Theme 1. Génomigue

e Génome:
* 'ensemble de l'information génétique d’un organisme

* Taille: nombre de paires de bases de ’'ADN constituant tous les
chromosomes d’un organisme donné

e Génomique:
* Science ayant pour objet I'étude des génomes:
» Séquence (identification des genes/alleles)
* Structure
* Evolution
 Différences inter-individuelles (haplotypes)
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Génomes bactériens

* 1. Longueur: de 10° a 10’ * 4, Informations dans le
paires de bases. La longueur génome:
du génome de E. coli=1.6 * Contiennent beaucoup moins
mm. de genes que les génomes
eucaryotes

* 2. Génome haploide: 1 seule

) * Quelques séquences
copie de chague chromosome

- modérément répétées sont
par bacterie présentes — génes encodant
. les ARN de transfert et les ARN

o ribosomaux.
* 3. Organisation structurale: le

chromosome bactérien est
circulaire.



Génomes eucaryotes

1. Longueur: 107 3 101! paires de bases par * 4. Information contenue dans le génome:
génome haploide . La longueur du génome * a. beaucoup plus de génes a copie unique
humain (par cellule): approx. 1.5 m. que les bactéries.

* b. séquences modérément répétées (génes
encodant les ARNt et ARNr; genes encodant

* 2. Génome diploide, sauf pour les cellules les anticorps)

germinales (spermatozoides et ovules). * ¢. ADN hautement répétés: par exemple
I’ADN satellite DNA (trés abondant: 20-30%
du génome).
3. Organisation générale:
* Plusieurs chromosomes linéaires
* Le nombre de chromosome varie selon les
especes.

* Télomeres: séquences répétées localisées au
deux bouts de chaque chromosome. Essentiel
a la réplication de 'ADN.

* Centromere: situé au milieu de chaque
chromosome . Impliqué dans la ségrégation
des chromosomes lors de la division
cellulaire.



Chromosomes
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Canlromerns

http:f fwww.accessexcellence.orgfAB/GG/chromosome.html



Structure géneéerale du génome humain
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Structure générale des génomes
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Pourquoi étudier les génomes?

* Donne la listes des «pieces» nécessaires a la formation d’étres vivants

* |dentification de genes responsables de maladies:
* Intervention: p.ex. thérapie génique
* Facilitation du diagnostique/ prédisposition aux maladies

* P.ex: identification de mutations du géne BRCA-1 qui prédisposent au cancer du sein 2>
établissement d’un test diagnostique = prévention/changement de certaines habitudes de
vie.

* Pharmacogénomique: relier la réaction individuelle aux médicaments avec la
présence d’alleles particulieres:

 Améliorer l'efficacité des médicaments
* Réduire les effets secondaires indésirables

* Découverte de traits génétiques utiles en agriculture:
* Augmentation de la productivité
» Résistance des plantes a la sécheresse/parasites



Outils de la génomique

* Biologie moléculaire (clonage/PCR):
* |solation et amplification d’ADN en vue du séquencage
* Localisation des genes sur les chromosomes

* Séquenceurs d’ADN:
e Séguencage rapide et a grande échelle d’ADN

* Technologie actuelle: séquencage de plusieurs millions de paires de
bases par jour

* Bioinformatique:

* Programmes permettant I'lanalyse de données du séquencage:
* |dentification des genes
* Comparaison entre ségquences



Difficultés a séquencer et caractériser
un génome humain

* Taille:
* Humain: 3 x 10° pb
* Paires de bases pouvant étre séquencées en une expérience: max
400pb/expérience (circa 1990);

* Complexité:

* Génome eucaryote est constitué
» genes (infime partie du génome)
* séquence de régulation (e.g. promoteurs)
* Introns
» Séguences répétées (majeure partie du génome)
* ADN « junk»

 Comment trouver les génes parmi toutes les autres séquences? Les

séquences de régulation?
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Difficultés a séquencer et caractériser
un génome humain

* Solutions:
» Séquencer le génome par petits bouts;

* Développer les outils nécessaires:

* Trouver des marqueurs pouvant nous aider a nous repérer le long du
génome

* Etablir une carte du génome qui nous guidera lors de I'assemblage de
la séquence

* Développer une technologie nous permettant de séquencer I’ADN a
grande échelle (automatisation)

* Mettre en place un systeme de base de données pour I'entreposage
permanent des données de séquences

» Développer les programmes informatiques permettant d’analyser ces
séguences.
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Difficultés a sequencer et
caracteriser un génome humain

* Pour développer ces outils: commencer par séquencer des
génomes plus petits avant de s’attaquer au génome humain:
» Bactéries (E. coli, H. influenza, autres)
* Eucaryotes simples: levures
* Eucaryotes multicellulaires: C. elegans, D. melanogaster.

TABLE 1.3 Comparison of Gene Content in Some Representative Genomes

E.coli  S.cerevisiae Drosophila® A.thaliana® M. musculus H. sapiens

Genome size? (Mb) 4.6 12.0 120+ 115+ 2,500+ 3,000+
Number of genesb 4,300 6,250 13,600 25,500 30,000 50,000
Average gene density (kb) 1 1.9 8.8 4.5 80 60
Number of gene families 2,500 4,500 8,000 11,000 10,000 10,000

“Drosophila, human, and Arabidopsis genome sizes indicate sequenced euchromatin, excluding heterochromatin.

’ Approximate number of genes estimated from original annotation. The human estimate has recently halved
to 25,000.

‘Number of gene families rounded to 500.



Projet « Génome Humain »

TABLE 1.1 Initial Goals of the Human Genome Project (Part 1)

From the First 5-Year Plan: 1993-1998

1. THE GENETIC MAP

Complete 2 to 5 cM map by 1995
Develop new technology for rapid and efficient genotyping

2. THE PHYSICAL MAP
Complete STS map to 100 kb resolution

3. DNA SEQUENCING

Develop approaches to sequence highly interesting regions on Mb scale
Develop technology for automated high throughput sequencing
Attain sequencing capacity of 50 Mb per year; sequence 80 Mb by 1998

4. GENE IDENTIFICATION
Develop efficient methods for gene identification and placement on maps

5. TECHNOLOGY DEVELOPMENT
Substantially expand support for innovative genome technology research

A PRIMER OF GENOME SCIENCE, Second Edition, Table 1.1 (Part 1) © 2005 Sinauer Associates, Inc.
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Projet « Génome Humain »

TABLE 1.1 Initial Goals of the Human Genome Project (Part 2)

From the First 5-Year Plan: 1993-1998

6. MODEL ORGANISMS
Finish STS map of mouse genome to 300 kb resolution
Obtain complete sequence of biologically interesting regions of mouse
genome
Finish sequences of E. coli and S. cerevisiae genomes
Substantial progress on complete sequencing of C. elegans and
D. melanogaster

7. INFORMATICS
Continue to create, develop, and operate databases and database tools
Consolidate, distribute, and develop software for genome projects
Continue to develop tools for comparison and interpretation of genome
information

A PRIMER OF GENOME SCIENCE, Second Edition, Table 1.1 (Part 2) © 2005 Sinauer Associates, Inc.



Projet « Génome Humain »

TABLE 1.1 Initial Goals of the Human Genome Project (Part 3)

From the First 5-Year Plan: 1993-1998

8. ETHICAL, LEGAL, AND SOCIAL IMPLICATIONS (ELSI)

Continue to identify and define issues and develop policy options
Develop and disseminate policy regarding genetic testing

Foster greater acceptance of human genetic variation

Enhance public and professional education programs on sensitive issues

9. OTHER

Training of interdisciplinary genome researchers
Technology transfer into and out of genome centers
Outreach

A PRIMER OF GENOME SCIENCE, Second Edition, Table 1.1 (Part 3) © 2005 Sinauer Associates, Inc.
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Projet « Génome Humain »

* Implique les étapes suivantes:
* 1. Clonage du génome
 Utilisation de YACs, BACs, cosmides, plasmides
e 2. Cartographie
e Carte physique, génétique

* But: donner des points de repere le long de chaque
chromosome.

3. Séguencage et assemblage des séquences
* 4. Annotation

* |[dentification des genes, séquences régulatrices (promoteurs),
séguences répétées, etc.

* 5. Analyse

16



Cartes génetigues vs physiques

* Carte génétique:
* Description de la distance et
position relative de genes ou
marqueurs génétiques les uns par

rapport aux autres le long du
chromosome

e Exprimée en centimorgans (cM.)

 Carte physique:
* Taille et position exacte, le long du

chromosome, de fragments d’ADN
isolés expérimentalement.

* Exprimée en paires de bases.

Genetic map

e

Chromosome

Physical map

DOV

DNA sequence

Sequences of base pairs mapping
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Cartes génetigues vs physiques

+ Find all the genes

HUMAN GENOME PROJECT GOALS Resolution
+ Complete a detailed human genetic map 2 Wk
+ Complete a physical map 0.1 Mk
+ Acquire the genome as clones 5khb
+ Deterrmine the complete sequence 1bp

biclogical and medical applications.

With the data generated by the project, wmvestgators will determine the functions of the genes and develop tools for
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Obijectif 1: Etablir une carte génétique
du génome humain

e Carte génétique:
* Description de l'ordre/distance relatif de marqueurs génétiques sur le
chromosome;

Résolution: environ 30 Mpb (3 million de paires de bases)

* Marqueurs:
» Séquence d’ADN
* Sites de coupure par des enzymes de restriction
* Phénotype (p.ex.: couleur des yeux)

Recherche la fréquence avec laquelle ces marqueurs vont co-ségréger suite a
un croisement génétique;

Implique I'analyse de la ségrégation des marqueurs au sein de pédigrées (i.e.
un couple et ses descendants) ou de croisements controlés en laboratoire
(e.g. souris, drosophile).
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Obijectif 1: Etablir une carte
genétique du géenome humain

* Unité de distance standard: le centimorgan (cM):

* cM: le pourcentage de la progéniture au sein de laguelle une recombinaison s’est
produite entre deux marqueurs.

e Chez I'étre humain: 1 cM ~ 1 000 000pb.

* Plus deux marqueurs sont pres I'un de I'autre, plus la probabilité qu’une
recombinaison ait lieu entre eux est faible.
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Carte génetique des chromosomes

X et Y humains

La carte génétique complete du génome
humain peut étre obtenue au lien suivant:
http://www.sciencemag.org/cgi/reprint/265/5181/2055.pdf

Reference marker

[7] Genes ] STRPs

STRPs: short tandem repeat polymorphisms

B n
!
Bl W
|
]
B iE3
KD
B R
Sy T‘Lj
7 [ S|
9 17 |

[ Other polymorphisms

DXY5218
——— DXS996 —_
—— DXS1043
__—DXS207 —
~__—DXS599

e DXS 1052
—— DXS$1226

- DX$1219
.~ DXS1036
O DXS1068
_ T~—MAOA

_— DX$1003
SEf— — DXS1039
o\ DXSe91
\\\\\ ~— DXS1125
[
Aty

DXS207 DXS237

NAOA

\\ DXS453
NN\ - DXS1197
\\\ DXS1196
N\ pxs3
\\'\-st-zss
~—_ - DXS1080
T DXS1220
o DXS428
— ——— DXS737
T~ HPRT
~ DXS§1227
__——DXS292 ___
__— DX8297
~— _— FRAXA -
— ——FAD

DXS3

W ™

J

r

wan !

2241 cM

DX515 FRAXA HPRT

|

Ny Distance unc

2

DXxs287

ertain

e

na



Obijectif 2: Etablir une carte physique
du génome humain

 Carte physique:
* Permet la localisation précise et l'isolation de genes (clonage
positionnel)
* Etude de I'organisation et de I'évolution des génomes

* E.g. présence de polymorphismes, régions répétées, réarrangements
(duplications, inversions), etc.

* Donne des points de reperes pour le séquencage du génome

* Types de cartes physiques:
* Basées sur des marqueurs
* Localisation sur le chromosome (e.g. FISH)
* Basées sur I'assemblage de clones d’ADN génomique
* E.g. cartographie de restriction, utilisation de STS
» Séguence d’ADN (carte physique ultime)
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Obijectif 2: Etablir une carte physique
du génome humain
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Vecteurs de clonage

Plasmides

DMNA fragrment

N ta be cloned
Plasmid wector

Enzymatically insert
DNA into plasmid vector

Recombinant plasmid

Mix E. coli cells with

plasmids in presence of

CaCl,

Culture on nutrient agar
Bacterial plates containing ampicillin
[)hl’[]f'l'l()E(Jl'H(-.‘

ﬁ',:"‘ a’i 1\‘

Transformed Cells that do not
E. colicell survives take up plasmid die

anampicillin plates
l Independent

plasmid replication

B

lCeII multiplication

Caolony of cells each containing copies
of the same recombinant plasmid

Plasmide:
¢ Petite molécule d’ADN circulaire

Possede plusieurs caractéristiques importantes:

 Séquence d’initiation de la réplication (donc: se réplique
indépendamment de 'ADN bactérien)

* Site de clonage (multiple cloning site - MCS)
* Geéne de résistance a un antibiotique (p.ex. ampicilline)

On commence par couper '’ADN en petits morceaux de 0.5-3
kpb (p.ex. enzymes de restriction)

On clone ces petits fragments dans des plasmides(donne des
plasmides recombinants)

LADN du plasmide se répliquera dans la bactérie héte, et
conferera a la bactérie la résistance a un antibiotique.

Avantage: faciles a manipuler/purifier

Flasmid

cloning vector

Inconvénients: petite taille de l'insert.
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Vecteurs de clonage de génomes
Bactériophage lambda (1)
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Vecteurs de clonage de génomes

Cosmides

COS site
/_._{:-_,.\ +_Polylinker

X
1,"’ tf \,\"l e e
D
amp’ | I| !I .’I ." it
\\ / 35- to 45-kb genomic
N ORI restriction fragments
Cosmid vector
(=5 kb long)
Cut cosmid vector in polylinker
with restriction enzyme
Ligate cut vector to
¥ DNA fragments
/= R B

Subject to & phage in vitro
packaging to insert DNA
between adjacent

- COS sites into & heads

0000
RN

Infect E. coli cells

E. colichromosome  Cloned gehomic fragment
in reconstituted plasmid

|

Select for ampicillin-
resistant colonies

Cosmide:
* Vecteur plasmide contenant ce qu’on appelle un site cos
* Site cos:

* petite _sé uence d’ADN recontrée chez les
actériophages

* Essentiel a la réplication de empaquetage

On commence par casse ’ADN génomiqgue en petits
morceaux de 35-45 kpb (p.ex. sonication)

On clone ces petits fragments dans des vecteurs
cosmides (donne des cosmides recombinants)

LADN situé entre 2 sites cos sera empaqueté dans une
capside virale

Avantage: faciles a manipuler/purifier

Inconvénients: petite taille de l'insert.
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Vecteurs de clonage de génomes

Cosmides

Individual phage plaques
Master plate of
A phage plaques
on E. coli lawn

Place nitrocellulose filter on plate
to pick up phages from each plaque

@ Nitrocellulose filter

Incubate filter in alkaline
solution to lyse phages and
denature released DNA

|___ Single-stranded phage
DNA bound to filter

Jl Hybridize with labeled probe;

perform autoradiography

o g Signal appears over
4 | phage DNA that is
- » 4 complementary

s to probe

Fic. 2. High-density arrayed display of flow-sorted human X
chromosome cosmid library. The cosmid cultures from 96 microtiter
plates (9216 wells) were transferred by sterilized metal pins onto a 22
X 22-cm nylon membrane prewetted in medium. Transfer was
achieved using a computer-controlled precision X-Y-Z moving
device modified in our laboratory for this application. Membranes
were incubated on agar plates with 2x YT broth and kanamycin (30
ung/ml) overnight at 37°C until colonies were 1-3 mm in diameter. The
DNA from the colonies was then in situ prepared, denatured, and
bound to the membrane. This is the autoradiogram of the membrane
after hybridization to a dodecanucleotide probe with the sequence

present in the cosmid vector.
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Vecteurs de clonage de genomes
Chromosomes artificiels de levure (YACSs) et de

bactéries (BACS)

YACs:

. rossédent trois composantes retrouvées dans les chromosomes de
evures:

* Origine de réplication (ARS)
* Télomere (TEL)
* Centromere (CEN)

BACs:
* Similaires aux plasmides
* Possedent une origine de réplication de phage (séquence F1) qui leur
permet d’accepter de gros fragments d’ADN
On débute généralement par
* Isoler un chromosome particulier
* Couper le chromosome en gros fragments assez gros;
* Cloner le fragment dans le YAC/BAC.

Avantages: taille de l'insert:
* YACS: 100 a 1000 kpb
* BACs: 100 a 200 kbp
e BACS: culture dans E. coli (plus facile a manipuler)
e BACS: plus stables que YACs

Problemes:
* Instables
« Difficile a purifier (p.ex pour séquencage)
* Croissance lente

1. Human DNA 2 YAC vector

e Ecofl i _Ecan
e | A CEN
Chromosome = |
= | e
e
- | ORI
|
T TEL
EcoRlI | TEL gt
parial digeston |
sickyends | EcoRl
Large chromosamal | +Bam HI
fragments |
shcky ends
o mom s P
! shcky Enr.ls::" +
Recombination CEN B TEL
+ DMA ligase

3. Yeast artificial chromosome with inserted human DA

——
I . CEN B TEL
up fo 1000000 nuclecides pairs
yeast cell
transfermation
. e el ”
- "__": b ~-5— | Clone
o el

Cloning into a Yeast Artificial Chramosome {YAC)
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Clonage de longs fragments d’ADN
genomigue

High-Molecular Weight DNA

£ Fardal Bestriction Digestion

YAC Vector Arms BAC Vector

-
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Quel vecteur cholisir?

Vector Chromosome 19 Human Genome
1X 5X 1X 5X

YAC 34 170 2,667 13,335

Cosmid 1,251 6,255 100,002 500,010

* Les chiffres indiquent le nombre de clones de YACs ou de
cosmides nécessaires pour cloner I’équivalent de 1 (1X) ou
5 (5X) copies du chromosome 19 ou du génome humain.
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Assemblage de clones en « contigs »

* Consiste a:

* Couper le génome en plus
Clone-Based Physical Mapping petits morceaux;

* Cloner ces morceaux dans des
_ ] _ Chromosome ;e 1. s
y e vecteurs spécialisés

e Ordonner les fragments clonés

 Ce travail facilitera grandement
- le séquencage en permettant
aux scientifiques:

e d’avoir acces a une banque de

fragments d’ADN génomique
clonés

* de travailler avec des plus petits
morceaux d’ADN
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|solation de chromosomes

't f"‘* ,, “ " %E * || est possible de marquer

chaque paire de chromosome

;g " zl “ gg l‘ ll avec des sondes fluorescentes

différentes;
¥ ¢4 o4 30 dass

19 20 | 22

* Ceci permet de séparer les
chromosomes par cytométrie
de flux.

et * Cheque chromosome peut étre

B i ensuite coupé en plus petits
morceaux et cloné dans un
vecteur approprié.

flow sorter




Obijectif 2: Etablir une carte physique
du génome humain

A. Cartographie avec enzymes de restriction

1. Multiple copies of a segment of
DMA are cut with restriction
enzymes.

2. The fragments produced by
enzyme A only, by enzyme B only,
and by enzymes A and B
simultaneously are run out side-
by-side on a gel, which separates
them according to size, smaller
fragments running faster.

3. The fragments are arranged so
that the smaller ones produced by
the simultaneous cut can be
grouped to generate the larger
ones produced by the individual
enzymes.

4. A physical map is constructed.
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14kb

Molecular.
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Obijectif 2: Etablir une carte
physique du génome humain

B. Cartographie avec « sequence tagged sites »

* Sequence Tagged Sites:

* Petites séquences d’ADN
génomiques
* Environ 30 000 furent utilisées U hybridation
pour la cartographie du génome
humain

* Chaque STS est unigque

» Dérivés de régions séquencées du
génome (bouts de clones BACs ou
YACs)

* Permet de cartographier de longs
fragments d’/ADN génomique (deux
fragments d’ADN reconnus par le
méme STS doivent obligatoirement B
se chevaucher).

1l

AN

BACs (duplicatas) 35

\\ A PRIMER OF GENOME SCIENCE, Second Efition, Figure 1.2 © 2
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Obijectif 2: Etablir une carte
physique du génome humain

B. Cartographie avec « sequence tagged sites »

DATA (STS content of BACs)

STSs (Sequence-tagged sites)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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BACs C I e e G = R (= =
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El+ - = = = = = o I I
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Obijectif 2: Etablir une carte
physique du génome humain

B. Cartographie avec « sequence tagged sites »
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Fluorescence in situ hybridization (FISH)

* Utilisation de sondes d’ADN (p.ex. STS) marquées avec une molécule fluorescente
* La sonde est incubée avec les chromosomes de l'organisme d’intérét

* La formation de paires de bases entre la sonde et un chromosome indiquera la position de la
séquence complémentaire a la sonde le long du chromosome.

s FISH out 1.4 kb probe
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Carte physique des chromosomes
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Intégration des cartes geneétigues et
physiques
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