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Séguencage de

wmion QUELQUES DEFINITIONS POUR DEMARRER...

des génomes

Géne : Fragment d’ADN portant les informations nécessaires a la fabrication d’'une
ou plusieurs protéines.

Génome : Ensemble de l'information génétique d’un individu. Une copie du génome
est présente dans chacun des cellules de l'individu. Le génome se transmet de
génération en génération. Par extension, le génome se réfere aussi au support
physique de cette information génétique, c’est-a-dire la macromolécule d’ADN.

Génomique : Etude des génomes. Son objectif est de séquencer 'ADN d’un
organisme et de localiser sur celui-ci tous les genes qu’il porte, puis de caractériser
leurs fonctions.
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des génomes

e 1980-1995: séquencer pour répondre a une question donnée: de la
biologie a la séquence
— séquenceurs: tous les laboratoires de biologie moléculaire
— séquences: des genes ou des ARNm (< 10 kb)
— 1nformations biologiques associées aux sequences: riches

phénotype => gene

¢ >1995: séquencage systématique a grande €chelle: de la s€quence
a la biologie
— séquenceurs: quelques grands centres de séquencage
— séquences: grands fragments génomiques, chromosomes, efc ...
— 1informations biologiques associées aux s€qUENces: pauvies

gene => phénotype
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~omemon LES DEFIS AU SEQUENCAGE DE LADN : LA TAILLE

des génomes

SPECIES CHROMOSOMES GENES BASE PAIRS

Human (Homo sapiens) 46 (23 pairs) 28-35,000 ~3.1 billion
Mouse (ius muscorvs) (LU 22.5-30,000  ~2.7 billion
Putferfish Fuge rubnceos) [  ~31.000  ~385 million
Malaria Mosquito ~14,000 ~289 million
(Anophelas gambiae)

Sea Squirt ~16,000 ~160 million
{Ciona intastinalis)

Fruit Ry (Crosophila ~14,000 ~137 million
malanogaster)

Roundworm (. eiegans) [ NNNRCE 19000  ~97 million
Bacterium (£ cof) — -5,000  ~4.1 million

*Bactenal chromosomes are chromonemes, not true Clromosemes
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womon LES DEFIS ... : LADN REPETE

des génomes

= Mesure des cinétiques de réassociation de 'ADN

Apres avoir dénaturé I'ADN génomique d'un organisme, on le place dans des conditions ménagées de
refroidissement afin de favoriser la renaturation. On mesure la fraction d'ADN non encore renaturé en
fonction du tempes.

Sur l'axe des Y on porte le pourcentage d'ADN qui reste simple brin par rapport a la concentration
totale d'ADN. L'axe des X porte une échelle logarithmique du produit de la concentration initiale de
I'ADN (en moles/litre) par le temps écoulé (en secondes).

C : concentration des séquences simple brin au temps t
k : constante d'association
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womenon LES DEFIS ... : LADN REPETE

des génomes

Ces courbes sont appelées courbes de Cot.

Une courbe lisse est l'indice d'une renaturation progressive et réguliere de I'ADN. C'est ce qui est
observé pour des virus, des bactéries et pour des cellules de levure. Par contre lorsque I'on prend de
I'ADN d'organismes multicellulaires (Homo sapiens), |'aspect est totalement différent. La courbe
observée semble le résultat de la mise bout a bout de trois courbes.

Ce qui indique que dans le premier cas il y avait un seul type d'ADN alors que dans le second trois
types d'ADN différents doivent coexister : le premier type se renature trés rapidement, le second se
renature nettement plus lentement, quant au troisieme il ne se renature que trés lentement.
L'interprétation de cette observation, est que I'ADN qui se renature rapidement n'a aucun mal a
retrouver un brin qui lui soit complémentaire parce qu'il contient une (ou des) séquence tres
fréquente, alors que le troisieme type a beaucoup de mal a retrouver son complément parce que
cette séquence est " unique ".
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= Mesure des cinétiques de réassociation de 'ADN
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= Mesure des cinétiques de réassociation de 'ADN
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wmaon LES PROGRES DU SEQUENCAGE

des génomes

La liste qui suit donne quelques exemples de génomes séquencés parmi les premiers qui le furent.
*Virus : 3 778 virus séquencés au 4 mars 2014, dont le VIH (virus d'immunodéficience humaine).
*Procaryotes :
* Archaebactéries : 319 génomes entierement séquencés et 447 partiellement au 4 mars 2014.
* Eubactéries : 12 286 génomes entierement séquencés et 20 403 partiellement au 4 mars 2014. Exemples :

* Escherichia coli

* Agobacterium tumefaciens

* Haemophilus influenzae Rd. (premier génome cellulaire séquencé, en 1995)
*Eucaryotes : 314 génomes entierement séquencés et 6660 partiellement au 4 mars 2014. Exemples (les 5 premiers cités
sont les 5 premiers publiés, avec la réserve citée pour celui de I'Homme) :
* Saccharomyces cerevisiae (levure, premier eucaryote a étre séquencé en 1997. Plusieurs souches séquencées de

nos jours)

* Caenhorabditis elegans (ver nématode)
* Drosophila melanogaster (mouche du vinaigre)
* Arabidopsis thaliana (arabette - petite plante de la famille du chou)
* Homo sapiens (nous... Plusieurs individus séquencés dont Watson)
* Neurospora crassa (champignon ascomycéte)
* Anopheles gambiae (moustique)
* Takifugu rubripes (fugu : poisson-ballon consommeé au japon)
*  Mus musculus (souris)
* Plasmodium falciparum (parasite intracellulaire responsable du paludisme)
* Oriza sativa (riz - deux sous-especes séquencées, japonica et indica)
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LE PROJET GENOME HUMAIN

HUMAN GENOME ORGANISATION

HUGO

HUNAN .
GENOME "

NZ 2V

1977
1985
1990
1996
1998
1999
2001
2003

Chronologie
Méthode de séquencage de 'ADN

Naissance du Projet

Création d HUGO. Début du séquencage
Carte génétique

Carte physique

Chromosome 22 terminé

Brouillon du génome (~90%)

>99% achevé.

L’annotation continue...

Séquencage achevé en 2004 !
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LE PROJET GENOME HUMAIN

Remarque : On parle de « partie séquencable » du génome humain (2,9 Gb, pour un total de
3,2 Gb). En effet, il n'est pas possible, techniquement, de déterminer la séquence de certaines
régions presque exclusivement constituées de séquences répétées, telles que les
centromeres, les télomeres ou les bras courts de certains chromosomes, et cela pour deux
raisons : d’'une part, parce qu’on éprouve des difficultés a isoler des fragments d’ADN de taille
convenable issus de ces régions ; d’autre part, parce qu’'on échoue a reconstituer la séquence
complete a partir de morceaux de séquences pratiguement identiques. De ce fait, seule la
séquence de la partie dite euchromatique du génome peut étre effectivement déterminée.




1. SEQUENCAGE DE LADN
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wmeen  JNE CHRONOLOGIE...

des génomes

Séquencage Premier chromosome

Méthode de  apres traitement humain séquencgé (Chr.22)
Maxam-Gilbert  par bisulphite (1999) MDA
du premier
PCR génome bactérien  Polony e génome humain est séquengé
(1985) Haemophilus influenzae (1999) dans sa totalité

v ‘ *(1995) * ' (2006) )

127 7_1 —

Méthode de Premier Pyroséquencage Premier séquengage
Sanger séquencage (1998) d’un étre humain,
w——") de PARNr 16S Séquengage James Watson

bactérien Massif suivi 4 mois plus tard,
‘ (1994) RCA Paralléle de celui de Craig Venter
Premier séquencage Séquengage par =9 (2000) pcRr .
d’un étre vivant spectrométrie l émulsion
le bactériophage PhiX174 de masse Séquencage (2003)
(1920 (19I96) du premier animal
Caernohabditis elegans .
» I Séquencage (1998) s Sequenc'euf's 3
Séquencage én temps réel de nouvelle génération
par hybridation B cact KT (2007)
(208) (1996)

N. DUBOIS



Séguencage de
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des génomes

exiraction de
I'ADN génomigue
=

Orrganisme & séquencer

fragmentation en clones de
quelgues centaines de paires
de hases

¥

séquencage de chague clone
imdividuellement assemblage des séquences
Léq :I e 1 des clones :
uence e ohiention de la séquence
séquence clone 2 compléte du génome de
I'organisme

séquence clone w
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des génomes

CELLULES
Doc 3 : ULTRACENTRIFUGATION SUR CHLORURE DE CESIUM

e — e e
Détergent : SDS, Triton X-100 — cell = — |
: : B = - i — Prot =1,331

Z| | sarkosy.. 1}:Enmd::3_¢mmnmgazi; nes P A gl
g = — y | == pe=———  ADN p=16418glL
E - - . tluﬂhspeed.;a;l

Protéase : protéinase K = :—‘~ ':_—:_ for 48hrs ::__:—;_

l _— — ) i:_:: ) ;—__:_-u-—:— ARN p=18a2glL

8 cscl solution
= »]
g Séparation / extraction sélective 17
E - défécation (agent chactropique) (6M \ L. )
5 - phénol-chloroforme
@ | |- hydrolyse chimique, enzymatique 7 Doc 4 : (Co-)PRECIPITATION A L'ETHANOL EN PRESENCE DE CATIONS
E = chromatographie
w = ultracentrifugation sur CsCl
| |- lyse alcaline 4a. PRINCIPE GENERAL
S l
z Salts
2 | | Alcool-précipitation sélective - Discard
i éthanol, isopropanol Salt supernatant o ",
g — ¢
9 Alcohol Suspend in watar
o or appropriate bufier Pure
8 ¥ Nucleic
E Lavage, séchage . . . aicd
[ _ _ ) Nucleic acid Frecipitated MNucleic acids
,g Redissolution en tampon approprié solution nucleic acid + salts
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des génomes

Doc 5 : PURIFICATION DE L'ADN CHROMOSOMIGUE AL PHENOL-CHLOROFORME

Sa. VUE D'ENSEMELE

- 5b. DETAIL DE L'ETAPE « PHENOL »
Lyse des "
membranes O‘ + Phénol Phase aQUBUSE
@9 neutre (ADN + ARN) "l’
—_— ——
Agitation -
Geng:"-filgaﬁan Interface (protéines)
Cellule ADN + Protéines 7 Protain En fait, la majorité des
ini . protéines va se concentrer
+ Lipides + ARN Phase phénalique (polar residues residues en bas de la phase
{lipides) on outside) flipto ) DNA (polar) aqueusea, juste a linterface
avec la phase phénolique
- inférieure.
Les protéines hydrophobes
R se retrouvent elles dans la
- phase inférieure, avec le
Ethanol ou f
Lavage * E phénol et les lipides.
isopropancl Protein
(alcool 70%) Propa +CHCls DNA (polar] (polar) |8 (16cs polar)
+ AlA
-+ —ee 4 .
Centrifugati DMNA + protein Phencl added Phases separated
n ation : .
Resolubilisation Centrifugation aimination de L adqumcus and :?:::”’l‘f cmmﬁ o
en tampon TE phase organigue 3
infarisure ot
récuparation de Ia
phase agueuse

suUpSneurse
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Doc 6 : PURIFICATION DE L'’ADN PAR CHROMATOGRAPHIE

6a. ADSORPTION SUR SILICE (EX DE MINI-COLONNE)

18i0;] — -
‘\ Doc 9 : PURIFICATION DE L'ADN Ethidium Bromide
si®6 1 PLASMIDIQUE PAR ULTRACENTRIFUGATION
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des génomes

Doc 13 : ELECTROPHORESE D'ACIDES NUCLEIQUES SUR GEL D'AGAROSE

13a. PREPARATION D’UN GEL D’AGAROSE IMMERGE HORIZONTAL

Refroidir 4 50-60 °C.

Ajouter le colorant de 'ADN.

Couler sur le support. Peigne (pour faire
les puits)

Portar a ébullition
(micro-onde) pour
dissoudre

)

Peser l'agarose et le
mélanger au tampon

Scotch (étanchéité
du berceau)
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“~.| Download from < I 2223462 Download from N ) 21181684

"~/ Dreamstime.com = \ /4| Dreamstime.com —
QPP s watermarked comp imaga s or previewing purpases 7\ Paul Hakin '*\/" e S > l2d Phxchristine | Dreamstime.com
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BROMURE D’ETHIDIUM

molecule
BET intercalée
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http://www.inrp.fr/Acces/biotic/biomol/techgen/html/electro.htm
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PRINCIPE DE LELECTROPHORESE

13c. ETALONNAGE D'UN GEL & DETERMINATION D'UNE TAILLE DE FRAGMENT

CATHODE

pares de bases
(pb)

1000

600
300

400
200
200

100

ANCDE

=

+ Log (taille en bases ou en paires de bases)

L s
»....“y

Distance par rapport au puits [mm)

13d. MIGRATION DES PLASMIDES : LES DIFFERENTES FORMES

1 2 M
[ ] ] [ ]
o} — e— 3kb
[=——> —
L]
8 (cassure stmple bnn)
O ‘- " [. . f——
‘&6" 3‘3«‘ \Pn':. s -
G475 ADN circulaire sumnroulé -
(conformation normale)
-F".vw"-*!‘v'-—' NEEPreTr TN '
+

1 : plasmide pUC18 linéarisé (coupure double brin par une enzyme de restriction)
2 : plamide pUC18 non linéarisé
M : marqueur de taille « 1 kb DNA ladder »
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des génomes

Enzyme de restriction
Enzyme capable de digérer I'ADN (endonucléase) en un endroit présentant une séquence précise,
spécifigue de I'enzyme. La séquence d'ADN reconnue par |I'enzyme de restriction est nommeée "site de
restriction". Ces sites de restriction peuvent comporter de 2 a une vingtaine de paires de bases. Exemple :
I'enzyme EcoR | reconnait et hydrolyse I'ADN au niveau des séquences GAATTC.

IS' -E-rn-jl
(P)
) [ T<
OH
3" end] S end E end) [5 end]

5 'rentrant

EcoRI
N. DUBOIS http://www.dil.univ-mrs.fr/~vancan/optionBio1/documents/1ercours2003_4.pdf
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Linear DNA

|
Y

Cut with

L
Pe Y Enzyme 1

and
Ezyme] Eryoes: scyoes Eco01091 2674 BStAP! 179
L

Gel— l [ ] i J i Aatll 2617 Ndel 182
/ JEhel 235

10 kb

8 kb 7kb 8 kb
s 6 kb m— 6 kb Pdml 2294

==3kb Begl 2215
S— D Scal 2177
= 1 kb

puUC18/19
2686 bp

Sapl 683

Restriction maps *

[ |
Enyine ? Gsul 1784 -

Enzyme 2 e ——— chriol ’779,/
Eco31l 1766,

filll, BspLU11| 806

Enzyme 1 A& Eam1105] 1694
4
Seyme’2 i e .
4 @ @ Cail 1217
Combined | 1 t i
map RE1 RE2 REt1

http://mww.cbs.dtu.dk/staff/dave/roanoke/genetics980211.html
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STRUCTURE D’UN PLASMIDE DESTINE
AU CLONAGE BACTERIEN

ampR gene de 1Esistancea un

origine de ©plication (Ecoli) antibiotique (ict "ampicilline;

\ ORI

gene de la 3-galactosidase :

promote ur E
du gene lacZ permet la transformation du
X—gal en un produit de couleut
Site multiple bl 5 P
de clonage cue
"polylinker”
L-;-’.TL«.'R-C:YL-":J_}IEG-HlICT'J.'EL.FT-HC(FO.'&-‘:FG_TC-L-‘;(:G.‘-'.' G(_T.LJSHEYC_:TQC-F{:
B=tl BstXl F=tl Betditotl Gdill Sosl Fl=|
SerH! Axrl Ezof¥ Trvall 1 7hal
EcoRl ECoT2IFaaR?!
Ecixlzex!
Eagl  Cenl
Fal
al
http://www.sesep.uvsq.fr/formation/strucplasm.JPEG sl
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Principe du clonage (cas d’une banque génomique) Screening a DNA library

BamH | Bacteria carrying vectors
am BamH | with inserted DNA fragments

Plate bacteria on
petri dish

@ Bacteria generate
w visible colonies

Génome

vecteur IinéariséE :

GATCC
e G G

mmm CCTAG
1 LIGATION

Make replica of colonies
by pressing nylon filter
onto dish

Incubate filter with radioactive
DNA probe; probe hybridizes with
complementary sequence in fragment

X-ray film detects

radioactive colonies on filter

+—+ Trace colonies back to

mmm GGATCC
m CCTAGG

original plate
Vecteur + insert

http://www.sesep.uvsq.fr/formation/princlon1.JPEG http://www.fhcre.org/education/courses/cancer_course/basic/approaches/screening.html
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RESEARCH METHOD
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http:{fwww_nt edu/~gtfsbi/introBiolimages/CH11/figure-11-21 jpg
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@ 2001 Sinaver Assoclates, [nc.
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Destroyed
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S0 [Resnsense

Shorter
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@ o .
Radioactive Radioactive label (*2P)

label 8’
o seITITTTITTTTITITT]
Test tube 1 Test tube 2 Test tube 3 Test tube 4
© . 2
| | : i =
| I l I l l
e I = I
')\—./u i ""_;1 i e _).l
| 7880 sl | 4285,
o N oo % f) il el
A\ &%) \oa® —* / \*o=)
Lo N2/ =2
Destroy Destroy Destroy Destroy
base G bases A and G bases T and C base C
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TEMPLATE
STRAND STRAND

Sugar [T
Phosphate ()
&
&)
3 4
OH
!‘ >
Y N\
®-®;
Pyrophosphate pCK |
" - oy released 9
Nucleoside
triphosphate
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Deoxynucleotide

®-®-@®-o- 'g“z o @

4 r
2
H H
Dideoxynucleotide

http://www.finnzymes.fi/products/pcr/phusion_high_fidelity_dna_polymerase.htm
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Préparation d'une grande quantité d'ADN (~1ug via miniprep)
Dénaturationet ajolt de I'amorce, des 4 dNTP (dont 1
radioactif, S3° ou P32) et de I'ADN polymérase

Faire 4 aliquots et mettre un peu de ddNTP dans chaque tube
Elongation et terminaison par incorporation de
didéoxynucléotides spécifiques

TURNNRRNRG Ceoacaey o
GACG
CTGC

TGC CGCT
1[]rj"”“‘j||ﬂ[ ACG GCGA

£}
Newly
Primer (20 bp)—/ %synthesized DNA

!
v

G)O

ddG

N. DUBOIS
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ddG ddA ddT ddC B. Préparation du gel du

= ——— polyacrylamide
Dénaturation et dépot sur gel
Migration par électrophorese

Length of Termination by
fragment dideoxy- 3
30 = GACGCTGCGA
29 = GACGCTGCG

28 = GACGCTGC

27| = GACGCTG
26 — GACGCT
25 = GACGC
24| = GACG
23 == GAC z
This sequence
o = GA is complement
21 — G / to DNA template
5 strand

N. DUBOIS
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»
0

(1!

RN | °
AREA

WL
I

8. Transfert du gel sur papier filtre
(Whatman 3MM)
Séchage du gel
Cassette autoradiographique (+ écran
amplificateur)
Développement du film autoradiographique
Lecture sur table lumineuse
Saisie sur ordinateur

l

1| |

OPPA-40-40+0>>0

L Hm

N

l

EEE L

| {1

Longueur typique de lecture : 400 nucléotides
Durée totale de I'expérience : environ 3
jours

=)
I

. 1IN
§
||

!

N. DUBOIS
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Marche sur le chromosome

ﬁﬁ‘
ﬁq
>

S
- 0000000000
; e—c
g
E &
'&P

Synthése de 2 * 10 amorces
Durée totale du séquengage : > 11 * 3 jours
Qualité des séquences = Lecture double brin > ~
3 mois

N. DUBOIS
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> 10 kpb

-
Sous-clonage

BamHI Pstl BamHIl Smal BamHI Pstl BamHI Smal BamH! BamHI Smal EcoRl BamHlI

~ 5 enzymes de restriction a 6 nucléotides (HindIII, EcoRI,

BamHI, PstI, Smal)
Carte de restriction pour décider quelles enzymes

retenir
Sous-clonage avec BamHI des 8 fragments

—> —_—> —> —> > > —>
—— —— ] E——— ] E—— (] — ] S ——— | —
< < < < < <

Durée totale du séquencage : ~5* 3 jours

N. DUBOIS
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- 10 kpb

Polylinker
Insert
Plasmide /

2 enzymes de restriction (b’ sortant et b' rentrant)
L - I
Digestion avec une exonucléase
L |
-
|

Prélévements toutes les ~30", ligation, clonage, séquengage > ~10 jours

N. DUBOIS
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Temps, colts, difficulté de robotiser :

= Obtention de 'ADN (miniprep)
= Autoradiographie : 12h a des jours
= Couler les gels

= Détermination et fabrication des amorces
(marche sur le chromosome)

= Sous-clonage

N. DUBOIS
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Frimer for
replication

Strand fo be sequenced

#

Pre o i ” Prirned OMA
pare four reaction mixures, =
include in each a different "g . Sequence
replication-stopping nucleotide :
CATAGCTGITTCECTGTGTGA AA

c =

ﬁﬁ‘ﬁ

T gt
ey
Ny YAY Y

,L:‘ Separate
) e Replication :' products by
Primer products of :‘ gel elecrophoresis
_ “CTreaction ¢
F"I‘II“E'I'
D"mﬁuaﬁﬂnﬂﬂ IEﬂ:_!lm
aner

Fead seqence as

mr?;aniﬂnpinlegnillzgigdh:t:gﬁds CyC| e Seq L| e n Ci n g

hitp:/f'www bioteach .ubc ca/Bioinformatics/GenomeProjects/

N. DUBOIS



Séguencage de
I’ADN et
organisation
des génomes

N. DUBOIS

UTILISATION DES FLUOROCHROMES

Add A H e 1 N 1 ¥ T D T T T D s o T o o O D O o T o D oo o
10 20 =0 40 o0 a0 W 20 eln] a0 1o 120 130 1410 150 160 170 120 190 200
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i M Iu b Jlu“u il ||“!M [Pl hw“ﬁ m&mlm el 'ﬂ“t il o +l|
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http:/fwww genotype.de/d/p/d_gel plasmid_prep.htm
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METHODES CAPILLAIRES

| = Aol oader

http://www.genomenewsnetwork.org/resources/whats_a_genome/Chp2_2.shtml

http://www.aecom.yu.edu/cancer/new/cores/sequencing/abi3700.htm
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Cosmid, PAC, or BAC done

1 Sonication

l Assermbly
— 4_' 1_" Fini shing

N.D U BO|S http://www.kisac.ki.se/education/slides/data/genomedbs/shotgun.html
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SEQUENCAGE PAR SHOTGUN

organisation

des génomes

Generate tens of milions
of sequence reads

!

o Ee 0 2 b
mmmmmmmwm
it
i hmmmm
i m.mmwm
ELEEEREL
SEEEfAE: &
2EAasER8E
PSERREEED
T
g 5 i m
HiE
FEFEdEs=3
LA
mmmmmmmwm
ESEGEZER

Construct

Clone map

and select

mapped

Clones

n
o
=
&
&

;

Assamble

Asgsemile

‘I‘}’!

Mature Reviews | Genetics

N. DUBOIS
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Année #réactions/pers Longueur #nucléotides/personne/semaine
onne/semaine  moyenne de

lecture
1977 4 50 200
1980 20 100 2 000
1990 60 300 18 000
1997 180 500 90 000
1999 500 650 325 000
2000 5000 600 3 000 000

N. DUBOIS
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Cost to sequence a human genome (USD)

IHWMIIHW“IIWM |Hmﬁ HHW#

$100M

$10M

IHMW Humw

$1M

$100k

$10k

$1k

$100 EﬂIHIdIHIHIhIHIHlHIHIdIHIHIhIHIHlHIHIdIHIHI“IHIHlHE
2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017 2019

N. DUBOIS
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Génome de

référence N C . :
r C r ®
r c 4 o
2 c.. r o

: r
o - -y o Erreur de
cil ' ;

al c L r séquencage
3 - v 5
' g r r
r g r n
Gl - v v '
al - 4 ¥ r
. il ¢ . d -
Résultats du ol - r r
”, r r v
séquencage o c 4 >
Chaque ligne est un brin dADN al - r 3
reconstitué par réassemblage - C : ;
lls sont ensuite alignés par : C | 4 :
programme : z - :
al c Y r
r e ¥ v
[ 4 c g r v
al - r o -
r c [0 r
G X 4
t r
r r

Polymorphisme

Polymorphisme

N. DUBOIS
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Root of the universal tree of life based on ancient
aminoacyl-tRNA synthetase gene duplications
(Archaea/Bacteria,/eukaryote / phylogeny)

JAMES R. BROWN* AND W. FORD DOOLITTLE

Mosama lDcustas
lleRS L Methancbacterium
58 .
thermoautotrophicum
Suffolobus
100 o acdoacaldans
42 E. col
8 | [ Staphyk & aureus
’ Bacterla
100 P .y
100 Thermologa mantima
1& ) Saccharomy mi.ioy.
L—WM maicy.
ValRS vaRs =
Trichomanas vaginals
100 E. col
I
LeuRS 100 Bacilus stearmlhermophius
100 [Seccharo L [ acobacllud ca8580
Saccharomyces douglass! mi. LeuRS 100 I Sac yous Cavevising mt
crassa mi. 08 a7 Saceh 1y glmes) mt.
E. ek 45 Newrospora crassa mt,
Bacillus subdiis | E col
Bacillus subdilis

Fig. 3. Neighbor-joining tree of lleRS, ValRS, and LeuRS genes
using the program NEIGHBOR (26). The scale represents 0.5 expected FiG. 2. Consensus maximum parsimony tree of TleRS, ValRS, and
number of amino acid replacements per position as determined with LeuRS genes using the program PROTPARS (26). Numbers are the
the program PROTDIST. Numbers are the frequency of occurrence of . - )
nodes that exceeded 50% of 300 bootstrap replicates. frequency of occurrence of nodes in 300 bootstrap replicates.

N. DUBOIS
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Taille du génome chez les animaux:
-0,03 pg (30 MB) chez Meloidogyne graminicola (Nématode)
-132,83 pg (130GB) chez Protopterus aethiopicus (Poisson)

——q g rals
Birds o=y
] 2epililers
B —
Salamandors r——e—]
LuNgishos |-y

Tedoos! Lt pr——y
p———q Chondrostean fishes

2 $ Cartiapnionns 1id 6 r——
M' 3 ] Jarless fishes
contenu en ADN Non vertebrato chordalos p——|

: e + - i Crustaceans
d’une cellule haploide Insects b - 4

+ -> { Arachnids
o Myriapods pr——
1 pg=10-12 g => 978 Mb s TS
Arnelids § + 1
] [ chiincdenms
Waler bears (Tardlgrada) p————y
Flatworms (Platyhelminthes) b - =4
LN s e

p————e——— Red algae {(Fhodophyta)
Greon algae (Chiorophyta) b > 1
e Broveny algae (Phacoptyia)
Howering plants (Angiospenms) b >

Non-flowering seed plants (Gymnospanms) p——————————_—{,

-~

http://www.genomesize.com/ Ferns {(Mondophytes) b - i
Club mosses {Lycophytes) } - {
], MO 0s anid ki (Bryophivtes)
Roundworms (Nesnatodas § - 4
] Crutariar s
Sponges (Poriferal >
F { Fung
Protozoa b - {
'—._' Bacteria
p———— Archax
r | 1 T T L4
Gregory. Nature ! 0 1 2 3 4 5
Reviews Genetics 2005 Logy, C-value (Mb)

N. DUBOIS
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Ostreococcus tauri Riz Ble Fritillaria (famille des

Plantes
ol (algue unicellulaire) [T ) Liliacées)

algues _

An; Pratylenchus ___Drosophile Chimpanzé Necturus lewisi
mau e TRl W] Gmphibien)

C1 : o Encephalitozoon Scutellospora
NAINp1gIons cuniculi _ castanen
Autres eucaryotes Guillardia theta  Paramecium tetraurelia Amoeba Dubin
(protioten —— 1 1
. . |Candidatug Sorangium
Bactéries m.r'ﬂﬂ?r.ciml I cellulosum

i Nanoarchaeu, ethanosarcina
Archées : .
equitans acetivorans

10° 100 107 108 10° 1010 101 1012
Log (taille du génome) (pb)

Parasites (ou

symbiontes) associés Eukaryotic genome size databases (2007)
a des cellules

N. DUBOIS
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TAILLE DES GENOMES ET « COMPLEXITE »

procaryotes, pas chez les eucaryotes.

La longueur des génomes et le nombre de genes sont corrélés chez les

Le pourcentage de séquences codantes (densité) est trés variable en
fonction des organismes.

Flowering plants

Birds

Mammals
Reptiles
Amphibians
Bony fish
Cartilaginous fish

Echinoderms
Crustaceans

Insects

Mollusks

Worms

Molds

Algae

Fungi

Gram-positive bacteria

Gram-negative bacteria

Mycoplasma

103

-
o

4

108
Genome size (kilobases)

2

-
o

~N

2

Amphibia
Newt
100 000 Mb
Dipnoi
Lungfish
150 000 Mb

MAN Xenopus
3400 Mb 3100 Mb
E. coli
* 47Mb

Figure 1.36 The amount of nucleic acid in the

genome varies over an enormous range.

Genome

Organisms
Plants
Mammals
Worms

Flies

Fungi
Bacteria
Mycoplasma

dsDNA Viruses
Vaccinia
Papova (SV40)
Phage T4

ssDNA Viruses
Parvovirus
Phage $X174

dsRNA Viruses
Reovirus

ssRNA Viruses
Coronavirus
Influenza

T™MV

Phage MS2
STNV

Viroids
PSTV RNA

Scrapie
Prion

Gene Number

<50,000
100,000
14,000
12,000
6,000
2-4,000
500

<300
~6
~200

22

AN

Base Pairs

<10"
~3 x10°

187,000
5,226
165,000

5,000
5,387

23,000

20,000
13,500
6,400
3,569
1,300

359
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Le paradoxe de la C-value !

Mycoplasma genitalium  E_coli

. 0,6 Mb e 47Mb FProkaryotes
Eukaryotes
Amphibia
S Yeast izt
8. cerevisiae 100 000 Mb
13,5 Mb ..
Protozoa Dipnoi
Amoeba Lungfish
dubia 150 000 Mb

700 000 Mb < 200
" Nemitos———
C.elegans
O oMy () O

Putferfish Man
Fugw 3400 Mb
bripe.
iﬂ]{; Eﬁ: Xenopus
laevis
3100 Mb
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M. genitaculum

E.coli

M. genitaculum
Yeast

E. coli
Paramecium

Yeast
Drosophila

Drosophila
Nematode
Nematode A thaliana
Mammals Mammals

20 40 60 80 20 40 60 80
Number of protein genes x 103 Number of protein genes x 10°

N. DUBOIS Homme vs. E. coli : Génome x600, nombre de génes x4 !!!
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Technique Gene estimate Comments/assumptions

Text book (1990) 100,000 If average size = 30 kb

Genomic sequencing (1994) /1,000 biased toward gene-rich region?

CpG islands 80,000 assumes 66% human genes have CpG islands
EST analysis (1994) 64,000 matching with GenBank; 50% EST redundancy
Chromosome 22 (1999) 45,000 correction for high gene density on chrom. 22
Exofish (2000) 28,000-34,000 Comparison human/fish

EST (2000) 32,000 Number of genes

EST (2000) 120,000 Number of transcripts

First genome draft (2001) 30,000-40,000 Known genes + predictions

Comparison / mouse (2002) 30,000 Known genes + predictions

Finished genome (2004) 20,000-25,000 Known genes + predictions

Finished genome (2007) 20,000 Improved gene annotation

N. DUBOIS
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Figure 3.10 Genome sizes, gene numbers and
lethal loci.

\ sy sy Species Genome (Mb) Genes Lethal loci
Un gene dont la délétion est
s . . Mycoplasma 0.58 470
|étale est dit essentiel. genitalium
Rickettsia prowazekii 1.11 834
La recherche du sous-ensemble Haemophilus 183 1743
.. . L influenzae
minimal de genes pour parvenir a
. . . . Mefhanoc.:occus 1.66 1,738
faire vivre un organisme vivant jannaschi
est toujours en cours (environ 500 B. subiilis 42 4100
identifiés actuellement). E. col 46 4288 1800
S. cerevisiae 13.5 6,034 3,600
D. melanogaster 165 12,000 3,100
C. elegans 97 19,099
H. sapiens 3,300 100,000

N. DUBOIS
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Taille : 4.6 10° pb
Double brin dADN circulaire

Chromoide présent en une copie unique
(2 a 4 copies dans bactéries en croissance)

Associé a des protéines HU
(fonction semblable aux histones eucaryotes, mais
structure différente)

Présence de surenroulements de ’ADN
<0 : naturellement
>0 : artificiellement ou temporaire

N. DUBOIS
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UN GENOME BACTERIEN

an:

Superhélice droite. ADM  Superhélice gauche.
ADN surenroulé (-] Relacheé ADN surenroulé [+)

ey
Nl (superhélice droite)
v
) RO 1_1-\-
j:-’ “-13
ADN relaché ¢ 5
K - J___J" F
Gd 7
, &~~~ ADN surenroulé positivement

(superhélice gauche)

- x%
/<" ADN surenroulé négativement

Heélice levogyre Heboe dexlrogyre

(gauche) (droile)

Le surenroulement de I'ADN est important pour son
conditionnement au sein des cellules. Une molécule d'ADN
pouvant étre mille fois plus longue que le diametre d'une
cellule, sa condensation pour qu'elle occupe un espace a la
mesure de celui d'une cellule est une opération critique. C'est a
ce niveau qu'intervient le surenroulement de I'ADN, dans la
mesure ou il en réduit sensiblement I'encombrement.



Séguencage de

wnemen UN GENOME BACTERIEN : E. Coli

des génomes

Knotting by E. coli Topoisomerase [

Right- and left-handed dsDNA trefoil knots generated

by E. coli, DNA topoisomerase I acting on form II DNA

N- DUBOIS A ; - g i at i Fig. 3- Continued,
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W " —_
b Forme Il {relachée) e

Figure 4 : I'ADN procaryote est surenroulé. A : représentation des différentes formes de FADN du
polyomavirus (I, Il et W) suivant leur coefficient de sédimentation, avec les micrographes
electroniques ADM x 21000, des formes | [surenroulée, encadrée en noir) et Il (relachée, encadrée en
gris] correspondants. Plus |a vitesse de sedimentation est élevée, plus 'ADMN est compacté donc
surenroulé (d'aprés Vinogrod et al, 1965). B : micrographes électronigues du plasmide pBR322 sous
forme relachée [a) et surenroulée (b} correspondant aux formes | et Il de FADN du polyomavirus
respectivement, chservées en figure A.

N. DUBOIS
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8 (¥ (el fdp feh

Figure 5: la molécule d°ADN fermée est un objet topologique. A: photo représentant un ruban de
Moébius. La topologie consiste en 'etude des deformations par transformations continues. Le ruban de
Moébius est un exemple d'objet d'etude de k3 topologie, comme la molécule d’ADN qui est une structure
fermee pouvant se deformer de fagon continue sans rupture et réassemblage de brins. B : représentation
schematique de la topologie de FADN , definie par deux parametres, le nombre de tours d'helices Tw et le
nombre de supertours Wr, dont la somme definit le nombre total de liens topologiques Lk qui ne varie pas
puisque la molécule est fermee. Les figures a et b correspondent 3 un état relache puisque Wr=0. En b Ia
molécule présente des plis blancs qui figurent trois tours d'hélices, telles deux molécules d*ADN enroulées
{Tw =3). En c, d et &, la molécule est surenrculée puisque Wr = 0. Comme Lk ne varie pas, la deformation de
Tw transforme Wr - alors que Tw diminue, Wr augmente. 5i Tw devait augmenter, Wr diminuerait. Les plis
blancs (b) ont disparu (e), mais la structure nest pas plane comme en (a), elle est surenroulée : c'est I'effet

topologique.

N. DUBOIS
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Dans la cellule la méme molécule dADN double brin peut se présenter sous deux formes
(topoisomeres) :

état relaché (sans contrainte)

etat surenroulé le plus souvent négativement (sens inverse des aiguilles d'une

montre)
Forme relachee Formes surenroulées
N ] '_j-;.
EEERERL
P
¥
<
Exee,
Al
£ it

Lehninger et al. Principles of Biochemistry, p.800

Topoisoméres : Deux molécules d’ADN double-brin avec la méme séquence
mais avec une conformation différente

N. DUBOIS
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Chaque topoisomeére est defini par I'index L (nombre d'enlacements entre les
deux brins).

L = nb de TOURS (T) entre les deux brins (1 tour tous les 10 nucleotides) + nb de
SUPERTOURS (W) de la double hélice (dans les formes surenroulées).

Deux types de surenroulement:

- Plectonémique: en solution, supertours vers la droite
- Solénoidal : dans la cellule, supertours vers la gauche (nucleosome) ou droite

A B.

Holmes V F, and Cozzarelli N R PNAS 2000;97:1322-1324

N. DUBOIS
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Tw : « twist number » (nombre de tours)
nombre de fois ou un brin effectue un tour complet autour de l'autre. Le Tw est proportionnel au
nombre de paires de bases appariées.

Wr : « writhe number » (vrillage de I’'hélice ou nombre de supertours)
nombre de fois ou I'axe de la double hélice effectue un tour complet.

Lk : « linking number » (nombre d’enlacements)

Lk:Tw+Wr

(o )

pas de supertour : W_=0 un supertour négatif : W_=-1 deux supertours négatifs : W _=-2
Ty =N/10,5 Tw = N/10,5 Ty = N/10,5
N. DUBOIS L,=N/10,5=L,, L, =(N/10,5)-1 = L, 41 L, =(N/10,5)-2 = L, 4-2
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Le surenroulement de I'ADN intervient également lors de la réplication
de I'ADN et de sa transcription en ARN.

_ Rotation abouta ree end
Il résulte du déroulement de |la double hélice par I'ADN polymérase et
I'ARN polymérase respectivement, déroulement qui introduit des
supertours positifs en amont et négatifs en aval. Des ADN
topoisomérases telles que I'ADN gyrase interviennent pour relacher en
partie ce surenroulement.

Toute activité synthétique impliquant 'ADN a
besoin de la séparation des deux brins:
réplication
transcription

Comment séparer les brins,

| Par rotation a partir de terminaisons
libres

L. Par rotation a partir de terminaisons
fixes

3. Sans rotation: compensation par
surenroulement

4. Coupe, rotation, ligation

N. DUBOIS : ’ Lewin, « Genes »



Séguencage de

wmmon LES TOPOISOMERASES

des génomes

-Des enzymes modifient le nb denlacements (suppriment ou ajoutent des
supertours : les topoisomeérases.

Topoisomérase |: coupe sur un brin
Topoisomeérase ll: coupe sur les deux brins

puis reassocient les brins apres changement du nombre d'enlacements. La plupart
agissent en diminuant le nb de tours

« Bactéries:

type |: topoisomerase |, |

type II: DNA gyrase, topoisomerase |V
« Eucaryotes:

type |: topoisomeérase |, |

type lI: topoisomerases lla, I

Fonctions: replication, transcription, réparation de 'ADN

N. DUBOIS
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ADN circulaire ADN circulaires

relache surenroulés négativement
5 AN, A -
&) \ £ I
Lk=Lk~=105/10,5=1¢ LEk-Lky=-1 LEk-Lk,=-2

pas de supertours un supertour (négatif)  deux sunertours (négatifs)
ayy >
\ = =]

\\-x et Alak A' l'\
Al Ja=+1 Akt
1Y --
| inbredua. ARon dae suEerouss

-——-———-—_ Topo " “’ 3
M— TOpO | Topo ”, N B SR A P R

. ’ \ 7 a. : .ah s.z#:- - % 3 }l‘@

N. DUBOIS
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Topoisomérases | et |l

(A) Type 1 (B) Type 11

L) é l
3

N. DUBOIS



Séguencage de

wmmon LES TOPOISOMERASES

des génomes

Topoisomérase | —

double helix canmat
FOLADE (MW 5O Ui
othar MA

ogopoyoyoToRe
voholobobolo +

/_;\ type | DNA
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:I:I:‘@‘:I: < Alberts, Molecular Biology of the Cell
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organisation
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Topoisomérase Il (gyrase)

Esses)) G segment /
\TPase “ Tse
' gment
- H - ATP

C-gate | d
2 2
@ ® }

- A ™ SN D
) g )
N Patrick Higgins

Nature Structural & Molecular Biology 14, 256 - 258 (2007)
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wemaion ENROULEMENT ET SURENROULEMENT

des génomes

Surenroulement: ADN circulaire (génome procaryotes, mitochondrial
eucaryotes, chloroplastes, plasmides)
ADN linéaire (eucaryotes): contraintes créées par des
complexes protéiques associés (réplication)
impliqué dans la formation du chromosome

Enroulement: Température: réduit I'enroulement
Force ionique: augmente 'enroulement
Intercalants (bromure d’éthidium): déroulement local double hélice

Topoisomerases

a

o

Topoisomerase solves

A KNOTTY PROBLEM

N. DUBOIS
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organisation
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Fraction relative

Fraction relative

0.03 0.04

0 1 2 3 4 5 6 T 2] a 10
9 Longueuldu ginuml{xlﬂs)
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Pourcentage de GC du génome

30

Le nombre de plasmides des génomes 0.08

bactériens varie de 0 a plus de 20
(dans ce cas 36% du génome)

D.06

0.04

Fraction relative

D.02

0 1 2 3 4 5 E 7 g8 3
Mombre de yénes [1103]
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des génomes
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UN GENOME BACTERIEN : E. Coli

Genome Info:

| Features:

Refseq: NC 000913

| Genes; 4493

GenBank: U000S6

Protein coding: 4149

Length: 4,639,675 nt

| Structural RNAs: 172

GC Content: 50%

| Pseudo genes: 177

% Coding: 85%

| Others: 584




Séguencage de
I’ADN et
organisation
des génomes

N. DUBOIS

UN GENOME BACTERIEN : L. plantarum

Lactobacilus plantarum
3308174 bp

Fig.1. Genome-atlasview of the L. plantarumWCFS1 chromaosoms, with the
predicted origin of replication at the top. The outer to inner circles show
(1) positive strand CRFs (rad); (/) negativa strand ORFs (blue); (1)) GC-skew
{areen); (i) G+C content (black); (v) prophage-related functions (green) and
iS-like elements (purple); and (v) rDNA operons (black) and tRNA encoding
genes (red).

Kleerebezem et al. PNAS 2003
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des génomes

Nucleoid

Plasmids

-1 seul chromosome circulaire

. Contient presque exclusivement des génes

. Nombreux génes organisés en opéron

. Pas d’introns dans les géenes

. Moins de génes que chez les eucaryotes

. Condensation pour former le nucléoide par
. Supercoiling
. association avec des protéines HU, fonctionnellement similaires aux histones mais non
homologues en séquence. 1/5 seulement du chromosome est associé aux HU

- 1 ou plusieurs plasmides contenant des génes de résistance aux antibiotiques

N. DUBOIS
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e STRUCTURE DE LADN BACTERIEN

des génomes

-ADN du « chromosome » bactérien ou nucléoide (4, 6 Mbp, chez Coli), le plus souvent circulaire attaché
a la membrane, associé a des protéines et organisé en domaines (boucles) superenroulées)

Génes ( 90 % du génome bactérien) souvent organisés en opéron (1 promoteur commun a plusieurs genes)
-Plasmides : molécule d’ADN circulaire de petite taille (quelques kbp) pouvant se répliquer de facon
autonome dans la bactérie a partir d'une origine de réplication unique. Un plasmide peut contenir plusieurs
géenes. i

b Nucleoid-associated proteins and SMC

Ty 7 http:/Awww. textbookofbacteriolog | I
y.net/structure_9.html 0.1 um

Certains plasmides, aprés modifications, sont utilisés comme vecteur pour transporter des fragments d’ADN
lors du clonage moléculaire.

N. DUBOIS
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wmmon  CARTOGRAPHIE DES GENOMES

des génomes

= Toutes les séquences chez E. coli sont uniques (4,2.10° bp)
900 genes
dont 7 codant pour ARNTr et prot ribosomiales (proche oriC).

~4200 protéines

Key:

» Oy, O, origin and direction
of synthesis of heavy and

light strands

;D Py, P_ origin and direction
of transcription of heavy
and light strands

D rRNA genes |tRNAgenes

l:l Genes encoding
proteins

Remargue : Des souches pathogenes d’E. coli
ont été séquencées ; elles n‘ont qu’environ
40% de leurs genes en commun (99% de

ATPase\é‘) o . oy )
aly il similitudes entre I'Homme et les grands

Figure 9-2 Human Molecular Genetics, 3/e. (© Garland Science 2004)

singes...).

N. DUBOIS
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wemmaion ORGANISATION DES GENES EN OPERONS

des génomes

les genes bactériens peuvent étre polycistroniques :
ex opéron lactose
site d'imtiaton

promotcur¢ gene | géne 2 géne3  terminateur
—ap{— T

Y

ARN poli*cisuoniquc
= & E
protéine | protéine 2 protéine 3

N. DUBOIS
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des génomes

" Phase maxmala

stationna: e
f——

Phase de
décroissance

log.nombre de cellules —

1 [ : ! 1

Temps ——

|
| - .
Temps de latence nécessaire

a I'adapation enzymatique

|
I
|
|
|
|

o Temps

Utilisation du glucose
Utilisation du lactose

N. DUBOIS
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womon - LOPERON LACTOSE

des génomes

L'opéron lactose

séquences de fixation des
protéines régulatrices

e

~
site d'initiation de
la transcription

Shat e Site promotenr gjte opérateur

régulation génes de structure

ARN J/tmmripuon
- () polymérase 7\ ARNm polveistronigue
F e
ey \LAR?\m AMPe \L \L J/ traduction

vV @ B

|galactosidase thiogalactoside transacétylase

protéing mhibnog
(IonOMmeIe )

reprosseur (1IGtrRmens)
torme active

répresseur lié
an > PR

forme inactive

N. DUBOIS
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ommsaon LES PLASMIDES

des génomes

Plasmide :
molécule d'ADN, généralement circulaire, douée de réplication autonome et transmise au cours
des génerations

— certains plasmides peuvent s’'intégrer au chromosome, d’'autres restent indépendants

— portent souvent des genes non essentiels dans des conditions « normales »

— certains ont la possibilité de passer d'une cellule a I'autre (y compris entre especes)

Type of Gene functions Examples
plasmid
Resistance  Antbiotic resistance Ebk of Escherichia coli and other bactena
Fertility Conpugation and DINA transter F of £ cali
between bactena
Eiller Synthesis of toxns that kill Col of &, coli, for colicin production

other bactena
Degradative Enzymes for metabolism of — TOL of FPeeudomonas putida, for toluene metabalisim
unusual molecules

Virulence Pathogemcity T of Agrobacterium tumefaciens, confernng the ability to
cause crown gall disease on dicotyledonous plants

N. DUBOIS
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ommsaon LES PLASMIDES

des génomes

Species DITA molecules oize (Mb)  Mumber of genes

Escherichia coli K-12 One circular meolecule 4.639 4397
Vibrio cholerae El Tor 116961  Tweo circular molecules
| Main chromosome 2.961 2770
' Megaplasmid 1.073 1115

Deinococcus radiodurans B Four circular molecules
Chromosome 1 2649 2633
Chromosome 2 0412 369
Megaplasmid 0177 145
Plasmid 0.046 40

Borrelia burgdorferi B31 seven or eight circular molecules, 11 linear molecules
Linear chromosome 0911 853
Circular plasmid cp¥ 0.009 12
Circular plasmd cp2é 0.026 29
Creoular plasmmd cp32¥* 0052 Mot known
Linear plastud Ip17 0.017 25
Linear plastrud Ip25 0.024 32
Linear plasmd lp28-1 0.027 32
Linear plastud Ip28-2 0.030 34
Linear plastd Ip28-3 0029 41
Linear plasmud Ip28-4 0.027 43
Linear plastud Ip36 0.037 54
Linear plastmd lp 38 0039 52
Linear plastud Ip54 0.054 76
Linear plastmed lp2é 0056 Mot kenown

N. DUBOIS



Séguencage de

e LORIGINE DE REPLICATION

des génomes

Une seule origine de réplication (OriC) chez E. coli (—~250 pb)

—_
- - - = N
b 4 — q‘ 4 ~
\ , — . / -
| -____‘——__ | _Ili' .__..--"'r
-_-—_h-—-____ I"l Ilu"|I ___,.-".J-
| 3-nuclectide motifs ¥-nucleotide motifs = DnaA binding sites

S -GATCTNTINTITT- ¥

Reconnaissance de origine de réplication par la protéine DnaA => ouverture de la double hélice. ..

N. DUBOIS
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wmon  AUTRES GENOMES PROCARYOTES

des génomes

Quelques especes de bactéries possedent un grand chromosome linéaires, et plusieurs
dizaines de petits chromosomes supplémentaires, linéaires ou circulaires.

* Les archées ont, selon les cas, une organisation génomique semblable a celle d’E. coli ou
a celle de ces bactéries atypiques. Contrairement aux eubactéries, on trouve parfois des
introns dans les genes d’archées. Il y a également des protéines homologues aux
histones.

e De maniere générale, les génomes procaryotes évoluent plus rapidement que les
génomes eucaryotes car les taux de mutation sont plus élevés, les temps de doublement
plus rapides et les transferts horizontaux de matériel génétique sont possibles (ce qui
rend la notion d’espéce procaryote tres floue...)

N. DUBOIS



Séguencage de
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des génomes

Une situation plus complexe cheg les Archaea...

Table 1. A comparison of chromosomal DNA replication in the three domains of life™"”

Bacteria Archaea Eukarya
Chromosome Linear or circular Circular Linear
Replication originis) Single Single or multiple Multiple
Origin recognition DnaA Cdc6/ORCE ORC
Helicase DnaB MCM MCM
Helicase loader Dnad and DnaC CdcB/ORCE Cdcé and Cdt1®
Single-stranded DNA-binding protein 558 558 or RPA® RPA
Primase DnaG Primase Polz/Primase
Sliding clamp I susbusnit PCNA' PCNA
Clamp loader y-complex RFC RFC
Polymearase FolC PolD and/or PolBY FolB

Kelman & Kelman, Trends m Microbiology 2004

N. DUBOIS
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S STRUCTURE DE LADN NUCLEAIRE EUCARYQOTE

organisation

des génomes

Génome chromosomique

L'/ADN géenomique, associe a des protéines (histones), est réparti sur plusieurs molécules linéaires de
chromatine. Chez 'homme 23 molécules par genome haploide .

En_interphase (G1), chaque molécule de chromatine est une fibre de 30 nm. Elle est constituée de
nucléosomes enroulés autour d'un axe et formant une structure « solénoide » (6 nucléosomes par
tour). Elle est repliée en boucles contenant plusieurs tours (environ 50-90 tours correspondant a

environ 50 a 100 kbp).

Fibre de chromatine 30nm
enroulée en hélice

Repliements de la
fibre de chromatine

N. DUBOIS
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des génomes

(2x4 histones, H4,H3, H2A, H2B)

Histone
de liaison (H1)

Nucléosome

En interphase la fibre de chromatine visible en microscopie électronique peut étre tres compacte
(hétérochromatine) ou plus relachée (euchromatine). Seuls les génes contenus dans
I'euchromatine peuvent étre exprimeés.

Solénoide compact

T Solénoide étiré

N. DUBOIS



Séguencage de

PADN et CONDENSATION DE LA CHROMATINE EN MITOSE

organisation

des génomes

i}

— 1—n—r

00 ren G-Banding
/,,.,J l Dans le noyau diploide (10 pm de
diamétre) 46 molécules de
\l r/ﬁ:.:.:: chromatine hélices (étirées 2 m
soit 4 cm par double hélice). En
2 chromatides , ,lm mitose 46 chromosomes < 4
en métaphase J  microns.

Apres la réplication de 'ADN a l'interphase (phase S), |a fibre de chromatine est double. Ces
deux fibres associées entre elles vont se condenser pour donner un chromosome qui
apparait en métaphase sous la forme de deux chromatides associées par le centromére
(visible en microscopie optique).

Des techniques de coloration permettent de visualiser des régions correspondant a
I'hétérochromatine

N. DUBOIS
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des génomes

Chez 'homme, chaque cellule diploide contient deux génomes soit 23 paires de fibres de chromatine
apres la division cellulaire et avant la réplication de 'ADN. Chaque séquence (chaque gene) sur un locus
donné existe donc en deux copies homologues : deux alleles issus des genomes paternel et maternel qui
sont le plus souvent identiques (homozygotes) ou légerement différents (hétérozygotes, alléles
polymorphes)

N. DUBOIS
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des génomes

Pour étre fonctionnelle, chaque moléecule de chromatine doit contenir au moins :

- Un centromere, sequence ADN satellite constituée d'un motif de 180
nucléotides repéeté (1 a10 Mbp) qui permet l'association des chromatides entre
elles et leur fixation sur le fuseau mitotique.

-Des telomeres a chaque extréemite, ADN minisatellite (repétitions de
motifs de 6 nucléotides) qui protegent ces extréemités et permettent leur
replication.

-Des origines de replication ou se fixe un complexe protéique
nécessaire au démarrage de la réplication. Ces origines sont constituees des
differents elements riches en A et T. Quatre pour l'origine de réplication chez la
levure (130 nucleotides)

N. DUBOIS



Séguencage de

wmeen GENOME MITOCHONDRIAL

des génomes

« ADN circulaire de 17 kbp (10 a 100000 copies/mitochondrie) avec 2 origines de
réplication.

« 3 promoteurs (2+1) fonctionnant dans des directions opposées pour la
transcription de 2 ARN:
« PH1
« PH2
« PL

. o' e T4 . 4 £ A 5 &
a3 A FN T PR N T AT 2 L R W T SO O ¢
- ' P PR S AR B 08 B0 TR Sl S ey S ‘f-'x‘.*f‘ e

http://b103400 nicerweb.com/Locked/media/ch09/DNA-

N. DUBOIS mitochondrion html
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wmeen GENOME MITOCHONDRIAL

des génomes

- 'ARN transcrit a partir du PH1 et PH2 (coplementaire du brin H) donnera
14 ARNt, 2 ARNr et 12 ARNm codant pour difféerentes enzymes de la chaine
respiratoire.

- '’ARN transcrit a partir du PL (complementaire du brin L) donnera 8 ARNt, 1
ARNmM codant, et une amorce ARN pour la réplication du brin H

- Au total 37 genes: 13 protéines (enzymes de la chaine respiratoire)
24: ARN non codants (ribosomaux, de transfert)

\ ND5

— 2 cox

N. DUBOIS coxl arpg ATPS
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des génomes

PH1, PH2

ARN <*+—

14 tRNAs,
12 mRNA,
2 rRNAs

Origine de réplication du brin L

La transcription & partir de PL produit une amorce ARN qui sera allongée pour produire un court
fragment d’ADN qui restera associé au brin H formant la boucle D (structure a 3 brins).

Boucle D

PH

—

Brin H
Brin L

PL

ARN+ADN

N. DUBOIS
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aeen - GENOME MITOCHONDRIAL

organisation
des génomes

Exemple: le génome mitochondrial de Saccharomyces cerevisiae et de 'homme.

21S rRNA

Cytb 125 rRNA

NDé
165 rRNA

colil NDS
ND1

95 RNA 16569 bp
ND2
ND4
ATPS I5S rRNA
ATP8 ND4L
COlI ATP6 ATPR Coll
| KEY v

. Respiratory complex gene « Transfer RNA gene

Bl Ribosomal RNA gene B intron . Respiratory complex gene « Transfer RNA gene
D Ribosomal protein gene - Other RNA gene . Ribosomal RNA gene

N. DUBOIS
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des génomes

Exemple: le génome chloroplastique du riz.

-

pshDr

pebl
bk

S ws1¢

136 kb

KEY

- Photosynthesis gene . Ribosamal RNA gene
D Ribosormal protein gene - Transfer RNA gene
. RNA polymerase gene

N. DUBOIS
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des génomes

Génome : ensemble de I'ADN (nucléaire, mitochondrial, des chloroplastes) d’une cellule, d’'un
individu. 3 types de séquences dans le génome nucléaire eucaryote:

f the human genome codes for prote

= ADN répete
ADN répéte disperse (47%)
ADN répété groupé (8%)

ADN intergénique — Génes
séquences non 30% du génome
répétées exons : 1a2%
qui ne sont pas de
génes

Les genes (25 000) représentent environ 30% du génome humain : Dans ces géenes la partie retrouvee
dans les ARN matures (exons) représente 1 a 2% du génome. Seuls les genes sont transcrits en ARN
En moyenne: un Gene : 40 kbp

N. DUBOIS
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wmion ADN REPETE DISPERSE

des génomes

Ces sequences resultent de transpositions : deplacement dans le
genome de fragments d’ADN dits « éléments transposables » ou
transposons selon deux mécanismes

Deux types de transposition:
 Transposition directe

« Rétrotransposition

Deux types de transposons SSEOms
 Type II: DNA transposons

« Type |: rétroéléments

N. DUBOIS
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A) Transposition directe

Transposition non duplicative

S
transposon TTV transposon Type I

| I \ transposon transposon [{:GPiE:l DNA trﬂﬂﬁpﬂﬁﬂnﬁ
Sitede T _I i,_'—l_

Transposition duplicative

N. DUBOIS
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A : DNA transposon : Structure d’un élément mobile (DNA transposon)

http://www.irbv.umontreal.ca/francais/cours/transposon2/mol._htm

Transposons autonomes

IS :
ST o (transposase active)
7 |T6TCARGTC POSABE | sacrToaca |5
AL,
)i J, IR Transposons non autonomes
Inserion de l'élément IS au site cible de I'ADN receveur .
(pas de transposase active)
CoupLra
5 TCeAT, 3 ADN
Site cible
g TCCATI g | Transposase R bz g
\l, Les espaces sont remplis aves de 'ADN
par'ADN polymerase et IADN llgase
5] TCOAT " E TSOR] 2
3 [AGCTA] IR Transposase IR mﬁj g
IS
*-Sé,quences répétées mwersees : i 3.;::'5'. :
- Eié mont IS [insertion sequonce), e _ Barbara McClintock (1944)

N. DUBOIS
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B) Rétrotransposition (avec un infermédiaire ARN)

Rétroposon (copie)

Type |
Rétroéléments

— — — !
—* Transcription
ARN

Integrase Transposition duplicative
Réverse transciptase
| | DNA

N. DUBOIS
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des génomes

B-Rétroéléments:

Deux types de rétroéléments caractéristiques des génomes eucaryotes:

1- Rétrotransposons

Ont des LTR (long terminal repeat): séquences répetées directes a chaque
extrémité impliquées dans la transcription

Contiennent des séquences codantes pour ARN polymérase réverse
transcriptase et d'autres protéines virales (gag)

—> Pol = RT/Intégrase (endonuclease)
. gag E - B- 12 kb (10% du génome humain)

N. DUBOIS
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des génomes

B-Rétroéléments:

Deux types de rétroéléments caractéristiques des genomes eucaryotes:

2- Rétroposons

Pas de LTR. Contiennent un promoteur situé en 5’ et une séquence codante pour
une ftranscriptase inverse et/lou une protéeine impliqguée dans la transposition.

Contiennent des séquences codantes pour ARN polymérase et réverse
transcriptase (pol). Chez les mammiferes deux types de rétroposons :

1-Séquences « LINE » (long interspersed nuclear elements). Autonomes, elles
codent leur RT (ORF2): 6 a 8 kb; 20% du génome humain

(Pol 1) — = h—b E AAAA h @

(Pol Il

2-Séquences «SINE »(short interspersed nuclear elements). Non autonomes.
(pas d'ORF2 donc pas de RT) 100 a 300bp; 13% du génome humain (exemple : séquences
Alu)

N. DUBOIS
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des génomes

Séquence satellite : séquence avec des repétitions directes en tandem groupées de motifs
composes d’'un nombre variable de nucléotides.

Ces répétitions se retrouvent a différents loci du génome. Pour un méme motif, le nb de
réepétitions varie entre les loci

160 1)
165 F

Genomes. 2nd edition.

Brown I4.
Oxford: Wiley-Liss; 2002.

.75 F

|
| = Saveline band
.70 F - — Main band
|
|
|

.80 “ 1)
gcm E
motif bloc de répétition exemple
satellite: 2-2000 nt 20 kbp -10 Mb centromeéres
minisatellite : 2-64 nt 0,1-20 kbp télomeéres
(VNTR : variable number of tandem repeats)
microsatellite: 1-6 nt 10-200 bp CAG repeats

N. DUBOIS (STR : short tandem repeats)
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wmion ADN REPETE DISPERSE

des génomes

Séquence satellite : séquence avec des répétitions directes en tandem groupées de motifs
composés d’'un nombre variable de nucléotides.

Ces répétitions se retrouvent a difféerents loci du génome. Pour un méme motif, le nb de
répétitions varie entre les loci

Microsatellite

TAAGLECCATUCATLEAGE TIATTIATTIATIA HAﬁAHAHA«H.A!Am ACGATAGLG
ATTCGLGLGTIALGIMGICG AATAATAATAATAATAATAATAAT LGLTIATLLGTIGLETIATEGH

séquence flanquante microsatellte (TTA) séquence flanquante
unique gauche : unique droite

N. DUBOIS
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Polymorphisme des séquences satellites

Les séquences satellites situées sur un méme locus sur des chromosomes homologues différent tres
souvent par le nombre de répétitions du motif sur chaque alléle (polymorphisme de répétition)

Microsatellite au locus A : alléle 1

TAAGLCCCATUGLATGLALLC TTATTIATTIATIATTIATIATIATTIACLGATALCALLATALLG

ATTICGLGTALGIAMGICGIAATAATAATAATAATAATAATAAMIGGLETIATIEGILCTIATE L N=59
= JN. 1\ J
Y Y i, ¢
séquence flanquante séquence fJanquante
e q mucrosatelite (TTA) e q
unique gauche g unique droite
Microsatellite au locus A : alléle 2
TAAGCCCATGCATGCAGE] TTATTATTA ccoooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenmsesseeees . TTA| CCGATAGCACGATAGLG -
ATTCGGOGTACGTACGTCG AATAATAAT. .....c.ceceeeeeecsesensessesessessssesses = .AAT| GGCTATCGTGLTATOG N=95
w J L J
. 4 B,

séquence flanquante Microsatellite (TTA)20 séquence flanquante
umaque gauche unique droite

Ces deux sequences sont differentes par le nb de répétitions. Elles sont polymorphes (polymorphisme de
répétition)

N. DUBOIS
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des génomes

Polymorphisme des séquences satellites

Origine du polymorphisme de répétition : Glissement de la DNA polymérase lors de la réplication,
recombinaison asymetrique

Les séquences satellites sont trés polymorphes et sont utilisées comme marqueurs pour identifier
des individus (profil génétique, test de paternité) et pour cartographier les génomes

alléle: une des deux copies d'une séquence située au méme locus sur 2 chromosomes homologues

N. DUBOIS
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SEPARATE PCR PRODUCTS DM GEL

prirmers for
| PCH
| amplification 1
| g =
hamalogous E f
chromoscmes : =
i dn E
ropritad
EEUENCES
of &
VMTH locus : .
Echantillon X
{E,I individual A& individusl B individual C Tarangsc £RMEIR -
loous1
ocus 2
loue @
FCR]

Empreinte génétique

L’analyse de 12 séquences satellites
polymorphes permet d'établir
Iidentité génétique d'un individu

[ <]
o
+

mumber of repeats
2
S

— (.. ® 2002 by Bruce Alberts, Alexander Johnson,
5] - - Julian Lewis, Martin Raff, Keith Roberts, and
Peter Walter.
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~ Geénes (exons + introns)___

~ ADN répété (séquences répétées)

+ Reépété dispersé
— DNA transposons (2 a 3 kbp) 300 000

— Rétro-éléments
rétrotransposons
réetroposons
LINE (6 a 8 kbp)
SINE (100 & 300 bp)
Autres:
+ Reépété groupé (ADN satellite)

» Séquences intergéniques non répétées

N. DUBOIS

55%

47%
3%

44%
& %

20 %
13 %
3%
8%

15%
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Exemple: fragment de 50 kb du locus du recepteur T-cell, chromosome 7

V28
,_-.I.ILEI:-_- 0 [l =N es 2 S
I 1 I ‘
0 10
| L 1 I N
10 20
V29.|

BTN W mE [ -

TRY4
l I
30 40
TRYS

| : - "
40 50 kb

KEY

. Exon - LINE EI DNA transpason

& tneron B sine . Other genome-wide repeat

[l Pseudogene [l LTR element [ ] Microsateliite

Genomes. 2nd edition. Brown TA. Oxford: Wiley-Liss; 2002
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Pseudogéne: copie non-fonctionnelle d’'un géne
- conventionnel: inactivé a cause d’'une mutation
- rétropseudogéne (procésse): copie a partir d'un ARNm par transcription
reverse et réinsertion

Functional gene

‘nnscnpﬂon
Reverse transcription
RNA
ARNm /

N
ADNe DNA Re-integration

l...‘

Functional gene Pseudoge!

Genomes. 2nd edition. Brown TA. Oxford: Wiley-Liss; 2002
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N. DUBOIS

QUELQUES DEFINITIONS POUR DEMARRER...

Total Genes

Genes
4000 Base Pairs s [ 400

1234567 8 910111213141516171819202122 X Y

Chromosome

Total Base Pairs (MBP)
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Phénotype

Génome
Epigénome
Transcriptome

Variome

Protéome

Bactérome

Cancérologie

N. DUBOIS

Objets

Différences au sein d'une
espece

LADN complet d'une
espece

Variations d’expression des

génes non liées aux séquences

codantes de I'ADN

LADN codante
des génes

Variations de I'ADN au
sein d’une espeéce,
polymorphismes

Ensemble des protéines
d’une espéce ou d'un
type de cellule

Geénes des bactéries
(ex: flore intestinale)

Génes mutés
générateurs de
cancers

Données

Couleur, structure, taille,

Séquences ADN et
genes

Biochimie,
protéome

ESTs, cDNAs
(coding DNA)

SNPs
Haplotypes

Séquence d'acides
aminés des protéines +
forme 3D

ADN des bactéries

Génes mutés
générateurs de
cancers

Outils

Observation clinique,
visuelle, épidémiologique

Séquenceurs

Methyl-Seq

DNA Microarrays
(biopuces)

Séquenceurs

Spectrographie de
masse, Y2H (Yeast to
Hybrid)

Séquenceurs + ...

Séquenceurs +
phénotypie

Source: compilation Olivier Ezratty, 2012

QUELQUES DEFINITIONS POUR DEMARRER...

Grands projets Bases de données

PhenomicDB
PharmGkb

Human Genome

3 GenBank, DDBJ, ENA
Project

Roadmap Epigenomics NCBI Epigenomics Database
Project, Epitwin NGSmethDB (méthylations)

Human Genome

Project GenBank
1000 Genome dbSNP (polymorphismes)
Project Patrocles, Jaspar
Human Genbank, CellBase, Human
Proteome Proteins Reference Database
Project Protein Databank, EMBL-EBI

Microbial Genome Database
for Comparative Analysis

Human Microbiome
Project

The Cancer Genome Atlas,
Atlas of Genetics and
Cytogenetics in Oncology
and Haematology

The Cancer Genome
Atlas



