nature du contenu informationnel de I'ADN

Par convention, on considére que l'information est la somme de
tous les produits de genes, c.d.d. des protéines et des ARN.

* L'ADN contient l'information, mais de quelle fagon celle-ci
est-elle codée ?

* De nombreuses protéines se fixent au niveau de sites
présents sur 'ADN lui-méme, tandis que d'autres protéines et
des ARN se lient a des sites présent sur ' ARNm.

* La séquence et les positions relatives de ces sites
permettent aux genes d'étre transcrits, épissés et traduits
correctement au moment adéquat et dans le tissu approprié.



La nature du contenu informationnel de I'ADN

Une protéine Leribosome Le spliceosome se LapolviA) poly-
regulairice se se fixe a fixe au transcrit merase se five au
five aADN IARNm primaire transcrit primaire
L'ARN poly- l Les ARNt se fixent La protéine de termi-
MEerase se a chaque codon naison de la traduction
fixe a TADN de lARNm ifﬁ::’:f.i]‘.’ARNm

] .. | “|
\ Promoteur

Elément régulateur
de la transcription

l 2'UT

Exﬂn

ntron

Site d'epissage
en 3’

Site d'amorcage
de la traduction

Site d'épissage

J'UIR

/ Codon

Site de poly-

an 3 adenylation

Site de terminaison
de la traduction

Le contenu informationnel du génome comprend les sites de liaison



Détection de genes eucaryotes

La recherche de gene dans les génomes eucaryotes est plus
complexe.

Les régions codantes sont morcelées sur d'énormes distances
par les introns et les régions codantes représentent ainsi

moins de 5% du génome eucaryote.



Détection de genes eucaryotes
Trouver les génes a partir de la séquence
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COGAGAAL GGG TO TGO TACAGCTTOGGOGACGCATTOGAGACC GCAC GO G LCT GLOT GG CCGAGAA GL O OGO GOOGGGOGLCTGATLE
TG CGTOGOOGOOCTOT OGO GO C LT GETO GA L TG GO LT GAC GG CA TGO GG TCC TCGUGCTORACGTOTTOGGOGAL
GUCGACACCETCAALE GOGOOGOGCACTRGCATCC GATCG GEAL GOCGLG OO GOCT GLAGATOGAC GLCAC GUGLCTLCTGLO GG GAT
GOLAAGOLCTGLC UG GACGGOGAL GTCCAC GLCTGGAT OO L GG OGO LT TOGACGLUC GO CCORAC CTRCTC GACGUCLIGOGUO
AGCLECTGOOGCTGECT GGG CAC GG GHOGGOROGC TR GODGLCT GG UCACC OGU GOGOCTTOTTOG OO U TORAC GACCTGG G
CTEOCGCATOOGGOGETEAGCTTC GA GO GOC GLCCGACCODGOOGE L TG GETRGALAAGGACGT C GG LGOAGCGLOGLATRGCACGT
GUAGGADGOGGL GOC CGAGOGCCODGODGOGOODGEGOCGCTACTGGEAGOGCTGEOOGE COGGGEC CAGLGL GATG T CGGOGRADGCTGLTOG
COAALGGOCACGADGOOGTC GT T CGGCTTCAAC CTGCAGAC O TGO GO OGO TOGC CGGC CUGOGCTGGGTCTTOGE CLGCATCGTOR
GO OGO O TGO OGO O G GG T OGAT O G T OGT GO G T GO CCT OGO TG CTGGCAC GGOGTT TOGACC T GCACGHOCTRGOCA
GUOTGGACTTOCTGCTOLAC GHOEARCA L GO GALC TGO TG GAAC TC A CGL DO GG C GO GO CAGO GOCGAGCTCTACC O GALGTOL
GACGOGHOGLEGOCTTGOGOGE CCACCTEC G TG GETEACAC GO GOCGAGE TGO OGO OGC OO GOCGO OGO GOGGGT GO AA GLC
CACGAGATCGTOITOGCAC GOC GOGC G TGATGOTCGAC GAC CTOGOCGCAGCGUGCAT OGO CLC CADGC OLOTOGC GO GUGACTGLOCG
COTGGUGGOCAGCGTTTOGACG TOGGCGACCOCATCTGCALCC TGO GO TGO LG GO GATGOOGOOGAGGTU TGROGLC GUT GG
CACACGE OGO AT OGO T TOCT GGAGAAC CGATEAAM AL LOTCT G OO GUG U LT GO OGG OGO CAL GATOGEGETOARD
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GG GTOGGORAGATOTOCCTOG GO GG OCTR GG C GO GTCGAGCTOG GO GO DO CGACT GG CORAC CTRL AT CALG TG OGEAL
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Détection de genes eucaryotes

Organisation et structure des génes « Protéigues » chez
les eucaryotes

LagenomeodcbighdccohchiquezhvbzdcizgheokgsikeintrzevnzeidevbClfdesignel adis
xgehklmpojqgsiaiobesbeoiohsodjsqjjxchogyxnldsqshsnchedggsoqqpCapcCedgilC
sipciplinesciengshxhxguaoXIltifiquebcjgogqpchhizpps xgiogsogjydsguipovaddiXI
XXIOISOIfsdfrttvkylibvghsduziskixixhjhchghechhchsks ndoidopezpsmskocg§qx
uovvvvvxwidtvheentreesurjgpejcgocccccokgsikeinzigsiaio, qddzazirylgklolitvlaca
rtogeegscqvie hlcbscgfjiilopjsdhhjdcizeodcbighdcgsqsazdzraphiededijgqspggsigs
opqpscgpidiksoaogjknsndshvsdfsdfsdfshhelogksdezsanaqnwnwsschediokejcjeds
dfefhkcohchghbesbeoiohsodjsqichoqyfighodqqsoqgpCescenomeqpcCedojlCis
pdsdvsdvezbnj.wyterrogjydsguipevaddigshxhxqxiodjqqspggsigsopgpscgpidiksoa
ogiknsndshvsdfsfsdishhologkavagqnwndfefhlkhhjdazeodcbighdecohchgheokgsik
einergzaqoqvzjqgsialobesbeolohsodjswsschediokejcjedsdfgfhkhhjdcizeodcbighdec
ohchgheokqsikeiuzjgsiaiobesbeoiohsodjsqyxcheqyixgqpCapeCadaiiCisipyeretivk
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dqgsogqqpCqpcCsodjsqiixchegyixghodggsokgsikeinzijgsiaiobesbeoichsodalobesbe
oichsodjsagnwnwsschediokejcjedsdigfhlkchhjdcizeodckemizjgsiapovaddigshxhxqx
ioXIIXgfhkhhjdcizeodcbighdccohchgsetlesequencaseqqpCqdsdiofhkhecohchghe
odel ADNhcokgsikeinzjgsiaiob



Détection de genes eucaryotes

Organisation et structure des génes « Protéigues » chez
les eucaryotes

LagenomeodcbighdccohchiquezhvbzdcizghcokgsikeintrzevazeidovbClidesigneladis
fxgohklmpojqsiatiobesbeoiohsodjsqjjrcheqyxnldsgshsnchedggsoqqpCqpcCedglC
sipciplinesciengshxhxgxioXItifiquebecjgogpchhizpps xglogsogiydsouipgvaddiXl
XXIOISOIfsdirttvlylibvghsduzisklxlxhjhchghochhchsks ndoidopezpsmskecg§gx
ucvvvvvxwdtyheentreesurjgpejjeqocccccokqsikeiuzigsiaio, qddzazirylgkloljtvlaca
rtogceqscqvie hicbscghiilopjsdhhjdcizeodcbighdegsqsazdzraphiedodiggspqgsigs
opgpscgpjdiksoaogiknsndshvsdfsdfsdfshhelogksdozsanagnwnwsschediokejcjeds
dfgfhkcohchghbesbeoiohsodysgmchoqyizghedqgsoqqpCesgenomeqpoCedgjlCysy
pdsdvsdvezbnjuivterrogjydsouipgvaddigshxhxgxigdjqqspggsigsopqpscqpjdiksoa
ogiknsndshvsdisfsdfshhelogkavnagnwndfefhkhhjdczeodcbighdccohchgheokgsik
eluerszaqoqvzjgsialobesbeolohsodjswsschediokgcjedsdiothlchhjdcizeodcbighdcc
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dqqsoqqpCqpcCsodjsgijxchegybighedggsokgsikeinzigsiaiobesbeoiohsodaiobesbe
ciohsodjsagnwnwsschediokcjcjcdsdigfhkhhjdcizeodckeinzigsiapovaddigshxhxgx
10XIXgfthkhhjdazeodcbighdccohchgsetlesequencageqgpCqdsdigfhichecohchghe
odel ADNhcokgsikeiuzjgsiaiob



Détection de genes eucaryotes

Organisation et structure des génes « Protéigues » chez
les eucaryotes

Lagénomiquedésigneladisciplinescientifiquece
ntréesurlacartographiedesgénomesetleséquen

cagedel’ADN

!

La génomique désigne la discipline scientifique
centrée sur la cartographie des génomes et le

sequencage de lADN



Détection de genes eucaryotes

Séquence a analyser
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De trés nombreux domaines de recherche
en informatique, automatique et
mathématiques appliquées sont concernés

> algorithmique sur les séquences, sur les
graphes...

> statistique, analyse de données

> apprentissage symbolique et numérique
> visualisation de données

» modélisation et simulation dynamiques
> calcul parallele

> bases de données et de connaissances



Transcriptome

Transcriptome : ensemble des ARNm ou transcrits présents dans une
population de cellules dans des conditions données.

‘ Acces au niveau d'expression de milliers de genes simultanément
(potentiellement I'ensemble des genes d'un organisme)
= instantané de |'état d'une cellule ou d'une population de cellules

Données d'expression des génes obtenues par :
+ gPCR

* Puces a ADN

* Sequengage ultra-haut débit



Transcriptome

Seul 5% du genome environ code pour des genes (Transcrit puis
tl’aduit] Hmwmrd b wil Fdh

Etudes ciblées a ces 5% [ TP AN,

Coady ep T
mriy prion e rermosd

try wphechg t-Poby |8 tad

§ v el sl cap

Banques de cDIA issues de tissus differents :
- Connaitre les génes (Annotation)
- Lieu d’expression (Tissus)
- Abondance (Miveau expression)

Mise en place d’outils generigues
Houvelles technologies d'analyse



Transcriptome

« 1 génes
- gPCR (PCR guantitative)

& un temps t, la guantite chtenue et
paa proportionneile 3 b quantiné initiats

% et e Emeemm, ™ == POR (1 opcle diamptification = x2)
twen A
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-
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Acquisition des données

Echantillon Echantillon

test reférence s :
e 1 o e L | BRSO EFE L [
i -JI. ) II — .'-u,l " 1 TEITEN
' Thqu 3 ‘?:}F‘ﬁ
e el o |

| extraction |

ARNmMm -~
réverse transcription et amplification

."w._._ i,

o ™

ADNCc

marquage |

L el hybridation
N -, i e—
@ T o

R ol & puis lavage

.'ll-J = _. -




Acquisition des données

Cy5

Cy3 = L — Sarr
spati o o o
Spot2 200 180 0.9 £
Spot3 9500 80  0.008 E
Lpot4 00 10000 100

Echantillon 1
Echantillon 2

/M L mmmmm Mﬁm
PHON N .
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Analyse et interprétation des données

e T T T T

| i normalisation -
HH :.: ;.: : .. - dm! o
filtrage &

probesets

interprétation «———

|dentification des génes “ *ldentification des
différentiellement ensembles de génes
exprimes - co-exprimes

Caractérisation d'un
ensemble de genes



Analyse et interprétation des données

Ratio de transcription 1/10 000 au sein d’un échantillon
30 000 génes (ADN) = 100 000 ARN

Un géne peut étre transcrit en plusieurs ARN

Les ARNNc ne sont pas a nogliger

Etre lo plus exhaustif possible ... sequencage (RMHA-s2q)

Fatu.rcaliee --____. .____._. e o
4 - m—
B E 0 O e
g A — r
. y

Mgk g ..-"' I "-.ll_
B B -

T e J

® »H H-



Génes co-exprimés

*  Motivation : les genes ayant des profils d'expression similaires sont
potentiellement co-régulés et participent @ un mé@me processus biologique

* But : regrouper les génes impliqués dans un méme processus biologique

I.ln!lll TETPERTTA I ERE TR N ERl S 7§

R ——

Baobingom ef el 2002



Transcriptome

Fonctionnement

.,  w— Fxpression des genes
de la machinerie

PHENOLYDE st

« Etudes comparees de la transcription des genes

- (Chez des individus différents
« Caractérisation physiologigue d"une voie métabolique

« « Niveau de transcription d’un géne » est un phénotype (comme lo
poids d'un animal) : e-QTL

- Dans des conditions environnementales differentes



Protéomique

Protéome : ensemble des protéines exprimées dans une cellule, une
partie d'une cellule (membranes, organites) ou un groupe de cellules

(organe, organisme, groupe d'organismes) dans des conditions
données et a un moment donné.

= instantané de I'état d'une cellule ou d'une population de cellules

Séparation des protéines par gels d'électrophorése (1D, 2D) puis
identification des spots par spectrométrie de masse

ISOELECTRIC FOCUSING

®

Echantillon
reference

Echantillon
test

SDS - PAGE

MASS SPECTROMETRY



Identification des protéines

L'analyse protéomique repose sur linterpretation des données de
Spectrometrie de Masse.,

Méelange
Extrait de

4 i
proteique .;z” peptides :
Coupure A Séparation Anah,.'se ’ =
| o [ e
enzymatique e gy, i.J.L MS,u"MS- N

Elactroghorese,

B WL L

Chromatographis, _ |
R -l-._J-l.q_.ll_.h. [ P | 1
1 proteine === =50 peptides Spectrométrie de masse
10 000 protéines _ 500 000
par type cellulaire peptides

Instruments de type
CQuadrupole-TOF, Triple-TOF, Orbitrap, Triple quadrupoles, ...



Identification des protéines

Digestion du spot par une enzyme
(ex: trypsine) et mesure du poids
des peptides obtenus

\ Digestion in silico du protéome

* Recherche des A-J—‘J-—_

Y protéines i ]
correspondant au -
profil observe Uk [PAe

- J I__ =3 -




Identification des protéines

Spectre MS/MS

Liste de masses experimentales

M5 MS/MS5

TREET B

Algorithmes
d'identification

Ef6.43 =

S50.12
IR S
54'5-."5 i |m'34
| 557 0k
|&TR 55
HoE x

Comparaison
(confrontation) des listes
de masses
experimentales/théorigues

[Eioinfermatique]

Bangues de données de
seguences protéigues

=AlEumin

ILAVC CIERTE HEDA RPN
KHFON TREHFEEODCWATTF RF
HLEETFPREWCDETR.

Segquences connues ou K theorigues a:
hesgur'h 1Go de fichier texte

l

Liste de masses théoriques

MS MS/MS
i
B4, 41
TS0
53,14
{EE
546,43 —"| 13423
1537,11
1678, 5%
LONT &
2, 14




Réseaux de génes, de protéines

Réseaux :

= d'interactions protéine - protéine, génétigues, fonctionnelles, ...
» de régulation des genes

* métabolisme (enzymes - substrats)

= transduction du signal




Biologie structurale

Séquence protéique

=gilEE24271 |gb| AAD44156.1| cftochrome b
LCLYTHIGRNIYY GS YL Y SETWNT GIMLLLITMATAFMGYVLPWGOMSFWGATVITHLFSAIFYIGTHLY

EWIWGSFSVDEATLNRFFAFHFILPF T AL AGVHLTFLHETGENNPLELTSDEDEIPFHPY Y TIKDFLG
LLALPLLLLE L&) SPOWLGDPDNHWPADPLNTPLHIKFEWYFLEAYAILRSVPHELGGVLAL FLSVIL
GLMPFLHTSEHRS ML RPLEGAL FWTL TMOLL TL TWIG SPYE Y PY TIHGEMASILYF SILAFLPIAGK

IEMY

Prédiction des interactions
protéine - protéine ou
protéine - ligand

Prédiction ou résolution
de la structure tridimensionnelle
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Biologie des systemes

Intégration et synthése des connaissances
» modélisation d'un systeme

» processus biologique (respiration)

= organite (mitochondrie)

» cellule

» population

» écosystéeme

A terme : simulation d'une cellule virtuelle et prédiction de son
comportement



Métabolomique

| Fralen

« Ltilisation comparable au transcriptome :
- Caracterisation d’un type cellulaire
- Caractérisation d’un etat
- Analyse comparative de deux etats
- (recherche de Biomarqueurs)




Analyse des données

Acquisition des
donnees

Bioinformatique

Organisation
et stockage des
données

Trois grands domaines ou infervient la bicinformatique Exploitation des

données et
connaissances

Biomathématiques & Statistiques

Genomigue Transcriptomigue Proteomigue Métabolomique
. . l l
Liste de sHP Liste de cOMA Liste de Proteines Liste de metabolites
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Master en : Bioinformatique
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Eléments transposables :
Organisation génomique



Introduction
Les séquences d'ADN répétées

« ADN hautement répété /10 a 15% du génome
- Peu codant, hétérochromatique (fortement condensé)

- Seéquences répétées en tandem = les satellites
/ centromériques, télomériques type TTTAGGG

« ADN moyennement répété /25 a 40% du génome

— Séquences répétées dispersées = les éléments
transposables avec un certain taux de diversité

— Les génes des ARN ribosomiques ARNr, de transfert
ARNTt (>200 copies)

« ADN unique ou faiblement répété Séquences uniques ou
a faible nombre de copies = la fraction codant des
protéines



Introduction

ou , sont
présents dans tous les organismes eucaryotes et
procaryotes.

Une propriété commune a tous les éléments
transposables est en effet de pouvoir s'insérer en différent
endroits du génome

et d'y générer des mutations qui détruisent ou
modifient une fonction, lorsque par exemple ils s'inserent
dans ou a proximité d'un gene.



Introduction

Du fait de leur mobilité ou de leur nature
répétée, ils entrdinent des remaniements

chromosomiques a plus grande échelle.

Pour toutes ces raisons, ils sont une source

importante de diversité génétique.



Introduction

Eléments transposables : la
découverte
Des 1940s : mais / Barbara McClintock

Altération de la pigmentation de grains de ~ 1902-199
mais

— ET inséré dans un gene de la
chaine de biosynthese
des anthocyanes
—> pas de pigmentation

— Expression du gene et
pigmentation quand excision

Pas de produit du gene

— Taille des taches en fonction
- geneactif

du moment ou a eu lieu l'excision
Pigmentation ~ ET

5



Introduction

Eléments transposables : la
découverte

Modélisation avec deux éléments :

— Ds Dissociator

§ Systeme Ac/Ds

— Ac Activator

Premieres notions de |'existence
d’éléments de controle de
I’expression des genes

/ prémices des mécanismes de la
régulation génique

an nobel en 1983 I Pas de pr'odui’r du géne
Ac gene actif

Ds

6

Pigmentation



Introduction

Ces séquences sont capables de se déplacer dans le
génome et de s'y insérer a différents endroits.

Leur activité transpositionnelle se traduit donc par
de la variabilité génomique, deux génotypes
pouvant différer par |'intégration d'un élément en
un endroit donné (appelé site d'insertion) dans |'un
des deux génotypes mais pas dans |'autre



Introduction

Il existe alors un polymorphisme d'insertion a ce
site entre les deux génotypes.

De nouvelles stratégies ont ainsi vu le jour, afin
d'exploiter cette variabilité et d'utiliser les
polymorphismes d'insertion d'éléments
transposables comme outils de marquage
moléculaire.



Eléments transposables : définition

Caractéristiques :
— Fragment d’ADN mobile

— Capable de se deplacer de fagon autonome
dans le génome

Terme « élement transposable » dans les
anneées 70s

/ génétique moléculaire
Constituant majeur du génome eucaryote

Arabidopsis : 15% drosophile : 22%
mais : 80% homme : 45%
blé : 90%



Les éléments transposables

sont des fragments

d'ADN capables de se déplacer le long des chromosomes.
En s'insérant dans un géne, ils modifient sa fonction et
créent une mutation

Ils contiennent leurs propres genes codant pour les
protéines nécessaires a leur mobilité.

Ils ne se déplacent pas en permanence, et leur
activité est controlée par eux-mémes et par |'organisme qui
les contient.



Les éléments transposables

« Se déplacent d'un endroit a un autre du génome

- Existent dans tous les organismes étudiés
-Effets :
- Insertion a proximité ou dans un géne avec activation
ou inactivation du géne cible.
- Induction de délétions, inversions et translocations de
I'’ADN
- Induction de cassures chromosomiques.



Les effets de l'insertion d'un élément
transposable sur une séquence codante

Transposable element

Transcribed in cartain cell types, protein product is active

Protein product not functional

Transcription activated in other cell types




Les éléments transposables

Les éléments transposables ont une autre
caractéristique commune : bien qu'utilisant la

machinerie cellulaire pour leur expression,

Ce sont des entités génétiques bien définies, qui
codent généralement pour les fonctions spécifiques

nécessaires a leur propre transposition.



Les éléments transposables

Les éléments transposables sont regroupés en
deux grandes classes dont les mécanismes de

transposition different radicalement.

Les élément de classe I, ou rétroéléments, transposent par
I'infermédiaire d'un ARN qui est rétrotranscrit en une copie
fille d'ADN,

Tandis que les éléments de classe II, ou transposons a
ADN, transposent par linfermédiaire d'un ADN,
généeralement par excision suivie de réinsertion dans le cas

des eucaryotes.



Types de transposons

Eléments Transposables

v v

Transposons Rétrotransposons
! l } }
Excision, Réplication, Eléments a Eléments
insertion insertion LTR sans LTR
(Long Terminal Repeat) I
Les LINE (Long Interspersed Nuclear Elements), éléments l l
codants de quelques kb dépourvus de LTR
LINE SINE

Les SINE (Short Interspersed Nuclear Elements), petits éléments non codants de
quelques centaines de paires de bases, qui utilisent la machinerie de transposition

des LINE pour assurer leur amplification.



Mécanismes de la transposition

New copy of
TRANSPOSON transposon
.f'; &
DNA of genome
Transposon
is copied Insertion

Mobile transposon
(a) Transposon movement (“copy-and-paste” mechanism)

a - Les transposons ADN : intermédiaire ADN (activité
Transposase). Exp : Ac (mais), Slide (tabac) et P (Drosophile).
Ils créent des mutations instables.




b - Les rétrotransposons : intermédiaire ARN (activité

réverse transcriptase et insertion). Exp ; Tnt1 (tabac) et copia
(Drosophile).

Ils ressemblent aux rétrovirus mais NE SONT PAS

INFECTIEUX
New c of
RETROTRANSPOSON atrotra rﬁgns on
i -"'ri
DNA of genome \L A
/ RNA ¢
— /—\ i Insertion

Reverse - — - E—
transcnptaae -

(b} Retrotranapeoaon movement



Mécanismes de la transposition

Ce mécanisme de rétrotransposition implique
que les insertions sont en théorie irréversibles et
que les rétroéléements sont capables de s'amplifier

en treés grand nombre de copies

Ils peuvent en effet étre présents en
plusieurs milliers de copies dans les génomes
eucaryotes complexes.



Les données de séquengcage montrent qu'ils
forment prés de 42 % du génome humain et on
estime qu'ils représenteraient plus de 60 % du
génome chez certaines espéeces végétales

TN
| | chr 2

100 kb HoxD cluster

-Exons
:Répétitions

Les répétitions sont absentes de certaines régions



La structure des transposons

Transposable Elements

DMA Transposons Retrotransposons
et Rétrovirus
.-— Transposase -i
DR ITR Tel-mariner { 1.4 k) - .
( 7erminal Inverted Rec e:;';nm * Courtes'dtplications
P du géne cible généré

lors de l'insertion

LTR Retrotransposons
(Long Terminal Repeat)

Isn ) RT EN TSD
’-' T
LTR Frt LIk

HERY (-9.2 kb)), IAP(~5Kh)

Mon-LTR Retrotransposons
(rétroposons)

Autonomous Non-autonomous

Les ORF codant pour les protéines
nécessaires a la réplication virale.

TSD EN RT C AXTAAA Al TSI
P o 1K ORF 2 w TSD
5 UTR FUTR }.’
1 R

Les LINE (Long Interspersed Nuclear Elements), éléments codants de _M“'J_‘.mnm'::'.

L1 Element (6 khy

quelques kb dépourvus de LTR

Les SINE (Short Interspersed Nuclear Elements), petits éléments non
codants de quelques centaines de paires de bases, qui utilisent la
machinerie de transposition des LINE pour assurer leur amplification.

TsD



Structure of a typical LTR retrotransposon/retrovirus

Impliqués dans I'amorcage

- dela transcription inverse  ppr -
poly purine
I 6-11kb tract I
! I
I o H o H oo oo

5LTR |

o\

— 250-600b

5 10b

LTR = long

terminal
repeat

W

L3LTR_ |

250-600b

open reading frames

LTR:

J5 R

gag: proteines
de matrice
et capside

pol: enzymes (RT,
endonucléase,
RNaseH)

Us

de enveloppe

env: proteines

Promoter (' dans LTR 5’)
Polyadenylation signal (LS dans LTR 3’)

5-10b

TSD = target
site
duplication




eny -

env: proteines de
enveloppe

Surface Glycoprotein SU
gp 120

anv
Transmembrana

Glycoprotein TM
gp4l

*
Hag

: protéines de
matrice
et capside

Membrane Associated
PP (Matrix) Protein MA

2 RNA molecules
(single strand)

{Core Shell)
p2d

AMA

nol: enzymes (RT,
RNaseH,
intégrase)

(2 molecules) =~

poel
Protease PR p9
Polymersase RT & -
RNAse H RNH p66
Integrase IN p32

Rétrovirus

D

-

— g S

Y

ADN retroviral

I LTR5 gag pol env LTR3 —
—acrc I I, - —
séquence cible <




Pourquoi les étudier ?

Savoir comment ils fonctionnent, et tenter de comprendre
a quoi ils servent ;

- Ils sont souvent activées par des stress (exp :
I'expression de Tntl (tabac) est activé par des infections
parasitaires et par la blessure.

- Ils ont tres probablement un rdle évolutif. En créant des
mutations, ils pourraient participer aux phénomenes de
formation de nouvelles espéces.

- Leur activation par des stress pourrait permettre a
I'espece hote de s'adapter a de nouvelles contraintes.

Les organismes hotes ont
appris a vivre avec
eux et a en tirer profit



Pourquoi les étudier ?

En fait des outils de biotechnologie, ils peuvent étre
utilisés pour le clonage de génes par étiquetage.

Une mutation du géne a isoler
est créée par insertion d'un
élément transposable connu.

Une sonde moléculaire de
I'élément est utilisée pour
isoler I'élément étiquette ...

. et, par la méme occasion,
les séquences du gene qui lui
sont associées.

On peut ainsi isoler un gene d'intérét agronomique, pour
I'introduire dans une espece végétale qui en est dépourvue.



TRANSGENESE

Utilisation d 'un élément transposable (élément Ac), pour introduire
de facon stable et héritable un transgene dans le génome.

Plasmid sequences -

$mmm) Pieds (%¢8) de Mélkément Ac
Hl Promoteur minimuntrasspessse
B GeneX
Bl Gene marqueur de la transgénese: GFP ou GUS

Origine de réplication
Geéne de résistance (iAmpRpR |Clonage



Mechanisms of Retrotransposition

LTR Retrotransposition non-LTR Retrotransposition
tANA primed reverse transcription Target Primed Reverse Transcription
(TPRT)

L} b

itegathen ) umu:. |

Type retrovirus like Type LINE




Retrotransposons: copier/coller

négiato Exemple du Ty de levure (6 kb)
owes - )
génome \ ———————— | ADN genomique | —

— | ._.-J l

Transcription

)

Reverse transcription

Pseudo particules cytuplasmiques'



Comment les éléments transposables dépourvus d'activité enzymatique
se transposent ?

Transposition de SINE grace a LINE
" T
_...--""’rﬁ_ -H‘H'H-L

P
Genomic SINE

Transcription

& pTEIng

e
rd

Delivery 1o LINE
reverse franscrigiase

complex
Reverse Reverse
transcriptase tfranscriptase

fhu
Reverse trﬂns?ﬁun & integration

New SINE copy

Nucleus Cytoplasm




Conséquences génomiques de la présence de ces éléments

transposables :
Evénements de recombinaison au niveau de séquences répétées (ex:
transposons, LINEs, SINEs)

Réarrangements chromosomiques : insertions, délétions, inversions,
duplications en tandem, translocations dynamique et évolution des
génomes. ROLE DANS L'EVOLUTION DES GENOMES
: SR - = SD 2 Perte
i ‘@M — 4 7 Daietion
[ - e SR . Délétion
Crossing-over 2 SR 4 i oS
inegal ; — :
W— T 23 1 _ 32 _4
3 < ) : Inversion
N . =, L
B 1o 8 a 10
s e S .. 5 & 7 3 4
= 6 7 ><'— 8 8 10 Translocation

réciproque




