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- Séquengage des génomes
- Fabrication de DNA microarrays
- Autres méthodes globales d'analyse de I'expression génétique

- Analyse des données, exemples de résultats

http://www.unil.ch/dbomv/page26947_en.html



GENOMIQUE

Analyse globale du génome d’un organisme

/

Tous les genes et regions intergéniques

1. Génomique structurelle

- Organisation et position des génes, taille du génome
- Comparaison des génomes entre différents organismes

- Séquencage de 'ADN et analyse des séquences

2. Génomique fonctionnelle

- Fonction des génes
- Analyse globale de 'expression génétique

- Disruption systématique des génes (Knock-outs, RNAI)



Taille des genomes

10° 10" 102 10° 10*¢ 105

Megabases



Méhode de séquencage de génomes

"Shotgun sequencing"

Cassure mecanigue ———— ADN génomique
S p— ——  Clones BAC
_ . . ‘ — ones ,
Seq;:ﬁ:‘;i?[zges O . « » < cosmides
. F . 1 (30-100 kb)
Cassure mécanique
. - Sous-clones
Sequencage complet - -— = == ==
guencage comp - = === (env. 2 kb)

O GTAAATGEGCTEATCATGCT TARA
GATCATGCTTAAACCCTGTECATCCTACTG..

l

LACCOTAAATOGEGCTGATCATGCT TAAACCCTETGCATCCTACTGL..

Assemblage informatique



Séquengage du génome humain

HumanGenomeProject

Celera

QUI SEQUENCER?

Plusieurs donneurs anonymes
(5-10)
Hommes et femmes

ADN

Sang et sperme

COMMENT ?

Séquencage
"BAC to BAC"

20 groupes
gels et capillaires

max 200'000 réactions/24h
max 1000 b/sec

23.1 Mia bases séq. (7.5 génomes)

Assemblage

Durée

4 années

5 donneurs anonymes

2 hommes, 3 femmes

Noir américain, asiatique, mexicain
2 caucasiens

Sang et sperme

"Whole genome shotgun"

65 techniciens
250 ABI Prism 3700 Analyzer (96 capillaires)

175'000 réactions/24h
1100 b/sec

14.8 Mia bases séquenceées (5.1 génomes)

10 ordinateurs (4 processeurs, 4 Gb RAM)
1 ordinateur (16 processeurs, 64 Gb RAM)
Calcul 20'000 heures

9 mois




Annotation du génome

TGACGCAATGAACGATGGCTAGGCTTAGCTTTTGGCCAGCATTACCCGGTACC
TGTTACTGCGATTGGCTAACCAGGCCGGATTTCCAAGGTTCGCCAGGGGCTAA
TTGACACCACCACCTTACCTGGTATTCCCTAATGGTAAGCGCGATGCTA. ...

'

algorithmes de prédiction L

'

Trauscription Poly A
= Initiation Site Site

TATA
Box

g
Exon 1 Exon 2 Exon 3

Comment améliorer les prédictions?

- génomique comparative

- analyse de cDNAs complets

- entrainement des algorithmes sur des génes connus
- sondes oligonucéotides scannant tout le génome

- vérification expérimentale

Comparison of mouse and human genomes followed by experimental verification
yields and estimated 1'019 additional genes. Guido et al. (2004) PNAS 100:1140-1145



Nombre de genes

Organisme Nb de genes prédits % genes connus
M. genitalium 470 69%
H. influenza 1’709 58%
E. coli 4'288 62%
S. cerevisiae 6’034 63%
Thalassiosira 11'242 50%
pseudonana

D. melanogaster 13’601 46%
C. elegans 18’424 42%
A. thaliana ~28’'000 69%
M. musculus =30°000 50%
H. sapiens ~30°000 50%

Quelle est la taille minimum du génome pour qu’une cellule fonctionne?

Mutations systématiques par transposons du génome de Mycoplasma genitalium:
265-350 genes sont essentiels pour une croissance en laboratoire (100 n’ont pas de fonction connue!)

Hutchinson et al. (1999) Science 286: 2165-2169



Séquencage des génomes

Organismes modéles

Escherichia coli
Blattner et al. (1997) Science 277: 1453-1462

Saccharomyces cerevisiae
Goffeau et al. (1996) Science 274: 546-567

Caenorhabditis elegans
The C. elegans consortium (1998) Science 282: 2012-2046

Drosophila melanogaster
Adams et al. (2000) Science 287: 2185-2195

Arabidopsis thaliana
The Arabidopsis genome initiative (2000) Nature 408: 796-815

Homo sapiens
International Human Genome Sequencing Consortium (2001) Nature 409: 860-921
Venter et al. (2001) Science 291: 1304-1351

Mus musculus
Mouse Genome Sequencing Consortium (2002) Nature 420: 520-562

Takifugu rubripes
Aparicio et al. (2002) Science 297: 1301-1310

Rattus norvegicus
Rat Genome Sequencing project Consortium (2004) Nature 428: 493-521

Gallus gallus
International Chicken genome Sequencing Consortium (2004) Nature 432: 695-716

Pan troglodytes (chimpanze)
The Chimpanzee Sequencing and Analysis consortium (2005) Nature437:69-87

Autres (en cours)
http://www.genomenewsnetwork.org/resources/sequenced_genomes/genome_guide_p1.shtml
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genomes/index.html

http://hgsc.bcm.tmc.edu/projects/

http://www.sanger.ac.uk/Projects/



EST
(Expressed Sequence Tag)

S WWAAAAAA 3

'

TN N TN T AAAAAA
TTTTTT

reverse :
¢ primer

transcription

TN N\ TN T AAAAAA

TTTTTT
RNase H L
~ - —= -—— AAAAAA
TTTTTT
DNA pol 1 ¢
AAAAAA
TTTTTT
ligation ¢
transformation
5' 3
Plasmide
séquencage partiel
vecteur cDNA

TGACGCAATGAACGGCTAGGCTTAGCTTTTGGCCAGCATTACCCGGTACC
TGTTACTGCGATTGGCTAACCAGGCCGGATTTCCAAGGTTCGCCAGG
TTGACACCACCACCTTACCTGGTATTCCC. ...

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_summary.html



Comparaisons de génomes
(homme-mouche-ver-levure-plante-algue)

1.0+ — Cytoskeleton
" Defense mechanisms
~— Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport

0.9
— Signal fransduction mechanisms

0.84 —— Function unknown

— General function predictions only

0.7

——— Secondary metabolites biosynthe sis, transport and catabolism
— Inorganic ion trangport and metabolism

0.6

— Postiranslational modification, protein turnover, chaperones

0.5+ — Cell wall/membrane/envelope biogenesis

— Replication, recombination and repair

0.4 — Transcription

Proportion of genome

—— Translation, ribosomal structure, and biogenesis

—— Liipid transport and metabolism
— Coenzyme transport and metabolism
— Carbohydrate fransport and metabolism
~— HNucleofide transport and metabolism
— Amino acid transport and metabolism
—— Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning
— Energy production and conversion
— Chromatin structure and dynamics
— RMNA proce ssing and modification

0.3

0.2

0.1

0.0-
& ,{@' e
Y
& oL f’
o
Les fonctions cellulaires élémentaires — métabolisme de base, réplication,
transcription de I’ADN, traduction- sont présentes partout,
sont apparues une fois dans I'évolution et sont restées fixées depuis.

Seulement 94 familles de protéines (sur 1278) sont uniques aux vertébrés.

La plus grande différence entre I'étre humain et le ver our la mouche réside
dans la complexité des protéines : il y a plus de domaines par protéine et beaucoup
plus de combinaisons de domaines.

Nouvelles familles de protéines ou expansion de familles chez I'étre humain:

-réponse immunitaire

-développement , structure et fonction du systéme nerveux

-signalisation intra- et intercellulaire dans le développement et ’lhomeostasie
-systéme sanguin

-apoptose



Duplications du genome d'Arabidopsis

15 Mb 20 Mb 25 Mb
T T T T T I

20 Mb 25 Mb 30 Mb

Nature (2001), 408: 796-815
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3 duplications: 221 Mio années
162 Mio années
75 Mio années
(calcul: 6.1 mutations synonymes/Mia années/site)

PNAS (2002), 99:13627-13632



Les puces a ADN
(Microarrays, DNA chips)

M. Schena, D. Shalon, R. Davis, P. Brown (1995) Quantitative monitoring
of gene expression patterns with a complementary DNA microarray.
Science 270: 467-470

Lipshutz, R. J.; Morris, D.; Chee, M.; Hubbell, E.; Kozal, M. J.; Shah, N.;
Shen, N.; Yang, R.; Fodor, S. P. (1995) Using oligonucleotide probe arrays
to access genetic diversity. BioTechniques 19(3), 442-7

Applications

Mesure globale de I'expression génétique
Recherche fondamentale et appliquée dans tous les
domaines

Diagnostic médical, nouveaux méedicaments

Analyse d’amplifications et de délétions de genes
Caracteristique de certains cancers

Analyses du génome
Single Nucleotide Polymorphisms (SNP), mutations,
sequences repetees

Ete...



Préparation d'’ADN pour microarrays

EST
cDNA dans E.coli

l

culture
préparation de plasmide

i 1

ADN genomique

1 -

purification oligonucléotide

(50-70bp)
|/




Impression de puces a ADN

ADN
en solution

///V/

\

Lame de verre
(aldehydes,
polylysines)

T

NV /

LI




Marquage et hybridation

Echantillon Echantillon
contrdle Extraction test

l de mRNA l

Transcription inverse

Cy3-dCTP l l Cy5-dCTP
— 222
microarray — —
Hybridation
(O/N, 64°C)

l lavages

Scan de fluorescence
Canal Cy3 + Canal Cy5

l Analyse d'image
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Eucaryotes

RNA
or TTTTTTT
(18-21)
mRNA OligodT
Transcriptase inverse
Cy3-dCTP (ou Cy5-dCTP)
AAAAAAAAAAA
< C C TTTTTTT (18-21)
® o
Procaryotes
RNA <« < hexamers

Transcriptase inverse
Cy3-dCTP (ou Cy5-dCTP)




Hybridation

microarray ? ? j%

Gene x

Géne y



Scanner de fluorescence

turn

emission  detector
lens

filter

mirror

excitation
filter

laser

microarray
substrate

s

beam
splitter

objective

| « lens

stage

microarray

pin
hole PMT

/

A/D converter

!

personal
computer

}

TIFF file







Intensité du signal

Normalisation des canaux
(petit nombre de génes)

Distance

Ajustement du laser et du PMT pour que les genes constituitfs
aient le méme siganl dans chaque canal



Normalisation des canaux
(grand nombre de genes)

65000

Signal Cy5

0 Signal Cy3 65000

ltérations mathématiques pour que la
mediane des rapports Cy3/Cy5 soient de 1.0



Intensité du signal

Mesure du rapport d’expression

R = (Cy5-Bgd)*F / (Cy3-Bgd)

F=facteur de normalisation

Géenes

B Cy3
= Cy5




Test de cross-hybridation

exon 1 exon 2
gene 1 - N3g19760
— . RNA helicase
100%, % homologie !
GST1 ; ;
[ i
65% : :
1100%
GST2 ] i
| 74% ;
100%
GST3 : : |:|
B 85% At1g51380
ene 2 l RNA helicase
g - (paralogue)
exon 1 exon 2

1. Hybridation avec le gene1 marqué au Cy3 -> 100% signal avec les trois GSTs
2. Hybridation avec le géne2 marqué au Cy3 -> seulement 15% signal avec GST3
Cross-hybridation si >70-75% homologie

Test du seuil de sensibilité

45000

40000

35000

30000

25000

20000

Fluorescent signal

15000

10000

5000

Bgd (1500)

ng RNA
1. 1l'y a 100'000-500'000 mRNAs par cellule
2. On détecte 0.01 ng de mRNA sur un total de 2 ug marqués

(rapport 1/200'000)
---> on peut mesurer la présence de env. 1 copie par cellule



Fabrication de puces a oligonucléotides
(10-70 nt)

Synthese chimique sur une surface de verre

-Chips Affymetrix: photolithogravure
-Chips NimbleGen: photolithogravure

- Autres: imprimantes a jet d’encre

~— i~

A G
. _,C G—
C G "g 1

GT G T




Affymetrix chips
Fabrication par photolithogravure

Light
(deprotection)
rraen WwmRROS easToe aweas
1 1 I
Qo000 »00000 = OHOHOOO » TTOO00
Wafer
¥
{ﬁ%!?ﬁ
TMReete o rrmry "Crr o o TR
\TTCCG == TTCCO4H TTOHOHO< TTOO
29000 Repeat 59095 55999 29999
GeneChip®
Microarray

lamp




Affymetrix chips
Protocole d'analyse

cRNA-biotin

ARN . f'_/
In vitro

ARAA Transcription W =

inverse "-\ transcription
= BB * \"‘qh\ * / B
B

-B

Fragmentation

~ NS v

NN N —B
-8B
Hybridization /

=B B x—@-‘&F

ey
2 H“:: (- S Lavage _G\‘ £l Scan
x"x ~ & Marquage '-::" et Analyse

\1“'\. "‘h“""'. e %, \"""-H"q. ™
</ . >

Affymetrix chip

Affymetrix chips
Mesure d ’expression

b R referenoe sequoencs
5 ¥

ad

—_—_— —_— — J— —_ —_— — —

--\ -
Spacad DM, probe pairs
Felorence sequenoo / \ pirobas pad

o ITETEATEET GEEAATGEETCAGAAGGACTCCTATGIGEET GACEAGELC -

AATGGEETCAGAMNIGACTCCTATGTGGGTE  Perlect Makch Qg
AATGGEETCAGANCEACTCCTATETGGEGETGE  Mismalch Digo

Farfizcl match proke ool

tl
1l

Flunrescenos Intensiy Imags

Mismatch peobe cols




Affymetrix chips

Séquencage

b

target . .GATGAACTGTATCCGACATCT..
cttgacatAggeoctgtag
cttgacatlggeoctgtag

probes cttgacatGggectgtag
cttgacatTggeoctgtag
ttgacatalAgcoctgtaga
ttgacatalgectgtaga
ttgacataGgetgtaga
ttgacatalTgeoctgtaga

TEGAACTGTATCCGACAT

Analyse de SNP

Migmalch
Perfect Maich
Perfessd Maich

Migmalch

Posilion refalion ke SNF

Ganatype
BB




NimbleGen oligonucleotide chip

Digital
MICTOMIrTors

16 & km



Impression d'ADN

"DNA microarrays"

Déposition par contact ou jet d'encre

-fragments PCR
-clones
-longs oligonucléotides (50-70 mer)

Connaissance de la séquence
pas nécessaire a l'avance

Double marquage (Cy3 + Cy5)

> 60'000 spots par lame

Robot, scanner

Prix abordable (génes a préparer)

Synthese d'ADN in situ

"DNA chips", "oligonuclotide chips",
"Affymetrix chips"

Synthése sur la lame (photolithogravure
ou jet d'encre).

-oligonucléotides (25mer)

Connaissance de la séquence
nécessaire

Simple marquage
(biotin-avidin-fluorescein)

> 500'000 oligos par lame
(env. 40'000 génes)

Appareil a hybrider, scanner

Trés cher




SAGE
(Serial Analysis of Gene Expression)

MmRNA

l biotin

5’ ‘ cDNA

restriction 1

bille magnétique
adapteur -—‘Q streptavidin

restriction 2

H_ tag (9 pb)

assemblage l

clonage l

Séquencage



SAGE: exemple de résultats

Tag Gers .'l Parcerd
GAGCACAC Procarbaxypeptidase A1 KETI15) 24 i
TTCTETETG Pancraabc trypanogen 2 W2 FE02) 46 H5
LETLTL T Chymoirypainogen (M2 4400 a7 “d
TOAGEETEA Pancraahc trypsn 1 [M225E12) 31 3.7
GUGTGEACCA Eastase 1B (M1B592) 20 2.4
GTGETGTEET Prideassa B D0CE06) 16 1.4
TOATTGGEOC Farcragtic ipase [MAO32R5] 16 1.8
COAGRGAGT Procarbosypephicase B {ME105T) 14 1.f
TOOTAALS Mo rmatch (see Tabile, 20 F1) 14 1.7
AGCCTTGET Hile satt stimulated lipase (54457 12 1.4
CTGTRGEOT Mo match 11 1.3
TECEAGACT Mo match (see Table 2 FF 4 1.1
GTGEANACITC 21 Al erires 8 1.0
GETGACTCT Mo mElch B 1.4
AAETAALA Secrgtory trypsin rhibidar (4112349, Li! o7
[CoCoTETE Mo rateh ] 0.8
ETEACCACT Mo rmatch 5 0.6
COTOTAATE DT 159, R2S36S, 11 Au antries 5 0.6
CACGT TGN Mo mateh 3 0.5
BT AL, Mo match 5 0.6
AGOAGSTCO Elorgation factar 2 (Z11632) ) 0.8
ACCHIAGIGEEA M match (zee Table 2, F3) ) 0.5
AATTOAMEA Mo match {zee Tate 2, P4} o 0.8
TTOTETESE Mo match 4 0.5
TTCATACAL Mo rmateh 4 0.5
GIEGECAGED ME-B (M5 1489) Alu aniry [S94541) 4 0.5
GTAAAACED TME recegion (M35 Al antry [(K01248) 4 0.5
CAACACACA Mo match 4 (.5
COTGEGEEAAG Pancreahc mucin (JOS582) 4 0.5
COOATOGTE Mitachandrial Cyvit oxidase (K15754) 4 L
SAGE lags coourring: Gireater than three Smes B0 452

Threaa lirreas (15 =0 3 =] 45 5.4
Twwa timas (32 = 2 =) Fd 7.6
e time a5 41.8
Tolal SAGE tags 240 1000

SCIERCE » WOL. 270

W OCTORER 1993



MPSS
(Massively Parallel Signature Sequencing)

leNA Clonage

¢cDNA & (:)

.
‘e,
‘e

bille 5um

Dpnll '

restriction 1

GATC

CTAG
adaptateur GATO

Type lls ﬁ
CTAG

GATC

restriction 2

1234

4X

l
l
l
l
l

-

décodeurs

1234 ‘O

v

Analyse des données (20 bp/ bille)



Analyse des données

70000

60000
50000
§ OCy3
g 40000 MCys
g
é 30000
(7]
20000
10000
0
FFTSF P EFFFF G & S F I FELLLS
Génes
Comment identifier un géne induit ou réprimé?
1. Seuil arbitraire (signal 2 fois plus grand dans la condition 1 que dans la condition 2)

2. Répliquer I'expérience, test studentt H, ui=1
Si ui différent de 1, le géne est induit avec P<0.05



Rapport d'expression(log2 Cy5/Cy3)

Rapport d'expression (Log2Cy5/Cy3)

CTL1 vs CTL2

(moyenne de 6 réplicats indépendants)

Intensité du signal ( log,racine (Cy3*Cy5))

CTL vs Pieris

>2 fois

>-2 fois

Effet de Pieris rapae sur l'expression génétique chez Arabidopsis thaliana

(moyenne de 5 réplicats indépendants)

. > + 2 fois

> -2 fois

Intensité du signal ( log2 racine (Cy3*Cy5))




Analyse statistique du changement d'expression

Effet de Pieris rapae sur l'expression génétique chez Arabidopsis thaliana

Répression > 2 fois Induction > 2 fois
< —>

Expression ratio (log,)

12K Arabidopsis microarray, t-test sur 5 réplicats indépendants



Expression ratio (log2)

Fieris rapae

Expression ratio (log2)

Testt ul= u2 et rapport > ou < 2



Diagramme de Venn

Insectes Blessure
168 63

(3 o)

93
MeJA

A wtLDvscolD
FLOWERING LOCUS T

(FT)

New meristem

rimordium
Shoot apex P

o Additional
\ , gene
A targets

formation

wt LD vs co LD vs
wt SD co SD

Oscillation of CO protein
expression during 24 hours

Wigge P. et al. (2005) Science 309, 1056-1059



Hierarchical clustering

Expériences
]

=

P. rapae

Eccd48hr
Ecc30hr
Eccléhr
Ecc8hr
Eccdhr
W30 min
W15 min
W90 min
W60 min
W3 hr
W24 hr
W9 hr
MedJA3hr
MeJAl6hr
MeJAG6hr

W6 hr

H
e
=
o
a

MRP2
CYP93A1
EH

JIP

MBP

CHS

JR3
CYP83B1
ACX1
PRODH
FAD7
PALZ
OPR1
LOX2
HPL

A0S
GSTS
PRX7
REM5 \
cnt Geénes
THIZ2.1
GRP
MYOL
PR3AIV
TCH1
TCH3
REM2
TCH4
TCH2
DBP
ERF4
ER5
PME1
PGIP
EREC
TGG2
TGG1l

i

Nl

M e =

HCNL1
GPX1
PEL
HRGP
b-TUB
a-TUB

&

=4 =2 1:1 =2 =4 =6

Fold repression Fold induction

http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm



Cancer du sein
Tumeurs impossibles a différencier
par analyses classiques

patients

Hs578T
BC24
BC1498
BCS-LMN!
BC4
MNormBs'
NormBs
+TGF-p-
+EGF
+Matrige
Senesce
-EGF
Confluer

BC1257
BC1360
BC23
BC14

BC790
BC2
BC17
BC16
BC21
+IFMo
+IFNy

I
86
T=E

NASP

DMNMT?
DES231E

EST AAQT0062
ARP2

KPNA2
HsMCAK

EST H94617
RFC4

EST R21530
KIAAD159

EST N26840 N
MCME

MCM3 g e n eS
E2F-1

H2AFX
STATHMIN
MCM2

MCM2

MCM5

MYBL2

MCHM4

% Ki-67 Positive
10 60 5 50 10 50 70 90 90 20 30 1 5 Carcinoma Cells

B

PLSCR1

GBP1

ESTS

EST AAD45025
GS3686
GS3686

LOX

IFI-17

EST AAODT75317
EST T71983
HUMHCAMAPS
OAS1

QAS1

IFI-6-16

MRF-1

IFl-56

PRKCZ

STATH

STATH

STAT1 Staining
OSsS OWOLWSPP S WO Paitern



Le microarray comme outil diagnostique

a Sporadic breast tumours
patients <55 years

Tumicurs

tumeour size <5 cm @
hymiph node negative (LNO) Eu_-é
e % L
Prognosis reporter genes o8
Distant metastases Mo distant matastasas T A a
<5 years =5 years T -§ _E
38 32
1 é
. - 0 1
e BE B e B & i PR B BB g 2 i
aﬁﬁﬁ"’g - 85 - E % g ﬂ%j E 93 Eﬁa g o4
giﬁ% g E”—Eﬁuami‘ﬁgﬁufsd-ﬂsﬂgg Gzl il Zsfoieg g ;E‘-Eiaﬁﬂ’gi Egﬁiggﬁ
28558: EE:EH:E%ESEQEEE%EEEESE%ﬁﬂazggﬁns&ééa&EEE%E%@EEE&EEJEEEE% 52
-1 ] 1] 1

Van't Veer et al. (2002) Nature 415:530-535



Analyse de correspondance
(Phylip, http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html)

NahG

cir 1 1NahG

BTH 43 hre

Pet avr, I

F. parsefiiica
Ineompatible
P. parasifica
Campatible

eiml NahiG

il
e NI

nim1 Pst avr, 2¢ Qverexpression BTH 4 hrs
Pst avr, 1°
4055
A
CHIMP. 3 e i e 2 CHIMP. 1
ORANG MP, 3
3.8
ORANG.
HUMAN 1 17
HURAN 3
BRAIN HURAN 1 LIVER
HULLAN 2
HUMAN 2 HURIAN 3

PR 2

B
SPR.Z SPR
PR3
CAR
21

MUS. ¢ 9
Mug.z MUS3

BRAIN

Figure 1. Distance trees representing the relative extent of expression changes in brain and liver among (A) three primate and (B) three
mousc species: MUS., M. musculus; SPR., M. spretus; and CAR, M. caroli (6). Numbers refer to the ratio between the changes
common to humans and chimpanzees, and M. musculus and M. spretus, respectively.

Enard et al. (2002) Science 296:340-343



Self organizing maps (SOM)

(www-genome.wi.mit.edu/GeneCluster/GenCluster.html)

AG. 1. Prisciple of SO0k [nith] geotretry of nedex in 3 = 2
rectangalar grid E:...c'mi::ll.'ll by aokd lines -:r\:l-:1rl':lin-! the e
Hypeothatical thjeciofizs of nodes = thay migtate b= it data dorisg
mccexaive ikefatiome of SO0 alecfibhin afe dhown Daia .pu'nh: afa
ropfesmniad by bleck dote, xix acden of 800 by bige cirches, and
Ifajmctarion by afforeee




Analyse de promoteurs

Cluster 2
Cluster 2 contains 13 genes,
2
Accession Mumber Gene Mame

AF057044 ACX1

M92353 ASAT

- L22585 ASE

3 726519 Ch1
e 078598 CYPE3B1

= D14007 FAD7

T 226426 GSTI

o D44465 GSTS

g 13577 JR3

’Za 10817 OPR1
159508 PRODH

15993 TS54
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Analyse de promoteurs: un exemple

Harmer et al. (2000) Science 290:2110-2113
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Figure 5. A conserved "cvening element” essential for circadian rhythmicity. (A) A cluster of 31 clock-controlled genes containing an
AAAATATCT promoter evening element. Promoters of clock-controlled genes were scanned for overrepresented elements using
AlignACE and ScanACE (37). The evening clement was not overrepresented in any other circadian phase cluster. (B) Sequences of
sites | and 2 are indicated in blue. (C) Mutation of the conserved AAAATATCT, but not a closely related motif, greatly reduced the
ability of a promoter to confer circadian rhythmicity on a luciferasc reporter gene in plants. Fusions to the firefly luciferase gene consisted
of 450 bp (WT450), 130 bp (WT130, mutl30 I, mutl30 2, mutl30 1.2), and 85 bp (WT85) of the CCR2 promoter upstream of the
putative transcriptional start site. Site | was replaced by gageagetge in constructs mutl30 1 and mut130 1,2: site 2 was replaced by
gagcagetge in constructs mutl30 2 and mutl30 1,2, Constructs were introduced in Arabidopsis plants via Agrobacterivm-mediated
gene transfer (39). Luciferase assayvs were conducted and analyzed as described (5). Twelve T2 lines were examined for each construct.
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Annotation expérimentale du genome
(tiling arrays)
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Genome-wide analysis of DNA copy-number
changes using cDNA microarrays
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Analyse de changements d'expression au cours de |'évolution

Parent vs Evolved strains
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Discussion

L'identité des mutations n'est pas
connue et ne peut étre mesurée:

on mesure le résultat et pas la cause

Ferea et al. (1999) PNAS 96:9721-9726
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