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Introduction :

La bio-informatique est une discipline relativementrécente, le terme ayant été crée dans
les années 80. Cette notion englobe I'ensemble dgwplications de l'informatique aux
sciences de la vie, domaine trés vaste qui recouwris les axes de recherche, allant des
applications en robotique aux techniques les plusvancées en intelligence artificielle.
Pour la plupart des membres de la communauté scidfigue, cette notion semble dans la
pratique s’adapter plus particulierement aux outils informatiques qui permettent de
stocker, d’analyser et de visualiser les informatios contenues dans les séquences des
géenes et des protéines des étres vivants. L'histeirde la bio-informatique est donc
étroitement liee a celle de la biologie moléculairel'étude des molécules du vivant.
(Gérard Ramstein., 2012).

Le projet de fin d’étude que nous avons développéads ce mémoire s’inscrit dans le
cadre de la lutte contre la tuberculose, maladieontagieuse, infectieuse, endémo-
épidémique, a transmission essentiellement interhumme due au complexe
Mycobacterium tuberculosis (MT) incluant Mycobacterium tuberculosis hominis,
également appelé BK pour « Bacille de Koch », c’esin probléeme mondial majeur de

santé publique qui nécessite des mesures immédiagesur limiter son incidence.

Depuis la découverte et l'utilisation des antibiotjues, I'antibiothérapie a permis le
traitement d'un grand nombre d’infections bactériemes, voire parasitaires et
d’améliorer I'espérance de vie humaine. Néanmoindutilisation des antibiotiques a

conduit inexorablement au développement progressie résistances bactériennes.

L’évolution de la multi- voire l'ultra- résistance aux antibiotiques nécessite la recherche
de nouvelle cible thérapeutique permettant ainsi decontrecarrer le phénoméne de
résistance aux antibiotiquesEn 2011, I'Organisation Mondiale de Santé (OMS) astimé
gu'’il y avait globalement 310.000 cas de tuberculesnulti-résistante (TB-MR) parmi les
patients chez qui une tuberculose pulmonaire a étgotifiee (WHO, 2012). Des cas de
tuberculose ultra-résistance (TB-UR) ont été notifs par 84 pays en 2011. Au Maroc, le
nombre de cas détectés en 2011 s’élevait a 27 008caune incidence de 82 nouveaux cas

12
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pour 100 000 habitants en comparaison avec 27 1438 2010 dont I'incidence a été estimé
a 82.7 nouveaux cas pour 100 000 habitants (S.5.,12010).

Toujours selon 'OMS (2013), le taux d'incidence déa tuberculose au niveau des pays
varie sensiblement, avec pres de 1 000 ou plus desgar 100 000 personnes en Afrique
du Sud et moins de 10 pour 100 000 habitants dareslrégions des Amériques, plusieurs
pays d'Europe occidentale, le Japon, et I'AustralieEn 2012, et selon le rapport global de
la tuberculose de 'OMS (2013), il a été estimé qu&6 millions de personnes développent
la tuberculose et 1,3 millions sont mortes de la nedie. Sur 52145 déces enregistrés au
Maroc en 2009, 1.2 sont survenus a cause de la tuhdose dont 0.8 sont du sexe féminin
et 1.5 du sexe masculin (S.E.I.S, 2010). Le taux deortalité de la tuberculose a été
réduit de 45% depuis 1990 (OMS).

La situation alarmante de cette pathologie et I'éntgence des souches multi- et ultra-
résistantes montre l'intérét de mettre en évidencale nouvelle cible thérapeutique

permettant de vaincre la tuberculose représentantmprobleme sérieux de santé public.

C’est dans ce cadre que s'inscrit le présent traviidont I'objectif est d’étudier une
séquence mycobacterienne qui code pour un transpe@ir membranaire de type MFS
(Major Facilitator Superfamily). L'utilisation de ¢ e dernier comme une nouvelle cible

thérapeutique sera discutée.
Cette étude a pour but :

» De déterminer la localisation des genes au niveae ¢a séquence étudiée.

« Didentifier la fonction de chaque gene.

* De chercher la présence de promoteur.

« Dranalyser la présence du géene étudié chez plusisunrganismes.

» De réaliser une analyse phylogénétique permettant@udier la spécificité de la
protéine MFS des mycobactéries.

» De discuter la possibilité d'utiliser la protéine MFS comme une nouvelle cible

thérapeutique.

13
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A. ldentification de la séquence :

L’étude de notre séquence est réalisée a l'aide gusieurs outils bioinformatique, a
savoir : BLAST, ORF Finder, GeneMark. Cette analyse va permigre la détection du
géene et la prédiction de la fonction du géne.

. BLAST :
L’alignement de séquences constitue souvent le prénlien entre 'ADN ou la protéine
nouvellement séquencée et les séquences déja clesstans la base de données. Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) est I'un des chix les plus populaires pour la
recherche et l'alignement de séquences. Le BLASTcompare une séquence de
nucléotides ou de protéines comme entrée contre @ibase de données de séquences de
nucléotides ou des séquences de protéines, (Grzegbt. Boratyn et al., 2013), et calcule
la signification statistique des résultats. BLAST peut étre utilisé pour déduire les
relations fonctionnelles et évolutives entre les géences ainsi que pour aider a identifier
les membres de familles de génes [http://BLAST .nchlm.nih.gov/BLAST .cgi#].
L’analyse de notre séquence par le BLAST a pour lude comparer des séquences
requétes (de types nucléiques ou protéiques) a dauences présentes dans les bases de
données afin de trouver des similarités entre cegguences. (Thomas Le Calveet al.,
2009).

7. Alignement des séguences :

L’alignement permet de mesurer la similarité entredeux séquences génomiques. En
général, on associe un score a cette similarité, seore représentant la somme des colts
d'opérations élémentaires pour passer d'une séquemca l'autre (Van-Hoa Nguyen,
2009). Ainsi, a chaque position dans l'alignementocrespond une des trois situations
suivantes :
* Un appariement ou match quand le méme caractére appait dans les deux
séquences ; une valeur positive est associée ;
* Une substitution (ou mis-match) lorsqu'il y a deuxcaracteres différents ; une
valeur négative est associée ;
* Un gap (Indel), c'est a dire une insertion d'un caactere dans seulement une
séquence ou symétriguement une délétion dans unesddeux séquences ; une

valeur négative est assignée.

14
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8. Catéqgories d’alignements :

L'alignement de séquences peut se diviser en deuatégories : l'alignement global et
I'alignement local. Le premier est utilisé pour catuler la similarité totale entre deux
séquences. Les séquences sont alignées sur touter lngueur. L'algorithme qui
effectue cet alignement est appelé algorithme de éleman-Wunsch et a été introduit
en 1970. Le second détecte simplement les régioosdles de fortes similarités entre deux
séquences. Cet algorithme a été proposé par Smithatérman en 1981.

En fonction des problématiques étudiées, on choisirle type d'alignement le mieux
adapté. Par exemple, pour des études phylogénétiqugui consistent a déterminer des
distances entre séquences de méme nature, les adigrents globaux seront considérés.
Par contre, pour rechercher des zones fonctionneBeidentiques entre protéines, les
alignements locaux seront mieux appropriés (Van-Hodlguyen, 2009).

9. Le Systeme de Score:

Un systeme de score est le colt a attribuer aux apéons élémentaires (identité,
substitution, délétion et insertion) de comparaisos de séquences (Nadira Benlahrache,
2007).

10.Les Matrices de Substitution :

Le choix d'une matrice de substitution gouverne lsysteme des scores et par conséquent
influe sur les résultats obtenus. Il existe deux pes de matrices de substitution qui sont
utilisées et ceci selon la nature des séquencescléiques ou protéiques (Nadira
Benlahrache, 2007).

c) Matrices de Scores pour 'ADN

iil. La matrice ldentité :

Cette matrice consiste en I'attribution d’'un scorel en cas d’identité sinon un zéro (voir
tableau 1).

15
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AlclGc|T
Al1/0 0 0
clof1|o o
Gl olo |10
Tl olo|o |}

Tableau 1 : Matrice unitaire

V. La matrice de Transition/Transversion

Dans cette matrice on prend en considération I'effades actions des transitions (A a G, G
aA CaT,etTaC) ettransversion (les autrgsassages entre nucléotides), voir tableau
2.

Identité=3, Transition= 1, Transversion = 0.

A

!

W o = o -

S @ ol e
o = D A
= o W el oM
[ 2 T e R

Tableau 2 : Matrice transition/transversion

d) Matrices de score BLOSUM 62:
Ces matrices BLOSUM (Blocks Substitutions Matiges) (Henikoff et Henikoff,

1992) sont construites par analyse de séquences lotéines, par exemple la matrice
BLOSUM 62 est obtenue a partir de séquenceprésentant au minimum 62 %
d’identité (similitude) entre elles (Nadira Benlaliache, 2007). La matrice BLOSUM 62

est représentée sur la figure 1 :
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BLOSUM 62

A R NDCOQEGHTITLI KMT FZPZSTWYUV
A 4-1-2-2 0-1-1 0-2-1-1-1-1-2-11 0-3-2 0
R-1 5 0-2-3 1 0-20-3-2 2-1-3-2-1-1-3-2-3
N-2 06 1-3 000 1-3-3 0-2-3-2 1 0-4-2-3
p-2-216-3 0 2-1-1-3-4-1-3-3-1 0-1-4-3-3
co0-3-3-3 9-34-3-3-1-1-3-1-2-3-1-1-2-2-1
Q-1 1 0 0-3 5 2-2 0-3-210-3-1 0-1-2-1-2
E-1 00 2-4 2 6§-2 0-3-3 1-2-3-1 0-1-3-2-2
G 0-2 0-1-3-2-2 6-2-4-4-2-3-3-2 0-2-2-3-3
i-2 ¢ 1-1-3 0 0-2 8-3-3-1-2-1-2-1-2-2 2-3
I-1-3-3-3-1-3-34-3 4 2-3 1 0-3-2-1-3-1 3
r-1-2-3-4-1-2-34-3 2 4-2 2 0-3-2-1-2-1 1
K-1+ 2 0-1-3 1 1-2-1-3-2 58-1-3-1 0-1-3-2-2
M-1-1-2-3-1 0-2-3-212-15 0-2-1-1-1-11
F-2-3-3-3-2-3-3-3-1 0 0-3 0 6-4-2-21 3-1
Pp-1-2-2-1-3-1-1-2-2-3-3-1-2-4 7-1-1-4-3-2
s 1-110-1000-1-2-20-1-2-1 4 1-3-2-2
T -1 01-1-1-1-2-2-1-1-1-1-2-115-2-2 0
W-3-3-4-4-2-2-3-2-2-3-2-3-1 1-4-3-211 2-3
y-2-2-2-3-2-1-2-3 2-1-1-2-1 3-3-2-22T7H+-1
vo-3-3-3-1-2-2-3-3 3 1-2 1-1-2-2 0-3-1 4

Figure 1 : La matrice BLOSUM 62 (Can Keg¢smir, 2013)

Pour établir la matrice de score BLOSUM 62, les éfges suivantes doivent étre mise en

ceuvre :
» Alignements des proteines qui présentent 62% de silitude.
* Etude des blocs facilement allignable, c'est-a-dirautement conservés d’une

proteine a l'autre.
+ Calcul de score : §- Log -{(qi,j)/(ei, )} on note que
qij - La fréquence observée pour que I'acide aminé (goit aligné a I'acide aminé (j).
e, : la probabilité attendue pour que I'acide aminé (j soit aligné a I'acide aminé (j).

L’alignement suivant illustre un exemple de calcutle score :

—L— : : p - : :
L Dix acides aminés sont alignés, le calcul de scae fait comme suit :

- é‘_ 1. Calcul des probabilités observées :1¢q, Q.s.

B L: 2. Calcul de probabilités d’avoir I'acide aminé L, etcelle pour avoir
L I'acide aminé S.

N 3. Calcul des probabilités attendues : g, , €.

L —

L —

— L —

17
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1. Calcul des probabilités observées :1q, Q.s.

gu. = [LL/(Nombre total de paires)]| = % =0.8
Ous=[LS/(Nombre total de paires)] = % =0.2

2. Calcul de probabilités d’avoir I'acide aminé L, etcelle pour avoir I'acide aminé
S.

Nombredel (2x36)+9_

Nobre total ~ 2x45

NombredeS __ 9 _ 0.1
Nobre total ~— 2x45

0.9

P(L)=

P(S)=

3. Calcul des probabilités attendues € | , € s.

a.- P(L) X P(L)= 0.9x0.9= 0.81
a.s-2X P(L) X P(S)= 20.9x0.1= 0.18

Donc les scores | et Sssont :

S.= Log2{qLL/eLL}=10g,{(0.8)/(0.81)}=-0.0179.
Sis=Log.{qLS/eLS}=Log.{(0.2)/(0.18)}=0.152

11. Algorithme du BLAST :

Le programme BLAST est apparu en 1990, il est basgur un algorithme heuristique et
permet de trouver des séquences similaires a unegsénce requéte dans une banque de
données. La premiére version de BLAST ne prend pasn compte les insertions ou
délétions. Une version améliorée avec gap, NCBI-BLSN, est élaborée en 1997. La
rapidité et la sensibilité de BLAST en font l'un ds outils d'alignement de séquences les
plus utilisés (Van-Hoa Nguyen, 2009). L'algorithmeale BLAST se décompose en trois
étapes :

Ftape 1 : Extraction de tous les mots d’une taille fixe (W)contenus dans la séquence

envoyée. Pour 'ADN, W=11 et pour les protéines, W3=(voir figure 2).
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Séquence envoyée

LAALLNKCKTPQGRLVNQW

Mot

réel | PQG

Liste des mots
voisins oun similaires

PEG
PRG
PKG
PNG
PDG
PHG
PMG
PSG

Mots 3 exclure

PQN
PQA

Score

18
15
14
14
13
13
13
13
13

Score seml =13

12
12

Figure 2 : Extraction des mots voisins a partir dda séquence requéte

Les mots voisins n’existent pas sur la séquence péaue, le programme BLAST crée

une liste de mots similaires. Le choix du score séa pour but de garder les alignements

qui présentent le score maximal.

Ftape 2 : Recherche exacte de ces mots de taille W dans chagséquence de la base de

données. Cette étape consiste a cartographier lesgsiences de la liste des mots voisins

par rapport a la base de données, on parle de laakerche et de la localisation des Hits
(voir figure 3).

Base de données

Liste des mots volsins

Mot 1:
Mot 2:
Mot 3 :
Mot 4 :
Mot 5 :

PQG
PEG
PRG
PKG
PNG

- 21C.

Séquences de la
base de données

Figure 3 : Détection des Hits sur la base de donnge
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Hit 1 et Hit 2 représentent les mots voisins qui drété localisés sur la base de données
protéiques.
Etape 3 :En utilisant la matrice BLOSUM 62, BLAST étend larecherche de similarité

aux deux extrémités des mots trouvés c'est-a-dired « Hits » (voir figure 4).

LP PQG LL | Séquence cible |
MP PEG LL | Séquence de la banque |
716 Score BLOSUM 62= 15
— -

27 726 44

Extension i droite et 4 gauche. Score = 9+15+8=132

Figure 4 : Extension de la recherche de similarité

Au niveau de la troisieme étape, un second scoreudledoit étre définis et ceci pour

mettre fin a I'extension. Celle-ci s’arréte lorsquele score de l'alignement devient plus

faible que celui du score seuil.

Le segment ainsi détecté s’appelle segment similaiou HSP (High Scoring Pair). En

utilisant les « hits » détectés précédemment, BLAST détermine les differents HSP

possibles. Une analyse statistique permet en sud&dentifier le HSP le plus significatif.
12. Statistigue du BLAST :

La mise en place de démarche statistique va permedtde déterminer le HSP le plus
significatif (voir figure 5 et 6) qui répond aux ciitéres suivants :
« La probabilité du HSP doit tendre vers 0.
« La valeur E du HSP doit s’approcher de la valeur nille. On définit I'espérance
mathématique E comme étant le nombre d’alignementebtenus par hasard, la
probabilité P est dite probabilité correspondante d’espérance mathématique. on

note :

P=1-6%; E(B) = Kxnxmxge™®

Avec : B : score ; n : longueur des séquences de la basedimnées ; m : longueur
de la séquence requéte ; K, : constantes.

* Le score du HSP doit étre maximum.
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Courbe représentative de E= f(f3)
300000

250000 ‘\
200000 \
150000

100000 \ —E=f(B)

50000 \

N—

Espérance mathématique E

0
Score :p

Figure 5 : L'espérance mathématigue en fonction dgcore de I'alignement

Courbe représentative de P=f§)

1,2
o 1 \
N
= 08
3 \
0,6
‘§ \ ——P=f(B)
o 04
po N\
- 012 \

Le scorep

Figure 6: La probabilité en fonction du score de Alignement

Ces figures montrent qu’un alignement significatif posséde un score important, une
valeur E et une probabilité P qui tendent vers 0.

V. Utilisation du programme ORF Finder :

L'outil ORF Finder (Open Reading Frame Finder) permet de trouver tous les cadres
ouverts de lecture d’'une séquence requéte en se aassur les sites d’initiation et de
terminaison (Thomas Le Calvez, 2009).

VI. Utilisation du programme GeneMark :

Les programmes de la famille GeneMark sont des détteurs de genes. GeneMark qui a
été utilisé dans cette analyse est un programme gsiappuie sur le modele de Markov
caché pour déterminer la séquence des ORF potensel
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Les modeles de Markov cachés (Hidden Markov Modeluwo HMM) sont des modeles
décrivant un processus probabiliste markovien (Nidas TERRAPON, 2009). Les HMM

sont utilisés depuis les années 70 en reconnaissarte la parole et en traitement du

langage (Baumet al., 1970; Baker, 1975; Rabiner, 1989), et se sont img&s comme une
méthode de modélisation des séquences de référeriaes la fin des années 80, les HMM
ont été utilisés pour I'étude de séquences d’ADN aint été basés sur les automates
(Churchill, 1989).
Le modéle de Markov d'ordre 2 a été utilisé pour kdentification des genes. Dans ce
modele la position d'un nucléotide donné dépend dgsositions des deux nucléotides
précédents existants sur le méme fragment d’ADN (wofigure 7, page : 11). Le modele
de Markov d’ordre 2 est décrit comme sulit :
Considérons la séquence nucléotidique suivante :

FragmentF:---[ A C G T A GCT AATACGTATC]---
On note que : codi : Cadre de lecture (+1, +2, +31, -2, -3, NC) ; NC : Non codant.
On peut avoir 7 états possibles (F et codi) :
Fetcodl; Fetcod2;F etcod3; F etcod-1;dt cod-2 ; F et cod-3
F et cod O : c'est-a-dire fragment non codant.
La probabilité P(F) :
P(F) =3 P(F et codi) =5 P(codi) x P (F\codi).
P(F) = [P(codl) x P (F\codl1)] + [P(cod2) x P (F\c@j + [P(cod3) x P (F\cod3)] + [P(cod-
1) x P (F\cod-1)] + [P(cod-2) x P (F\cod-2)] + [P¢d-3) x P (F\cod-3)] +[ P(codNC) x P
(F\codNCQC)].
Pour déterminer le cadre de lecture, il faut calcudr P(codi\F) :
P(F et codi) = P(F) x P(codi\F) = P(codi) x P (Fadli).
P(codi\F) = [P(codi) x P (F\codi) / P(F)]
P(codi\F) = [P(codi) x P (F\codi) b P(codi) x P (F\codi)].
On doit calculer séparément :
P(cod1\F) ; P(cod2\F) ; P(cod3\F) ; P(cod-1\F) ; (Pod-2\F) ; P(cod-3\F) ; P(cod NC \F).
Le cadre de lecture qui doit étre choisis est celgjui présente la probabilité la plus
importante.
P(cod 1) = 1/7.
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--- A C G TAGCTAATACGTATC ---
1 l |
3 L
) 3

Figure 7 : Exemple de fenétre ouverte

Pour calculer P(cod1\F), on réalise les étapes saives :

P (F\codl) = P(AC)xP(G\AC)xP(T\GC) x P(A\GT) x P(GKA) x P(C\AG) )xP(T\GC) x
P(A\CT) x P(A\TA) x P(T\AA) x P(A\TA) x P(T\AA) x P(A\AT) x P(C\TA) x P(G\AC) x
P (T\CG) x P(A\GT) x P(C\TA).

P(AC)= [nombre de doublet AC/ nombre total de doulBt appartenant a la fenétre
ouverte].

P(G\AC) est la probabilité pour avoir ACG = [nombre de triplet ACG/ nombre total de
triplet appartenant a la méme fenétre].

Pour calculer P (cod NC\ F), il faut utiliser le nodele de Markov caché d’ordre 0.

V. Recherche de promoteur :

La recherche des promoteurs et des séquences corgsenpeut étre réalisée en utilisant le
modele de Markov Caché (HMM : Hidden Markov Model).

Un HMM se définit comme une structure composée d'unensemble d’états, de
transitions et de distributions de probabilités surles transitions. De plus, on associe a
chaque état générateur une distribution de probabité sur les symboles d’'un alphabet
fini (appelées probabilités de génération).

Le modéle HMM suivant présente 8 blocs constituantsin automate fini, I'exemple
suivant expliqgue les différentes étapes permettanta localisation d’'une séquence

consensus (voir figure 8) :

cC-C-T - - T-C-G-T
C-C-T - - T-T-G-T
T-G-C - - T-T-G-A
G-G-G-A-A-T-T-G-A
A-C-C - - T-A - -
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Figure 8 : alignement de cing séquences

Apres avoir calculé les probabilités d’émission etle transition, le modele HMM génére

I'automate suivant (voir figure 9) :

Al
0.5
1/5 0.5

| ] 1 1 4/5 1 1 1 1
|dé|:}ut—"': — - - - - e = fin

c 28 g3/h ro2s, Tl T+ 3f8 L |

T oifs g 25 C:2/5 C:1/5 A-1/2

6 :1/5 G:1/5 A:'1/8

A1/%

Figure 9 : Phase d’entrainement du HMM

En wvoici un exemple de calcul de la probabilité coespondante a la
séquence nucléotidique suivante :

CCTAATTGA
On note que :
PCCTAATTG A)=1x[P(C) x 1] x [PC) x 1] x [P(T) x (1/5)] x [P(A) x0.5] x
[P(A) x0.5] x [P(T) x1] x [P(T) x1] x [P(G) x1]x [RA) x1].
P(CCTAATT G A)=1x[(2/5) x1] x [(B) x1] x [(2/5) x (1/5)] x [(1) x0.5] x [(1)
x0.5] x [1x1] x [(3/5) x1] x [1x1] x [(1/2) x1].
PCCTAATTGA=144x%x18

La séquence consensus est celle qui posséde la pholité la plus importante.

B. Etude phylogénétique :

4) Phylogénie : Définition :

La phylogénie représente un support permettant dereprésenter I'aspect temporel de
I'évolution et les regroupements d’espéces qui enédoulent (Vincent Ranwez, 2002).

Ainsi toutes les espéces ont des liens de paés et cette relation s'appelle une
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phylogénie. Le rble de phylogénie est de constraiun arbre a partir des observations

sur les organismes existants (Nadira Benlahrache0@7).

5) Phylogénie moléculaire :

La phylogénie moléculaire a pour but de reconstruie les relations de parenté entre des
séquences de nucléotides ou d’acides aminés (PlpkpLopezet al, 2002). L’élément de
base de toute classification ou phylogénie est laractere. Plus le nombre de caractéres
comparés est important, plus I'analyse phylogénétige est fiable (sous les conditions du
modele phylogénétique). De ce point de vue, les séqces nucléiques et protéiques
offrent un potentiel d'analyse incomparable, tant @r le nombre de caracteres que par le
nombre séquences homologues disponibles (Cédric LE¥RE, 2004). Depuis quelques
décennies, la multiplication des données moléculas ainsi que l'avenement de
I'informatique ont permis le développement de la pllogénie moléculaire au travers des
statistigues et de la modélisation. C'est la combaison de [lhistoire évolutive
caractérisée par I'ordre des branchements des ligeé (la phylogénie ou pattern) et des
caractéristiques quantitatives et qualitatives du pcessus de I'évolution dans ces lignées
qui conduit a I'état des caractéres observés. Refeisde prendre en compte les processus
d’évolution lorsqu’on recherche la phylogénie est @nalisant. La modélisation est alors

toute légitime et nécessaire, (Galtier, 1997).

6) Reconstruction phylogénétique :

La reconstruction phylogénétique est née dans un otexte évolutif avec les grands
biologistes de I'évolution comme Lamarck et Haeckelpour lesquels la phylogénie
représentait 'enchainement des espéces au cours timps, et venait supplanter le terme
de généalogie. La phylogénie est une classificatiparticuliere qui a pour but d’établir
les liens de parenté qui décrivent I'histoire évoliive entre les différentes classes, unités
évolutives ou taxons. Le support de cette histoirévolutive est I'arbre phylogénétique
qui a bénéficié du formalisme hérité des mathématiges et de I'informatique (voir figure
10).
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A

A : B Temps ——»

zi
. B
Tesips Racine ———» c
Noeud /
C D D
Feun i.l.[lE*"')'r

Figure 10 : (1.) arbre non raciné, (2.) arbre racige a partir de I'arbre (1.) ou I'on

positionne I'origine du temps

Un arbre non raciné est un graphe connexe acycligue’est a dire un ensemble de
sommets (ou nceuds) dont certains sont reliés parglarétes (ou branches) tel qu’il existe
un chemin et un seul entre deux sommets quelconqudses sommets terminaux (ou
feuilles) ne sont reliés aux nceuds internes que pane seule branche. Un arbre est dit
totalement résolu lorsque chaque nceud est le poidé rencontre de 3 branches. L'arbre
raciné possede une contrainte supplémentaire quiait de 'orientation par rapport au

temps qui s’écoule depuis la racine jusqu’aux felles.

b. Méthode de maximum de vraisemblance (ML) :

Cette méthode probabiliste permet de rechercher ldre optimal et ceci en attribuant
une probabilité a chaque changement au niveau deséqiences. On définit la
vraisemblance comme étant la probabilité d’observedes donnés D sachant que I'on
considére I'hypothése H, on a :

L =P (D\H)

La réalisation de cette méthode consiste a rechermehla vraisemblance des donnés D en
considérant différentes hypotheses H d’'un modéle M.es données D représentent des
séquences comparées et I'hnypothese H désigne I'agbphylogénétique. Les hypotheses
rendant cette vraisemblance maximale seront retengepar la suite. L’'objectif est de
trouver l'arbre dont la vraisemblance est maximale.Pour ce faire, deux hypothéses

majeures doivent étre envisagées :
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* Les changements affectant la méme séquence sontépéndants.

* Les changements, affectant I'ensemble des séquenéagdiées, sont indépendants.
L’exemple représenté sur la figure suivante explige un jeu de données constituées de

quatre séquences :

1 J
a) A T C G A C
b) T T C A G T
c) T T C A T C
d) C G C G C A

Figure 11 : Exemple d’'un jeu de données composé daatre séguences nucléotidiques

A partir du jeu de données ci-dessus, plusieurs arbes peuvent étre créés. Afin d’estimer
la probabilité pour que l'arbre suivant présente lavraisemblance maximale, plusieurs
possibilités peuvent étre mises en évidence (Voigtire 12 (i)).

La vraisemblance de l'arbre indiqué sur la figure R (ii) est généralement indépendante
de la position de la racine, cela signifie que cepossible d’enraciner cet arbre de

maniere arbitraire (voir figure 12, page 16).

(d)

(b) ()
GC?

(a)
\ AT
@ (ii)

/ (i)
(c)
Figure 12 : (i) : Arbre pour laguelle on veut calcler la vraisemblance ; (ii) : Exemple

d’enracinement de l'arbre
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La vraisemblance de cet arbre est égale a la sommies logs de vraisemblance de chaque
site constituant I'arbre en question, ceci impliquegue la vraisemblance doit étre calculée
pour chaque site :

InL=1InL1+ InL2+InL3+--+InLN=YInLj
On note que :InL = log de la vraisemblance de l'arbre.
Et InLj = log de lavraisemblance d'un site j tel que j=1aN.

L’'exemple de la vraisemblance au site « j » est doaé sur la figure suivante :

C T C A
ATGC?
ATGC?

Figure 13 : la vraisemblance obtenue pour le site j«»

On déduit alors que la vraisemblance du site « j est égale a la somme des probabilités
de toutes les possibilités de reconstruction de & ancestral sous le modele choisis. Le
modele de calcul de vraisemblance sera répété poliensemble des arbres possibles,

I'arbre qui présente la vraisemblance la plus impotante sera retenu.

C. Les mycobactéries :

6. Classification des mycobactéries :

Toutes les mycobactéries Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium africanum,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium microti, M. ca® et M. pinnipedii, Mycobacterium
canetti ), capables de causer la tuberculose, sont regrowg®e sous la dénomination
« mycobactéries du complexeMycobacterium tuberculosis>. L’homologie entre leurs
ADN est trés élevée (>99,9%) (Garnieet al., 2003, Smithet al.,2009).

Les autres mycobactéries sont appelées mycobactériatypiques ou non-tuberculeuses.
Ces mycobactéries sont omniprésentes dans I'envinmament. Dans certaines
circonstances (immunodépression, lésion, maladie gexistante,...etc.), certaines d’entre
elles peuvent devenir pathogénes pour 'hnomme. Onage dans ce cas d'infection

opportuniste appelée aussi mycobactériose. Notormar exemple :
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* Mycobacterium avium-intracellulare agent responsable de maladies respiratoires.

* Mycobacterium ulcerans: agent responsable de [l'ulcere de Buruli (nécrose
chroniques de la peau et des tissus mous).

* Mycobacterium marinum: agent responsable d’infections cutanées torpidémaladie
des aquariums).

» Mycobacterium abscessusagent responsable d’infections cutanées et pulmaires
(Jonssonet al.,2007).

Les mycobactéries appartiennent au genréVlycobacterium de la famille des

Mycobacteriaceagde I'ordre des Actinomyceétales et de la classeslActinobactéries

(Shinnick & Good, 1994). En voici une figure représntative de la taxonomie des

mycobactéries (voir figure 14, page : 18).

Domaine

Bacteria
Classe Actinobacteria
Ordre Actinomycetales
’ [ :
Famille | Mycobacteriaceae
Genre ‘ Mycobacterium
Espéce ‘M\‘
Complexe M. ruberculosis Mycobactéries atypiques Mycobactéries non cultivables
1 | |
(mycobactéries tuberculeuses) (mycobactéries M. fép'rﬁe
- non tuberculeuses - : f
M. ruberculosis, M. afvicanum ) M. e’e;;u e
M. bavis, M. microii M. avivm-intracellulare
M. caprae, M. P”_WPM” M, marinum, M, kansasii
M. canetti M. xenopi, .....

Figure 14 : Taxonomie des mycobactéries

7. La tuberculose :

La tuberculose est une maladie infectieuse provogaépar le bacille tuberculeux

(Mycobacterium tuberculosis qui appartient au genre Mycobacteriumet qui touche le
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plus souvent les poumons. Elle se transmet lors dexpectoration de gouttelettes de

sécrétions bronchiques par des personnes atteintde tuberculose-maladie (OMS). Les
mycobactéries sont des bacilles aérobies stricts auicro aérophiles, immobiles, non
sporulés; elles se caractérisent par une paroi tréparticuliere au sein du monde
bactérien qui leur confere, entre autres, des propétés tinctoriales spécifiques, I'acido-
alcoolo-résistance et une résistance a de nombrewantibiotiques, (Vanina
MEYSSONNIER, 2013). Chez une personne en bonne santinfection a Mycobacterium
tuberculosisest souvent asymptomatique car le systéme immunita «emprisonne» le
bacille. Lorsqu’elle se déclare, la tuberculose poionaire se manifeste par une toux,
parfois productive ou sanglante, des douleurs tho@gues, une asthénie, une perte de
poids et des sueurs nocturnes. Il est possible dmiter la tuberculose par la prise

d’antibiotiques pendant six mois (OMS).

8. La résistance mycobactérienne :

Les membres du complexeluberculosissont naturellement résistants a la plupart des
antibiotiques usuels. En effet, ils ne sont sensédd qu’'a un petit nombre d’antibiotiques
dits « antibiotiques anti-tuberculeux ». De plus, pur ces antibiotiques, M. tuberculosis
peut parfois présenter des résistances acquises (@laau et al., 2003).

La résistance d'une bactérie a un antibiotique entiine la perte d'efficacité de ce
médicament lors du traitement d’une infection cause par cette bactérie. Cette situation
nécessite 'adaptation du traitement.

Chez les mycobactéries, le phénotype « sensible » @ résistant » a un antibiotique
donné est spécifique d'espéce. Les mycobactéries @omplexe Tuberculosis sont
naturellement résistantes aux principales famillesd’antibiotiques comme les B-
lactamines, les macrolides, les cyclines, les suifales et les glycopeptides (Vezirist al.,
2005). Les mycobactéries non-tuberculeuses présemteégalement une reésistance
naturelle a ces antibiotiques usuels. De plus, dlesont naturellement résistantes a la
plupart des antibiotiques efficaces sur M. tuberculosis tels que [Iisoniazide, la
pyrazinamide, I'ethambutol, I'acide p-aminosalicylique (Veziriset al.,2005)...etc.

La faible perméabilité de la paroi mycobactérienneest, en général, mise en cause pour
expliquer le haut niveau de résistance naturelle gemycobactéries (Jarlier & Nikaido,
1994). Ainsi, les acides mycoliques constituent unenveloppe lipidique trés peu
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perméable aux composés hydrophiles et en particutié bon nombre d’antibiotiques. Il

a été estimé que la paroi des mycobactéries est,rpgxemple, 100 a 1000 fois moins
perméable au p-lactamines que la paroi dEscherichia coli(Jarlier et al., 1991).

La structure de la paroi n’est pas la seule respoasle de la haute résistance naturelle de
M. tuberculosis La production d’enzymes modifiant les antibiotiqies a également été
décrite chez M. tuberculosiscomme, par exemple, la p-lactamase responsable de la
résistance naturelle auxp-lactamines (Voladri et al., 1998) ou I'aminoglycoside 2'-N-
acetyltransferase impliquée dans la résistance awaminoglycosides (Ainsaet al.,1997).
Contrairement aux autres bactéries pathogénes quicguiérent en général leur résistance
aux antibiotiqgues par transfert horizontal de plasmdes ou transposons portant des
genes de résistance, I'acquisition de résistanceezh M. tuberculosisprovient, presque
toujours, d’altérations spontanées de génes chromamiques spécifiques sous la forme
de mutations ponctuelles non-synonymes, de délét®mu insertions (Davies, 1998). En
effet, jusqu’a présent, aucun plasmide ou transposode résistance n’'a été décrit chez les
mycobactéries (Veziris et al., 2005). Par conséquent, la résistance n’est pasiisférable
entre les mycobactéries présentes chez un méme pat, mais elle se transmet a toute la
descendance de la bactérie mutée.

Jusqu’a présent, les mutations impliquées dans laésistance de M. tuberculosis aux
antibiotiques ont été mises en évidence :

* Dans les genes codant les protéines cibles de liandtique, diminuant l'affinité
de la cible pour cet antibiotique (Rifampicine, Ettambutol, Fluroquinolone,...)

* Dans un gene codant une enzyme impliquée dans l'a@tion de I'antibiotique,
empéchant son passage de la forme pro-drogue a larhe active (Isoniazide,
Pyrazinamide,...) (Veziriset al., 2005, Somoskowet al., 2001)

« Dans une région génomique régulatrice provoquant Igurexpression de la cible
de l'antibiotique

« Dans une région génomique provoquant la surexpressi de pompes a efflux.

L’implication de ce mécanisme de résistance, surtb@étudié chezM. smegmatisn’a

pas encore été confirmée cheéd. tuberculosis(Takiff et al.,1996, Colangelet al.,2005).

Si l'avénement de [lantibiothérapie a permis ddutter contre un certain nombre de
maladies infectieuses, I'utilisation des antibiotiges s’est accompagnée de I'émergence de
multi- voire ultra- résistance mycobactérienne, poucela, et malgré la disponibilité des
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antituberculeux et du vaccin BCG, la tuberculose, de particulierement au

Mycobacterium tuberculosis demeure l'une des principales causes de mortalitpar

infection dans le monde, cette situation d’'urgencéncite les chercheurs de mettre en
évidence de nouvelles cibles thérapeutiques permett d’inhiber la croissance des
mycobactéries et donc limiter 'apparition de cettemaladie infectieuse mortelle.

9. Les systemes de transport membranaire :

Les systémes de transport membranaires permettent'absorption des nutriments et des
ions essentiels, le relargage des produits finis duétabolisme et de substances nocives
ainsi que la communication entre les cellules et Imilieu extérieur. (Stephanieet al.,
1998).

b. Systeme d’efflux actif :

Si les premieres pompes d'efflux ont été décritesomme des transporteurs drogue-
spécifique conférant a Escherichia coli une résistae vis-a-vis de la tétracycline (Levy &
McMurry, 1978), d'autres transporteurs ont été identifiés, comme étant capables de
prendre en charge des composés de structures tregférentes (Li & Nikaido, 2004 ; Li
& Nikaido, 2009). Ces systemes se révelent étre ghitaires et sont largement
représentés dans le monde bactérien : on les retre@ chez les bactéries non cultivables,
pathogenes ou non pathogénes, de I'environnemenu(ib AIRES., 2011).
D’'un point de vue physiologique, les bactérse utilisent les pompes a efflux comme
mécanismes de défense et de détoxification vis-&vides composés toxiques de
I'environnement (métaux lourds, sels biliaires, solvants organiques, antiseptiques,
...etc.). On considére que les pompes a efflux parpent également a I'élimination des
métabolites endogenes ou a la sécrétion de produitellulaires (toxines, bactériocines,
facteurs de virulence, ...) (Li & Nikaido, 2004 ; Li& Nikaido, 2009).
Les différents transporteurs membranaires ont pu é&e classés en se basant sur des
données fonctionnelles et phylogénétiques (httpwww.tcdb.org/). Les transporteurs
bactériens de type pompe a efflux capables de traporter les métabolites les plus
importants sont regroupés dans deux superfamilleslglio AIRES., 2011) :

 Les transporteurs ABC (ATP-binding-casette) constilent une famille

extrémement vaste de protéines, que l'on retrouve aths tout le regne vivant
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(Hyde SC et al., 1990). Ces transporteurs utilisent I'énergie de I'tadrolyse de
'ATP pour I'import ou I'export unidirectionnel d’'u ne variété considérable de
substrats, des ions aux macromolécules.
 Des transporteurs utilisant le potentiel électrochhique membranaire

[transporteurs de la famille des SMR (Small Multidrug Resistance), MFS (Major
Facilitator Superfamilly), RND (Resistance/Nodulaton/cell Division), MATE
(Multidrug And Toxic compound Extrusion)].

On distingue ainsi les pompes a efflux utilisant le énergie soit par la dissipation d’'un

gradient de protons (SMR, MFS, RND) ou d’ions Na+NIATE), soit par hydrolyse de

I'ATP (ABC), (voir figure 15, page : 22).

Mitiau extracellulaire
Bactéries Gram-

Bacténes Gram+

MATE ABC MFS SMR RND

MATE - Mullidnug And Tomic compound Extrusion
ABC : ATP-Binding Cassotio

SME ; Small Multidrug Reskstance

MFS : Major Facilitator Supsrfamilly

RND : Reststancefodulationicell Division

Figure 15 : Représentation schématique des pompesflux bactériennes

La figure 15 représente les cing familles de pompes efflux bactériennes, n note que :
ME, membrane externe ; EP, espace péri-plasmiqueNIC, membrane cytoplasmique ;
S, substrat.

10.La superfamille des MES :

La superfamille des MFS (acronyme de Major Faciliator Superfamily) contient un
grand nombre de transporteurs membranaires présenta une répartition ubiquiste
chez les bactéries, les archéobactéries et les Ewrdes. Les transporteurs
membranaires de type MFS participent a la résistare mycobactérienne du fait que la

majorité des pompes a efflux des meédicaments retrgges chez les mycobactéries
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appartiennent a la superfamille MFS (Edda De Rossgt al.,2002). Les membres actuels
de la famille MFS ont été classés en 17 famillesstinctes en fonction des métabolites
transportés, on cite par exemple : Les transportews de sucre (Monosaccharides :
hexoses, pentoses et disaccharides) dont la taidet comprise entre 408 et 818 acides
aminés, les transporteurs de nitrate/nitrite (395-87 acides aminés), les transporteurs de
phosphate (518-587 acides aminés) et les transpante de métabolite (425-500 acides

aminés), tels que :citrate, proline, méthylphtalatedicarboxylates.
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MATERIELS ET METHODES
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Matériels et méthodes

C. Séquences utilisées :

2. Séquence déycobacterium aurum:

La séquence étudiée dans ce travail a été clonéarir de M. aurum (voir annexe : 1).
D. Méthodes bioinformatiques utilisées :

Le besoin d’accéder rapidement et facilement a lformation a été toujours une
demande de la part des biologistes et un moteur deléveloppement de la
bioinformatique, ce besoin a permis de mettre a dsition des logiciels qui ont été

utilisés dans ce mémoire pour la réalisation de geojet de fin d’étude :

e BLAST : BLAST N, BLAST P, BLAST X.
* ORF Finder.

* GeneMark.

* Recherche de promoteur.

* Etude phylogénétique.

1. Recherche de similarité :

La recherche de similarité entre une séquence incane et une base de données est I'une
des étapes primordiales a laquelle un biologiste tesonfronté pour I'identification et la
caractérisation d’'une séquence d'intérét. L'un degprogrammes permettant I'étude de
similarité est BLAST. La comparaison des séquencesicléotidiques et protéiques a été
réalisée en utilisant respectivement la matrice utaire et la matrice BLOSUM 62 (Les

différentes étapes de constitution de cette matricgont données dans l'introduction).

1. Les types du BLAST :
Le fonctionnement du BLAST est expliqué dans l'imoduction. Il existe différents types

du programme BLAST, qui sont décrits sur le tableausuivant (voir tableau 3, page :
24) :
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Tableau 3 : Dérivés du BLAST et leurs utilisations

Programme Séquence requéte Type de requéte utilisée| Base de données utilisée
pour la recherche pour la recherche
BLAST N ADN ADN ADN
BLAST P Protéine Protéine Protéine
BLAST X ADN ADN traduit Protéine
b. BLAST N:

L’analyse par le BLAST N (Nucleotidic BLAST) perme de réaliser une recherche sur
une base de données nucléotidique et ceci en utilig une séquence nucléotidique
requéte.[http://BLAST .ncbi.nim.nih.gov/BLAST .cgi?PROGRAM=BLAST
N&PAGE_TYPE=BLAST Search&LINK_LOC=BLAST homel].

Notre séquence est introduite au niveau du BLAST Me trouvant sur le site NCBI
[http://BLAST .ncbi.nim.nih.gov/BLAST .cgi] et ceci dans le but de réaliser une
comparaison avec la banque de données. La séquenqce présente le score maximal, une
faible espérance mathématique et un fort pourcentag d’identité est la séquence qui

présente une forte similitude avec notre séquencémtérét.
c. BLAST P

L’analyse par le BLAST P (Protein BLAST) permet deréaliser une recherche sur une
base de données protéique et ceci en utilisant uséguence protéique requéte.
[http://BLAST .ncbi.nim.nih.gov/BLAST .cgi?PROGRAM= BLAST
pP&PAGE_TYPE=BLAST Search&BLAST _SPEC=&LINK_LOC=BLAS T
tab&LAST_PAGE=BLAST x].

d. BLAST X:

Le programme BLAST X permet de réaliser une rechezhe sur une base de données

protéique et ceci en utilisant une séquence nuclédique requéte. [http://BLAST
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.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST .cgi?PROGRAM=BLAST x&PAGE_T YPE=BLAST
Search&BLAST _SPEC=&LINK_LOC=BLAST tab&LAST_PAGE=BL AST n].

V. Recherche des cadres de lectures ouverts :

L'objectif de cette étude est la mise en évidenceesl cadres de lecture (ORF : Open
Reading Frame) potentiels codant pour une protéindonnée. Pour ce faire, deux outils

différents ont été utilisés, ORF Finder et GeneMark
3. ORF Finder:

L'utilisation de ce programme s’inscrit dans le cade de recherche des cadres de lectures
ouverts. Le logiciel ORF Finder identifie tous lesadres de lecture ouverts en se basant
sur le code génétique.

L’'analyse consiste a insérer la séguence nucléotigie en question au niveau de 'ORF
Finder se trouvant sur le site : [http://www.ncbi.Anm.nih.gov/projects/gorf/gorf.htmil].

L'analyse par ORF Finder fournit plusieurs informations a savoir :

* Le cadre de lecture pour chaque ORF trouveé.

* Lataille de TORF en nombre de nucléotides et acek aminés.

» Le début et la fin de chaque ORF.

» Codons d'initiation et de terminaison correspondanti chague ORF.
4. GeneMark :

A la différence de I'ORF Finder, I'analyse par Gen#lark s’est basée sur le modéle de
Markov Caché (voir introduction) impliquant la stratégie de prédiction des genes. En
introduisant la séquence dans le programme GeneMarkse trouvant sur le site

[http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/gmhmm2_pr&.cqgi].

. Identification du promoteur :

Afin d’identifier la présence de promoteur au niveal de séquence étudiée, nous avons
utilisé : l'interface web

(http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&gr oup=programs&subgroup=gfi
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ndb). Le programme utilisé permet la prédiction des pomoteurs bactériens en utilisant

le modele de Markov caché (voir introduction).

V. Analyse phylogénétique :

Les numéros d’'accession des protéines MFS utiliséssnt indiqués dans I'annexe (voir

annexe : 2), les séguences de ces protéines somn#de@s en annexe (voir annexe : 3).

b. Analyse phylogénétique des séquences :

Les séquences sélectionnées a partir de la bangueadbnnées NCBI ont été utilisées pour
la réalisation de cette analyse phylogénétique eted grace a linterface web

(http://phylogeny. lirmm.fr/phylo_cgi/simple_phylogeny.cgi). Le logciel bioinformatique

utilisé permet de générer des arbres phylogénétigaeen exécutant les étapes suivantes :
« Etape 1: Le programme réalise un alignement multiple des sgiences requétes
introduites (voir annexe : 2 et 3), la figure suivate représente un exemple

d’alignement multiple :

10 20 30 40 50 60

+ + + + + +

Nocar di a_nova_S NMADPI SVRTAPTI DSPQGAPADDL PDPARDSGTAASTVAAARTI AGPTAGRAERTGMHI P
Mycobacteriumc MIRSI-------cnmmmonnmnaonn ARPHRP- PSWAP PTVR- == === === === = W
Mycobacteriumg NMSAAV----------ommnmiaio DQQSTPGASVAAP PVWR- - = - = - == o - - - RL
Mycobacteriumyv MIDTL----------c--ccmuom-nn HRPSGP- VSVAAP PVWR- = === = m == = = - RL
Mycobacteriumf MTSL---------ccmmmmonmnn ERAR- - - - SWAP PTVR- == === m e == - TL
Mycobacteriumm MITSL---------------------- ERPAGP- ASWAP PTVR- === === mm o= W
Mycobacteriums MMITS-----------c-mommmmnnn LQ°NRP- ASWAT TTVR- == -=--cnmmu- W
B #

70 80 90 100 110 120

+ + + + + +

Nocardi a_nova_S AMALALGG G GIT VIMELLP | AADLGVS PAACHAVSA ALGVWVGARPVI AALCA
Mycobacteriumc AVFALALGG O GI'T  VAMGLLP | AASLHVS PTACHVI SA ALGWI GAPLI AALTA
Mycobacteriumg AVLALALGG O GI'T  VAMGELLP | ARS DVS PVACHVI SA ALGYWVGAPLI AAI TA
Mycobacteriumv AWALALGG A GIT  VAMELLP | ATGMEVS PTACGHVI SATALGVWVGARPVI AAVTA
Mycobacteriumf AVLALALGG G GIT  VAMELLP | ATG RIS PTACHVI SA ALGVWVGAPVI AALTA
Mycobacterium m AVFALAMSG G GI'T  VAMGLLP | ASG A T PTACHVI SA ALGYWGARPVI AALTA
Mycobacteriums AVFALALGG O GTA  VAMGLLP | ATG A T PTACHVI SA ALGVYWVGAPVLAAVTA

130 140 150 160 170 180

+ + + + + +

Nocardi a_nova_S RM’RKRLLI ALM A TVG | ASVLAPAFPALVAAR VACLPHGA  GVASLAAASLAPVG
Mycobacteriumc RVNRKTLVLALMIL TLG LASVFAPS GILVAAR VAG PHCGA A AALVAAHLNMG
Mycobacteriumg RMARRTLLLALNMVAV TLG LASMLASS ETLVGAR LAGLPHGAY GVAALVAAHLMSE
Mycobacteriumv RVARRKLLLALNMAL TI G LASMLAPT ETLI AAR LAGLPHGAY GVAALVAAHLMSE
Mycobacteriumf RWRKALLLSLMVAV TVG LASMLAPS PTLVI AR VACLPHCGA A AALAAAHLNMG
Mycobacteriumm RVFPRRILLLGLMIV TLG LASWAPS ETLVAAR VACLPHCGA A AALAAAHLNMG

Mycobacteriums RVPRRVLLLGLVAV TLG VASWAPS PTLWAR VAGLPHGAY GVAALAAAHLMGPA

SHAR GRS B R R R A A A A B R L R R R R R A A Y AR R BB L B R

190 200 210 220 230 240

+ + + + + +

Nocardi a_nova_S QRAKAVAAVMLCLSAANWGVPAAT LG GLG RDAYVWVAVI GLATI FAI ARFV-D- LH
Mycobact eri umc RAKAVAHVLTGLTVATWGVPVASALG HFG RSA GLWAI GLVTLTAlI F VPN LR
Mycobacteriumg HRAKAVAHVLTCLTVATVLGVPVAS LG SLG RAA GLVWAVGVLTLTALAL LPVQLR
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Mycobact eri umv
Mycobact eri um f
Mycobact eri um m
Mycobacterium s

Nocardi a_nova_S
Mycobact eri umc
Mycobact eri um g
Mycobact eri um v
Mycobact eri um f
Mycobact eri um m
Mycobact eri um s

Nocar di a_nova_S
Mycobact eri umc
Mycobacteriumg
Mycobact eri umv
Mycobact eri um f
Mycobact eri um m
Mycobacterium s

Nocardi a_nova_S
Mycobacteriumc
Mycobact eri um g
Mycobact eri um v
Mycobact eri um f
Mycobact eri um m
Mycobact eri um s

Nocar di a_nova_S
Mycobacteriumc
Mycobacteriumg
Mycobact eri um v
Mycobact eri um f
Mycobact eri um m
Mycobacterium s
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RAKAVAHVLTGLTVATVLGVPI AS LG SLG RAA GLWGVGELVTLTAL C LPFQLK
RAKAVAYVLCCELTI ATVLGVPLAS LG ALG RSA GLWGVELI TLAAQ R LPEHLR
RAKAVAHVLSCGLTI ATVLGVPLAS LG ALG RSA GLWAI GLVTLTAL F LPDQLR
RAKAVAHVLSGLTI ATVLGVPMAS LG ALG RSA GLWFVGVLTLAAL F LPEQLR
HHHHHH AT #E

250 260 270 280 290 300
+ + + + + +
GVRVID-RT LTALRRP VLLTLLVCGAVG GEV AV T | TSTLTGVACMSQGLVFI VLA
SVHVTSPLT LGALRRV V LALLVGWG GGAV AV T VATTMI VAGLPRALVFPLALM
LVMRSTSPLT LGALRRP V LALAVGM G GGV AV T | ATTMI VAGVPRALVFPVALM
T
T
T

FMRATSPLT LGALRRP V/ LALLVGM G GQEV. AV | TTTMI VAGMPRGLVFLALM
TMQVSSPLT LGALRRP V/ LAVLVGM G GGV AV | STTMI' VTCLSRSMVPVALM
SVHVTSPLT LSALRRP V/LAVLVGM G GAV. AV | STTMI' VAGLSRSLVFPVALM
TIVHI SSPLT LGALRRP V/LAVLVGM G GGV AV T /I STTMI' VAGLSRGLVPLALM
SHAR GRS B R R R A A A A R B R L B R i R R R A A Y AR R BB L B R
310 320 330 340 350 360

+ + + + + +

L CLAWAG | VGOVLA RGVDRSI FAALVAMWLAG VAAAH PFTAAAGA LVCASG
A CLGWI G LAGCRMA | SWRGL LSI SALGWLAL VLAAN TALVGL LI GAAG
V CLOAWFG LVGERLA RSVWWRAL LSMGALCAMLTL VAASH TALLAL d CLTG
M GLAGWLG LVGERLA GSVWRAL LSLGALCGALAL WASH TALLVL LI GLTG
\
\%
\Y

CLOWAG LI GCRLA SSVWRAL LSLGSLAVLLAA SLGSHSP TALPLL GVGVAG
CLOWNVG LVGCERLA TSVI RAL LSMSALGVLLAV WASH TALLVL d GAAG
CGFGWI G LLGCRLA LSVWRAL VSLAALG LLAV VAASHHP SALLVL G GVAG
SHAR GRS B R R R A A A A R B R L B R i R R R A A Y AR R BB L B R
370 380 390 400 410 420
+ + + + + +
AAI APGL TRLNV VAH A TLAAAL HAAL | A AAGA LGELVI AACLG TAPAWGAG
SAI GPAL TRLV VAH A TLAAAL HSAL | A ATGA | GGWI AAGYG TAPAAAGAL
SAVGPAL TRLV VAH A TLAAAL HSAL | G ATGA VGGELVI AAGYG TAPAGAGAV
SAVGPAL TRLV VAH A TLAAAL HSAL | G ATGA VGGELVI AAGCLG TAPAAAGAV

A

A

A

SAVGPAL TRLM VAH A TLAAAL HSAL | G ATGA/VGGELVI AAGLG'TAPAAAGAL
SAVGPAL TRLMV VAH
SAVGPAL TRLNV VAH

|
TLAAAL HSAL | G ATGA/VGGELVI AAGYG' TAPAAAGAL
TLAAAL HSAL | G ATGA/VGGELVI AAGFG TAPAAAGAV

430 440
+ +
LAVAGWLFTI TTW. AGRAAGPRNVAAVR
LTLAGLAVLTLSVAL RTTRRRAALSAQ
LALAGLWLTVSWL KR-----------
LALACLAVLTVSVLL KRG = --=-=---
LAVGVLVFTVSVAL RRSSTPR: - - - - -
LAVGELLVFTVSVLL RRTATRR: - - - - -
LAVGELLVLTLSVAV RRSKT- - - - - - - -

T T

Figure 16 : Alignement multiple des séguences intohiites

« Etape 2: Le programme élimine les régions qui ne sont pasdn alignées ; aprés
cette étape, on obtient des segments correctemenigaés qui ne présentent pas

d’insertions ou délétions, la figure suivante repréente un exemple de curation

des séquences alignées :

70 80 90 100 110 120

+ + + + + +

Nocardi a_nova_S AMALALGG G GI'T  VIMCELLP | AADLGVS PAACHAVSA  ALGVWVGARPVI AALCA
Mycobacteriumec AVFALALGG G GIT  VAMELLP | AASLHVS PTACHVI SA ALGWI GAPLI AALTA
Mycobacteriumg AVLALALGG G GIT VAMELLP | ARS DVS PVACHVI SA ALGWVGAPLI AAI TA
Mycobacteriumv AWALALGG G GI'T  VAMCELLP | ATGMSVS PTACHVI SA ALGVWVGARPVI AAVTA
Mycobacteriumf AVLALALGG G GI'T  VAMCELLP | ATG RIS PTACHVI SA ALGVWVGARPVI AALTA
Mycobacteriumm AVFALAMSG G GIT  VAMELLP | ASG A T PTACHVI SA ALGVWVGAPVI AALTA
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Mycobacterium s

Nocardi a_nova_S
Mycobact eri umc
Mycobact eri um g
Mycobact eri um v
Mycobact eri um f
Mycobact eri um m
Mycobact eri um s

Nocardi a_nova_S
Mycobacteriumc
Mycobact eri um g
Mycobact eri um v
Mycobact eri um f
Mycobact eri um m
Mycobact eri um s

Nocar di a_nova_S
Mycobact eri umc
Mycobacteriumg
Mycobact eri umv
Mycobact eri um f
Mycobact eri um m
Mycobacterium s

Nocardi a_nova_S
Mycobact eri umc
Mycobact eri um g
Mycobact eri umv
Mycobact eri um f
Mycobact eri um m
Mycobact eri um s

Nocar di a_nova_S
Mycobacteriumc
Mycobacteriumg
Mycobact eri um v
Mycobact eri um f
Mycobact eri um m
Mycobacterium s

Aprés avoir éliminé les positions mal alignées ainque les régions divergentes, les
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AVFALALGG G GTA " VAMGLLP | ATG A T PTAGHVI SATALGVYWVGAPVLAAVTA

g g g g g g g g g
HHHHHHHHH AR AR R AR

130 140 150 160 170 180

+ + + + + +

RVPRKRLLI ALM A TVG | ASVLAPAFPALVAAR VAGLPHGA  GVASLAAASLAPVG
RVNRKTLVLALMTL TLG LASVFAPS GILVAAR VAG PHGA  d AALVAAHLMG
RMARRTLLLALNMVAV TLG LASMLASS ETLVGAR LAGLPHGAY GVAALVAAHLMG
RVARRKLLLALMAL TI G LASMLAPT ETLI AAR LAGLPHGAY GVAALVAAHLMS
RWPRKALLLSLNVAV TVG LASMLAPS PTLVI AR VAGLPHGA A AALAAAHLMS
RVPRRI LLLGLMTV TLG LASMWAPS ETLVAAR VAGLPHGA A AALAAAHLMG

RVPRRVLLLGLVAV TLG VASWAPS PTLWAR VAGLPHGAY GVAALAAAHLNMGPA

SHAR GRS B R R R R A A A Y A B R L B R i R R A A Y AR R BB L B R

190 200 210 220 230 240

+ + + + + +
QRAKAVAAVMLCLSAANWGVPAAT LG GLG RDAYWVAVI CLATI FAI ARFVPD- LH
RAKAVAHVLTCLTVATWGVRVASALG HFG RSA GLWAI CLVTLTAI F VPN LR
HRAKAVAHVLTCLTVATVLGVPVAS LG SLG RAA CLVWAVGVLTLTALAL LPVQLR
RAKAVAHVLTCLTVATVLGVPI AS LG SLG RAA CLVWGVCLVTLTAL C LPFQLK
RAKAVAYVLCCGLTI ATVLGVPLAS LG ALG RSA GLWGVCLI TLAAQ R LPEHLR
RAKAVAHVLSCLTI ATVLGVPLAS LG ALG RSA GLWAI CLVTLTAL F LPDQ.R
RAKAVAHVLSCLTI ATVLGVPMAS LG ALG RSA CLVWFVGVULTLAAL F LPEQLR

g g g g g g g gy #i#t
B S R

GVRVID-RT LTALRR” VLLTLLVCGAVG GGV AV T | TSTLTGVAGVEQGLVFI VLA
SVHVTSPLT LGALRRV V LALLVGWG GGV AV T VATTMI VAGLPRALVPLALM
LVRSTSPLT LGALRR LALAVGM G GGAV AV T | ATTMI VAGVPRALVPVALM

T

T

T

<

FVRATSPLT LGALRRP V/ LALLVGM G GGV AV T I TTTMI VAGVPRGLVFPLALM
TMVSSPLT LGALRRP V LAVLVCGM G GGV AV T | STTMI' VTCLSRSMVPVALM
SVMHVTSPLT LSALRRP V/LAVLVGM G GGV AV T /| STTMI' VAGLSRSLVFPVALM
TMVHI SSPLT LGALRR LAVLVGM G GGV AV T | STTMI VAGLSRG.VPLALM
HHHHHH TR

<

310 320 330 340 350 360

+ + + + + +

L GLGWAG | VGGVLA RGVDRSI FAALVAMWLAG VAAAH PFTAAAGA LVCASG
A CLGWI G LAGCRMA | SWRGL LSI SALGWLAL VLAAN TALVGL LI GAAG
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Figure 17 : Curation des séguences alignées

parties conservées et bien alignées seront enregiss.

- Etape 3: l'analyse phylogénétique basée sur la méthode deisemblance fera la

suite de cette étude. La figure suivante représents exemple de résultats (voir

figure 18, page : 29):
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+Mycobacterium smegmatis str. MC2Z 155

| +Mycobacterium mageritense DSM 44476

—-3 +Mycobacterium cosmeticum
| +—-5
+--2

| +Myccbacterium vanbaalenii PYR-1
+——1

I

4

|

| | | +Nocardia nova SH2Za

|

I

|

| +Mycobacterium gilvum PYR-GCK
I

+Mycobacterium fortuitum

Figure 18 : Analyse phylogénétigue

- Etape 4 : Le programme génere l'arbre phylogénétige en se basant sur le
principe du maximum de vraisemblance (voir introdudion), un exemple de

résultat est donné sur la figure 19 :

Mycobacterium_cosmeticum
s ™ Mycobacterium_mageritense_DSM_44476

. .n.ma{_:M ycobacterium_smegmatis_str._MC2_155
0.299 Mycobacterium_fortuitum
Mycobacterium_gilvum_PYR-GCK
_lw_lrl\flycobaclerium_vanbaalcnii_PY R-1
Nocardia_nova_SH22a

Figure 19 : Arbre phylogénétigue obtenue par la métode de vraisemblance
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Résultats et discussions

VI. Analyse de la séguence étudiée avec le programme/ASET N :

La séquence étudiée est analysée avec le programBieAST N pour évaluer son degré
d’homologie avec les séquences de la base de dosnde tableau suivant décrit les

résultats obtenus avec le programme BLAST N :

Tableau 4 : Analyse de la séguence avec le programmBLAST N

Espices Score Pourcentage Espérance Numéro
b d’identité mathématique d’accession
Mycobacterium
neoaurum VKM Ac-
1815D 1454 76% 0.0 CP006936.1
Mycobacterium
vanbaalenii PYR-1 924 77% 0.0 CP000511.1
Mycobacterium
S MR 77% 0.0 CP001663.1
Mycobacterium
smegmatis str. MC2 874 77% 0.0 CP000480.1
155
Mycobacterium
chubuense NBB4 843 76% 0.0 CP003053.1
Mycobacterium
gilvum Spyrl 838 76% 0.0 CP002385.1
Mycobacterium
gilvum PYR-GCK 838 76% 0.0 CP000656.1

Le tableau 4 résume le résultat obtenu par le progtmme BLAST N, il représente
'espece en question, le score de l'alignement, pourcentage d’identité, I'espérance

mathématique et le numéro d’accession.

Mycobactérium neoauruma présenté une forte similitude avec notre séqueaagequéte,
suivi par Mycobacterium vanbalenii, Mycobacterium smegmatidylycobacterium

chubuense et Mycobacterium gilvum Le score de ces alignements étant en ordre
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décroissant. Ces résultats confirment que la séquem est isolée a partir d'une souche

appartenant au genreMycobacterium

M. neoaurum est une espece phylogénétiquement proche Wk aurum, c’est pour cette
raison que les séquences de ces deux especes ptésete score le plus important (voir
tableau 4).

VII. Détermination des cadres de lecture ouverts et idéfication de la fonction du

(des) gene (s) :
3. Etude de la séguence avec ORF Finder et BLAST P :

c. Analyse de la séquence étudiée avec le programme PRinder :

Le programme ORF Finder permet d’identifier les cades de lecture ouverts en se
basant sur le code génétique. Le tableau suivant @ente un récapitulatif des résultats
obtenus. L’analyse de la séquence nucléotidique pa®RF Finder nous a permis
I'obtention de 8 ORF de taille comprise entre 308teL092 (pb).

Tableau 5 : Analyse de la séguence étudiée avepitegramme ORF Finder

ORF Cadre de lecture De..a... Taille
ORF 1 -2 De 1a308* 308
ORF 2 +2 De 536 a 1627 * 1092
ORF 3 +1 De 1a600* 600
ORF 4 +3 De 3a 329 * 327
ORF 5 -1 De 739 a 1113 * 375
ORF 6 +1 De 13 a 369 * 357
ORF 7 -2 De 1614 a 2006 * 393
ORF 8 -3 De 278 a823* 546

* . position au niveau de la séquence dd. aurum (voir annexe : 4, 5, et 6).

d. Analyse des ORF détectés par le programme BLAST P

A partir des résultats obtenus par ORF Finder, on put sélectionner la séquence
protéique correspondante a chaque ORF dans le butedréaliser une nouvelle analyse
par le BLAST P. Cette analyse permet de détectea ffonction pour laquelle code chaque
ORF. Les résultats obtenus par le BLAST P sont ragsentés sur la page suivante (voir

tableau 6, page : 32) :
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Tableau 6 : Résultats des ORF analysés par BLAST P

ORF Fonction Score PO,I.J rcen_ta}ge Esp,eran_ce Numéro d’accession
d’identité mathématique
Régulateur fonctionnel [Mycobacterium

1 neoaurum VKM Ac-1815D] 150 75% 2e-41 YP_008908935.1

Transporteur de sucre de type MFS 535 7% 0.0 WP_019970628.1

[Mycobacterium sp. 141
Perméase de sucre de type MFS
. . 7% : D023801.1

2 [Mycobacterium mageritense DSM 44476] e P 0.0 CDO2380

Transporteur dg sucre de t)./pe MFS 595 80% 0.0 CDO07092.1

[Mycobacterium cosmeticuin
Transporteur de sucre de type MFS 505 7% 0.0 WP 018601931.1
[Mycobacterium sp. 195 ' - ’
3 Protéine hypothétique Pseudomonas spongife 37 40% 1.4 WP_010558384.1
4 AF nd Nd nd nd
5 Protéine membranaire externe Lactobacillus 35.8 31% 26 WP 021731388.1
plantarum]|

6 AF nd Nd nd nd
7 AF nd Nd nd nd
8 AF nd Nd nd nd

AF : aucune fonction n’a été déterminée.

nd : non déterminé a cause de I'absence d’homologie
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Les ORF 3 et 5 possédent des valeurs E (Espéranceathématique) eégales
respectivement a : 1.4 et 2.6, ce qui montre quesc®RF ne peuvent pas correspondre a
des genes. Par allleurs, les protéines codées pes ORF 4, 6, 7 et 8 n'ont présentés
aucune homologie significative avec les séquences ld base de données. On en déduit
gue ces ORF ne peuvent pas étre des genes. Par oanla protéine codée par 'ORF 2
présente une similitude importante avec les transpteurs mycobacteriens de type MFS
(voir tableau 6). En effet, les scores obtenus sormompris entre 525 et 535, les
pourcentages d’identité sont compris entre &b et 80% et les espérances mathématiques

sont nulles.

La figure suivante représente l'alignement entre lgprotéine de 'ORF 2 et la séquence
protéique de Mycobacterium mageritense DSM 44476

Query 1 MGLLPDI ATGLGVTEPVAGHVI SAYALGVVI GAPLI AALTARMPRRNLLLGLMWLFTVAN 60
MGLLPDI A+G G+TEP AGHVI SAYALGVW+GAP+| AALTAR+PRR LLLGLM +FT+ N
Shjct 44 MG_LPDI ASGFG TEPTAGHVI SAYALGVWVGAPVI AALTARVPRRI LLLGLMIVFTLGN 103

Query 61 LASVFAPTYGTLI AARFI AGLPHGAYFG AAL VAAHL MGPONRAKAVSHVLTGLTVATVL 120
LAS+ AP+Y TL+AARF+AGLPHGA+FG AAL AAHL MGPQNRAKAV+HVL+GLT+ATVL
Shjct 104 LASWAPSYETLVAARFVAGLPHGAFFG AALAAAHL MGPQNRAKAVAHVLSGLTI ATVL 163

Query 121 GVPVASW.GOHFGARSAFGLWAI GLVTLTALWW.PS- MHSMHVTSPVTELGALKRPQV 179
GVP+ASW.GQ GWRSAFGLWAI GLVTLTALWFW.P + SMHVTSP+TEL AL+RPQV
Shjct 164 GVPLASW.GQALGANRSAFGLWWAI GLVTLTALWAW.PDQLRSMHVTSPLTELSALRRPQV 223

Query 180 LLALLVGM GFGGWFAVYTY!I ATTLTDVAGLSRDM PLALM FGLGWI GNLVGGKMADI 239
LA+LVGM GFGAWFAVYTYI +TT+TDVAGLSR ++P+ALM-FGLGW+GNLVGGH+AD
Shjct 224 W.AVLVGM GFGGWFAVYTYI STTMIDVAGL SRSLVPVALMVWGLGWVGNLVGGRLADT 283

Query 240 SVWGALYASM ALTWLAAYVAAAHNPWIALLGLFCI GAVGSSI GPALQSRLMDVAHDAQ 299
SV+ LY SM AL V+LA +V A+HNPWTALL LF | GA GS++CGPALQ+RLMDVAHDAQ
Shjct 284 SVI RALYLSMSALGVLLAVFWASHNPWIALLVLFG GAAGSAVGPALQTRLMDVAHDAQ 343

Query 300 SLAAALMHSGFNFANATGAW/GGELVI AAGYGYTAPAAAGAMLAVGELVWWLTGSVLLERRA 359
+LAAAL HS N NATGAW/GGE.VI AAGYGYTAPAAAGA+LAVGGEL+V T SVLL+RR
Shjct 344 TLAAALNHSALN GNATGAWGGE.VI AAGYGYTAPAAAGALLAVGGELLVFTVSVLLQRRT 403

Query 360 ANPR 363

A R
Shjct 404 ATRR 407

Figure 20 : alignement entre la séquence protéiguie 'ORF 2 et le MFS de

Mycobacterium mageritense DSM 44476

Cet alignement montre que ces deux protéines somés similaires (pourcentages
d’identité = 77%). L’'ensemble de ces résultats montre que I'ORF 2de pour un

transporteur de type MFS.
* Query : séquence requéte.
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* Sbhjct : séquence de la base de données.

Les résultats obtenus montrent également que 'ORHA code pour une protéine qui
présente une grande homologie avec une protéine ldebase de données qui joue un réle
dans la régulation génétigue (score = 150 ; E= 2d-4Tableau 6).

Par conséquent, on peut conclure que 'ORF 1 codeopr une protéine impliquée dans la

régulation des genes.

4. Etude de la séguence étudiée avec les programmes nélark et
BLASTP :

c. Analyse de la séquence étudiée avec le programmen@dark :

L’'analyse de la séquence étudiée par le logiciel G&Mark (voir introduction) fait suite &
'enquéte bioinformatique réalisée. Le tableau sui@nt présente un récapitulatif des
résultats obtenus. L'analyse de la séquence nuclé@htjue par GeneMark nous a permis
I'obtention de 3 ORF de taille comprise entre 306te220 (pb).

Tableau 7 : Identification des ORF par le programmeGene Mark :

ORF Début Fin Taille (pb)
1 <3* 308 * 306
2 407 * 1627 * 1220
3 1614 * 2006 * 393

* . position au niveau de la séquence dd. aurum (voir annexe : 7).

d. Analyse des ORF détectés par le programme BLAST P

Les ORF détectés ont été analysés par BLAST P atai dans le but d’avoir plus

d’'information concernant les résultats obtenus paGeneMark. Le tableau suivant décrit

les détails de cette analyse (voir tableau 8, paga5):
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Tableau 8 : Analyse des ORF par BLAST P :

_ _ Pourcentage Espérance ) _
ORF | Tallle Fonction Score _ . ) ) Numéro d’accession
d’identité mathématique
Régulateur [Mycobacterium
1 306 150 5% 2e-41 YP_008908935.1
neoaurum VKM Ac-1815[)
Perméase de sucre de type MFS
[Mycobacterium mageritense DSM 566 8% 0.0 CDO023801.1
44474
Transporteur de sucre de type
2 1220 _ 563 78% 0.0 WP_019970628.1
MFS [Mycobacterium sp. 141
Transporteur de sucre de type
_ _ 577 8% 0.0 CD0O07092.1
MFS [Mycobacterium cosmeticuin
3 393 AF nd nd nd nd

AF : aucune fonction n’a été déterminée.

nd : non déterminé a cause de I'absence d’homologie
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Les résultats présentés dans le tableau 8 montreque :

* La protéine de I'ORF 1 présente une grande similaté avec une protéine devi.
neoaurum qui joue un réle dans la régulation génétique. Ereffet, 'espérance
mathématique de I'alignement de ces deux protéinest égale a 2e-41.

» Les alignements entre la protéine codée par I'ORF &t les transporteurs de sucre
de type MFS des mycobactéries (tableau 8) présentemes scores compris entre
563 et 577, des pourcentages d’identité compris eat78 et 81 et des espérances
mathématiques nulles, ce qui montre que 'ORF2 codpour un transporteur de
type MFS impliqué dans le transport de sucre.

* La protéine de 'ORF 3 ne présente aucune similituel avec les protéines de la
base de données. De ce fait, cet ORF correspondraitun nouveau gene ou a une

séquence non codante.

Puisque la base de données est constituée de diesirde milliers de genes bactériens,

Nous pensons que cette séquence analysée est naolaucte.

La figure suivante représente l'alignement entre laprotéine de I'ORF 2 et le

transporteur MFS de Mycobacterium cosmeticum :

Query 1 MALLPDI ATGLGVTEPVAGHVI SAYALGVVI GAPLI AALTARMPRRNLLLGLWLFTVAN 60
MELLPDI A L V+EP AGHVI SAYALGWI GAPLI AALTAR+ R+ L+L LM LFT+ N
Sbjct 44 MALLPDI AASLHVSEPTAGHVI SAYALGVVI GAPLI AALTARVNRKTLVLALMILFTLGN 103

Query 61 LASVFAPTYGTLI AARFI AGLPHGAYFG AALVAAHL MGPONRAKAVSHVLTGLTVATVL 120
LASVFAP+YGTL+AARF+AGHPHGA+FG AALVAAHL MCPONRAKAV+HVLTGLTVATV+
Sbjct 104 LASVFAPSYGTLVAARFVAG PHGAFFG AALVAAHLMGPQNRAKAVAHVLTELTVATW 163

Query 121 GVPVASW.GOHFGARSAFGLWAI GLVTLTALWFW.PSMHSMHVTSPVTELGALKRPQVL 180
GVPVAS LGHFGARSAFGLWAI GLVTLTA+WFW-P++ SMHVTSP+TELGAL+R QV
Shjct 164 GVPVASALGQHFGARSAFGLVWVAI GLVTLTAI WWW/PNLRSMHVTSPLTELGALRRVQVW 223

Query 181 LALLVGM GFGGAVFAVYTYI ATTLTDVAGLSRDM PLALM FGLGWI GNLVGGKMADI S 240
LALLVGWGFGAWAVYTY+ATT+TDVAGL R ++PLALM FGLGWI GNL GG+MADI S
Shjct 224 LALLVGWGFGGWFAVYTYVATTMIDVAGLPRALVPLALMAFGLGWI GNLAGGRVADI S 283

Query 241 VWGAYASM ALTWLAAYVAAAHNPWIALLGLFClI GAVGSS| GPALQSRLMDVAHDAQS 300
W LY S+ AL WLA +V AA+NPWTAL+GLF | GA GS+| GPALQ+RLMDVAHDAQH
Shjct 284 VVRGLYLSI SALGVWLALFVLAANNPWIALVG.FLI GAAGSAI GPALQTRLVDVAHDAQT 343

Query 301 LAAALNMHSGFNFANATGAW/GGELVI AAGYGYTAPAAAGAMLAVGGELWLTGSVLLER 357

LAAAL HS N ANATGAWHGGHVI AAGYGYTAPAAAGA+L + GL VLT SV L+R
Sbj ct 344 LAAALNHSALNI ANATGAW GGWI AAGYGYTAPAAAGALLTLAGLAVLTLSVALQR 400
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Figure 21 : alignement entre la protéine de 'ORF 2et le transporteur MES de

Mycobacterium cosmeticum

La figure 21 montre que la protéine de 'ORF 2 s’@gne avec le transporteur MFS de

Mycobacterium cosmeticuravec une forte similarité.

VIII. Localisation des genes identifiés sur la séquendaidée :

Les résultats obtenus précédemment avec les programs : ORF Finder et GeneMark

sont résumeés sur le tableau 9 :

Tableau 9 : comparaison des résultats obtenus aveiRF Finder et GeneMark :

_ Taille
Programme Début Fin
(pb)
ORF Finder 1* 308 * 308
ORF 1 codant pour le
régulateur
GeneMark 1* 308* 308
ORF Finder 536 * (ATG) 1627 * 1092
ORF 2 codant pour le
transporteur MFS
GeneMark 407 * (GTG) 1627 * 1220

* : position au niveau de la séquence dd. aurum (voir annexe : 8).

Pour 'ORF 2, les résultats présentés dans le talda 9 montrent que les programmes
ORF Finder est GeneMark n’aboutissent pas au mémeésultat, c'est-a-dire que le début
du gene est différent. Afin de déterminer le commesement de ce gene, nous avons
alignés les protéines de la base de donnée avepiatéine de 'ORF2 (voir annexe 9), en
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utilisant comme début du géne la position 407 (codad’initiation GTG), voir figure 22
sur la page suivante :

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200
auery I ——
1 | | 1 | |
1 70 140 210 280 350
Position 407 au niveau de la séquence étudiée

I

Séquence protéique de 'ORF 2

Tranporteur MFS Mycobacterium sp. 141 (WP_019970628.1)

Tranporteur MFS Mycobacterium mageritense DSM 44476
(CDO23801.1)
Tranporteur MFS Mycobacterium sp. UM _RHS (WP _024453176.1)

Tranporteur MFS Mycobacterium cosmeticum (CD0O07092.1)

Tranporteur MFS Mycobacterium sp. 155 (WP_018601931.1)

Figure 22 : Alignement des protéines de la base denné avec la protéine de 'TORF2 en

utilisant comme début du géne la position 407

Ces résultats montrent que les protéines MFS de lmse de données s’alignent avec la
protéine de 'ORF2 qui commence a partir de la posion 407, ce qui montre que celle-ci
constitue le début de 'ORF2. Nous avons égalemeatigné les protéines de la base de

données avec la protéine de 'ORF1 (voir annexe O Les résultats obtenus sont
présentés sur la figure suivante :

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200
Gue ry |
| | 1 | | |
1 T0 140 210 280 350

Séquence protéique de 'ORF1

Régulateur M. neoaurm (WP_019510376.1)

Régulateur Mycobacterium sp. UM_RHS (WP_024453175.1)

Régulateur Mycobacterium cosmeticum (CDO07091.1)

Régulateur Mycobacterium aromaticivorans JS1951 (KDE98025.1)

Réoulateur Mycobacterium rhodesiae (WP_005148871.1)
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Figure 23 : Alignement des protéines de la base denné avec la protéine de lORF1

Les résultats de la figure 23 montrent que I'ORF In’est pas complet, il lui manque la

séquence correspondant au début du gene.

La figure suivante représente la localisation des epes identifiés sur la séquence

nucléotidigue deMycobacterium aurum(voir annexe : 10) :

TGA GTG TGA

[f— o —— —

1 @ 308 407 @ 1627 @ 246

Partie du géne Géne codant pour un
codant pour le \Fansporeenr Séquence non codante
régulateur. membranaire de type
MFS.

Figure 24 : Localisation des genes identifiés

IX. Recherche de promoteur :

La méthode utilisée permet la prédiction des prom@&urs en se basant sur les séquences
des promoteurs bactériens préalablement identifiés

(http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&qgr oup=programs&subgroup=qgfi

ndb). Le programme utilisé n’a pas permis l'identificaion de promoteur mycobactérien,
ce qui montre que ce dernier ne correspond pas a f&quence consensus des promoteurs
bactériens connus. Ce résultat confirme les travauprécédents qui ont montré que les

promoteurs mycobactériens different de ceux des awgs especes bactériennes.
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X. Analyse phylogénétigue :

Bacillus_cereus_G9842
Listeria_monocytogenes_strain_J2-031
Nocardia_nova SH22a

0.85) 071

M._aurum
Mycobacterium_cosmeticum
Mycobacterium_gilvum_PYR-GCK
Mycobacterium_mageritense_DSM_44476
Mycobacterinum_fortuitum
Mycobacterium_smegmatis_str,_MC2_155
Mycobacterium_neoaurum_VEKM_Ac-1815D
1 ~ Escherichia_coli_strain_ST540

_{ Klebsiella_oxytoca_KCTC_1686
0. 72— Yersi nia_pseudotuberculosis_PB1/+
0.67 Helicobacter_pylori_B38

I Staphylococcus_aureus_subsp._aureus_strain_ MRSA252

Homo_sapiens_|

Figure 25 : Arbre phylogénétique obtenue avec la téine MFS. Les valeurs présentées

correspondent aux valeurs de “bootstrap”. La lorgueur de la barre de I'arbre indique

le nombre de substitution par site

L’'arbre phylogénétique obtenu montre que les mycaodictéries étudiées constituent un
seul groupe soutenu par un nceud ayant une valeur ddootstrap” égale a 0.97 (voir
annexe : 11). Ce groupement montre que ces espegessedent des protéines MFS

présentant une similarité importante. A I'exception de Nocardia nova les MFS des

autres especes bactériennes (Gram+ et Gram-) divengt significativement de celles des
mycobactéries. Par ailleurs, les protéines MFS déhbmme et des bactéries sont trés
différentes. Ce résultat est tres important car isuggere qu’il est possible théoriquement
d’isoler un inhibiteur des MFS mycobactériens qui ragirait pas sur la protéine

humaine.

Actuellement, plusieurs études sont consacrés arkecherche de nouveaux agents anti-
mycobactériens, ayant développé de nouvelles strgtés pour lutter contre le

phénomene de multi- voire ultra- résistance des mpbactéries.
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D’aprés les résultats obtenus précédemment dans tewvail, on a pu démontrer que
notre séquence nucléotidique, objectif de I'enquétbioinformatique réalisée, renferme
deux genes codant respectivement pour un régulateugénétique et un transporteur
membranaire de sucre de type MFS. En fait nous avenconstaté que la protéine MFS
présente une spécificité remarquable, ce qui explig qu’elle pourrait étre utilisée
comme étant une nouvelle cible thérapeutique permigint ainsi d’inhiber la croissance

des mycobactéries.

Dans ce contexte, Stremitzt al., (2000) ont découvert un inhibiteur potentiel ayanta
capacité d’inhiber les pompes a efflux NorA apparteant a la famille des MFS, il s'agit
de la 5-méthoxyhydnocarpine (5-MHC), une flavonoilgane produite par la plante
Berberis fremontii Cette inhibition entrainera un déséquilibre du transport des

molécules intracellulaires ce qui provoque la mortellulaire.

Ce résultat montre gqu’il est possible de mettre e@vidence de nouvelles substances qui
inhibent la prolifération des mycobactéries. Ces dastances peuvent étre isolées des

plantes ou des microorganismes.
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Conclusions et perspectives

Le présent travail nous a permis d’identifier la s§uence requéte a I'aide d’'une enquéte
bioinformatique détaillée, celle-ci nous a aidé aotaliser les genes potentiels contenus

dans notre séquence.

> Le résultat du programme BLAST N a confirmé que note séquence étudiée est
isolée a partir d’'une souche appartenant au genrilycobacterium

» L’analyse de la séquence nucléotidique par le logegd ORF Finder nous a permis
I'obtention de huit ORF qui ont été analysé par BLAST P. Le résultat de cette
analyse montre que notre séquence renferme deux g&n: Un régulateur
géneétique et un transporteur de métabolites de typBIFS.

> Le logiciel GeneMark a fait la suite de notre analge bioinformatique, il nous a
permis I'obtention de trois ORF qui ont été analysépar le programme BLAST P
et ceci dans le but d’avoir plus d’informations cogernant les résultats obtenus.
Le résultat de cette analyse montre que notre séguee code pour un régulateur
géneétique et un transporteur mycobactérien de typ®FS.

» La comparaison des résultats obtenus par ORF Findeet GeneMark nous a
permis de conclure que les deux logiciels n'abousient pas au méme résultat dans
le cas de I'ORF codant pour un transporteur mycobatgrien de type MFS.
L’alignement de cette ORF avec les protéines de bmse de données montre que le
début de cet ORF est localisé sur la position 40Gependant 'ORF codant pour le
régulateur génétique s’est avéré incomplet, il luimanque la séquence
correspondant pour le début du géne.

> Le programme utilisé pour la recherche des promotels n'a pas permis
l'identification de promoteur mycobactérien, ce qui montre que ce gene ne
contient pas la séquence consensus des promoteuastiériens connus.

» L'arbre phylogénétique obtenu suite a I'analyse phlpgénétique effectuée a
montré que les mycobactéries étudiées constituentnuseul groupe dont les
protéines MFS présentent une similarité importantelLa protéine MFS humaine

diverge significativement de celles des mycobactés. Ce résultat suggere qu'il
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est possible théoriguement d’isoler un inhibiteur @s MFS mycobactériens qui

n’agirait pas sur la protéine humaine.

En prenant compte de I'ensemble des résultats obtes, nous envisageons en

perspective :

v' L’étude compléte de la relation phylogénétique en# les protéines MFS
mycobactériennes et celles appartenant a d’autresaupes de microorganismes
(Bactéries a Gram positif et négatif, levures, et pisissures).

v" Alignement de plusieurs génes mycobactériens dalesbut de mettre en évidence
la séquence consensus qui pourrait correspondre guomoteur mycobactérien.

v Isolement de substances a partir des microorganismet des plantes pouvant

inhiber les protéines MFS des mycobactéries.
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ANNEXE :

1- Séquence déycobacterium aurum:

ACCTCGGAGT CGAT GT CGECCAGCGCCAGGAT CTCCCCGECCAGGT TACACACCGCGAGCCGEGEGT CCGECTGATCCCGAC
CGCCGCCGACAGCACCACT GCGGECAT CGGECGT TGAAGCT CAGCCT GGT CGCCGGACGECCGCCGGT CGAGGGTGCCCGT T
CGCATTCCACGACCAGCCCGGAGT CCAGCAGEECCGCGAGCCGEECACCCACCGECGGT CCEEGACAGCCCEETGCEEECC
GCGATCTCGGCGCGGEGTGAT TTCCCCGCAGT CCCTGAT CAGGGECGAATACCT CGCCGACGT CGECCATGCCTCGATTGGA
CCACGATGACGTAAGT TTCGCCACT TTCGCAGGAAAAAGACAAAACTAGT TTGATCCGT CGACGT AAGT CGCCATACCCT
TGGTCGGT GACT TCCCGCCT CGACCGCCCCACCCGECCCGECAGT CCGT CGT GT CCCCCGACCCGACGGT CCECTGECTCGEC
GGTGI TCGCGCT GECCAT CGECGEGT TCAGCAT CGECACCACGGAGT TCGT GGCGAT GGGT CTGCTGCCCGATATCGCCA
CCGECCTGEECGT CACCGAACCGEGT CECCEGACACGT CATCTCCGCCT ACGCGT TGEECGT CGT CATCGEEECCCCGI TG
ATCGCGECACT GACCGCCCGGAT GCCACGCCGECAACCT GT TGCT GGGCCT GATGGT GCTGT TCACCGT GGCCAACCTGGC
CAGCGT CTTCGCCCCGACCT ACGECACCCT GAT CGCCGECGCGGT TCAT CGCCGGACT CCCGCACGGT GCGTACT TCGGGA
TCGCTGCCCTGGTGECCGCCCAT CTGAT GGGCCCGCAGAAT CGEGECCAAGGCGGT GTCGCACGT CCTCACCGECCTCACC
GI'CGCCACCGT GCTCGGT GI'CCCGGT CGCCT CCTGECT CAGCCAGCACT TCGECT GGCGCAGT GCGT TCGECCTGGT GGT
GGCGATCGECCT GGT CACCCTCACCGCCCT GT GGT TCTGECT GCCGAGCAT GCACT CGATGCACGT CACCAGT CCGGTCA
CCGAACT CGECCCECT CAAGCGCCCGCAGGT GCTGCTGECCCTGCT GGT CGEGAT GATCGGT TTCGECGECATGT TCCCG
GTGTACACCTATATCGCCACCACGT TGACCGACGT GGCCGECCT GT CCCGCGACATGATCCCGT TGECCCTGATGATCTT
CGGCCTCGGECATGGTGATCGGCAAT CT GGT CGECGECAAGAT GGCCGACAT CTCGGT GGT CGECTGGECTGTATGCCTCGA
TGATCGCGCT GACCGT CGT GCT GECCGCGT ACGT GGCCGCCGCGCACAAT CCGT GGACCGCGCTGECTGEECCTGITCTGC
ATCGCGECGCCAEGET GAECTCCTCCAT CGGT CCCECGCT GCAGT CACGECT GAT GGACGT CGCCCACGATGCCCAGT CCCTGEC
CGCCGCGCTGATGCACT CGEGGT TCAACT TCGCCAACGCCACCGGT GCCT GEGT GEGECGGT CTGGT GAT CGCGECCEEGT
ACGCCTACACGECCCCEECCECCECCEEEECGAT GCTEECCGT CAGECEEECT GGTGGT GCTCACCGEGT CGGTGCTGCTG
GAGCGGCGCGCCCCTAAT CCTCGAT GACGT GCACGECGEECCT CCT CGECCGAGECCGCCCCGCCGT CGATCCCGACATCA
CGGCCGACCAGCGCGEECT CGT CGT CCTCECCGAAT CCEECGT CAEGT GCGACCAGCCGEECCGGACCGEECT GGCGCCCAC
CTCGT CCTCACCGAACT GCTCGT CGEGT TCCTCCCCGT CGT CGACGCCCTGATCCGGT TGT TCGT CGECCAGGECGCTCGT
CGAGGGTCTCGT GCTCGCGEEGT TCCTGCCAGCGT TCCGEEEECGAGT AGCCCT CGT CCAGCAGAT CGT CGACCCCGCGG
TCGAGCAGGGT GTCCTCCGCCGACAGCTGGT CCTCTTCCT CEEEECT GTAGGCCCCT CCGGT CTGATCCCEGAGT TCTGC
AGTCATGCCTTCACGCTACT CACCACAGCCCTTGAGCACATTGCCAATTGAGTCCACC

2- Les numéros d’accession des protéines MFS utiliséasur I'analyse
phylogénétique (Matériels et méthodes) :

Especes Protéines Numéro d’accession
Mycobacterium mageritense| Transporteur de sucre CD023801.1
DSM 44476 type MFS
. : Transporteur de sucre CD0OO07092.1
Mycobacterium cosmeticum
type MFS
. . Transporteur de sucre WP_003881803.1
Mycobacterium fortuitum
type MFS
Mycobacterium gilvum PYR-| Transporteur de sucre WP_011892731.1
GCK type MFS
Mycobacterium smegmatis str Transporteur de sucre WP_014878378.1
MC2 155 type MFS
Nocardia nova SH22a Transporteur de sucre AHH15872.1
type MFS
Mycobacterium vanbaalenii | Transporteur de sucre WP_011782035.1
PYR-1 type MFS
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3- Les séquences des protéines MFS utilisées pour lapse phylogénétique
(Matériels et méthodes) :

> Mycobacteri um nmageritense DSM 44476

1
61
121
181
241
301
361

ntt sl erpag
aghvi sayal
vagl phgaf f
fglvvaiglv
ytyisttmd
avfvvashnp
gawggl vi a

pasvvapdpt
gvvvgapvi a
gi aal aaah
tltalww p
vagl srsl vp
wtallvlfg

agygyt apaa

> Mycobact eri um cosneti cum

1
61
121
181
241
301
361

ntrsiarphr ppsvvapdpt
aghvi sayal gvvigaplia
vagi phgaf f gi aal vaah

fglvvaiglv tltai wfwp
tyvattntdv agl pral vp

| fvlaannpw talvglflig
awi ggvvi aa gygyt apaaa

> Mycobacterium fortuitum

1
61
121
181
241
301
361

nttslerars vvapdptvrt
vi sayal gvv vgapvi aal t
| phgaf f gi a al aaahl ngp
vvgvglitla agw w pehl
isttmdvtg | srsmvpva
sl gshspwta | pl | fgvgva
vggl vi aagl gyt apaaaga

> Mycobacterium gi | vum PYR- GCK

1
61
121
181
241
301
361

nsaavdqqst pgasvaapdp
vaghvi saya | gvvvgapl

fl agl phgay f gvaal vaah
af gl vvavgv Itltal al w
vytyiattnt dvagnpralv
[tlfvaashn pwallalfg

t gawggl vi aagygyt apa

> Mycobacterium snegnatis str.

1
61
121
181

mmtt sl gpnr pasvvatdtt
aghvi sayal gvvvgapvl a
vagl phgayf gvaal aaah

fglvvfvgvl tlaalwfwp

vrw avfal a
altarvprri

ngpgnr akav
dqgl rsmhvts
val nmf gl gm
gaagsavgpa
agal | avgg

vrw avfal a
al tarvnr kt
ngpgnr akav
nl rsmhvt sp
al maf gl gnmv
aagsai gpa
galltlagla

I avl al al gg
arwpr kal |

gnr akavayv
rtngvsspl t
nvf gl gmvag
gsavgpal qt
I I avggvl vf

vvrrlavl al
aai tarnarr
| mgpghr aka
pvql rl nr st
pval mvfgl g
i gl tgsavgp
gagavl al ag

MC2 155

vrw avfal a
avtarvprrv
ngpanr akav
eql rt mhi ss

nggf gigtte
[11glntvft
ahvlsgltia
pltelsalrr
vvgnl vggr |
[ gt rl ndvah
Ivftvsvllq

lggfgigtte
[vialnmtlft
ahvltgltva
I[telgalrrv
i gnl aggr ma
gt rl ndvahd
vl tlsval qr

fgigttefva
sl mavftvgn
lcgltiatvl
el gal rrpgv
nliggrl ads
r I ndvahdaq
tvsvalqgrrs

al ggfgigtt
t1l1al mavf
vahvltgltv
spltelgalr
nf f gnl vggr
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Localisation de I'ORF 1 et 'ORF 2 identifiés par CRF Finder sur la séquence de
M. aurum :

ORF 1 codant pour le régulateur génétique : de 1 308.

ORF 2 codant pour le transporteur mycobactérien déype MFS de 536 a 1627.

ACCT CGGAGT CGAT GT CGGCCAGCGCCAGGAT CT CCCCGECCAGGT TGCACACCGCGAGCCGGEGT CCGECTGATCCCGAC
CGCCGCCGACAGCACCACT GCGGCAT CGAECGT TGAAGCT CAGCCT GGT CGCCGGACGECCGECCGGT CGAGGGT GCCGGT T
CGCATTCCACGACCAGCCCGGAGT CCAGCAGGGECCECGAGCCGEEECACCCACCGECGGT CCEEGACAGCCCEGT GCGEECC
GCGATCTCGGCCCGGGT GATTTCCCCGCGGT CCCT GAT CAGCGGCGAATACCT CGCCGACGT CGCCCATGCCTCGATTGGA
CCACGATGACGT AAGT TTCGCCACT TTCGCAGGAAAAAGACAAAACT AGT TTGATCCGT CGACGT AAGT CGCCATACCCT
TGGTCGGT GACT TCCCGCCT CGACCGCCCCACCCGECCCGECAGT CCGT CGT G CCCCCGACCCGACGGT CCGCTGECTCGEC
GGTGI TCGCGCT GECCAT CGECGEGT TCAGCAT CGECACCACGGAGT TCGT GGCGAT GGGT CTGCT GCCCGATAT CGCCA
CCGGECCT GEECGT CACCGAACCGGT CGCCGGACACGT CAT CT CCGCCTACGCGT TGGEECGT CGT CATCGGGECCCCGI TG
ATCCCGECACT GACCGCCCGGAT GCCGCGCCGCAACCT GT TGCT GGECCT GATGGT GCTGI TCACCGT GGCCAACCTGEC
CAGCGT CTTCGCCCCGACCT ACGGCACCCT GAT CGCCGCGCGGT TCAT CGCCGGACT CCCGCACGGT GCGTACT TCGGGA
TCGCTGCCCT GGT GGCCGCCCAT CT GAT GGGCCCGCAGAAT CGEGCCAAGGCGGT GT CGCACGT CCTCACCGGCCTCACC
GTCGCCACCGT GCTCGGT GT CCCAGT CGCCT CCT GECT CGECCAGCACT TCGGCT GGCGCAGT GCGT TCGECCTGGT GGT
GGCGAT CGECCT GGT CACCCT CACCGCCCT GT GGT TCTGACT GCCGAGCAT GCACT CGATGCACGT CACCAGT CCGGTCA
CCGAACT CCECGCGCT CAAGCGCCCGCAGGT GCTGCTGECCCT GCT GGT CGGGATGAT CGGT TTCGECGECATGI TCCCG
GI'GTACACCTATATCGCCACCACGT TGACCGACGT GECCGEECCT GT CCCGCGACATGATCCCGT TGECGCTGATGATCT T
CGGCCT CGGCAT GGT GAT CGGCAAT CT GGT CGGCGECAAGAT GGCCGACAT CTCGGT GGT CGECTGECTGTATGCCTCGA
TGATCGCGCT GACCGT CGT GCTGECCGCGT ACGT GGCCGCCGCGCACAAT CCGT GGACCGCGCTGCTGEECCTGITCTGC
AT CGGCGCGGT GAECT CCTCCAT CGGT CCCGCGCT GCAGT CACGGCT GAT GGACGT CGCCCACGATGCCCAGT CCCTGEC
CGCCGCGCT GATGCACT CCGEGGT TCAACT TCGCCAACGCCACCGGT GCCT GAGT GEECGGT CTGGT GAT CGCGECCGEGET
ACGCCTACACGECCCCGECCECCECCEEEECGAT GCTEECCGT CAGCEEECT GGTGGT GCTCACCGEGT CGGTGCTGCTG
GAGCGGCGECGCCCCTAAT CCTCGAT GACGT GCACGECGECCT CCT CAECCGAGECCGECCCCGCCGT CGATCCCGACATCA
CGGCCGACCAGCGCGEEECT CGT CGT CCTCGCCGAAT CCGECGT CGGEGT GCGACCAGCCGECCGGACCGEECTGECAECCCAC
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CTCGTCCTCACCGAACT GCTCGT CGEGT TCCTCCCCGT CGT CGACGCCCTGATCCGGT TGT TCGT CGECCAGGECGCTCGT
CGAGGGT CTCGT GCTCGECGEEEGET TCCTGCCAGCGT TCCGEGEEECGAGT AGCCCT CGT CCAGCAGAT CGT CGACCCCGCGEG
TCGAGCAGGEGT GI'CCTCCGCCGACAGCTGGTCCTCT TCCT CGEEECT GTAGGCCCCTCCGGT CTGATCCGGGAGI TCTGC
AGTCATGGCTTCACGCTACT CACCACAGCGCT TGAGCACATTGGCAATTGAGT CCACC

5- Localisation de I'ORF 3, I'ORF 4, et 'ORF 5 identifiés par ORF Finder sur la
séquence d&l. aurum :
ORF 3:de 1 a 600.

OREF5:de739a1113.

[CCACEATEACGT AAGT TTCGCCACT TTCGCAGGAAAAAGACAAAACTAGT TTGAT CCGT CGACGT AAGT CGCCATACCCT
TGGTCGGTGACT TCCCGCCT CGACCGCCCCACCCGCCCGCAGT CCGT CGT GT CCCCCGACCCGACGGT CCGCTGGECTCGC
GGT GT TCGCGCT GGCCAT CGGCGGGT TCGGCAT CGGCACCACGGAGT TCGT GGCGAT GGGT CTGCTGCCCGATATCGCCA
CCGGCCT GGGECGT CACCGAACCGGT CGCCGGACACGT CAT CTCCGCCTACGCGT TGGEGECGT CGTCATCGGGEGECCCCGT TG
ATCGCGECACT GACCGCCCGGAT GCCGCGCCGCAACCT GT TGCT GEGECCT GATGGT GCTGT TCACCGT GGCCAACCTGGC
CAGCGTCTTCGCCCCGACCT ACGECACCCT GAT CGCCGCGCGGT TCAT CGCCGGACT CCCGCACGGT GCGTACT TCGGGA
TCGCTGCCCT GGT GGCCGCCCAT CT GAT GGGCCCGCAGAAT CGEGCCAAGGCGGT GT CGCACGT CCTCACCGGCCTCACC
GT CGCCACCGT GCTCGGT GT CCCGGT CGCCT CCTGECT CGGCCAGCACT TCGGCT GGCGCAGT GCGT TCGGCCTGGTGGT
GGCGAT CGGECCT GGTCACCCT CACCGCCCT GI GGT TCT GGCT GCCGAGCAT GCACT CGAT GCACGT CACCAGT CCGGT CA
CCGAACT CGECCCGCT CAAGCGCCCGCAGGT GCTGCTGECCCT GCT GGT CGGGAT GATCGGT TTCGECGECATGT TCGCG
GTGTACACCTATATCGCCACCACGT TGACCGACGT GGCCGGECCT GT CCCGCGACATGATCCCGT TGGCGCTGATGATCTT
CGGCCTCGGECAT GGT GATCGGCAAT CT GGT CGECGECAAGAT GGCCGACAT CTCGGT GGT CGECTGGECTGTATGCCTCGA
TGATCGCGCT GACCGT CGT GCT GECCGCGT ACGT GGCCGCCGCGCACAAT CCGT GGACCGCGCTGCTGEECCTGI TCTGC
ATCGGECGCEET GEECTCCTCCAT CGGT CCCGCGECT GCAGT CACGECT GAT GGACGT CGCCCACGAT GCCCAGT CCCTGEC
CGCCGCGCTGATGCACT CGGGGT TCAACT TCGCCAACGCCACCGGT GCCT GEGT GGGECGEGT CTGGT GATCGCGGECCGEET
ACGGCT ACACGECCCCGEECCECCECCEEEECEAT GCT GECCGT CGECEEECT GGT GGT GCTCACCGEGT CGGTGCTGCTG
GAGCGGCGCGCCGCTAAT CCTCGAT GACGT GCACGGECGGECCT CCT CGGECCGAGGECCGCCCCGCCGT CGATCCCGACATCA
CGGCCGACCAGCGCGGEGECT CGT CGT CCTCGCCGAAT CCGGECGT CGGEGT GCGACCAGCCGGECCGGACCGEGECTGGCGCCCAC
CTCGTI CCTCACCGAACT GCTCGT CGGGT TCCTCCCCGT CGT CGACGCCCTGATCCGGT TGT TCGT CGGCCAGGECGCTCGT
CGAGGGTCTCGT GCTCGCGEEGET TCCTGCCAGCGT TCCGEEEECGAGT AGCCCT CGT CCAGCAGAT CGT CGACCCCGCGG
TCGAGCAGGGT GT CCTCCGCCGACAGCTGGT CCTCT TCCT CEEEECT GTAGGCCCCT CCGGT CTGATCCGGGAGI TCTGC
AGTCATGGCTTCACGCTACT CACCACAGCGCT TGAGCACATTGGCAATTGAGT CCACC

6- Localisation de 'ORF 6, 'ORF 7, et 'ORF 8 identfiés par ORF Finder sur la
séquence dél. aurum :

ORFE 6 : de 13 a 369.
ORF 7 : de 1614 a 2006.
ORF 8 : de 278 a 823.

ACCTCGGAGT CGAT GT CGGCCAGCGCCAGGAT CTCCCCGGCCAGGT TGCACACCGCGAGCCGGEGT CCGGCTGATCCCGAC
CGCCGCCGACAGCACCACT GCGGCAT CGECGT TGAAGCT CAGCCT GGT CECCGGACGECCGECCGGT CGAGGGTGCCGGT T
CGCATTCCACGACCAGCCCGGAGT CCAGCAGGGECCECGAGCCEEECACCCACCGECGGT CCEEGACAGCCCGEGT GCGEECC
GCGATCT CCECGCGGEGT GATTTCCCCGCGGT CCCTGAT CAGGGCGAATACCT CGCCGACGT CGGCCATGCCTCGATTGGA
CCACGATGACGTAAGI TTCGCCACT TTCGCAGGAAAAAGACAAAACTAGT TTGATCCGT CGACGT AAGT CGCCATACCCT
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TGGTCGGTGACT TCCCGCCT CGACCGCCCCACCCGCCCGCAGT CCGT CGT GT CCCCCGACCCGACGGT CCGCTGGECTCGC
GGTGT TCGCGCTGGECCAT CGGCGEGT TCGGECAT CGGCACCACGGAGT TCGT GGCGAT GGGT CTGCTGCCCGATATCGCCA
CCGGCCTGEECGT CACCGAACCGGT CGCCGGACACGT CATCTCCGCCTACGCGT TGEGECGT CGTCATCGGEGEGECCCCGT TG
ATCGCGGECACT GACCGCCCGGAT GCCGCGCCCCAACCT GT TGCTGEECCTGATGGTGCTGT TCACCGT GGCCAACCTGEC
CAGCGT CTTCGCCCCGACCT ACGGCACCCT GAT CGCCGCGCGGT TCAT CGCCGGACT CCCGCACGGT GCGTACT TCGGGA
TCGCTGCCCT GGT GECCGCCCAT CTGAT GEECCCGCAGAAT CAEGECCAAGGECGGT GTCGCACGT CCTCACCGGECCTCACC
GTCGCCACCGT GCTCGGT GT'CCCGGT CECCT CCTGGECT CGECCAGCACT TCGGECT GGCGCAGT GCGT TCGECCTGGT GGT
GGCGATCGGECCT GGTCACCCTCACCGCCCTGT GGT TCT GGCT GCCGAGCAT GCACT CGAT GCACGT CACCAGT CCGGT CA
CCGAACT CGECGCGCT CAAGCGCCCGCAGGT GCTGCTGECCCTGCT GGT CGEGAT GATCGGT TTCGECGECATGT TCGCG
GTGTACACCTATATCGCCACCACGT TGACCGACGT GGCCGGECCT GT CCCGCGACATGATCCCGT TGGCGCTGATGATCTT
CGGCCTCGGCATGGT GATCGGCAAT CT GGT CGGCGGECAAGAT GGCCGACAT CTCGGT GGT CGGCTGECTGTATGCCTCGA
TGATCGCGCTGACCGT CGT GCTGECCGCGT ACGT GGCCGCCGCGCACAAT CCGT GGACCGCGCTGCTGEECCTGITCTGC
ATCGECGCGGET GEECTCCTCCAT CGGT CCCGCGCT GCAGT CACGECT GAT GGACGT CGCCCACGAT GCCCAGT CCCTGEC
CGCCGCGCTGATGCACT CGEEGT TCAACT TCGCCAACGCCACCGGT GCCTGGEGT GEGECGEGT CTGGT GAT CGCGECCGEGET
ACGGECTACACGGECCCCGEECCGCCECCEEEECEAT GCT GECCGT CEGECEEECT GGT GGT GCTCACCGEGT CGGTGCTGCTG
GAGCGGCGECGCCGCTAAT CCTCGAT GACGT GCACGECGEGECCT CCT CGECCGAGGCCGCCCCGCCGT CGATCCCGACATCA
CGGCCGACCAGCGCGGEGECT CGT CGT CCT CGCCGAAT CCGGCGT CGGGT GCGACCAGCCGGECCGGACCGGECT GGCGCCCAC
CTCGTI CCTCACCGAACT GCTCGT CGGGT TCCTCCCCGT CGT CGACGCCCTGATCCGGT TGT TCGT CGGCCAGGCGCTCGT
CGAGGGT CTCGT GCT CGCGEEGT TCCT GCCAGCGT TCCGGEEECGAGT AGCCCT CGT CCAGCAGAT CGT CGACCCCGCGG
TCGAGCAGGEGT GT CCTCCGCCGACAGCTGGT CCTCTTCCT CGEEGECT GTAGGCCCCT CCGGT CTGATCCGGGAGI TCTGC
AGT CATGGCTTCACGCTACT CACCACAGCGCT TGAGCACATTGGCAATTGAGT CCACC

7- Localisation des génes identifies par GeneMark sua séquence dél. aurum :
OREF 1 codant pour le régulateur génétique : <3 a 3
OREF 2 codant pour le transporteur mycobactérien daype MES de 407 a 1627.
ORF 3 non codant : de 1614 a 2006.

ACCT CGGAGT CGAT GT CCGECCAGCGCCAGGAT CT CCCCCECCAGGT TGCACACCCCGAGCCGEGT CCCECT GATCCCGAC
CGCCGCCGACAGCACCACT GCGGCAT CGGCGT TGAAGCT CAGCCT GGT CGCCGGACGECCGCCGGT CGAGGGT GCCGGT T
CGCATTCCACGACCAGCCCGGAGT CCAGCAGEECCGCGAGCCGEECACCCACCGECGGT CCGEGACAGCCCGGT GCEEECC
GCGATCTCGGCCCGGGT GATTTCCCCGCGGT CCCT GAT CAGGGCGAATACCT CGCCGACGT CGCCCATGCCTCGATTGGA
CCACGATGACGT AAGT TTCGCCACT TTCGCAGGAAAAAGACAAAACT AGT TTGAT CCGT CGACGT AAGT CGCCATACCCT
TGGTCGGT GACT TCCCGCCT CGACCGCCCCACCCGCCCGCAGT CCGT CGT GT CCCCCGACCCGACGGT CCGCTGGECTCGC
GGT GT TCGCGCT GGCCAT CGGCGGGT TCGGCAT CGGCACCACGGAGT TCGT GGCGAT GGGT CTGCTGCCCGATATCGCCA
CCGGCCT GEGECGT CACCGAACCGGT CGCCGGACACGT CAT CTCCGCCTACGCGT TGGGECGT CGT CATCGEGEGECCCCGTI TG
AT CGCGGCACT GACCGCCCGGAT GCCGCGCCCCAACCT GT TGCTGEECCT GATGGT GCTGI TCACCGT GGCCAACCTGGC
CAGCGT CTTCGCCCCGACCT ACGGCACCCT GAT CGCCGCGCGGT TCAT CGCCGGACT CCCGCACGGT GCGTACT TCGGGA
TCGCTGCCCT GGT GGCCGCCCAT CT GAT GGECCCGCAGAAT CGEGCCAAGGCGGT GT CGCACGT CCTCACCGGCCTCACC
GT CGCCACCGT GCTCGGT GT CCCGGT CGCCT CCTGECT CGGCCAGCACT TCGGCT GGCGCAGT GCGT TCGGCCTGGTGGT
GGCGAT CGGCCT GGT CACCCT CACCGCCCTGT GGT TCT GGCT GCCGAGCAT GCACT CGAT GCACGT CACCAGT CCGGT CA
CCGAACT CGGECGCGCT CAAGCGCCCGCAGGT GCTGCT GGCCCT GCTGGT CGGGAT GATCGGT TTCGGCGGECATGT TCGCG
GTGTACACCTATAT CGCCACCACGT TGACCGACGT GGCCGGCCT GTCCCGCGACATGATCCCGT TGGCGCTGATGATCTT
CGGCCT CGGCAT GGT GATCGGCAAT CT GGT CGECGGCAAGAT GGCCGACAT CTCGGT GGT CGGCTGGECTGTATGCCTCGA
TGATCGCGCT GACCGT CGT GCTGECCGCGT ACGT GGCCGCCGCGCACAAT CCGT GGACCGCGCTGCTGEECCTGITCTGC
AT CGGCGCGGT GAECT CCTCCAT CGGT CCCGCGCT GCAGT CACGGCT GAT GGACGT CGCCCACGAT GCCCAGT CCCTGEC
CGCCGCGCT GATGCACT CGGGGT TCAACT TCGCCAACGCCACCGGT GCCT GEGT GGGCGGT CTGGT GAT CGCGGECCGEGT
ACGCCT ACACCECCCCCECCCCCCCCCEEECEAT GCT GECCGT CEECCEECT GGT GGT GCTCACCCEGT CGGT GCTCCTG
GAGCGGCGCGCCGCTAAT CCTCGAT GACGT GCACGGECGGECCT CCT CAECCGAGGECCGCCCCECCGT CGATCCCGACATCA
CGGCCGACCAGCGCGGEGECT CGT CGT CCTCGCCGAAT CCGGECGT CGGEGT GCGACCAGCCGGECCGGACCGEGECT GGCGCCCAC
CTCGT CCTCACCGAACT GCTCGT CGGGT TCCTCCCCGT CGT CGACGCCCTGATCCGGT TGT TCGT CGGCCAGGCGCTCGT
CGAGGGT CTCGT GCTCGCGGEEGET TCCTGCCAGCGT TCCGEGEGEGECGAGT AGCCCT CGT CCAGCAGAT CGT CGACCCCGCGG
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TCGAGCAGGGT GTCCTCCGCCGACAGCTGGT CCTCTTCCT CEEEECT GTAGGCCCCT CCGGT CTGATCCCGEGAGT TCTGC
AGTCATGCCTTCACGCTACT CACCACAGCCCTTGAGCACATTGCCAATTGAGTCCACC

8- Comparaison des genes obtenus par ORF Finder et GaeMark :

ORF 1 : de 1 & 308 (La méme position pour ORF Findeue pour GeneMark)
ORF 2 d’apres ORF Finder : de 536 a 1627.
OREF 2 d’apres GeneMark : de 407 a 1627

ACCT CCGAGT CGAT GT CGECCAGCGCCAGGAT CTCCCCGECCAGGT TGCACACCGCCGAGCCGEGET CCCECTGATCCCGAC
CGCCGCCGACAGCACCACT GCGGCAT CGGCGT TGAAGCT CAGCCT GGT CGCCGGACGECCGECCEGT CGAGGGTGCCEET T
CGCATTCCACGACCAGCCCGGAGT CCAGCAGGGECCGECGAGCCGEGECACCCACCGLEGT CCGEGACAGCCCEGTGLEEEeC
GCGATCTCGGCCCGEGT GATTTCCCCGCGGT CCCTGAT CAGGGCGAAT ACCT CGCCGACGT CGECCATGCCTCGATTGGA
CCACGATGACGTAAGT TTCGCCACT TTCGCAGGAAAAAGACAAAACTAGT TTGAT CCGT CGACGT AAGT CGCCATACCCT
TGGTCGGT GACT TCCCGCCT CGACCGCCCCACCCGCCCGCAGT CCGT CGT GT CCCCCGACCCGACGGT CCGCTGECTCGEC
GGT GT TCGCGCT GGCCAT CGGCGEGT TCGGECAT CGGCACCACGGAGT TCGT GGCGATGEGT CTGCTGCCCGATATCGCCA
CCGECCT GEECGT CACCGAACCGGT CGCCGGACACGT CATCTCCGCCTACGCGT TGEGECGT CGT CATCGGEECCCCGI TG
ATCGCGECACT GACCGCCCGGAT GCCGCGCCGCAACCT GT TGCT GEGECCT GATGGT GCTGI TCACCGT GGCCAACCTGGC
CAGCGI CTTCGCCCCGACCT ACGECACCCT GAT CGCCGCGCGGI TCAT CGCCGGACT CCCGCACGGT GCGTACT TCGGGA
TCGCTGCCCT GGT GGCCGCCCAT CTGAT GEGCCCGCAGAAT CGEECCAAGGECGGT GTCGCACGT CCTCACCGGECCTCACC
GI CGCCACCGT GCT CGGT GT CCCGGT CGCCT CCTGECT CGGCCAGCACT TCGGECT GGCGCAGT GCGT TCGGECCTGGT GGT
GGCGAT CGGCCT GGT CACCCT CACCGCCCT GT GGT TCT GECT GCCGAGCAT GCACT CGAT GCACGT CACCAGT CCGGT CA
CCGAACT CGGECGCGCT CAAGCGCCCGCAGGT GCTGCT GGCCCT GCT GGT CGGGAT GAT CGGT TTCGGCGGECATGT TCGCG
GIGTACACCTATATCGCCACCACGT TGACCGACGT GGCCGECCT GT CCCGCGACAT GATCCCGT TGGCGCTGATGATCT T
CGGCCT CGGCAT GGT GATCGGCAAT CT GGT CGECGECAAGAT GGCCGACAT CTCGGT GGT CGECTGECTGTATGCCTCGA
TGATCGCGCT GACCGT CGT GCTGECCGCGT ACGT GGCCGCCGCGCACAAT CCGT GGACCGCGCTGCTGEECCTGITCTGC
ATCCECCCGGET GEECT CCTCCAT CGGT CCCGCGCT GCAGT CACGECT GAT GGACGT CGCCCACGAT GCCCAGT CCCTGEC
CGCCGCGCT GATGCACT CGGGGT TCAACT TCGCCAACGCCACCGGT GCCT GEGT GGGECGEGT CTGGT GAT CGCGGECCGEET
ACGGCT ACACGECCCCGEECCECCECCEEEECEAT GCT GECCGT CEECEEECT GGT GGT GCTCACCGEGT CGGTGCTGCTG
GAGCGGCGCGCCGCTAATCCTCGAT GACGT GCACGECGGECCT CCT CGECCGAGGECCGCCCCGCCGT CGATCCCGACAT CA
CGGCCGACCAGCGCGEECT CGT CGT CCTCECCGAAT COGGECGT CGGEGT GCGACCAGCCGECCGGACCGGECT GGCGCCCAC
CTCGTCCTCACCGAACT GCTCGT CGGGT TCCTCCCCGT CGT CGACGCCCTGATCCGGT TGT TCGT CGECCAGGCGCTCGT
CGAGGGT CTCGT GCTCGCGEEEGET TCCTGCCAGCGT TCCGEGEEECGAGT AGCCCT CGT CCAGCAGAT CGT CGACCCCGOGG
TCGAGCAGGGT GT'CCTCCGCCGACAGCTGGTCCTCT TCCTCGEEECT GTAGGCCCCTCCGGT CTGATCCGEGAGT TCTGC
AGTCATGGCTTCACGCTACT CACCACAGCGCT TGAGCACATTGGCAATTGAGT CCACC

9- Les numéros d’accession des protéines utiliséesdate I'alignement des protéines
de la base de données avec 'ORF 2 :

Espece Protéine Numéro d’accession
Mycobacterium sp. 141 Transporteur de type WP_019970628.1
MFS
Mycobacterium mageritense| Transporteur de type CD023801.1
DSM 44476] MFS
Mycobacterium sp. UM_RHS Transporteur de type WP_024453176.1
MES
Mycobacterium cosmeticum | Transporteur de type CDO07092.1
MFS
Mycobacterium sp. 155 Transporteur de type WP_018601931.1
MFS
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10-Les numéros d’accession des protéines utiliséesdate I'alignement des protéines
de la base de données avec 'ORF 1 :

Espece Protéine Numéro d’accession
MRTERIOEEIENLIT TR Régulateur génétique WP_019510376.1
Mycobacterium sp. UM_RHS o4 1ateur génétique WP_024453175.1

MBI GESmElaL Régulateur génétique CDOO07091.1
Mycobacterium
aromaticivorans JS19b1 Régulateur génétique KDE98025.1
Mycobacterium rhodesiae | g 1ateur génétique WP_005148871.1

11-Localisation des génes identifiés sur la séquenceatéotidique deMycobacterium aurum:

* Régulateur génétique : de la position 1 jusqu'a 308

e Transporteur de sucre MFS : de la position 407 jusga 1627.

ACCTOGGAGT OGAT GT OGBCCAGGCCAGGAT CTOOCOGG0CAGET TGCACACCEOGAGCOGEGT COGGCT GATCOCGAC
CGO0G00GACAGGACCACT GOGGCAT CGROGT T GAAGCT CAGCT GGT GR00GEA0GEC0G00GGT OGAGEGT GOCEGT T
CGCATTCCACGACCAGCCCGGAGT CCAGCAGGE00G0GAGO0EAECACOCACOROGGT COGGRACAGCCCAET GOGEA0C
GOGATCTCBA0G0GEGT GATTTCOCCG0GGT COCT GAT CAGEG0GAAT ACCT CBO0GACGT CGRCCATGLCT CGAT TGGA

CCACGATGACGT AAGT TTCGCCACT TTCGCAGGAAAAAGACAAAACT AGT TTGAT CCGT CGACGT AAGT CGCCATACCCT
TGGTCGGTGACT TCCCGCCT CGACCGCCCCACCCGCCCGCAGT CCGT CGT GT CCCCCGACCCGACGGT CCGCTGECTCGC
GGT GT TCGCGCTGECCAT CGGCGEGT TCGGECAT CGGCACCACGGAGT TCGT GGCGAT GGGT CTGCTGCCCGATATCGCCA
CCGGCCT GGGECGT CACCGAACCGGT CGCCGGACACGT CATCTCCGCCTACGCGT TGGEGECGT CGT CATCGGEGEGECCCCGT TG
ATCGCGECACT GACCGCCCGGAT GCCGCGCCGCAACCT GT TGCT GEGECCT GATGGT GCTGT TCACCGT GGCCAACCTGGC
CAGCGT CTTCGCCCCGACCTACGGECACCCT GAT CGCCGCECEGT TCAT CGCCGGACT CCCGCACGGT GCGTACT TCGGGA
TCGCTGCCCTGGT GECCGCCCAT CTGAT GEECCCGCAGAAT CGEECCAAGGECGEGT GTCGCACGT CCTCACCGGECCTCACC
GT CGCCACCGT GCTCGGT GT CCCGGT CGCCT CCTGGECT CGGCCAGCACT TCGGECT GGCGCAGT GCGT TCGGECCTGGTGGT
GGCGAT CGGCCTGGT CACCCT CACCGCCCTGT GGT TCTGGECT GCCGAGCAT GCACT CGAT GCACGT CACCAGT CCGGT CA
CCGAACT CGGECGCGCT CAAGCGCCCGCAGGT GCTGCTGECCCT GCTGGT CGEGAT GAT CGGT TTCGGCGGECATGT TCGCG
GTGTACACCTATATCGCCACCACGT TGACCGACGT GGCCGGECCT GT CCCGCGACATGATCCCGT TGGCGCTGATGATCTT
CGGCCTCGGECAT GGT GATCGGAAT CTGGT CGGCGGECAAGAT GGCCGACAT CTCGGT GGT CGECTGGECT GTATGCCT CGAT
GATCGCGCTGACCGT CGT GCTGGECCECGT ACGT GGCCGCCGCGCACAAT CCGT GGACCGCGCTGCTGEECCTGT TCTGCA
TCGECECGEGT GEECT CCTCCAT CGGT CCCGCGECT GCAGT CACGGECT GATGGACGT CGCCCACGATGCCCAGT CCCTGGECC
GCCGCGCTGATGCACT CGGGGT TCAACT TCGCCAACGCCACCGGT GCCT GGEGT GGGECEGT CTGGT GATCGCGGECCGEGETA
CGGCTACACGGECCCCGEGECCECCECCEEEECEAT GCT GECCGT CGGCGEEECT GGT GGT GCTCACCGGEGT CGGTGCTGCTGG
AGCGECGCGCCGCTAAT CCT CGAT GACGT GCACGECGECCT CCT CEECCGAGGECCGCCCCECCGT CGATCCCGACATCAC
GGCCGACCAGCGCGGEGECT CGT CGT CCT CGCCGAAT CCGGCGT CGGGT GCGACCAGCCGGECCGEGACCGECTGECGECCCACC
TCGICCTCACCGAACT GCTCGT CGEGT TCCTCCCCGT CGT CGACGCCCTGATCCGGT TGT TCGT CGECCAGECGCTCGIC
GAGGGT CTCGT GCTCGCGEEGET TCCTGCCAGCGT TCCEGEEGEECGAGT AGCCCT CGT CCAGCAGAT CGT CGACCCCGCGGET
CGAGCAGGGT GT CCTCCGCCGACAGCTGGTCCTCTTCCTCGGEGEECTGTAGGCCCCT CCGGT CTGATCCGGEGAGT TCTGCA
GTCATGGCTTCACGCTACT CACCACAGCGCTTGAGCACATTGGCAATTGAGT CCACC
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12-Les séquences des protéines MFS utilisées pour lapse phylogénétique
(résultats et discussions) :

> Honop sapiens 1

VHLNRI KAMLVANI LSLVGALLMGFSKLGPSHI LI | AGRSI SGLYCGLI SGLVPMYI GEI APTALRGALGTFHQL
Al VTA LI SQ | GLEFI LGNYDLWHI LLGLSGVRAI LQSLLLFFCPESPRYLYI KL DEEVKAKQSLKRLRGYDDV
TKDI NEVMRKEREEASSEKVSI | QLFTNSSYRQPI LVALMLHVAQQFSG NG FYYSTSI FQTAG SKPVYATI G
VGAVNWFTAVSVFLVEKAGRRSLFLI GVSGWVCAI FMSVGLVLLNKFSWWEBYVSM Al FLFVSFFEI GPGPI P
WFMVAEFFSQGPRPAALAI AAFSNWICNFI VAL CFQY1 ADFCGPYVFFLFAGVLLAFTLFTFFKVPETKGKSFEE
| AAEFQKKSGSAHRPKAAVEMKFLGATETV

> Mycobacterium snegmatis str. M2 155

MWTAQPEPAVWIGHTRGSSDYRRLLAALFCAGVATFAQLYSPQAVLPLI ASDLGTGAAHAALAI SAATI GLAFGY
LPWAALADRVGRVQVI TVSVWATVLG.LVPFAPTYALLLCGRFVEGLALAGVPAVAVAYLTEEI NAGHAARAAG
TYVAGTTI GALAGRLVTGPVAEFAGARVGVL TVAL L CGVAAL AFVKLAPAAQGF TPARTHWDL GRRLL TNLRSPR
QLALFAQGFLLMGGFVAVYNFL GFRL SAAPFNL PQTVWSLVFLAYLAGTWASARAGAEATRFGRKPVLLVSI ATM
I AGVAVTMSTNAVWLVGAL VI ATAGFFGAHAI ASGWGAEAGDSKAQASAL YNL FYYGGSSAVGNL GGLAFDAAG
WSAVAGTVMGELAALAGLT AFALAR

> Bacillus cereus (0842

MKKVSPLLI LTLAI GVFA | TTEMA VGVLPQ TQKFG STAQAGFLVSI FALWAI SGPFLI LLI SSI NRKI | L
LTVI FVFVI SNI | YAYTI QFElI MLVFRI LPAALHPLFFSI ALVTAAKLAPPEKSGQAVTKVFMAE TVGFALGVPL
TSYLADQFSLEI AFLFGALI NALAFI GVLI SLPSVPVKEKMSFGKQ RI LGKPGLWLNI LTI TFLFAAMFSVYSY
FAEYLAKVTSMNGSLI SI MLFI FG VM LGNHLFGSLLQRSI VNTVI SFPI LYSI VYI LVYYLGSYLVPM FWF
| WE VHAGALI VGOTWLI SEAREAPEFGNSLFVSFSNLG TLGTTI GOAFI SNLG HQLI WAGFI FTLLSFLLI |
| KLKFFTSNNLASLSS

> Escherichia coli strain ST540

MKI NYPLLALAI GAFA GTTEFSPMGLLPVI ARGVDVSI PAAGVLT SAYAVGYMVGAPLMTLLLSHRARRSALI F
LMAI FTLGNVLSAI APDYMILM_SRI L TSLNHGAFFGL GSVWAASVVPKHKQASAVATMFMGLTLANI GGVPAAT
WLCETI GARMSFLATAGLGVI SMYSLFFSL PKGGAGARPEVKKELAVLMRPQVLSALLTTVLGAGAMFTLYTYI S
PVLQSI THATPVFVTAMLVLI GVGFSI GNYLGGKLADRSYNGTLKGFLLLLMVI MLAI PFLARNEFGAAI SMVWVW
GAATFAVVPPLQVRVIVRVASEAPGL SSSVNI GAFNL GNAL GAAAGGAVI SAGLGYSFVPVMGAI VAGLALLLVFM
SARKQPETVCVANS

> Helicobacter pylori B38

MM TKQSYQRFALMRVFVFSLSAFI FNTTEFVPVALLSDI AKSFEMESATVGLM TAYAW/VSL GSLPLM.LSAK
| ERKRLLLFLFALFI ASHI LSALAWNFW/LLLSRMA AFAHSI FWSI TASLVI RVAPRNKKQQALGLLALGSSLA
M LGLPLGRI | GQ LDWRSTFGVI GGVATLI MLLMAKLLPHLPSRNAGTLASVPI LMKRPLLVGE YLLVI WI SG
HFTTYSYI EPFI | Q SQFSPDI TTLM-FVFGLAGVAGSFLFGRLYAKNSRKFI AFAMVLVI CPQLLLFVFKNLEW
VI FLQ FLWGE G TSLTI ALQVRVLQLAPDATDVASAI FSGSYNVG GSGALFGSI VI HOLALGYl GFVGGALGL
LALFWLRFI TI KFKKT

> Kl ebsiella oxytoca KCTC 1686
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MKKTI FSLALGTFGLGVAEFG MGVLPEI AHDVG SI PAAGNM SWYALGVVI GAPVVAL FSSRFSLKAVM_FLV
ALCVI GNAI FTLSSSYSMLALGRLI SGFPHGAFFGVGAI VLSKI APPGKVTAAVAGM AGMTVANL L GVPAGTWL
GHQFSVIRYTFLAI AVFDI AVLVAI AWWPTLFDKPTTRLRSQFHFL TSPAPWLI FAATMFGNAGVFAWFSY! KPF
M NVSGFGESAI | Al M.LAGLGWLGNLFSGKVSVRYSPLRI AAVTDGVI WTLLLLFLLGENKAAALTLAFI CC
AALFALSAPLQ LLLQNAKGGEM. GAAGGQ AFNLGSAI GALFGGVM TAGPGWRFVAL PAALL SFLALSSLLI Y
ARHQRRLA

> Listeria nonocytogenes strain J2-031

VDIVKKVNPNLTLLALAI SAFG GSTEFI SVGLLPLI SSSMGVSI STAGLTVSI YALGVMVGAPVLTTVTAKIVNRK
NLLLLVMLVFLI GNLVSAFAVSFGTLLTGRVVAAFAHGVFNVSI ASVI AADVVHPSKRASAI AVMFTGLTVATVTG
VPLGTFI GQLFGARMSFLFI VAI GVI Al | ANFFLVPKNLSNGKSI SFKSI GQLLVNKKI VMLLMIAFGYGGTFV
VYTYLSPMFSGMGYSTSM VI LLI VYGYMVAI GNTI GGHFANERPAKALFI MFSLQGVTLLLLOQFTSGNAI LG-M
TI MUMGFFAFM\VSGL QL YVWQLAERYLPETVSMASALNI SAFNI G ALGAFI GGLVTEYI GLSYTPI VGFLMWF
I Al Il LTFYIMKKDK

> Nocardi a nova SH22a

MPVVVFVLAAAVFAQGT SEFWSGLLEKI AVDVGVSLGTAG.LTSLFAVGWL GAPVVAVAAGRL PVRYSVTAFL
GLFCVAHVI GAAATGFALLLVTRGVAAVANAGFLAVALAALPTMWGPKLI GRATSVVWSGVTVACI AGVPAGTLL
GRQAGGWRSAFWAVAVL SAAAL VPMAVYM. GRDVREGDAPDQQPPSVRYEWSVL RHPQVL TAI AAGVLVNAATFAGF
TYLGTI TTA AEGCWPWLALFGVGSFLGVTVAGRYNDHHRQ | VAGTWLVGYW.VAAVTTHSLI W/MWNMSV
AAGAVAFGVGSTLI ATI VQTATPI APRI AGALATTALNI GAl VGPATAGLLVDNTGHPATALWCSAAFTTAAVGY
AVI GOYWRGT SPVEQVRADARWRRRH

> Staphyl ococcus aureus subsp. aureus strain MRSA252

MSI MRLFTFI LSI FI VGWEMWAG MNLVSQDLHVSEAVWGQLVTMYALTFAI CGPI LVKLTNRFSSRPVLLWI
LLI FI'1 GNG | AVAPNFSI LVWGRI | SSAAAALIT | VKVLAI TAMLSAPKNRGKM GLVYTG-SGANVFGVPI GTV
| GDLVGARYTFLFLI | VSI | VGFLMM YLPKDQEI QRGPVNHEAPSHENHVTSKI LRPAEVAKYLI | TFLVLI AN
SVTFVFI NPLI LSNGHDVBFVSLALLVNG AGVI GTSLGGE FSDKI TSKRW.M SVSI FI VMMLLMNLI LPGSGL
LLAGLFI WNI MOWSTNPAVQSGVI QHVEGDT SQVVBSWAMSSLNAG GVGE | GELVMIHVSVQAI TYTSAI | GSL
GLI WFTLKNNHYAKTFKSS

> Yersini a pseudot ubercul osis PB1/ +

MPVALLALALCAFAI GTTEFVI MALLPQVAGDLHI SI PTAGALI SGYALGVAI GAPI MAVLTAKLPRKKTLLLLM
VI FI I GNLMCALAYSYDFLMFARVI TALCHGAFFG GAVVAANL VAPNRRASAVAL MFTGLTLANVLGVPLGTAL
GQAFGARSTFW/VSVI GLFSLAAL YSKLPSSSEEAPTELRKEI AALRGGGE W.SLLMI'VFFAAAMFALFTYI API
LTEVTQVSEHGVSWILLLMGVGLTLGNI VGSRLADWRLSVSLTMTFLLI AVFSALFSWISYSLLAAEVTLFLWSA
AAFSAVPALQ NVVAYGKKAPNLVSTLNI AAFNVGNAL GAW/GGVVI AKGLGLTAVPLAAAALAVMGLLLCLFTF
SRARTI GNKVA

> Mycobacteriumfortuitum

MI'TSLERARSVWAPDPTVRTLAVLALALGGFG GTTEFVAMGLLPDI ATGFRI SEPTAGHVI SAYALGWW
VGAPVI AALTARWPRKAL LL SL MAVFTVGNLASMLAPSYPTLVI ARFVAGLPHGAFFG AALAAAHL MGP
QNRAKAVAYVLCG.TI ATVLGVPLASW. GQAL GW\RSAFGLVWWGVGELT TLAAQARW.PEHL RTMQVSSPLT
EL GALRRPQVWLAVLVGM GFGGVFAVYTYI STTMIDVTGLSRSWPVALMWFG.GWAGNLI GGRLADS
SVVRALYLSLGSLAVLLAAFSLGSHSPWAL PLLFGVGVAGSAVGPAL QTRL MDVAHDAQTLAAAL NHSA
LNI GNATGAW/GGELVI AAGLGYTAPAAAGAL LAVGGVLVFTVSVALQRRSSTPR

> Mycobact eri um aurum
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MSPSTQRPTTPQSVVAADPAVRALAVLALAL GGFG GTTEFVAMGLLPDI ARGFDVSEPTAGHVI SAYAL
GWVI GAPTI AALTARVPRRALLLG.MAVFTLGNLASALAPSYATLVI ARFVAGLPHGAFFG AALAAAHL
MGPRNRAKAVAYVL SCGLTVATVLGVPLASW. CQAFGARSAFAL VWI GLI TLTALWFW.PAQLRTMHVTS
PLTELGALRRPQVWLAVWGM GFGGVFAVYTY! STTMIDVAGLPRALVPVAL WFGA. GWVGNLVGCGRL
ADI SWRALYLSLGSLGWLLVFVAAAHNPWIALPVLFLI GTAGSAVGPAL QT RLVDVAHDAQTLAAALN
HSALNI GNATGAW/GGELVI AAGLGYTAPAAAGSI LAVCGLLVLTLSVLLGRATRR

> Mycobacterium cosmeti cum

MI'RSI ARPHRPPSVWAPDPTVRW. AVFALALGGFG GTTEFVAMGLLPDI AASLHVSEPTAGHVI SAYAL
GVWVI GAPL| AALTARVNRKTLVLALMILFTLGNLASVFAPSYGTLVAARFVAG PHGAFFG AALVAAHL
MGPONRAKAVAHVL TGL TVATVVGVPVASAL CQHFGARSAFGL VWAI GLVTLTAI WWW/PNLRSVHVTSP
LTELGALRRVOVW. ALLVGWGFGAVFAVYTYVATTMIDVAGLPRAL VPLAL VAFGLGWI GNLAGGRVA
DI SWWRGLYLSI SALGVWLALFVLAANNPWIALVGLFLI GAAGSAI GPAL QTRLMDVAHDAQTLAAALNH
SALNI ANATGAW GGWVI AAGYGYTAPAAAGALLTLAGLAVLTLSVALQRTTRRRAALSAQ

> Mycobacterium gi |l vum PYR _GCK

M5AAVDQOSTPGASVAAPDPVVRRLAVLALALGGFA GITTEFVAMGLLPDI ARSFDVSEPVAGHVI SAYA
LGVVVGAPLI AAI TARVARRTLLLALMAVFTLGNLASM_ASSYETLVGARFLAG.LPHGAYFGVAALVAAH
L MGPQHRAKAVAHVL TAL TVATVL GVPVASW. GQSL GWRAAFGLVWAVGVL TL TALALW. PVQLRLMVRST
SPLTELGALRRPQVWNLALAVGM GFGGVFAVYTY! ATTMIDVAGVPRALVPVAL WFG.GVFFGNLVGGR
LADRSVVRAL YLSMGAL CAMLTLFVAASHNPWIALLALFG GLTGSAVGPAL QTRLMDVAHDAQT LAAAL
NHSALNI GNATGAWGEL VI AAGYGYTAPAGAGAVLALAGLVVLTVSWWL(KR

> Mycobact eri um mageritense_DSM 44476

MI'TSLERPAGPASVWWAPDPTVRW. AVFALAMGGFG GTTEFVAMGELLPDI ASG-FA TEPTAGHVI SAYAL
GVWGAPVI AALTARVPRRI LLLG-MI'VFTLGNLASMVAPSYETLVAARFVAGLPHGAFFG AALAAAHL
MGPONRAKAVAHVL SGLTI ATVLGVPLASW.GQAL GARSAFGLVVAI GLVTLTALWW.PDQLRSMHVTS
PLTELSALRRPQVWLAVLVGM GFGGVFAVYTYI STTMIDVAGL SRSLVPVAL MG GWVGNLVGGRL
ADTSVI RALYLSMSAL GVLLAVFVWASHNPWIALLVLFG GAAGSAVGPAL QTRLVDVAHDAQTLAAALN
HSALNI GNATGAW/GELVI AAGYGYTAPAAAGALLAVGGELLVFTVSVLLQRRTATRR
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Résumé

La tuberculose est 'une des maladies les plus medtieres au monde, dd a un agent
infectieux unique, le bacille tuberculeux Mycobacterium tuberculosisCertaines souches
de M. tuberculosis ont montré une multi- voire une ultra- résistancevis-a-vis du

traitement classique de cette pathologie, ceci exgplie que la tuberculose représente
aujourd’hui un nouveau combat pour les chercheurs teun sérieux probleme de santé

publique.

L'objectif est d’analyser une séquence nucléotidige requéte appartenant a
Mycobacterium aurum. L'étude de cette séquence repose sur une analyse
bioinformatique susceptible de faire face au besoinrgent de la recherche de nouvelle
cible thérapeutique permettant de contrecarrer le pénomene de résistance bactérienne.

Les résultats de ce travail montrent que notre ségnce renferme deux genes codant
respectivement pour un transporteur mycobactérien d type MFS (Major Facilitator
Superfamily) et un régulateur génétique. L'étude pllogénétique a montré que les
protéines MFS humaines et mycobactériennes sont sedifférentes, ceci explique la
spécificité du transporteur mycobactérien de type WS qui a été identifié a partir de la

séquence étudiée.

Par conséquent, ce résultat suggere qu’il est pobk théoriquement d’isoler un
inhibiteur des MFS des mycobactéries capable de Imoer la croissance des
mycobactéries et donc de lutter contre la tubercuke sans aucun effet sur la protéine

humaine.
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