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Partie 2

|1-Génomique et annotation d’un génome
1- ADN et genes

-Un géne est une séquence d’ADN, qui spécifie la synthese d’une chaine
polypeptidique ou d’un acide ribonucléigue fonctionnelle.

-Le gene représente l'unité d’information génétique

- Le géne est polymorphe (sous forme de plusieurs versions d’alléles)

NB:
-Uensemble des genes
constitue le génome

-'ensemble des ARNm
constitue le transcriptome

-Uensemble des protéines
constitue le proteinome ou
proteome

ADN - GENES

ADN comprimeé

Structure de Double brin G&ADN
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|1-Génomique et annotation d’un génome

2-La génomique

C’est la science qui étudie I'ensemble des genes (étude des

génomes). \

La génomique 1 LLa génomique fonctionnelle
structurale (structure des - fonctiondesgenes.

. - mécanismes de l'expression des genes
genes)

-séquencage des genes,
-localisation des génes,

- leur disposition sur les chromosomes,

-nombre d‘exons d’introns a génomique ex pressionnelley;
-polymorphismes, ...)



https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/genetique-exon-146/

Génomique et annotation d’un génome

3-L'annotation d’un génome

Consiste a analyser les séquences nucléotidiques en se basant sur deux

points essentiels: / \

localiser les genes et les -identifier ou prédire leurs

régions non codantes fonctions biologiques

(génomigue structurale) (génomique fonctionnelle).
/

NB: Prédire la fonction des genes c’est leur )
attacher une étiquette, portant
- leurs nom probables,

- leurs fonctions probables,
-leurs interactions probables,




Génomique et annotation d’un génome

Genomique structurale
1-Etudes portantes sur un gene

Structure d’un gene

Quatre regions importantes

*Une reégion régulatrice (le promoteur et I’operateur ainsi que d’autres
sequences participant dans la regulation de la transcription)

*Une région contenant le gene ou les genes codants ( genes de structure)
*Des séquences pour initiation de la transcription
*Des sequences pour terminaison de la transcription

NB: des différences dans les séquences de ces quatre régions sont
remarquées entre les procaryotes et les eucaryotes :



Génomique et annotation d’un génome

Geéenomique structurale
Structure d’un gene

site d'inittaton
promotcur¢ géne |1 geéne 2 géne3  terminateur
- i T— -
ARN poli'cismoniquc
= = e >
protéine 1 protéine 2 protéine 3
Promoteur i
5 e | I | =il 3 ADN
S5UTR IUTR
] ARNm
v 4 'Y
RBS
codon codon
OEBUT STOP
UTR Region non traduite (UnTranslated Region)
RES :Site de fixation ribosome (Ribosome binding site)

chez les procaryotes



Génomique et annotation d’un génome

Genomiqgue structurale

Structure d’un gene

Site d'initiation
de la transcription |
Region 3" nontraduite

«e;;m 5" nontraduite
/mtrons\ ‘

i N | 7

Exons

——

Transcrit d’ARN

chez les eucaryotes



Génomique et annotation d’un génome

Genomiqgue structurale
Identification de la séquence d’'un géne

Le gene peut étre identifié soit par la détermination de sa séquence complete
soit en se basant sur ses séquences spécifiques par ses margueurs spécifiques
(empreintes génétiques)

' Techniques d’identification

‘ *Séguencage (soit par

Hybridation moléculaire, RFLP la. methode  Sanger

(Southern blot, Northen blot, (polymorphisme automatisé soit par

puce d’ADN, FISH et autres des longueurs de I’'une des méthodes de

techniques), fragments de séguencage de
restriction). nouvelle génération.

SEQUENCAGE MASSIF

= e =

\": = lon Torrent lon proton minlON
454 GS FLX + lllumina HiSeq 2000 (2500) 1Gb/2hr run 100Gb/
0.6Gb/23hr run 600 Gb/11day run



Génomique et annotation d’un génome

Genomiqgue structurale
2-Etudes portantes sur le génome

Taille et diversité du génome

A-Unité de mesure de la taille B- variabilité de la taille

La taille du génome varie de quelques Kilo
bases chez les virus a plusieurs centaines de
milliers de Mb chez les eucaryotes (environ
3 milliards pour le génome humain).

.nucléotides

-bases : kilobases (kb), Megabases
(Mb), sachant que 1Kb=103p et

1Mb=106p virus Eucaryotes

Quelque Kilobases |-Paris japonicum
(plante), son genome est
-picogramme (pg) (sachant que de 150milliard pb=pres
1pg=103Mpb ) de 50 fois la taille du
génome humain

-paire de bases (pb)




Génomique et annotation d’un génome

Genomiqgue structurale
2-Etudes portantes sur le génome

Nombre de géne dans un génome

organisme Nombre de genes | Taille du géenome
(Mpb)

E.coli 4300 4,6

Levure de bierre 6000 12,1

Drosophile Environ14500 150

(insecte)

Nematodes Environ 21000 110

Souris Environ 30000 27000

homme Environ 30000 3400

NB: Le nombre de génes dans un génome est variable beaucoup moins que
la taille du génome.



Génomique et annotation d’un génome

Genomiqgue structurale
2-Etudes portantes sur le génome

Localisation des genes codants

Outils de statistiques =bioinformatique :

A- recherche et identification : e L.
B-recherche et identification des
des codons . e .
motifs spécifigues des genes
Reconnaissance des régions i

codantes sur la base de I'analyse

, Recherche des signatures caractéristiques
de la fréguence des codons

du démarrage et de la fin, des jonctions

‘ entre les introns et les exons, ...
-séguences promotrices
identification des régions - terminatrices,

comportant probablement les genes - Sites de fixation du ribosome (RBS).



Génomique et annotation d’un génome

Genomique structurale

Séquencage d’'un génome

Le séquencage d’un génome détermination de la séquence nucléotidique de 'ADN

présent dans chaque cellule d’'un organisme donné
D,IffICU|teS du . -La grandeur du génome
sequencage «Sa richesse en séquences répétées

Les génomes séquenceés
Virus Procaryotes Eucaryotes
Plus de 10° (VIH, virus|- Archea et bactéries|21 especes
d’immuno Deéficience (plus de 17 souches et
Humaine especes)

Eubactéries (plus de 125
souches et especes)

NB: Le site GOLD (Génome Online Database), contient tous les génomes
séqguencés ainsi que les projets en cours concernant le séquencage



Génomique et annotation d’un génome

Genomique structurale

Séquencage d’'un génome

Techniques de séquengage

le principe de base consiste a fragmenter de facon aléatoire le génome pour
obtenir des fragments d’/ADN de quelgues milliers de pb (facile a manipuler), puis de
rassembler les séquences de ces fragments apres les avoir séquencés

S

Séquencage aléatoire Stratégies de séquencgage « clone
globale (Whole génome shotgun) par clone » (« Shotgun hiérarchique »)

Ou encore séquencage du génome exige la construction préalable ou concomitante
entier en pistolet d'une carte physique (utilisée pour le

- rapide et économique séquencage du génome humain.. (4etapes)
-utilisée depuis 1982 ( Bactériophage A - Etablissement d’une carte physique

-- retenue pour tous les génomes -Obtention de clones de taille grande (choix du
bactériens vecteur)

-Séquencage de chaque clone ( type Shotgun)
-Assemblage des clones



Génomique et annotation d’un génome

Genomique structurale

Séquencage aléatoire globale

*Découper d’une fagon aléatoire le génome en un grand nombre de fragments ayant une petite taille,
(amplification par PCR ou par clonage).

«Séquencage des extrémités de ces fragments (Sanger ou par séquencage de nouvelle génération.)
*Assemblage des fragments sur la base de leur chevauchement (programmes d’informatique)

P Large DNA rholacula

.,1, fragmenitation

NB/ \ / /
-avoir assez de \\

fragments pour couvrir J sequenced
tout le génome —
-Réussir ’assemblage . —

e _

—

CATACACGTAGCTATACE

-

Assembly ol L

aver lapping S -
DNA sequancing GCTATCAGGCTAGETTA
4

Assembled GCTATCAGGCTAGGTTACAGTGCATGCATACACGTAGCTATACG
SEUENCE




Génomique et annotation d’un génome

Genomique structurale
Stratéqgies de séquencage « clone par clone »

S cxdon e
IFADN génomique
=

fragmentation en clones de
quelgues centaines de paires
de bases

;

sequengage de chague cloneg

individuellement assemblage des séquences
sé.q ] 1 des clones -
wence clone 2 b ano i
e compléte do génome de
l'organisme

COrganisme i séquencer

ségquence clone n




Génomique et annotation d’un génome
Geénomique structurale

Stratégies de séquencgage « clone par clone »

Construction d’uRe carte physique

nécessite la construction d’une carte de liaison,

points de repéres ordonnés (marqueurs), sur le long du

Carte de liaison — chromosome et sur la mesure de la distance existante entre

chaque deux enter eux.

Utilisation de marqueurs génétiques /

polymorphes (cartes génétiques)
Ordonnés sur le chromosome grace a
I’étude des fréquences de
recombinaison génétique (liaison
génétique).

-1987, Obtention de la premiere carte
génétiqgue humaine (marqueur=RFLP)
--depuis 1990, les microsatellites
(marqueurs préférés)

-1996, carte génétique du génome
humain, ordonnant 5264 microsatellites

Utilisation des marqueurs moléculaires
non nécessairement polymorphes (cartes
obtenues par hybrides d’irradiation.)

séquences d’ADN présentes de maniere
unigue dans le génome ( STS : Sequence
Tagged Sites),

-ils sont ordonnés en mesurant la fréquence
avec laguelle deux d’entre eux sont séparés
par une cassure induite par rayons X.



Génomique et annotation d’un génome
Geénomique structurale
Stratégies de séquengage « clone par clone »

Obtention de clones de grandes tailles

exlraciion de I'ADN
genomigque, puis

Etape 1: le génome est cassé en — - B ’f%@/mﬂw
fragments de grande taille (Les organisme & séquencer N
fragments nécessaires a la réalisation
d’une carte physique mesurent en vecleur :

ADN capable d'étre

moyenne plus de 100 000 paires de intégré par une

bases (100 kilobases cellul l

ADN génomigue
veclaur "ouvert” = inserl

Etape 2: clonage des fragments

séparément dans des cellules hotes
integration de I'ensemble

. . vecleur-insert dans une
NB: le premier probleme = cellule, qui se développe e
trouver des vecteurs supportant un clone (possedant |e (‘

. . fragment d'ADMN i
des inserts d’une telle taille ggénumique} vecteur + insert

gpla4$5rrl1<:j)es et cosmides== moins Fabrication d'une banque d'ADN génomique
e



Génomique et annotation d’un génome
Geénomique structurale

Stratégies de séquengage « clone par clone »
Les vecteurs utilisés

N\,

chromosomes artificiels
bactériens ( BAC : Bacterial

Articifial Chromosome).

-300 kilobases au maximum, 150 kilobases e
moyenne)

chromosomes artificiels
de levure ( YAC : Yeast

Artificial Chromosome).

Les premiers a étre utilisés (1
000 kilobases, mais ils ont été
abandonnés)

dérivés du phage P1 (les PAC),
-70 4 100 kb

Remarque: Apres clonage, chaque clone sera séquencé selon la
méthode précédente de séquengage (Whole génome shotgun)



Génomique et annotation d’un génome
Geénomique structurale

Stratégies de séquengage « clone par clone »
Ordonnément des clones

Le positionnement des clones les uns par rapport aux autres repose sur
l I'ordre donné par la carte physique et par la recherche des parties communes

(plusieurs méthodes)

Utilisation des profils de restriction
on digére les clones grace a des enzymes Hybridation des clones entre eux

de restriction, puis on recherche si les Si Hybridation= séquences communes
différents clones présentent des
fragments de méme taille.

Utilisation des STS (Séquence Tagged Sites)

si deux clones peuvent s’hybrider avec I'une de ces
séquences uniques du génome humain, c’est gu’ils
possedent une région commune.



Génomique et annotation d’un génome
Geénomique structurale

Stratégies de séquengage « clone par clone »
Ordonnément des clones

&) Cut the DNA € —_— D
< — —
into overlapping
fragments short encugh
for sequencing

i -~ S~
€©) Clone the fragments o //l i ¥ \:\;//
in plasmid or phage Y " e A N / / 4

vectors. . \

€©) Sequence each
fragment.

) Order the
sequences into : ' X
one overall m :
sequence j - ‘ : '
with computer : X
software.

NB: Ordonnément des clones est actuellement facilité via les outils
automatisés et bio informatisés




Génomique et annotation d’un génome

Genomique fonctionnelle

l Disruption systématique des

Determination de la genes (modification de la
fonction des genes fonction du géne, Knock-outs,
RNAI)

Analyse globale de I'expression génétique



Génomique et annotation d’un génome

Genomique fonctionnelle

1-Détermination de la fonction des genes

analyser les protéines données par ces genes

(plusieurs méthodes se basent sur des programmes de bioinformatiques)

-

Recherche d’homologie de

séquence

Homologie de structure= homologie
probable de fonction et donc
attribuer une fonction probable au
gene correspondant.

P

Recherche des motifs d’acides

aminés caractéristiques

Présence de motifs d’acides
aminés caractéristiques de certaines classes
de protéines (kinases, protéases..) =
attribuer une fonction probable au géene
correspondant.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Kinase

Génomique et annotation d’un génome

Genomiqgue fonctionnelle

2-Disruption S\isltématique des genes

comprendre et vérifier le role suspecté des genes

A-Modification de la fonction du gene par mutagénese

But: avoir ou obtenir un gene qui fonctionne mal

réaliser des mutagéneses soit ciblées soit aléatoires.

Remarque: beaucoup d’inconvénients:
-aucun contréle sur les mutations qui vont avoir lieu === fastidieux travail

de criblage pour rechercher les mutants
-diminution de I'expression du gene ou une diminution de l'efficacité de la

protéine codée



Génomique et annotation d’un génome

Genomique fonctionnelle

2-Disruption systématique des genes

B- Invalidation d’un géne (ou le KO = knock-out)

But : bloquer l'activité d’'une gene par son remplacement dans le génome de
I'organisme, par une version modifiée, inactive de ce gene.

seguences
promeotrices gene a invalider

Exemple de méthode pour invalider un géne



Génomique et annotation d’un génome

Genomique fonctionnelle

2-Disruption systématique des genes

B- Invalidation d’un géne (ou le KO = knock-out)

Principe: technique est basée sur la recombinaison homologue

sequences identigues enire la construction ef le gene cible,
permettant la recombinaison homologue

l > 3 /lfr /

el

Construction insérée
dans un vecteur

Géne cible, dans le

génome de I'organisme .
gene A

Résultat ;
gneinalite —— R

Recombinaison homologue

Seqlences e \ellences ¢n
ene i v alkder

atont o pene il i ene

SOences comnues
Jragment AADN clone dans n veclenr

Principe de KNOUT-OUT

Remarques: Pour invalider un géne,

-il est nécessaire de |” identifier au préalable (connaitre sa séquence)
- Il est souvent aussi nécessaire de disposer de la séquence nucléotidique des
fragments d’ADN bordant ce gene dans le génome de I'organisme étudié.




Génomique et annotation d’un génome

Genomique fonctionnelle
2-Disruption systématique des genes

C- Le mécanisme RNA:i (interférence ARN)

But : réduction ou blocage de I’expression d’un géne

principe
ARNdb — Silencage geénique (dégradation de ’ARNm) e voie de I'ARNi

/ﬂivo dans les

systemes non La nucléase cytoplasmique Les (siRNA), se deroulent
mammifeéres, ( Dicer), clive le long ARNdb et s'assemblent avec les
I’ntroduction en petits ARN interférents molécules (RISC)

de I'’ARN db (siRNA) de 21 a 23 pb

!

Formation d’un
le RISC Le brin d'ARNsi antisens guide

¢ complexe de
S|,Ier1c;age & clive €mm lors le RISC vers des molécules silencing
@que I'ARNmM d'ARN complémentaires (SiRNA+RISC) /




Génomique et annotation d’un génome

Genomiqgue fonctionnelle \
2-Disruption systématique des genes

C- Le mécanisme RNA.i (interférence ARN)

Remarques

1-Pour Dapplication du mécanisme
RNAI chez les cellules de mammiferes il
faut introduire I'ARNdb de moins de 30
pb (,transfection des cellules avec des
SIARN de 21 a 23 pb pour induire I'ARNI

2- les siRNA sont préparés in vitro soit
-Synthese chimique

-Transcription in vitro

-Digestion de long dsRNA in vitro par
RNase Ill ou Dicer

3- Les siARN sont Introduits dans des
vecteurs ou de cassettes a base d'ADN

eExpression a partir d'un plasmide
- eExpression d'un vecteur viral

long dsRNA

| EEEEEEEEEINEENEEEENIENENEEEEEEE]

__ Cell Memp,

X

—

S8 6 B Ig

JaTr
21-23 bp
siRNAs aTT

srivp i reRRR R pparR RN PRI IIINg

/ /
/ 7 dsRNA cleavage
. i

mﬁ“@se m

siRNAs assaciate
with RISC complex

JANNENEERERRNY

Cleavage of mRNA

by RISC

SEENANSENEERNERRRANE

{Z)

Degradation by
exonucleases

N
TR

B

1]



Génomique et annotation d’un génome

Genomiqgue fonctionnelle
3-Analyse globale de I’expression génétigue

(Génomique expression elle)

L'expression génique consiste a:

caractériser et quantifier les produits d'expression de ['ADN
(ARNm, protéines) de maniere a identifier, dans un tissu, dans
un état et a un moment donné du développement, les
sequences actives et donc a révéler ainsi le niveau
d'expression des genes dont elles sont issues.

Cette partie sera plus détaillée dans le chapitre suivant:

Analyse de lI'expression d’'un gene




