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La génomique (source : Infobiogen)

= La génomique est I'étude exhaustive des génomes et en
particulier de I'ensemble des genes, de leur disposition
sur les chromosomes, de leur séquence, de leur fonction
et de leur role.

= Les génomes des organismes vivants ont des tailles
considérables allant d'une centaine de millions a des
milliards de nucléotides (3 milliards pour le génome
humain).
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Les débuts de la génomique

= 1953 : Watson et Crick découvrent la structure de 'ADN
= 1956 : F Sanger établit la séquence en aa de I'insuline
= 1977 : F Sanger met au point le séquengage de '’ADN
= 1987 : Premier séguenceur automatisé
= 1995 : Séquencage du ler génome bactérien

o Haemophilus influenzae (1,83 Mb)

= 1996 : Séquencage du ler génome eucaryote
o Saccharomyces cerevisiae (12 Mb)

= 2001 : annonce du décryptage du génome humain
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Qu’est-ce que le séquengage ?

= Déterminer l'ordre linéaire des composants d'une
macromolécule (aa d'une protéine, nt de 'ADN, ...)
= Le séquencage des protéines
o Nécessite un matériel dédié qui est cher
o Technique délicate a mettre en ceuvre
o La séquence des protéines peut-étre déduite de '’ADN
= Le séquencage de 'ADN
o Plus simple a mettre en ceuvre

o Technique trés répandue, beaucoup de laboratoires possédent
un petit séquenceur automatique
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Limites de la technique de séquengage

= Une manip de séquencage ne peut pas déterminer plus
de 500 & 1.000 nucléotides a la suite
o C'est trés peu par rapport & un chromosome entier !
-> Besoin de couper les chromosomes en fragments puis de les
reconstituer
= |l peut y avoir des erreurs de lecture
o Oubli d'un nucléotide
o Inversion de I'ordre des nucléotides, ...

->» Besoin de séquencer plusieurs fois un fragment pour obtenir une
séquence fiable
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Principe du séquengage d’un chromosome

= Amplification du chromosome
o Besoin de séquencer 8 a 10 fois le chromosome

= Les copies du chr sont cassées aléatoirement en fragments de
guelques milliers de nucléotides

= Séquencage des extrémités de certains des fragments obtenus
o Certaines séquences se chevauchent en partie
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Reconstruction des contigs

= Comparaison des séquences obtenues pour aligner les parties
séquencées plusieurs fois
o Reconstitution d’enchainements plus grands, appelés contigs
o Traitement informatique indispensable
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Finition (assemblage final)

= |l reste a ordonner et orienter les contigs

o Difficulté : présence de répétitions dans les génomes qui peuvent
conduire a assembler des contigs provenant de régions distantes
du chr

o Présence de « trous » qui sont comblés par un séquengage ciblé

= Correction des erreurs

o Renouvellement du séquengage pour améliorer la qualité de la
séquence

= Etape pas toujours réalisée

o Le but est alors d’avoir rapidement I'ébauche d’un génome pour,
par exemple, le comparer a une espéce proche.
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Le séquengage du génome humain

= Le projet a commencé dans les années 1990
o Etape préalable : cartographie des chromosomes (localisation de
marqueurs) pour faciliter I'assemblage
o 1998 : début du séquencage
o Le travail a été réparti entre 20 institutions internationales réunies
dans un consortium public
= Ebauche préliminaire célébrée en juin 2000
o Génome séquencé seulement 5 fois

o Entre 400.000 et 600.000 fragments de 5.000 a 6.000 nt pas
toujours orientés et ordonnés
o 90% du génome couvert, avec une erreur tous les 1.000 nt
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La finition du génome humain

= Avril 2003 : achévement du génome humain

o 2 ans d’avance sur le calendrier initial grace aux progres des
techniques de séquencage

o Séquencage de 5 autres « équivalents génomiques »
= Taux d’erreurs d’un nucléotide tous les 10.000

o Travail focalisé sur les trous résiduels
= |l en reste moins de 400

o 2,9 milliards de nucléotides, soit 90% des 3,2 milliards de
nucléotides de I'ensemble du génome humain

= Le reste du génome est constitué de séquences répétées
(notamment au niveau des centroméres et téloméres)
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L’ensemble des projets terminés ou en cours
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= http://www.genomesonline.org/ | .,

= 425 génomes complets
o 355 eubactéries 50 =
o 28 archaebactéries 20
a 42 eucaryotes . |

= 997 génomes procaryotes en °
cours de séquengage

= 634 génomes eucaryotes en
cours de séquencgage
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La génomique Présentation

Pourquoi séquencer les génomes ?

= Intérét scientifique
o Evolution des espéces

o Fonctionnement des cellules Funding Relevance of Archaeal and Bacte
) Genome Projects
o Etude des étres vivants stomedical A
oAL 2 . ar
= Intérét economique
o Médecine

o Biotechnologies
o Environnement
= Utilité publique
o Nutrition
o Propagation des maladies

o Environnement
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Le séquengage ponctuel

= L’explosion du nombre de génomes séquencés est
récente
= Les scientifiqgues séquencent depuis longtemps des
fragments de génomes, selon leurs besoins :
o Séquengage de régions d'intéréts si le génome complet n’est
(n’était) pas encore connu

o Séquengage dans le but d’étudier les variations alléliques (la
méme région dans des individus différents d’'une méme espéce)

o Séquengage d'un ou plusieurs ARN pour localiser des génes sur
un génome et étudier leur régulation transcriptionnelle
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“ Mise a disposition des séquences

= Les séquences obtenues dans des laboratoires publics

sont mises a disposition de I'ensemble de la

communauté scientifique

o Collecte des séquences par des organismes spécialisés

o Stockage des séquences dans des banques de données, sous la
forme de fichiers texte formatés

o Les séquences sont annotées (localisation des génes, ...) et leur
provenance est précisée (nom de I'espece, laboratoire, ...)

o Les banques de données sont maintenant accessibles via
Internet
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Banques nucléiques, croissance
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Les séquences protéiques disponibles

= Les banques produisent elles-mémes les données
o Traduction automatique des séquences ADN et ARNm
o Peu de séquencage de protéines car long et colteux
= Deux types de banques
o Annotation « compléte » et produite par des experts
« Ex:Banque SwissProt (13/09/05 : 194.317 entrées)
o Annotation « légére » et produite par analyse informatique
% Ex:Banque TrEMBL (traduction EMBL) (2.105.517 entrées)
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SwissProt/TtEMBL, nombre d’entrées
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Prédiction de génes




Pourquoi annoter les séquences ?

= La séquence d’ADN est produite brute
o Pas d'information sur la position des genes, ...
o Besoin de « décoder » le message du génome
= Les expériences en laboratoire fournissent de
nombreuses données
o Etude d'un gene et de son produit (fonction de la protéine)
o Extraction d’ARNm
o Nombreuses publications et informations dans les banques
= Possibilité de croiser les informations pour améliorer la
gualité des annotations
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Comment annoter les séquences ?

= Etude de la séquence ADN pour localiser les génes
o Traitement informatique essentiellement basé sur la comparaison
de séquences
o Traitement manuel avec I'expertise humaine qui valide ou non les
résultats proposés par les logiciels et approfondit I'étude
= Puis étude de la protéine pour prédire sa fonction
o Prédiction des structures 2D et 3D
o Prédiction de la localisation cellulaire
o Prédiction des domaines fonctionnels
o Intégration dans les réseaux cellulaires
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Quelles sont les méthodes de prédiction de genes ?

= Détection des ORF (Open Reading Frame)
o Méthode naive
o Localisation des régions de plus de 99 bp entre un codon
d’initiation (Cinit) et un codon de terminaison (Cterm)
= Comparaison aux banques
o Méthode exploitant les données disponibles
o Recherche des séquences d’ARNm et de protéines qui
ressemblent a la séquence étudiée
= Etude statistique (ab initio)
o Localisation des séquences codantes et non codantes sur la
base de critéres discriminants
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Une idée simple : les phases ouvertes de lecture

= Une séquence codante :

o Débute par un codon d'initiation (Cinit) (ATG + autres) et se
termine par un codon de terminaison (Cterm) (TAA, TAG, TGA)

o A une taille multiple de 3 (si les introns sont enlevés)
o Taille moyenne : 1.000 bp (bactéries)
= Une phase ouverte de lecture (ORF, Open Reading
Frame)
o Plus de 99 nt entre un Cinit et un Cterm (statistiquement rare)
o Peut contenir un géne
= Problémes:
o Un gene peut étre sur un brin ou sur l'autre
o Plusieurs phases de lecture possibles
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Détection des ORF, fonctionnement

= Traduction a I'aveugle
> 6 phases de lecture
- 6 séquences protéiques possibles
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Détection des ORF, résultats

= 6 phases de lectures :
o | codons d'initiation (ATG)

o | codons de terminaison (TAA,
TAG, TGA)

= Sélection des phases ouvertes
de lecture (ORF)
o Régions mesurant plus de 99

nt entre un Cinit et un Cterm r = .
o Choix du Cinit le plus loin du — ]
Cterm i 1
o Peut contenir un géne E— s — . E—

o [ une ORF

ATTENTION : ORF ne veut pas dire gene !
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Comparaison de séquences

= Possibilité d'isoler puis séquencer un ARNm (in vivo)
o Comparaison de TARNm au génome pour localiser le gene
o Détermination des positions de début et de fin du gene, ainsi que
des introns (car ARNm mature)
= Nombreuses séquences de protéines dans les banques
o Comparaison de 'ADN aux protéines pour trouver des protéines
de méme fonction
o Détermination des positions de début et de fin de la séquence
codante, ainsi que des introns car ARNm mature
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Usage du code

= N codons codent le méme aa (codons synonymes)

= Pour un aa donné, il y a un codon préféré
o Différences entre génes selon leur taux d’expression (classe)

% Les genes « de ménage » (nécessaires au fonctionnement de
toutes les cellules) partagent le méme usage du code

o Différences entre organismes selon leur pourcentage en G+C

% Choix des codons riches en GC dans les génomes riches en GC
= Les séquences codantes suivent 'usage du code de leur

organisme et de leur classe

= Les séquences non codantes n'ont pas de pression de
sélection pour 'usage du code
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Prédiction statistique

= Apprentissage de I'usage du code pour un organisme
donné a partir d’'un ensemble fiable de séquences
codantes

= Détermination de classes de génes avec des usages du
code différents au sein de I'organisme

= Calcul de la probabilité pour qu'une fenétre soit codante
o Une fenétre est une suite de lettres dans une séquence

= Analyse des résultats obtenus en faisant coulisser la
fenétre le long de la séquence étudiée
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Difficulté de prédiction des génes avec introns

= Taille des introns non multiple de 3
o Changement de phase d'un exon a l'autre
o Pas de changement de brin
= Existence d’exons courts (~10nt)
o Taille en dessous des limites de résolution des logiciels
= Existence d'introns trés longs (plus longs que les exons)
o Difficulté pour localiser les exons (ils sont noyés)
= Un intron peut couper un codon en deux
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Les familles de protéines

Les familles de protéines

= Différentes protéines qui possédent des fonction proches

o Ex: Catalyser la polymérisation de I’ADN, réguler les genes
impliqués dans la synthése du tryptophane, ...

= Ce sont des protéines dites homologues
o Elles ont un ancétre commun
= Ce sont souvent des protéines similaires
o Ressemblance au niveau de leur séquence ( > 30% identité)

o Mais des protéines avec des séquences différentes peuvent avoir
des fonctions proches (ressemblance en 3D)
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“ Mutations dans PADN = évolution des protéines

= Substitution : changement d’un nucléotide par un autre
au moment de la réplication

= Insertion-délétion : ajout ou suppression d'un fragment
d’ADN (plusieurs causes possibles, différentes échelles)

= Duplication : doublement d’un fragment d’ADN
(duplication de genes ou de fragments de
chromosomes)

= Recombinaison : échange de fragments de séquences
entre chromosomes

= Inversion : Changement de sens d'un fragment d’ADN
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Des mutations plus ou moins graves

= Mutations neutres :
o Pas dans un géne
o Pas de changement d’aa (codons synonymes)
o Changement d’un aa par un autre équivalent
= Mutations défavorables :
o Alterent la fonction de la protéine
= Mutations bénéfiques :
o Améliorent le fonctionnement d’une protéine
o Invention d’'une nouvelle fonction
= Mutations létales :
o Rendent une protéine vitale non fonctionnelle
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Evolution d’une famille de protéine

= Spéciation :
o Naissance d’une nouvelle espece
o Genes issus du méme ancétre dans des espéces différentes
o Gene orthologues
= Duplication :
o Doublement d'un gene
o Evolution indépendante des deux génes
uOm:mwumE_oacmw
U

Possibilité d’'inventer de nouvelles fonctions (un des 2 genes
subit des mutations et I'autre garde la fonction d’origine)

Etude bioinformatique d’une famille de protéines
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= Recherche dans les banques de protéines similaires a
une protéine donnée
o Constitution de la famille
o Nécessité de définir des criteres pour accepter une séquence
dans une famille (statistiques et/ou biologiques — regles —)
= Alignement des protéines (2 a 2 ou en une fois)

o Détermination des acides aminés communs a une ou plusieurs
séquences

= Notion d’aa équivalents, c'est-a-dire pouvant étre échangés sans
altérer la fonction de la protéine

= L'ordre des aa dans les protéines et maintenu, possibilité d’insérer
des « blancs » (gaps) pour décaler un block de protéine

= Détermination de blocks conservés
o Conservation => important pour la fonction de la protéine
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Un exemple d’alignement multiple : Pinsuline

10 20 30 40 50 60
| | | | | |
Human MALVWRLL PLLAL L ALWGPDPAAAFVNGHL CGSHL VEAL YLVOGERGFFYTPKTRREAED
Gorilla MALVWRL L PLLAL L ALWGPDPAAAFVNGHL CGSHL VEAL YLVOGERGFFYTPKTRREAED
Chi npanzee  NALVWRLLPLLVLLALWGPDPASAFVNQHL CGSHL VEAL YLVOGERGFFYTPKTRREAED
Pig MALWTRLL PLLAL L ALWAPAPAQAFVNGHL OGSHL VEAL YLVOGERGFFYTPKARREAEN
Chi cken MALW RSLPLLALLVFSGPGTSYAAANGH. CGSHL VEAL YLVOGERGFFYSPKARRDVEQ
70 80 90 100 110
| | | | |
Human LQVGQVEL GEGPGAGSL QPLALEGSL QKRG VEQUCTS! CSLYQLENYCN
Gorilla L QVGQVEL GGGPGAGSL QPLALEGSL QKRG VEQUCTS| CSLYQLENYCN
Chi npanzee  LQVGQVEL GGGPGAGSL QPLALEGSLQKRG VEQCCTS! CSLYQLENYCN
Pig PQAGAVEL GBGL GG - LQALALEGPPQKRG VEQUCTSI CSLYQLENYCN
Chi cken PLVSS- PLRCGEAGVLPFQQEEYEK:- - VKRG VEQCCHNTCSL YQLENYCN

Identity (*) : 67 is 60.91 %
Strongly similar (}) : 7 is 6.36 %
Weakly similar (.) : 9 is 8.18 %
Different : 27 is 24.55 %
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