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Du genome a la cellule



I- L’ADN «la molécule-reine»

2- La bioinformatique conduit a une représentation
virtuelle des génomes
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I- L’ADN «la moléecule-reine)

* 1. Structure
* 11. Seéquencage

* 111. Etudes bioinformatiques des séquences
d’ADN
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I- L’ADN «la moléecule-reine)

* 1. Structure
* 11. Séquencage

* 111. Etudes bioinformatiques des séquences
d’ADN



Comment sequence-t-on un génome ?

Une réponse rapide : en morceaux !

Lab technician working with sequencing machines
Courtesy of Celera Genomics

Room filled with sequencing machines
Courtesy of Celera Genomics



Comment sequence-t-on un génome ?

Lab with sequencing machines
Courtesy of Celera genomics
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Close up of capillaries from a capillary sequencing machine
Courtesy of Celera Genomics
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Comment séquence-t-on un génome

?
Sequence T mmTeml  Tem e T —_—— _— ==
reads i e o T T Y
contigs
Scaﬂolds . —— ——— l_
1 Read bair Read pair. Read pajr
| ' ' |
MepPd Q= =Qum- (P R -
sopome f—o—o0——0—0 o o—o o/

Plate-forme Génomique, Institut Pasteur




I- L’ADN «la molécule-reine)

* 1. Structure
* 11. Seéquencage

* 111. Etudes bioinformatiques des séquences
d’ADN



Longueur des génomes de quelques Eucaryotes

Genome size

Species (Mb)
Fungi

Saccharomyces cerevisiae 12.1
Aspergillus nidulans 254
Protozoa

Tetrahymena pyriformis 190
Invertebrates

Caenorhabditis elegans 97
Drosophila melanogaster 180
Bombyx mori (silkworm) 490
Strongylocentrotus purpuratus

(sea urchin) 845
Locusta migratoria (locust) 5000
Vertebrates

Takifugu rubripes (pufferfish) 400
Homo sapiens 3200
Mus musculus (mouse) 3300
Plants

Arabidopsis thaliana (vetch) 125
Oryza sativa (rice) 430
Zea mays (maize) 2500
Pisum sativum (pea) 4800
Triticum aestivum (wheat) 16 000

Fritillaria assyriaca (fritillary) 120 000




2- La bioinformatique conduit
a une représentation virtuelle
des génomes



Fragment d’une séquence d’ADN :

G GCG GG GG



Vi Bactlizs :-m!n:.rf;cq

s Zenome

: M. tubercuf
| . HI7TRy
N R 4411529 bp

Représentation de génomes bactériens séquencés

Pasteur Genopole® ile-de-France, Plate-forme technologique 4 :
Intégration et analyse génomiques



3- Les bases de la biologie
moléculaire



3-1 Le dogme central de la biologie moléculaire
3-1-1 Au niveau des molécules

ADN >  ARN > Protéine

RNA Protein

1960



3-1 Le dogme central de la biologie moléculaire
3-1-1 Au niveau des molécules

ADN >  ARN > Protéine

Transcription Traduction

RNA Protein




3-1 Le dogme central de la biologie moléculaixe o
TOO0

Accessing the genome

3-1-2 Au niveau cellulaire

Gene
DNA
* Assembly of the
Transcription initiation transcription initiation
complex <& complex

N éb g}

En 1960 En 2000

% o RNA synthesis
Gene RNA
. . * RNA processing
4 = lranscription v
R i
RINA S % Assembly of the
\‘ : ES translation initiation
b RNA degradation §, il W7 complex
¥ T [raduction N ——
V A
A
Ribosome
% Protein synthesis
Protein
Protein s ———
£ l Protein processing
———
% Control ES Protein folding

(d’apres Brown, 2002, in genomes)



3-1 Le dogme central de la biologie moléculaire
3-1-3 Au niveau des organismes procaryotes et eucaryotes

EUCARYOTES

POLY{A) TAIL

&_I_-ZI_-ZIAMA

1 RNA SPLICING

Schéma simplifi¢



3-2 La machinerie transcriptionnelle

3-2-1 chez les bactéries

Une seule ARN polymérase chez E.coli :
- Découverte en 1958
- Contient 5 sous-unités

- Environ 7000 molécules par cellule




3-2 La machinerie transcriptionnelle
3-2-2 chez les eucaryotes

Trois ARN polymérases
ARN polymérase Synthese Constituants
Ensemble del2
I - ARN pré-ribosomique sous-unites plus 2
autres
polypeptides
- ARN messagers Ensemble del2
11 - snoRNA* sous-unités
-Les ARN de transfert Ensemble del2
111 -ARN ribosomique 58 Slous'umtes
) plus 5 autres
-Petits ARN polypeptides

* . small nucleolar RNA



3-3 LLa machinerie traductionnelle

3-3-1 Le ribosome est constitué
de deux sous-uniteés



Table 6.1 The compositions of typical prokaryotic and eukaryotic ribosomes. With
eukaryotes the lengths of the large rRNAs and the numbers of proteins are not
exactly the same in all species; the figures given here refer specifically to mam-
malian ribosomes

Prokaryotes Eukaryotes
Complete ribosome
Sedimentation coefficient 70S 80S
Molecular mass (daltons) 2 520 000 4 220 000
Number of subunits 2 o)
Large subunit
Sedimentation coefficient 50S 60S
Molecular mass (daltons) 1 590 000 2 820 000
RNA molecules
number 2 3
sizes 23S = 2904 28S = 4718
nucleotides nucleotides
58 =120 5.8S = 160
nucleotides nucleotides
58 =120
nucleotides
Number of polypeptides 34 50
Small subunit
Sedimentation coefficient 30S 40S
Molecular mass (daltons) 930 000 1 400 000
RNA molecules
number 1 1
sizes 16S = 1541 18S = 1874
nucleotides nucleotides
Number of polypeptides 21 33

From Brown, 1999



Table 6.1 The compositions of typical prokaryotic and eukaryotic ribosomes. With
eukaryotes the lengths of the large rRNAs and the numbers of proteins are not
exactly the same in all species; the figures given here refer specifically to mam-
malian ribosomes

Utilisation
Prokaryotes Eukaryotes
cn ,
Complete ribosome
A1 Sedimentation coefficient 70S 80S
p hy10genle Molecular mass (daltons) 2 520 000 4 220 000
/4 . Number of subunits 2 2
moléculaire
Large subunit
Sedimentation coefficient 508 60S
Molecular mass (daltons) 1 590 000 2 820 000

RNA molecules

number
sizes
e ouU
nucleotides nucleotides
58 =120
nucleotides
Number of polypeptides 34 50
Small subunit
Sedimentation coefficient 30S 40S
Molecular mass (daltons) 930 000 1 400 000

RNA molecules
number
sizes

Number of polypeptides

From Brown, 1999

16S = 1541
nucleotides

188 = 1874
nucleotideg



Variations in rRNA sizes in different eukaryotes

Organism Large rRNA Small rRNA

Mammals 4718 nucleotides 1874 nucleotides
Amphibia 4110 nucleotides 1825 nucleotides
Yeast 3392 nucleotides 1799 nucleotides

From Brown, 1999



3-3-2 Le code génétique



tRMNA

C ol ® O

La traduction | Acide aminé

F ",
U C A anticodon AUG
5 A G U codon UAC mRNA 3
2nd base in codon
Phe | Ser Tyr Cys 8
U Phe | Ser Tyr Cys c a
S Leu | Ser | STOP|STOP | A 2
= Leu | Ser STOP | Tmp (e 4
o z i
o Leu | Pro His Arg U ©
k= Leu Pro His Arg C =
bt C Leu | Pro Gln Arg A g
E Leu | Pro Gln Arg G ﬂ
ax e Thr Aszn Ser U g
< | A| e Thr | Asn Ser c
lle Thr | Lys Ary A
Met | Thr Lys Ary G
Val Ala Asp Gly U
G Val Ala Asp Gly C
Val | Ala | Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

The Genetic Code (Crick, 1960)



Le code génétique a une lettre est utilisé en bioinformatique

Amino Acid Three-Letter Abbreviation One-Letter Abbreviation
Alanine Ala A
Arginine Arg R
Asparagine Asn N
Aspartic Acid Asp D
Cysteine Cys C
Glutamine GIn Q
Glutamic Acid Glu E
Glycine Gly G
Histidine His H
Isoleucine Ile I
Leucine Leu L
Lysine Lys K
Methionine Met M
Phenylalanine Phe F
Proline Pro P
Serine Ser S
Threonine Thr T
Tryptophan Trp '}
Tyrosine Tyr Y
Valine Val Vv



4- La démarche de la bioinformatique



4- La demarche de la bioinformatique

Deéduction N
ADN >  Proteine

Protein




4-

La demarche de la bioinformatique

Deduction N
ADN >  Proteine

Recherche des phases de lecture ouverte
dans une séquence d’ADN procaryote (ou eucaryote sans intron)

logiciel DNA strider (C. Marck)
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- 6 phases de lecture - codon ATG - codon stop



4- La demarche de la bioinformatique

Deduction N
ADN >  Proteine

Recherche des phases de lecture ouverte
dans une séquence d’ADN procaryote (ou eucaryote sans intron)

logiciel DNA strider (C. Marck)
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4- La demarche de la bioinformatique

Deduction N
ADN >  Proteine

Recherche des phases de lecture ouverte
dans une séquence d’ADN procaryote (ou eucaryote sans intron)

logiciel DNA strider (C. Marck)
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4- La demarche de la bioinformatique

Deduction N
ADN >  Proteine

Recherche des phases de lecture ouverte
dans une séquence d’ADN procaryote (ou eucaryote sans intron)

logiciel DNA strider (C. Marck)
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4- La demarche de la bioinformatique

Deéduction N
ADN >  Proteine

SPRIQAR




5- Le temps et le monde vivant



5-1 Le temps

L’échelle du temps en milliards d’années

Billion years ago

14/

The Big Bang

The first galaxies

D’apres Brown, 1999 in Genomes



5-1 Le temps
L’échelle du temps en millions d’années

Millions Million years ago X
d 9 années 1400 { Wl First eukaryotic cells

900 ] ! i i Multicellular algae

. CAMBRIAN REVOLUTION

D’apres Brown, 1999 in Genomes



5-2 ’ADN est le support de ’information génétique
dans les trois domaines du Vivant

Bacteria Archaea Eucarya
Animals
Fungi
Euryarchaeota
Plants
Crenarchaeota

Fig. 1. The universal phylogenetic as determined by ribosomal RNA se-
quences analyses. [Reproduced with permission from ref. 15 (Copyright 2000,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA).]

Woese, 2002, microbiol and mol biol Reviews, vol 68, p173



5-3 Schéma des cellules eucaryote et procaryote
\

oo
Eukaryote ( /\) e Prokaryote \
T Bactéries et
Archées
Capsule

Nucleoid
/ Cell wall

Cell membrane

Flagellum




5-4 Particularités des Archées

Glycoprotéines de la membrane cellulaire différentes
des Bactéries et des Eucaryotes

Protéines intervenant dans la réplication, transcription
et traduction ressemblent a celles des Eucaryotes

Protéines du métabolisme plus proches des Bactéries
que des Eucaryotes

Souvent présentes dans des milieux extrémes
(Méthanophiles, halophiles, thermorésistantes...)



6- Les virus :

un monde heterogene



6-1 Les virus a ADN

Nucleic acid DNA

| l
‘E Symmetry Icosahedral Complex
9 of capsid | l
5 [ I I
= Naked or Naked Enveloped Naked/  Enveloped
g enveloped envelopec_i (cytoplasmic)
] [ l ] I (cytop:asmnc)
= Genome ss linear ss ds ds ds ds ds ds ds
3 architecture +)or (=) circular circular circular  linear circle linear linear  covalently
%) s gapped joined ends

l I

Baltimore class

@ 9

I I

Family name  Parvo Circo Polyoma Papilloma Adeno Hepadna Herpes Irido Pox
L S e
~ Virion 18-26 12-26 40 55 70-90 ) [50-200  125-300 170200
~ diameter (nm) ‘ \ ' | ' X 300-450
- Genome size 1.8-23 5 78 13638 32 120-200 150-350 130-280

~ (total in kb)




6-2 Les virus a ARN

Nucleic acid RNA
i |
£ Symmetry Icosahedral Helical
9 of capsid | ‘
T [ |
: Naked or Naked Enveloped Enveloped
% enveloped | |
g e e L Bt v e e e s el e
‘n Genome ds ds (+)ss (¥)ss (¥)ss (¥)ss  (¥)ss (F)ss ()ss (F)ss (H)ss (-)ss (-)ss () ss
© architecture  10-18 2 2 copies 3 8 2
) segments segments segments segments segments
I | | | |
Baltimore class Il 11 v IV v IV Vi A% V V V V

7\ (o,

Family name Reo  Birna Calici Picorna Flavi Toga Retro Corona Filo Rhabdo Bunya Ortho- Para-  Arena
B i e e ek Sl e e
~ Virion I '
i 3 polymerase (+) (+) ("’) (_) (") (—) (+) (—) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
B | | I l | | I | | | | | | |
| Virion €0-80 60 3540 28-30 40-50 60-70 80-130 B80-160 BOX  70-  90-120 90-120 150-300 50-300
© diameter (nm) 790-14,000 85 X
| L e e
. l
Genome size o0 07 7 g 7284 10 12 35-9 l6=21 127 13=fe 135-21 136 1620 10-14
~ (total in kb)

D’apres Flint ef al, in Principles of virology



6-3
Les virus sont présents dans les trois domaines du Vivant

5100 virus connus
Seulement 36 ont été isolés d’Archées

Virus de Sulfolobus solfataricus

Ce2

La capside est similaire a P
celle de virus de Bactéries A;
0
et d’Eucaryotes -
B164 Ce3
A109 c92 »
Ancétre commun avant la - STIV o
. . . 17663 bp
divergence des trois domaines bl
du Vivant ? R, i
Fss\\egsszb C381

A58
B97

A137
\\’“06 81188106
CS7 A66 4 'DGC

G.Rice et al, 2004, PNAS, 101, p7716 -

-
c118 As3 F75



Faire parler les genomes



Faire parler les génomes

o I- Structure des génomes procaryotes et
eucaryotes

e 2- Organisation en opéron des genes
procaryotes

* 3- Quelles informations sont contenues
dans les régions intergéniques ?

e 4- Les genes codant des ARN



Faire parler les génomes

1- Structure des genomes
procaryotes et eucaryotes



1-1 Contenu de fragments chromosomiques de quelques especes

(A) Human
V28

ﬂll'll’lﬁ'lI ITI_TI :

0 10 20 30 40 50 kb

(B) Saccharomyces cerevisiae

GLK | SRO9 HIS4 FUSI AGP/

0 10 20 50 kb

(C) Drosophila melanogaster

Polycomb

0 10 20 30 40 50 kb
(D) Maize

LR R BN N (295 [ [ I S e A ]

| I T I T l I T T i & I T l I I 1 1 l

0 10 40 50 kb

(E) Escherichia coli
thrB IS186 N

0 10 20 30 40 50 kb

KEY _
Exon or |, Human

[ gene 2 Intron [ pseudo-gene [] Genome wide repeats t tRNA

D’apreés Brown, 2002 in Genomes



1-2 Eléments des génomes

. Saccharomyces Homo
ESpGCG Helicobacter pylori | Methanosarcina cerevisiae sapiens
(Bactérie) acetivorans (levure, (mammifére,
(Archée) Eucaryote) Eucaryote)
Chromosome :
Nombre 1 1 2x16 2X23
Forme Circulaire Circulaire Linéaire Linéaire
Longueur centromere Pas de centromére | Pas de centromére 110 pdb >10¢ pdb
Génes codant des protéines : 20%genome
% du génome 91% 74% 72% transerit
Longueur moyenne d’un géne 945 pdb 936 pdb 1450 pdb La4%
% de genes morcelés 0 0 4%, 20009 pdb
environ
~100%
Génes codant des ARN :
ARN ribosomiques 0,7% 1,5% 5% 0,4%
ARN de transfert 7 clusters 12 génes seuls 262 copies 1300 copies
snARN
Séquences répétées :
Hautement répétées 0% 0% 10%
Moyennement répétées 1% (17 éléments IS) 1,2% (30 copies de 44%

Ty)




1-3 Organisation du génome humain

- Box |.4: The organization of the human genome

Human genome

3200 Mb
I
[ |
Genes and gene-related Intergenic DNA
sequences 1200 Mb 2000 Mb

Based on IHGSC (2001) and Venter et al. (2001).

(d’apres Brown, 2002, in genomes)



1-3 Organisation du génome humain

Box |.4: The organization of the human genome

Human genome
3200 Mb
o |
Genes and gene-related Intergenic DNA
sequences 1200 Mb 2000 Mb

Based on IHGSC (2001) and Venter et al. (2001).

(d’apres Brown, 2002, in genomes)



1-3 Organisation du génome humain

Box |.4: The organization of the human genome

Human genome
3200 Mb
o |
Genes and gene-related Intergenic DNA
sequences 1200 Mb 2000 Mb

Based on IHGSC (2001) and Venter et al. (2001).

(d’apres Brown, 2002, in genomes)



Faire parler les génomes

2- Organisation en opéron des
genes procaryotes



2-1 Les opérons

Définition : genes adjacents appartenant
a la méme unité de transcription

(transcription polycistronique)



Operon

|_> laci facZ facy facA
Regulator /-Galactosidase Permease Acetylase
1 ! 1 ! | l l
0 2 4 6
Kilobases

Laurence J.G, 2002, Cell, vol 110, p407



2-2 L’exemple de ’opéron
tryptophane



Chaine de biosynthése du tryptophane chez E. coli

Trphb|
Gln Tﬁlu '-—E‘I:l" -""|!1 P}l'l:' e
= H-H} = FRFP FP
cr 3 G| ] ax TF el
o/ “eoor [ADIC Synthase] | 2-Aminc-2-decxy- | [ADIC lyase I
o isochorismatae Anthranilate I ANTHRANILATE e ,
Chorismate — i PR-TRAMSFERASE | © |- ~Fhosphoribosyl)

—anthrani late
! -
S . - -
"-\-HI,-"'_

[ATHRAMILATE SYNTHASE]

[ m-m‘rmurun] @

; + HOQ
i
':i CH, D=

| coO- OH OH
@\:u—ii:}l—{l:ﬂ ‘_L @HD-E—EH-EE
OH OH — Lao-@

[1cP suu:m:] 1- {o-Carboxyphenylasine)
Indola 3-glycazal =l-deoxyribulose
phosphate 5-phosphate

A

[ TRYPTOPHAN SYNTHASE]

Xie et al, 2003, MICROBIOL AND MOLECULAR BIOLREVIEWS, 2003, Vol. 67 p.303-342



Conservation de ’opéron tryptophane
chez différentes bactéries

[nmupou[m B{ip > (DED{ED
1 -1

Streptomyces coelicolor [ B TDEPED ERDADED D>
31w 7 o4 4 1. “ -1

. ¢ Clmpaimirfion dhuiiberias D B A OO D ED

11+ _'_l n ? «. v 4 o 2 2 0 8

' ¥V comtacinhion plisaiiian ERADEDDOER D

. : 18 4 W 1 <

t i | Mycobacterinm tuberculosis D @ DERED

. 4 2 n 2

t L Mycobacterium leprae D D e DD

- 4 M 64 4

: Mycobacterium bovis D D EDEDE

: 5 o0 » -1

: Mycobacterium smegmatis D B DEDED

P e, “ Rl

E —q-'- LGT ............................................................................

' A

: N

R S S Enteric-lineage organism ERADED D OEPDED

Xie et al, 2003, MICROBIOL AND MOLECULAR BIOLREVIEWS, 2003, Vol. 67 p.303-342



Insertion of #p operon into aro operon
Thermotoga maritima /,e
[ Aa){ Ab | D Y C ) Eb) lmoftffAb

Fusion of rpAb with trpB )7‘

X [Lmo] [Cac)

ANCESTRAL TRP OPERON
[Aa)l Ab DY D ) C XY Eb) Ea

[Dva] [Spn]
Miletione
W
OPERON SPLITTING
[Most Proteobacteria]

// / M-S- ] \\\

N
Rejoining of Partial-pathway Operons v Translocation 0" trpEbltrpEa

N
\
st e s e o ; Translocation of trpAa
e 7y ©
v Pseudomonas aeruginosa
Fusion of trpAb with trpB
(A ] A D CO{E{ES
Escherichia coli

Xie et al, 2003, MICROBIOL AND MOLECULAR BIOLREVIEWS, 2003, Vol. 67 p.303-342



2-3 Les opérons dans leur
ensemble



Les opérons de la bactérie E. coli

Estimation 4289 genes
Transcription Nombre d’opérons :
monocistronique : 2528

1864

soit environ 74% des génes a transcription unique

et en moyenne 1,70 géne par unité de transcription
Cherry, 2003, J. theor Biol, vol 221, p 401



Fraction of Monocistronic Transcription Units

26 génomes de Bactéries et d’Archées :

La fraction de transcription monocistronique

O
(e
o1

O
©

0.85¢

O
oo

0.75¢

o
u‘\l

0.657¢

O
»

0.55¢

O
o

augmente avec la taille du génome

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Number of Genes in Genome

0



Fraction of Monocistronic Transcription Units

26 génomes de Bactéries et d’Archées :

La fraction de transcription monocistronique
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Plus les génomes sont grands,
moins [’organisation des genes
en opéeron est presente



Faire parler les génomes

3- Quelles informations sont
contenues dans les regions
intergeniques ?



Recherche des phases de lecture ouverte
dans une séquence d’ADN procaryote
(ou eucaryote sans intron)

logiciel DNA strider (C. Marck)

||I||||||||I|| PR S T T T T I T A S A c gl gy
I WA I W T T T T T T T |||||II IIIII] NN 1 P s
L T 1 I UL R LN ¢ dy JT L LD
| I||lI Wl [T Ll ] wl RNNFINAR I e || IV RN VRS
T e —— IR 0NN T T O
L1l [0 (PR I 111 | U
11 I||I|| I ————————\ll,

10 A T
T T T T T T 17T 17 17T 17T 11 [ T 1T T T ] 11
6000 7000

- 6 phases de lecture
- codon ATG Informations dans ces régions ?
- codon stop Promoteurs et terminateurs des genes



3-1 Identification des regions
promotrices



Chez les bacteries :
sequences bien conservees
dans I’ensemble des especes

donc faciles a identifier



Promoteur d’un gene d’Escherichia coli :

-35 -10 +1 Phase ouverte de lecture

+1 : Démarrage de la transcription
Boite -35 5’>-TTGACA-3’
Boite -10 (Pribnow box) 5’-TATAAT-3’



Chez les eucaryotes :
sequences peu conservees
dans ’ensemble des especes,

donc difficiles a reperer



Representation schématique de régions promotrices

d

From P. Thuriaux, 2004, in la Levure (Belin)

E 7 5 TTGACA TATATT
. COll 35 105 =)
S. cerevisiae
GALTO TATAA TATAA GALT
d ¥ S & ¥ L
. i o
sapiens 100nt
TATAA JunB
S © O O S S U8 SORSES 8. &
100 nt L;



3-2 Identification de

régions promotrices par
genomique comparative

Kellis et al, 2003, Nature, vol 423, p241-254



Un exemple d’identification de régions promotrices
par génomique comparative

Quatre especes de levures Saccharomyces

e S. cerevisiae
* S. paradoxus
e S. mikatae

e S. bayanus

(http://genome-www.stanford.edu/Saccharomyces/).



Un exemple d’identification de régions promotrices

par génomique comparative

Comparaison des génomes des quatre levures :

Alignements des ORFs

1315

1 2 34 5667 89 10 1112 “18 17 18 9 21&23 2627 28 29 3031
S. cerovisiae -N.ﬂl-..la IIP ’Il ‘l

- iiﬁii!ﬁ?iﬁiﬁ | N“Ml i e
sons @B EREEDEON @) Gi@D I DRENE
B  ORFsavec homologues

D ORFs sans homologue

Fragments de 50 kb



Un exemple d’identification de régions promotrices
par génomique comparative

Conservation des genes et des intergénes
entre S. cerevisiae et :

S. S. S.
Identité | paradoxus | mikatae | bayanus

Genes 90% 84% 80%
Regions

inter- 80% 70% | 62%
geniques

Kellis et al, 2003, Nature, vol 423, p241-254



Un exemple d’identification de régions promotrices
par génomique comparative

True regulatory element  Conserved gene Spurious gene prediction
S. cerevisiae . I : h | ,  w— E_Ll_l_l
s. bayanus TRl T —
8. mikatae | d " = o ||
— g;anglcted = sC;aqnl}s:nnézd noncoding = sce%nus:r'::eed gene — gleogggnnitechlng

Kellis et al, 2003, Nature, vol 423, p241-254



Un exemple d’identification de régions promotrices
par génomique comparative

52 régions regulatrices
contenant des motifs distincts
identifiés chez ces levures
Saccharomyces

Kellis et al, 2003, Nature, vol 423, p241-254



Faire parler les génomes

3-3 Les facteurs de transcription
chez les bacteries et les archees

-Perez-Rueda et al, 2000, NAR, vol 28, p1838,
- Perez-Rueda et al, 2004, Computational Biology and Chemistry, vol 28, p341



3-3-1 Quel est le role des facteurs de transcription ?



Initiation de la transcription

promoter

r |
+

-35
double-stranded DNA I I8N ) i
| W—

| B

operator start of transcription
low level of tryptophan /K high level of tryptophan
st tryptophan
inactive repressor
‘ RNA polymerase '
I active repressor
e

3
B BN TN

mMANA sp
GENES ARE OFF

GENES ARE ON



Initiation de la transcription

Facteur promoter
de -% "
S ) i— |
transcription double-stranded DNA I ! =
operator start of transcription
,/ low level of tryptophan A high level of tryptophan
. tryptophan
active repressor
RNA polymerase
active repressor

H T = | e —
mRNAA
GENES ARE ON GENES ARE OFF




3-3-2 Facteurs de transcription chez E. coli

314 protéines régulatrices :
- 35% activateurs
- 43% répresseurs

- 22% double fonction

-Perez-Rueda et al, 2000, NAR, vol 28, p1838,



3-3-3 Distribution des facteurs de transcription
chez les bactéries et les archées

75 familles dans 90 génomes

Etude in silico

- Perez-Rueda et al, 2004, Computational Biology and Chemistry, vol 28, p341



Proportion of TFs

Distribution des facteurs de transcription
dans les génomes de bactéries et d’archées

Le nombre de facteurs de transcription augmente
| avec le nombre de génes

* €00

¢ mth
* pab

* X hal P
* 0 * mja ¢ ha * S50

" * mka * pale ape

Génome de bactérie ou d’archée  Number of ORFs



Distribution des facteurs de transcription
dans les génomes de bactéries et d’archées

FAMTLY ARCHAERA PROTECBACTERTIA FIRMICUTE DIVERSE
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Distribution des facteurs de transcription
dans les génomes de bactéries et d’archées

FAMILY ARCHAERD FROTEOBACTERIA FIRMICUTE DIVERSE
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Distribution des facteurs de transcription
dans les génomes de bactéries et d’archées

FAMILY ARCHAREN PROTEOCBACTERIA FIRMICUTE DIVERSE
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Distribution des facteurs de transcription
dans les génomes de bactéries et d’archées

Certains sont universels,
d’autres sont spécifiques

a un groupe d’especes



Faire parler les génomes

4- Les genes codant des ARN

IIIII

http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/Rfam/genome dist.pl



http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/Rfam/genome_dist.pl
http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/Rfam/genome_dist.pl
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4-1 Répartition des différents ARN dans le monde vivant

Coding RNA Non-coding RNA
4% of total 96% of total
Pre-mRNA

Pre-rRNA | | Pre-tRNA | | siRNA | [ snoRNA | [ scRNA | |emRNAand
various
other types
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[mRNA | |/RNA|  [tRNA |

‘ KEY
[:] All organisms
:] Eukaryotes only
[: Bacteria only

d’aprés Brown, 2002, in genomes)



4-1 Répartition des différents ARN dans le monde vivant

ARN non codant
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4-1 Répartition des différents ARN dans le monde vivant

e

Coding RNA
4% of total

Pre-mRNA

mRNA

d’aprés Brown, 2002, in genomes)

Non-coding RNA
96% of total

/

ARN non codant

/
| Pre-rRNA | | Pre-tRNA | | ARNA | [ snoRNA | [ scRNA | [tmRNA and

4 Y
|/RNA|  [tRNA |

{ KEY
: All organisms
:] Eukaryotes only
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4-2 Les geénes codant des petits ARN
(small RNA genes) sont difficiles a identifier
de maniere expérimentale et informatique

Petite taille

Pas traduit en protéine

Mutants pas repérables (Phénotype ?)

Jusqu’en 2000, seulement 10 genes SRNA d’E.coli connus
Entre 2000 et 2003 : 45 nouveaux genes



Comment essayer de les identifier ?

* Analyse de transcriptome par micro-arrays

d’oligo-nucléotides dans les régions intergéniques (protéines)
Tjaden B. et al, 2002, NAR, vol 30, p 3732

 Génomique comparative : séquences conserveées entre especes

proches dans des régions apparemment sans gene
Rivas E. et al, 2001, Current Biol, 11, p 1369

* Biais dans la composition des séquences (% GC riche)



4-3 Les genes codant

des petits ARN
(small RNA genes) chez E. coli

Hershberg R et al, 2003, NAR, vol 31, p1813



4-3-1
Localisation des génes SRNA chez E.coli
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b
Figure 1. Distnbution of the sRNA-encoding genes along the E.coli I On ueur des enes SRNA
genome. The origin and terminus of replication are indicated. SRNA genes

on the leading and lagging strands are colored blue and red, respectively.
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Figure 2. Length distribution of the 55 known sENA genes.



4-3-2

Fonctions déterminées
pour 13 des 55 génes SRNA identifiés

-Appariements avec d’autres ARN

pour réguler leur stabilité ou traduction

- Liaison avec des protéines

pour réguler leur activité



4-3-3
La régulation du géne RpoS (facteur o) par trois SRNA :
Réponse a ’environnement

1A

Hairpin regulatory stem-Soop
4 |

AMUGOCUAANGS AR
ORI 1 T
COEASCACOOY ACCUUADG = RpoS
A, o
%"

1B DsrA
5 = e s ACACARCACAULOCT  UCGUCUAACGAAUUUUUUAAGUGCUUCU UG- = =3 *
T N TN DsrA
6%t e
WXAHBGGL; G:c.\cd !w » RpoS
1C G RprA
8% « e« UAAGCALX XIVGUGUA
C_ '(r(.AN Ill,lAAuY UAL |U[lIUM!H FIUVACGUOCGOA- RprA
GOGNICALY .«,,\ qu J‘IA) » Rpob

Région 5’ du gene RpoS OxyS

Repoila F et al, 2003, Mol Microbiol, vol 48, p 855



La régulation du géne RpoS par trois sRNA :
Réponse a ’environnement
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La régulation du géne RpoS par trois sRNA :
Réponse a ’environnement

2ANA ang emaronmsend 859

Cell Surface Oxidative =
stress(?) stress
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Fig. Z. Ervironmental Sgnals shown above tha line act einer dinsciy o through tha signaling proteins shoem 1o sAmulats lewels and activbios
of the three sma 1 AMds that, in b, atfect BpoS translabion. Other known targets of Dsré and SwylS ane shownc additional cres may exist, as
well as ofher fargels for Rori.



4-4 Conservation des genes sSRNA et
des genes adjacents dans differentes
especes bacteriennes



Conservation des genes sRNA et des genes adjacents dans
différentes especes bactériennes

Tahle 3. Conservation of the sENA penes and their sdjacent genes?
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4-5 Les ARN non codant
sont universels

ARN non codants
_(tailfe en nuciéotides

ARN télomérique (400 a 500) Réplication

Fonction cellulaire

Synthése des télomeres

Mécanismes

ARN Xist (17000)

ARNase P (370)

Extinction de génes

Maturation de I'ARN

Inactivation du chromosome X

Clivage de I'extremité 5 des ARNt

snARN (100 a 300)

Maturation de I'ARN

Epissage des introns de pré-ARNm

snoARN a boites C/D
et H/ACA (70 a 350)

Maturation de 'ARN

Clivages des préARNr et
modifications de nucléotides

gARN (80)

Maturation de I'ARN

Edition de 'ARN

miARN/siARN (21 a 25)

Maturation de I'ARN

Dégradation de 'ARNm

miARN (21 a 25) Traduction Inhibition de la traduction

DsrA (90) Traduction Stimulation de la traduction

OxyS (100) Traduction Inhibition de la traduction

ARN-OUT (69) Transposition Régulation

ARNr, ARNt (70 a 5000) Traduction Décodage de l'information génétique
ARNtm (350) Stabilité Dégradation des protéines

ARNGS (21 a 25)

Transcription

Régulation de la transcription

34 BIOFUTUR 251 e JANVIER 2005

Gaspin et Thebault, Biofutur, 251, janvier 2005, p33
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- En particulier, 1ls sont trés nombreux chez les Eucaryotes




Conclusion

De ADN «la molecule-reine»
au «small RNA world)



