Liaison génétique et test trois points

28

Pourquoi caractériser la liaison génétique ?

» les organismes ont beaucoup plus de génes que de chromosomes
(Drosophila melanogaster : 13 000 génes pour 4 chromosomes)

» Un grand nombre de génes sont alignés sur chaque chromosome et
certains sont trés proches les uns des autres.

Wild type
AA .
Les distances entre
les genes
(centimorgans)

pourcentages de
crossing-overs qui se
produisent entre les

différents alléles.
Mutant Type

=> Cela affecte-t-il la fagon dont les génes sont hérités ?
Dans certains cas, oui co-ségrégation : liaison génétique !

29
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Indépendance génétique

S1: alb! [arg, B] x SSR a*b* [arg*, N]

Fusion des spores

!

+ 1.t
. a
dlploldes:—l—1
ab
Meéiose

!

a*b* [arg", N]: 25% a'b! [arg’, B] : 25%
albl[arg, B] : 25%  alb*[arg,, N] : 25%

Association parentale Association recombinée
50% 50%

30

Indépendance génétique

Attention !
si indépendance génétique alors associations
« recombinées » ne nécessitent pas forcément
d’évéenements de recombinaison (crossing-over)

Il peut s’agir seulement du résultat de la distribution

aléatoire des chromosomes

Associations recombinées = associations non-parentales

31
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Liaison physique n’implique pas liaison génétique

T
il
001l
1i-Ii

8P + 8R -> Freq rec ab = 0,5

32
Liaison génétique
| I
SSR = - a+b+ [a:g+’ N]
A e
) alb* [arg’, N]
R/ alb! [arg’, B]
) g
=] 2 -
g £ E RUIRE
2] 8 3 3
“\) & g
2 =
T 8
al é‘i :§; l
b'e a'b* [arg’, N]
a'b* [arg’, N]
s1 a'b! [arg’, B]
J @ O alb! [arg, B]
33
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Liaison génétique

q H P1:a’b" [arg", N]
P2:a'b! [arg, B]

lco - R1:a'b![arg’, B]
R2:alb" [arg, N]

P1:a'b" [arg", N]
Oco P2:a'b [arg;, B]

p P2 :alb! [arg, B]

@ |
I I P1:a’b" [arg", N]

association allélique parentale
association allélique parentale
association allélique recombinée
association allélique recombinée

Np1= Np2
- Np1=nNpz >>> NRr1= Ngr2
NR1= NR2

association allélique parentale
association allélique parentale
association allélique parentale
association allélique parentale

Freq rec a-b S 055

34

Liaison génétique

Plus la distance génétique

Attention !
si liaison génétique alors associations « recombinées »
nécessitent au moins un événements de recombinaison

(crossing-over)

est petite, moins le nombre de

CO est grand

35
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Liaison génétique

Fréquence de recombinaison
observée

0 1 2 3 4 5

Nombre moyen de CO par méiose

Quand le nombre moyen de CO -> + @ Freq e -> 0,5

36

Liaison génétique

CasN° 2:Frecab=0,5 CasN° 1:Frecab<0,5

-> sites a et b sont

-> sites a et b sont génétiquement liés

-> sites a et b peuvent se trouver sur le méme -> sites a et b sont sur le méme
chr ou sur deux chr différents chromosome
Pas de calcul de distance Estimation de la distance

génétique a-b

Estimation distance a-b D, = R1 + R2 X 100 centiMorgan (cM)
P1+P2+R1+R2

1 cM = 1% de gamétes représentant une association allélique recombinée

Taille physique (Mb) 13 100 180 125 3000
Taille moyenne d’un cM (kb) 3 500 300 220 800

37
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Liaison génétique
% f(0 CO) > (1 CO) > f(2 CO)

A+ B-
.._I_I_ Plus les sites a et b sont éloignés, plus Day est grande

A+ B-
-.—I—I— Plus les sites a et b sont proches, plus Da., est faible

< Estimation de la distance en fonction de la fréquence de recombinaison

v' Si distance entre sites est réduite, multiples COs sont trés rares (N>2)
» F(r) = distance génétique

v’ Lorsque distance entre sites s’accroit, multiple COs (N>2) deviennent
fréquents: individus de phénotypes parentaux peuvent résulter de
multiples COs

» f(r) # distance génétique (sous-estimée)

38

Ordonner des marqueurs liés : test trois points

» Tests classiques : marqueurs deux a deux, trois croisements

» Test trois points : un seul croisement pour déterminer la localisation des
marqueurs sur le chromosome et la distance génétique qui les séparent

39
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Ordonner des marqueurs liés (chromosome 2): test trois points

Caracteére aile

[vg']et[ve]
v g+>V g1

Caractére couleur du corps :
[b*] et [b]
b+>bl

Caractére couleur de 1 ceil
[cn*] et [cn]
cnt>cn!

Lignée pures Lignée pures

homozygotes fem [b’ Cn+’ Vg] X male [b+> cn, Vg+] homozygotes
F1:[+] Hétérozygotes
40
fem [b, cn*, vg] X male [b*, cn, vg*]
Fl:[+]
FemF1[+] X  male [b, cn, vg] (test cross)
[b+ cn  vgt] 1125
[ cnt  vg] 1127
[b cn Vg+] +120 Si indépendance
E2 [b+ cnt  vg] 1125 génétique
[b cn+ Vg+] 2124 = toutes les catégories
phénotypiques sont

[b+ cn  vg] 1131 équiprobables
[b cn vg] 1123 Ségrégation au hasard
[b+ cnt  vgt] 1125

41
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fem [b, cn*, vg] X male [b*, cn, vg']

F1:[+]

FemFl1[+] X  male[b, cn, vg] (test cross)

[b+ cn  vgt] 1382
[b cnt  vg] 1379
[b cn vgt] 148

toutes les catégories

F2 [b+ cnt g 44 phénotypiques NE sont PAS
b ent vgt] - 67 équiprobables
[b+ cn  vg] 69
[b cn - vg] .5 => LIAISON GENETIQUE
[b+ cnt  vgt] 16

Ordre des marqueurs, distances génétiques ?

42
Ordre des marqueurs, distances génétiques ?
b cn vg
1- Tel I I I CEN
ou
cn b vg
2-  Tel I I I CEN
ou
b vg cn
3 Tel } | | CEN
43



Fem F1 [+] X male [b, cn, vg]
vg!
vg!
Lo [b+ 1 :382
l bl b | blb! [b ] 1379
[b 1 :48
499 [b] [b+ ] 144
501 [b+] [b ] 167
| [b+ ] 169
1 seul géne pour
Ul gene pou b 1 s
ce caractere
[b+ 1 16
44
Fem F1 [+] X male [b, cn, vg]
b" en!'| vg' b cen! |vg!
b!  cn| vg! bl cn! |vg!
[b+ cn ] 1382
bl.en! [b  cnt 1 :379
p1 | bhen! [b*, en] 382 + 69 [b cn ] 148
L [b+ cnt+ ] 144
p2 | blen® | Doen] | 379 467
[b cnt ] 167
RL | bhen® | bhen] | 4446 b+t e ] 69
R2 | blen' | enl | 4845 [b cn ] 25
[b+ cnt+ ] 16
D ben= ((44+6+48+5)/1000) * 100 = 10,3 uR

45
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P1

P2

R1

R2

Fem F1 [+]
b* |en! vgt
b! | ent vg!
Cnl, Vg]
en’,vg! | [en®, vg) 379 +44
en'ove” | fen.ve'] | 382 +48
en’,vg' | [en',ve'l | 67+ 6
cn!, vg! [cn, vg] 69 +5

X male [b, cn, vg]
b! |en! vg!
T cn! vgl
[ cn vgt] 1382
[ cnt  vg] 1379
[ cn vgt] 148
[ cnt  vg] 144
[ cnt  vgt] 167
[ cn vg] 169
[ cn vg] 5
[ cnt  vgt] 16

D anvg = ((67+6+69+5)/1000) * 100 = 14,7 uR

46

X male [b, cn, vg]
[b+ vgt] 1382
bl ve! [b vgl 1379

Rl | vhvel | Bivel | 44469 [b vet] 48
b+ % 144

R2 | bhve | Dovel | 48+67 [ el

[b vgt] 167

p1 | bhve | DLvel | 38246 [b+ vel - 69

p2 | b | el | 37945 b vl S
[b+ vgt] 16

D g = ((44-+69+48+67)/1000) * 100 = 22,8 uR

47
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b cn vg

10,3 uR 14,7uR

22,8 uR

10,3 +14,7=25uR

Les distances génétiques ne sont pas additives !

48

Test trois points !

49
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Fem F1 X male [b, cn, vg]
p1 |b® en! vgt bl cn! vg!
p2 |b' et vg! bl cn! vg!
[b+ en wvgt]  :382  P1]
r oco
[b cnt vg] 1379 P2 |
[b cn vgt] 148 R T
[b+ cnt  vg] 144 R
F1C0o
[b ent vgt] 167 R
[b+ cn  vg] 169 R
[b cnvg] :5 R
[b+ cnt  vgt] ) R __ 2co

D pvg = (((44+69+48+67) + 2*(5+6))/1000) * 100 = 25 uR

50
Fem F1 X male [b, cn, vg]
R2 cn!  vgl b' en! vg!
R1 m cnt vg! b cn! gl
[b+ cn  vgt] 1382 P1]
r 0co
[b cnt  vg) 1379 P2 |
[b cn vgt] 148 R17]
[b+ cnt  vg] 144 R2
F1CO
[b cnt  vgt] 167 R
[b+ cn  vg] 1 69 R J
[b cn  vg] 25 R 7
[b+ cnt  vgt] 16 R [ 2¢o
D bvg= (((44+69+48+67) + 2*(5+6))/1000) * 100 = 25 uR
51
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Fem F1 X male [b, cn, vg]
R4 | b* cn! bl cn! vg!
R3 | bl cn] fvg! bl cn! vg!
[b+ en wvgt]  :382  P1]
r oco
[b cnt vg] 1379 P2 |
[b cn  vgt] 148 R1]
[b+ cnt  vg] 144 R2
F1C0o
b ot vgtl 67 g
[b+ cn  vg] 1 69 R4 J
[b cnvg] :5 R
[b+ cnt  vgt] 16 R [ 20

D pvg = (((44+69+48+67) + 2*(5+6))/1000) * 100 = 25 uR

52
Fem F1 X male [b, cn, vg]
RS b' en! vg!
R o7 Jon] g b e
[b+ cn  vgt] 1382 P1]
r 0co
[b  ent vg] 1379 P2 |
[b cn  vgt] 48 R1]
[b+ cnt  vg] 144 R2
-1CO
[b cnt  vgt] 167 R3
[b+ cn  vg] 169 R4
[b cn  vg] 5 R57
[b+ cnt  vgt] 16 R6 | 2¢o
D bvg= ((1#(44+69+48+67) + 2%(5+6))/1000) * 100 = 25 uR
53
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10,3 uR 14,7uR

25uR

10,3 +14,7=25uR

Test trois points : prise en compte des doubles CO

=> meilleure estimation de la distance génétique

54

Liaison génétique : distance de Haldane (cM)
Les taux de recombinaison ne sont pas additifs:
> les crossing-over multiples: plus la distance entre deux locus augmente, plus la
probabilité de multiples COs augmente et si nombre pair de COs entre 2 locus
considérés => phénotype parental (sous-estimation distance physique)
» Interférence : restreint la probabilité d’'un second CO a proximité d’'un premier CO
< Distance de Haldane : fonction f(r) prend en compte les CO multiples dans un méme

intervalle et respecte additivité distances soit
d=-1/2 In(1-2r)

DHaldane Pourcentagede  Distance de
Recombinaison Haldane
Dy=-50In(1-29) 0 0
10 11,16
20 2554 F(I")=0,32
T30 asg1 o
s % dy=50cM
T4 041
50 + o0

0.0 02 032 04 r

55
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Liaison génétique : distance de Kosambi (cM)

Les taux de recombinaison ne sont pas additifs:

» les crossing-over multiples: plus la distance entre deux locus augmente, plus la
probabilité de multiples COs augmente et si nombre pair de COs entre 2 locus
considérés => phénotype parental (sous-estimation distance physique)

» Interférence : restreint la probabilité d’'un second CO a proximité d’un premier CO
< Distance de Kosambi : fonction f(r) prend en compte les CO multiples dans un méme

intervalle et l'interférence soit
d=-1/4 In[(1-2r) /(1+2r)]

90 // Fonction de Haldane
£ 80 Fonction de Kosambi
3 //
g 60 r<01=rx100=d,=dg
“5',50 r>02=d¢>dy
$ 40
3
230
o

0 01 02 03 0405
r = fréquence de recombinaison

56

Analyse en tétrades

57
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Analyse en asque # analyse en vrac

« 4 produits de méiose groupés dans un asque
v Possibilité d’analyser des événements individuels de méiose
v Phénotypes de létalité immédiatement visibles

v' Distance entre un géne et le centromére du chromosome sur
lequel celui-ci se trouve

= Sidiploide a 4 paires de chromosomes => 24 = 16 combinaisons possibles
» Siségrégation observée en vrac => 16 combinaisons équiprobables de gamétes

» Siségrégation en asques : chaque asque propose UNE SEULE des combinaisons
possibles

58

Analyse de spores en vrac

Soit deux génes génétiquement indépendant, nécessaires a la biosynthése de l'uracile
chez la levure S. cerevisiae

ural -> alléle sauvage ural+ [urat] ural+ > ural-
-> alléle mutant ural- [ura’]

ura2 -> alléle sauvage ura2+ [ura*] ura2+ > ura2-
-> alléle mutant ura2- [ura’]

[ura’] ural- ura2+ X urai+ura2-  [ural
ural- ura2+ "
ural+ ura2- fura’]
Anal ural- ura2+ ural+ ura2- ural+ ura2+ ural- ura2-
nalyse
en vrac [ura’] [ura’] [ura*] [ura’]
25% 25% 25% 25%

59
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(tetrad)

\ ¥

meiotic  meiotic
division  division

porte

2n Four meiotic
meiocyte product nuclei

4E@"Q,
6‘—'&‘

4#\ Y e

:\\" "ﬁ ‘0‘4
=\

Analyse en tétrades ordonnées Neurospora crassa

Octad of
four spore pairs

[ TR =]
o)) |
\O

—C)O"Q/\O);

02/03

First Second Postmeiotic  Development

of sexual
spores
(ascospores)
around
nuclei

v’ Permet de visualiser les ségrégations et conversion génique

v’ Permet de déterminer la distance entre un géne et le centromeére du chromosome qui le

60

Analyse en tétrades ordonnées Neurospora crassa

o e X = o

méiose méiose mitose asque

méiose méiose mitose asque
| L}

A+
+
A A~
A+
A-
A- A+

Ségrégation en 1 division de méiose

asque pré-réduit

Ségrégation en 28me division de méiose

Exemple d’asque post-réduit

61
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Analyse de tétrades ordonnées, en résumé:

1° ) Si ségrégation 2:2 dans chaque asque => caractére gouverné par un
seul géne

2° ) Nombre d’asques pré et post réduits dépend de la fréquence de CO
entre un géne et son centromere :

d 4-centromere = (NOMbre d’asques post-réduits) / 2 x Ntot x 100 cM
3° ) Si géne trés proche de son centromére fréquence,e. = 0
4° ) Si géne trés éloigné de son centromeére :

si 0 CO: 100% d'asques pré-réduits

si 1 CO: 100% d'asques post-réduits

si 2 CO: 50 % d'asques pré-réduits et 50 % d'asques post-réduits

si nombre de CO trés grand, post-réduction tend vers 66%
=>le géne considéré ségrége indépendamment de son centromeére

donc si d,-centromere < 66% -> liaison génétique

62

Analyse en tétrades non ordonnées

Soit les génes A et B portés par deux chromosomes différents

63
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oco 1co

DP = ditypes parentaux DR = ditypes recombinés TT = tétratypes
4 spores parentales 4 spores recombinées 2 spores parentales
2 spores recombinées
DP=DR
64
:._—I':+= .B¢
A+ B- 2¢co
—_—>

n f r A .
DR T T DP

si2CO => %DP=%DRet’%TT

65
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Soit les génes A et B portés par le méme chromosome

oco

DP T DP T T DR

si liaison génétique DP >>DR

Distance A-B=  (TT + 6 DR) X100 centiMorgan (cM)

2 X Ntot
66
0C0 =——> DPyo
1C0 —> TTie0
DP
™ si2CO:
200 —> 20 chaque DRyco visible correspond a 1*DPaco + 2*TTaco
TT2c0
DR Alors gamétes formées a partir de 2 CO équivalent a
2co0 "
4*DRyco
fréquence

équiprobable
¢ Si n représente le nombre moyen de CO par méiose dans I'intervalle considéré A-B :

1C0=>TTu2co-TT2c0=TT12c0-2 * DR2co] pn=1CcO+2CO=1*% (TT - 2DR) + 2 * 4DR
2C0=>4% DRyco n=TT+6DR

«+ Comme 1 CO produit 50% de recombinants :

Distance A-B~ (TT + 6 DR) X100 centiMorgan (cM)
2 X Ntot

67
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Si génes ural & ura2 trés éloignés de leur centromeére respectif => trés grand nombre de CO

[ura’] ural- ura2+ x ural+ ura2- [ura’]
ural- ura2+ fura*]
ural+ ura2- V"

!

ural- | ura2+ ura2- |ura2+ | ura2- |ura2+ | ura2-

ural- | ura2+ |ura2- |ura2- |ura2+ |ura2- | ura2+

ural+ | ura2- | ura2+ |ura2- | ura2+ |ura2+ | ura2-

ural+  ura2- | ura2+ |ura2+ |ura2- | ura2- | ura2+

4 [ura] 2 [ural] 3 [ura’]
0 [ura*] 2 [ura’] 1 [ura*]
DP DR T

1/6 DP = ditypes parentaux 1/6 DR = ditypes recombinés 2/3 TT = tétratypes

68

Analyse de tétrades non ordonnées, en résumé:

1° ) DP = DR alors les deux génes sont indépendants

- si la fréquence de tétratypes est inférieure a 66%, les génes sont sur des
chromosomes différents

- si la fréquence de tétratypes est égale a 66%, on ne peut pas conclure

2° ) DP > DR alors les deux génes sont liés

on peut calculer la distance d = (T + 6 DR)/2 x Ntot x 100 cM

69
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Analyse tétrade 2 couples d’ alléles en ségrégation

Non

DP > DR Géne:
génétiquement

Genes indépendant

%T<2/3?

On peut calculer la distance
d = ((T + 6 DR)/2 x Nb total) x 100

Indépendance Physique Génes
sur des chromosomes difféerent

% T =% post géne A + % post géne B
—3/2 x % post géne A x % post géne B

%T=2/3
On ne peut conclure sur la
liaison physique

70
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Eléments mobiles et instabilité génétique

Mutagénése par insertion de transposons

TRANSPOSON = fragments d’ADN qui sont insérés dans le
génome d’un organisme hote et qui ont la propriété remarquable de

se déplacer d’un point a un autre du génome

-> parasitisme moléculaire des génomes




Pas de génome dépourvu de transposons !

mais 1950
B. Mc Clintock :
Instabilité génétique = remaniements chromosomiques
-> éléments transposables (ETs) Ac/Ds

Ac = activateur
Ds = dissociateur

Séquences IS (Insertion Sequences)

-> résistances aux antibiotiques

S. cerevisiae 1980

Transposons famille Copia, Eléments P

Rétroéléments famille Gypsy

Transposons famille Tc1

20/01/2025



H. sapiens 1980

¥'3

Rétroéléments de types
LINE et SINE

Champignons filamenteux 1990

Transposons familles Copia, Tc1/mariner, pogo
Rétroéléments famille Gypsy

Taille de génomes et proportion d’ADN répété

6000- , 70%
s 5000 50-80%
£
13
4000
% 42%
S 3000
o
2 20001
2 1000 | 14-25%
= 15% 2% 5% 3% 05-1%
giorge - T-lumaini DTosophiI? ; anser;a E. coli
Mais 3400Mb  Riz;  180Mb  Nematode M0 Levure 45MP
5,000 Mb 420 Mb 100 Mb 12 Mb

ADN non répété

ADN répété
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Localisation des séquences d’ADN répété
dans les génomes d’eucaryotes

Champignons centroméres
Protistes .l
Invertébrés ~ téloméres
Plantes
Vertébrés .
ADN non répété ADN répété

ADN répété, facteur d’instabilité chromosomique

Délétions :

A B D
Chr

20/01/2025



ADN répété, facteur d’instabilité chromosomique
Inversions :
A B D
Chr
A B
X )
D
A B D
Chr

ADN répété, facteur d’instabilité chromosomique

Amplifications :

A D
— Chr
x \
A — —D Chr
A
— — D— Chr
A D

Chr

10
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ADN répété, facteur d’instabilité chromosomique

Recombinaisons -> translocations :

A B Cc D
S ® Chr1
X
Chr 2
‘ 4
E F c
@
T‘ - "
B c D
- —> °

11

Intégration de I’épisome F dans le chromosome
bactérien

Opéron tra

Episome F

X Chromosome
—— ) 3—L|m)—————  Bactérien -

séquence 1S2

Chromosome
#u n . |} nﬁ Bactérien Hfr

1S2 Opéron tra 1S2

12
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Transposons eucaryotes

Transposon type | = rétro-transposons a ARN
Reverse transcriptase

ARN ADN Copier & coller
ARN

polymerase Integrase

T peeeesssseeaessssn Génome hote

U:

= transposons a ADN

Insertion au hasard dans les génomes

13

Structure des transposons de type |

+ Rétrotransposons a LTR: ty3/gypsy

pol

o8 929w or

LTR &' / LTR 3'

Capside Reverse
transcriptase
< Rétrotransposons sans LTR
gag pol
HINE I

A B

SINE I]. Poly A

14
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« Rétrotransposons a LTR: ty3/gypsy

pol
a
9% g
LTRS' LTR 3'

<+ Errantiviruses

pol l

a
9ag
Gypsy - Tom-17.6
D. melanogaster

15
Transposons de type | ou rétro-transposons
Mécanisme de transposition : copier + coller

intermédiaire ARN
integration
| 3 =
Reverse transcription
transcription
~or | —
Exportation et traduction encapsidation
noyau
16
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v Transposons autonomes

Tc1/mariner I;. TranSpoSase

v Transposons non autonomes
IR IR
B-_Transe”

ITR = Inverted Terminal Repeat

> <
CAGC. .. ...GCTG
GTCG. .. ...CGAC

Structure des transposons a ADN de type Il

o g

17

Transposition conservative

7
A M
Point d'insertion
'f excision
intégration \J

noyau

18
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Mécanisme d’insertion transposon type Il

5 3

3 5

Duplications : 2-14 pb, taille constante pour un ET donné

-> signature

19

Excision des ETs
Parfaite
-> Recombinaison entre séquences répétées en tandem (TDS)

-> restauration de la séquence sauvage

20
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Fréquence de transposition / excision

< Transposons ARN type |

Ty S. cerevisiae
Transposition : 1/ 20 générations env 10-¢
Excision : env 10-5 a 106

< Transposons ADN type Il

Transposon bactérien
Transposition : env 106
Excision : env 10-6

Elément P drosophile : croisement mouche vide de P par mouche P
Transposition : env 10-3 a 10 soit 102 fois plus
que taux de mutation spontanée
Excision : jusqu’a quelques %

21

Mobilité des transposons et expression génique

+ Insertion :
v Dans une phase codante : interruption de I’ORF, protéine tronquée

v' Dans un intron :
> Pas d’effet !

» Arrét de la transcription dans le transposon :
protéine tronquée

> Epissage incorrect : protéine chimeére

v' Dans une séquence promotrice :

> Dérégulation de I’expression du géne concerné

22
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Mobilité des transposons et expression génique
+ Excision imparfaite :
v' Dans une phase codante :
< Si pas multiple de 3 -> décalage du cadre de lecture

v' Recombinaison sur les LTRs : une LTR
(solo) reste au site d'insertion

v’ Cassure double brin et réparation imparfaite :
délétion de matériel génomique de part et d'autre du
point d'insertion

v Réarrangement : addition (insertion) de matériel
génomique

23
Recherche de mutants non pathogénes
chez Klebsiella pneumoniae par
mutagénése insertionnelle
24
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Klebsiella pneumoniae

Entérobactérie commensale, encapsulée, a gram négative

Si pathogéne : infections respiratoires
-> pneumonies, abcés pulmonaires, pleurésies et des
infections intestinales

25

Intérét de la mutagenése insertionnelle

v Insertion au hasard dans le génome

v Facilité de localisation des génes affectés

» « étiquetés » grace au transposon

Recherche de mutants non pathogénes

26
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Sélection de mutants => crible phénotypique

|

27

Tn5 : un transposon composé

Transposase

(N T
Is50L KanR IS50R

mini-Tn5 : un transposon composé défectif

> >
IS50L  kanR  IS50R

28
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Episome a réplication conditionnelle
KanR

Transposase

Origine de réplication = dépendante

Bactérie Bactérie
exprimant n n’exprimant pas =
Réplication Oui Non

Episome =«

29

Protocole de mutagenése

F' = E. coli F-= K. pneumoniae

[Sfr‘ess] [Strep]
[KanR] [Kans]
[7*] [7]

Sélection des conjugants
LB + Kan + Strep

|
& e S D

F-= K. pneumoniae [StrepR] [KanR]

30
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Crible phénotypique de sélection de mutants
non pathogénes

Hyperviscosité [HV*

Pas d’hyperviscosité [HV']

31

Résultats du crible

2500 conjugants analysés

|

15 mutants [HV7]

32
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|

Identification des génes affectés
pour chacun des mutants

|
|

33
Identification des génes mutés par PCR inverse
Hydrolyse
Extraction > enzymatique
@ ADN génomique —_—
—cEE—
Ligation
<= Amplification intramoléculaire
PCR
+« «— 0 O
Amorces
Spécifiques
l Mini-Tn5
Séquencage des produits de PCR = séquences flanquantes = <=
34
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Identification des génes mutés

v’ Si la séquence compléte du génome est disponible

Séquences flanquantes

Algorithme « BLAST »

1

Comparaison avec la banque génomique
-> recherche de la séquence nucléotidique compléte
PROTEINE

}

FONCTION

35

Identification des génes mutés
v Sila séquence compléte du génome n’est pas disponible

Amorces

Séquences flanquantes = L e - <=
spécifiques
— Extraction _ s ification PCR
ADN génomique —> <
K. pneumoniae [HV*] 1

START STOP

ATG TAA

Séquengage de

I'alléle interrompu

36

20/01/2025

18



6 protéines hypothétiques
déduites de la séquence nucléotidique

1
Algorithme « BLAST »

|

Comparaison avec des banques de protéines

-> recherche de similitude entre une séquence fournie
et toutes les séquences contenues dans une base de
données (E. coli)

|

FONCTION

37

Geénes identifiés

cps -> synthése polysaccharide de capside

wb -> synthése lipopolysaccharide

rmpA -> régulateur de synthése polysaccharides
de capside

magA -> proteine hypothétique, 43 kD
lipoprotéine membranaire putative

38
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Vérifications
+ Complémentation fonctionnelle

magA* : . ’ K. pneumoniae
C) ransformation @ —_— [AmpR]

[HV*]
K. pneumoniae
[AmpS][HV]

+ Disruption de I'allele magA*

AmagA::kan . K. pneumoniae
C) Transformation Q —_— [Kan®]

[HV]

K. pneumoniae [kan®][HV*]

39

MagA -> production exopolysaccharides

9 segments transmembranaires

= —HHHHHH-

Peptide signal
-> exportation
Site attachement
lipides

Nouvelle cible thérapeutique !

40
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|

Modéles théoriques

|

Hypothéses de travail

41
Effets polaires
Rib Rib
5 Promoter Bmdl:lg Site Bmdx:\g Site Term. 5,
5 flank spacer 3' flank
- RBS RBS
leader v tail
spacer
|
Protein 1 Protein 2

42
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Effets polaires

h

Binding Site
1

Rib
Binding Site
1

p .
5 Promoter

3 \/ 5'
5 flank spacer 3' flank

. RES

5 Mutations:
_"-_ > Signal fin de transcription

leader » ARNm tronqué

R

Protein 1 Pas de protéine 2 méme si ORF2 n’est pas touchée
=> Conséquence structure polycistronique

43
Effets polaires
5 Promoter Bmdn:lg Site Bmdx:lg Site Term. 5,
5 flank spacer 3' flank
Mutations
» stabilité messagers
Pas de protéine 1 ni de protéine 2 méme si ORF2 n’est pas touchée
=> Conséquence structure polycistronique
44
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Identification des génes essentiels chez la
levure S. cerevisiae par mutagénése

insertionnelle saturée

45

Principe du crible SAturated Transposon Analysis

in Yeast (SATAY)
R IR R IR IR IR DR RIZIR
LTI,
- Génes non essentiels - Génes essentiels
MiniDS pGa'-Ac
Transposon Transposase

46
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Protocole de mutagenése

ADE2::MiniDS + cal ADE2+
geéneX e génex:MiniDs
pGal-Ac pGal-Ac
[Ade] [Ade']

Sélection transposants
MM

[?]

47
g agn . < S,
Protocole d’identification des génes mutés
[ transposon 1-scrape and pool
B non-essential genes
I essential genes inserted in
inserted in non-essential genes essential
I I<I l I I 2-genomic 3-digestion with
DNA extraction  frequent-cutter
H ‘i
4-intramolecular 5-PCR  6-sequencing
ligation | )
Co A
QOO il
| g 2 &)
48
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Résultats du crible

HMWMWMWWMWMWW

VI VI X X XII Xl XIV

XV XVI mt

Cl) 4(|32 1" I40

Prp45 => requise pour I'épissage des ARN pré-messagers

49

Site
catalytique

Analyse structure / fonction

ARN pré-messager

Prp45
domaine
essentiel

50
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