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Résumé

Ce travail de master a fait I’objet de développer un logiciel qui permet d’annotation
structuralement et d’une fagcon automatique un gene (coxl) de la levure saccharomyces
cerevisiae. L’implémentation a été réalisée en langage MATLAB. L’exécution du logiciel que
nous avons développé sur des séquences d’ADN du gene (cox1) de la levure saccharomyces
cerevisiae a demontré que le logiciel est capable de détecter et marquer les différentes parties
de ce gene (boite TATA, exon, intron, région promoteur), et de trouver sa position et
localisation précise.

Les mots clés : saccharomyces cerevisiae, automatisation, annotation, cox1, MATLAB.



Abstract

This master's work was the subject of developing a software that allows generating a
structural and automatic annotation of a gene (cox1) of the Saccharomyces cerevisiae. The
implementation was realized in the MATLAB language. The execution of the software that
we have developed on DNA sequences of the gene (cox1) of the Saccharomyces cerevisiae
has demonstrated that the software is capable of detecting and labeling the different parts of
this gene (TATA box, exon, intron, promoter region), and to find its precise position and

location.

Key words: saccharomyces cerevisiae, automation, annotation, cox1, MATLAB.
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Introduction

Depuis 1995, nous avons acces a I’information génétique complete d’un nombre croissant
d’organismes vivants trés divers. Cette explosion d’informations impose des changements
profonds dans de nombreuses disciplines scientifiques, particulierement en bioinformatique et
en génétique moléculaire. L’un des plus importants défis est de prédire et d’annoter les
fonctions de la plupart des produits de génes de fagon a la fois rapide et exhaustive, en tenant
compte des interactions moléculaires entre les différents éléments préedits (expression de la

régulation des géenes et données métaboliques) (Médigue, 2002).

La levure Saccharomyces cerevisiae est le premier eucaryote dont le génome a été
completement séquencé. La connaissance de son génome et les avancées en biologie et
bioinformatique ont facilité le développement d’outils de génomique fonctionnelle permettant

d’étudier et de quantifier le comportement cellulaire (Magalie ,2011).

Les modeles informatiques peuvent permettre une meilleure représentation des fonctions
biologiques lorsqu’ils sont appliqués a ce domaine. La bioinformatique est interdisciplinaire
par nature, et permet aux biologistes d’exprimer des besoins de compréhension de systémes
complexes, et aux informaticiens de développer des outils logiciels permettant de comprendre
les données biologiques, la quantité de ces données croit extrémement rapidement. La taille
des banques de données publiques telles que GenBank ou la PDB (protein Data Bank)
augment désormais de facon exponentielle (Labtoo, 2021) (James et tisdall, 2002).

L’annotation génomique, c'est-a-dire de couches d’informations a des séquences
nucléotidiques afin de leur donner un sens biologique, est un défi majeur de la biologie
moderne. Elle vise a la détection et a la compréhension des génes, par leur localisation et la
détermination  précise de leur structure et de la prédiction de leurs

comportements «fonctionnels» (Gouret, 2009).
Notre objectif dans ce mémoire est résumé dans :

Le développement d’un modele informatique qui permet de réaliser I’annotation

structurale de séquence d’un géne chez saccharomyces cerevisiae.

De nos jours, malgré le développement de la science et de la technologie, mais il y a des
difficultés leurs de réalisation de déférence techniques biologiques et I’absence des outils
automatiques qui permettent 1’annotation structurale des séquences génomiques réelles, c’est

pourquoi nous posons la question suivante :
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Comment réaliser 1’automatisation d’annotation de séquence d’un géne chez saccharomyces

cerevisiae ?

De ce fait, nous suivons un processus de développement d’un logiciel afin de réaliser

un logiciel cabale de générer une annotation du géne de la levure Saccharomyces cerevisiae.
Ce mémoire est organisé en quatre chapitres :

Dans le premier chapitre on va diviser le contenu sur trois parties : On commence par
I’analyse bibliographique en présentant la levure Saccharomyces cerevisiae. Puis, on va parler
sur son génome sans oublier la structure d’un géne eucaryote et on termine par les déférences

techniques d’extraction et séquencage.

Le deuxieme chapitre est divisé en trois parties : la premiere est réservée pour décrire la
bioinformatique, leurs champs d’application, et les différents types de bases et de banques de
données biologiques. La deuxieme présente I’annotation. Enfin la derniére partie est

consacrée pour 1’alignement des séquences d’ADN.

Le troisieme chapitre est également divisé en deux parties, I'une est le processus de
développement d'un logiciel et l'autre représentant la partie applicative du processus de
développement d’un logiciel pour développer un logiciel qui permet d’effectuer 1’annotation

structurelle de la séquence d’ADN de Saccharomyces cerevisiae.

Enfin, le dernier chapitre est consacré aux résultats et a la discussion de ce fait, nous

contrélerons et vérifierons le fonctionnement de notre logiciel.

Le manuscrit se termine par des conclusions et des perspectives.




Chapitre 1 : Apporte Biologigue

Partie 1 : Saccharomyces cerevisiae
1-Définition

Saccharomyces cerevisiae vient des mots saccharose qui signifie «sucre» et myces qui
signifie «champignon». Tandis que cerevisiae fait référence a «cervoise», est un terme
scientifique, qui est le nom qu’on donnait autrefois a la biere. Ainsi, c’est un terme utilisé
pour désigner le petit champignon microscopique qui compose les différentes sortes de
levures intervenant dans la fermentation. Donc, elle est littéralement connue comme levure du
sucre. Les levures sont des eucaryotes faisant partie du groupe des champignons dont on les

distingue par leurs caracteres unicellulaires. Elles sont microscopiques et immobiles
(Aggoune et Zerkane, 2016).

2-1dentification

2.1- Taxonomie

Les levures Saccharomyces appartiennent au régne des champignons, a la division
(embranchement) des Ascomycota (Ascomycetes), la sous-division des Saccharomycotina, la
classe des Saccharomycétes, 1’ordre des Saccharomycetaleset la famille des

Saccharomycetaceae, 1’éspese cerevisiae (Quoc, 2010).
2.2- Principales caractéristiques de la levure Saccharomyces cerevisiae

2.2.1- Morphologie et métabolisme de la levure

Saccharomyces cerevisiae est une levure eucaryote unicellulaire, ayant une forme
sphérique ou ovoide, arrondie de la taille variable entre 1 a 10 um en fonction de la
composition nutritive de son milieu, et une longueur et de 1 a 5 um en largeur (Nguyen,
2016).
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Figure 1 : Micrographie de S. cerevisiae (Hansali et Rahmani, 2020).

Elle est capable de suivre deux voies métaboliques : la levure se sert de la respiration
aérobie pour métaboliser les glucides en dioxyde de carbone et en eau. Pour la voie anaérobie,

elle fermente les glucides et produit de 1’éthanol et du CO2 (Nguyen, 2016).
2.2.2- Origine des différentes souches de la levure

Les souches de 1’espéce S. cerevisiae peuvent étre isolées depuis plusieurs origines, telles
que le sol, les fruits (raisins), la séve des arbres, etc., et elles présentent des propriétés
physiologiques différentes. Cette diversité indique leur capacité d’adaptation dans les
conditions différentes de I’environnement. Ces différences sont basées sur une large variation
génétique qui est corrélée avec 1’origine géographique et les sources d’isolement (Hansali et

Rahmani, 2020).

2.3- Reproduction de la levure

2.3.1- Phases de croissance cellulaire

Principalement on a quatre phases : phase latence, phase exponentielle, phase stationnaire
et phase de déclin. Mais, précisément on rajoute deux phases : phase d’accélération et phase
de ralentissement. Les deux phases les plus importantes de la courbe de croissance pour les
études fondamentales ou les applications industrielles sont la phase exponentielle et la phase
stationnaire. Dans la phase exponentielle, les cellules se divisent rapidement et la vitesse de
division et le taux de croissance dépendent de la qualité nutritionnelle du milieu. Lorsque les
éléments nutritifs essentiels deviennent limités, la croissance cellulaire ralentit ou méme
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s’arréte. Lorsque les cellules atteignent la phase stationnaire, la levure contient une quantité
plus élevée de tréhalose et de glycogene que dans les autres phases Les cellules de la phase

stationnaire sont capables de résister a un large nombre de stress (Nguyen, 2016).
2.3.2- Cycle de vie

Elle existe sous deux formes diploide ou haploide qui peuvent suivre deux types de
divisions cellulaires : la reproduction vegétative et la reproduction sexuée. La ploidie est la
répétition de chromosome. Les cellules sont haploides lorsque les chromosomes qu’elles
contiennent sont chacun en un seul exemplaire (n chromosomes). Par contre, les cellules avec
des chromosomes en double exemplaire (2n chromosomes) sont diploides. La reproduction

cellulaire est différente en fonction du génotype de la construction cellulaire A, B (Nguyen,

2016).
, /—\ o
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Figure 2 : cycle de vie diploide haploide de saccharomyces cerevisiae (Renumériser, 2016).
3- Condition de culture

La production des levures qui présentent des caractéristiques intéressantes nécessite une
compréhension des conditions de culture. La culture S.cerevisiae est peut-étre dans un milieu
liquide ou solide dont la croissance et le bourgeonnement de la levure est assuré par la
présence de I'énergie et les éléments nutritifs. Ces éléments nutritifs permettent de distinguer

deux types de milieux : un milieu riche sélectif et un milieu synthétique. Le milieu riche




Chapitre 1 : Apporte Biologigue

sélectif contient tous les nutriments essentiels pour le développement cellulaire comme le
phosphate, le sulfate, le sodium, le magnésium, le calcium, le cuivre, le fer, des acides aminés
et des nucléotides. Le sucre ou d’autres sources d’énergie doivent €tre ajoutés comme le
glucose, le saccharose, 1’acide lactique en fonction de la capacité de consommation des
levures. Dans ce type de milieu, les cellules se divisent rapidement avec un temps de division
d’environ 90 minutes et les colonies sont facilement observées aprés environ deux jours

d’incubation.

Le milieu synthétique fournit les éléments nutritifs essentiels comme le milieu riche
sélectif, mais il manque les acides aminés, les nucléotides et d’autres précurseurs. Ainsi, une
souche doit étre capable de synthétiser ces éléments afin de croitre et se diviser dans le milieu
synthétique. Par rapport le milieu riche sélectif, la croissance cellulaire est plus lente avec un

temps de division d’environ 240 minutes (Hansali et Rahmani, 2020).
4- Saccharomyces cerevisiae et les biotechnologies

La levure Saccharomyces cerevisiae occupe une place privilégiée dans les activités
industrielles. Elle est utilisée par I’homme depuis des millénaires pour la production de
boissons et produits fermentés (vin, biére, pain). Elle joue un réle trés important dans
I’industrie agroalimentaire comme agent de fermentation et pour 1’élaboration de produits
dérivés. De nos jours, la levure est également largement utilisée comme usine cellulaire pour
la production de molécules d’intérét. Dans le domaine pharmaceutique et médical, elle est
utilisée pour la production de vaccins, de probiotiques ou de protéines comme I’insuline

(Magalie, 2011).

Elle joue également un role clé dans 1’industrie chimique pour la synthése de produits de
commodité comme ’acide lactique pour la production des plastiques et dans le domaine des
énergies renouvelables et des biocarburants (bioéthanol). Le secteur des biotechnologies

blanches présente aujourd’hui un trés fort potentiel de croissance (Magalie, 2011).
5-R0le de la levure Saccharomyces cerevisiae

5.1- industrie alimentaire

Elle est utilisée en boulangerie pour la fabrication du pain. Donc, la panification a base de
fermentation alcoolique permet de faire lever la pate grace a la formation des bulles de
dioxyde de carbone .aprés mélange des ingrédients (farine, eau, sel et levure) et pétrissage. La

pate lion leve sous I’action de la levure boulangére. Les sucres sont fermentés ce qui engendre
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part un peu d’alcool qui évapore pendant la cuisson et d’autre part du dioxyde de carbone qui,

prisonnier de la pate, forme des bulles au sein de celle-ci et la faite de gonfler (Ighlimi, 2021)

Les types de levures et levains sont commercialisées pour faciliter et optimiser la
fabrication du pain. C’est un point important a considérer pour réaliser des avantages
concurrentiels. Dans le domaine des levures et de la fermentation, I’industrie dont le leader
mondial est les affres, offre sur le marché une large gamme de levures pour les boulangers :
levure pressee, levure émiettée, levure liquide, levure séche active, levure séche instantanée,

levure a humidité intermédiaire surgelée (Nguyen, 2016).

En revanche, des procédés complexes doivent étre parfaitement maitrisés pour produire ces
types de levure. De solides connaissances sur le comportement des levures, par exemple la
compréhension de la résistance des levures pendant la déshydratation pour la production des

levures seches actives, sont requises (Nguyen, 2016).
5.2- Fabrication de boissons alcoolisées
5.2.1- Biere

Elle est obtenue par la fermentation alcoolique d’un mout fabriqué par macération de malt
d’orge. La fermentation du mout peut étre obtenue spontanément ou le plus souvent par
ensemencement massif par des levures. Les levures qui sont utilisées pour la fabrication de la

biére ne sont pas toutes identique. On distingue en brasserie :

- des levures hautes actives a température assez élevée grace auxquelles on obtient des
biéres assez fortes ; I’abondant dégagement de gaz fait remonter les ferments en surface, d’ou

leur nom,

des levures basses agissant a température moins élevée, qui fournissent une biere plus

Iégére et tendent a se déposer au fond des cuves (Leghlimi, 2021).
5.2.2- Vin

Elle provient de la fermentation du raisin ou de jus de raisin par les levures, qui

constituent la flore la plus importante: saccharomyces cerevisiae (Leghlimi, 2021).
5.2.3- Cidre

C’est une boisson obtenue par fermentation d’un mout sucré fabriqué a partir de pommes
ou du poiré a partir de poires. La fermentation par les levures transforme les sucres du jus en

alcool. Pour les alcools "forts" comme le rhum issu de la fermentation de cannes a sucre, ou
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encore la vodka issue de la fermentation de pommes de terre, de seigle ou de betteraves a

sucre, la fermentation est suivie d'une distillation afin de concentrer I’alcool (Leghlimi, 2021).
5.2.4- Autres boissons alcoolisées

Au Japon, Saccharomyces cerevisiae est également utilisée aprés Aspergillus oryze pour
produire le saké qui est une boisson fermenté a base de riz. Le méme protocole que pour la
fermentation du vin est appliquée pour la fabrication du cidre a partir de pommes ou du poiré
a partir de poires. Pour les alcools "forts" comme le rhum issu de la fermentation de cannes a
sucre, ou encore la vodka issue de la fermentation de pommes de terre, de seigle ou de
betteraves a sucre, la fermentation est suivie d'une distillation afin de concentrer l'alcool
(Nguyen, 2016).

5.3- Production de probiotiques

Les probiotiques sont des concentrés de levures seches Saccharomyces cerevisiae qui sont
utilisés dans l'alimentation animale comme apports de nutriments favorables. Les levures
libérent des vitamines, des acides aminés et des peptides qui permettent de renforcer la
protection de la flore intestinale, de normaliser le transit et de stimuler I'immunité intestinale

renforcant ainsi les défenses naturelles des animaux.

Les probiotiques permettent ainsi d'obtenir un meilleur rendement de la production laitiére,
de réduire significativement les pertes de poids des animaux, d'augmenter significativement le
taux de croissance des portées, et d'améliorer la qualité des viandes, etc. En outre,
Saccharomyces cerevisiae est une levure modele pour les études fondamentales sur les
eucaryotes. Le développement dans le domaine génétique et biologique a permis de modifier
des génes de cette levure afin de produire de nouvelles protéines et enzymes actives (Nguyen,
2016).
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Partie 2 : Rappel en biologie moléculaire du gene

1-Le génome

C’est-a-dire  I'ensemble des genes d'un organisme, est structurellement défini
par les chromosomes au sein de chaque cellule, selon la théorie chromosomique de I'hérédité.
Chaque chromosome est constitu¢é dune molécule d’ADN, support physique des

genes, et de protéines associées (Korba, 2020).
2- Le génome des eucaryotes

Chez les eucaryotes, les génomes sont en fait visualisés comme des structures
filamenteuses, non circulaires, situées majoritairement dans le noyau, et qui peuvent présenter
des configurations variables suivant le cycle cellulaire. Il existe également des chromosomes
mitochondriaux et chloroplastiques qui sont pour la plupart circulaires. Ceux-ci sont plus
petits que les chromosomes nucléaires et ne présentent pas d'aspect filamenteux. Les genes
présents sur ces chromosomes extranucléaires ne suivent pas les lois de la transmission
mendélienne (Sophie et Rachel, 2009).

La levure est le premier organisme eucaryote dont le génome (environ 6000 genes) a été
completement séquencé. Depuis, de tres nombreux outils de post-génomique ont été
développés chez cette espece afin de décrire de facon systématique les différents agents
impliqués dans D’activité cellulaire et de faciliter I’analyse fonctionnelle du génome. La

transcription permet de quantifier le niveau d’expression de I’ensemble des genes de la levure.

Les contenus en protéines et en petites molécules (intermédiaires métaboliques) sont
analysés respectivement par des techniques de protéique et de métabolique. L’interaction

étudie le réseau d’interactions entre protéines chez un organisme (Magalie, 2011).
3-Structure des genes chez les eucaryotes

3.1-Exon

Un exon est la partie du géne qui persiste dans | 'ARNm. En amont du signal de début de
traduction (AUG) et en aval de celui de fin de traduction (UAA, UAG ou UGA), les exons ne
sont pas traductibles en protéine et ils sont appelés « extrémités non codantes s-' et 3 ' du
messager ». Les exons contenant le code traduit en protéine sont représentés en rouge
(Zannad, 1990).
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3.2- Intron

Un intron est un segment du gene qui sera excisé (processus d'épissage) lors de la

maturation des ARN prémessagers nucléaires en ARN messager (Zannad, 1990).
3.3-Régions intergemques

Avec le promoteur et les régions régulatrices en amont du géne (régions flanquantes 5, les
hypothétiques signaux de fin de transcription en aval (régions flanquantes 3'). Le gene débute,
par définition, au site d'initiation de la transcription (début du premier exon), et se termine a la

fin du dernier exon (Zannad, 1990).
3.4- Le promoteur

C’est la zone de fixation de !"ARN polymérase qui est un enzyme catalysant la
transcription du gene, c'est-a-dire son recopiage en ARN. Il comporte des séquences trés
conservées, parmi lesquelles la «boite TATA » (TATA box), située environ 30 bases en
amont du site d'initiation de la transcription (marqué « 0 » sur le schéma), et, a un moindre
titre, la boite CAAT, (CAAT box), située plus en amont (position -70  sur le schéma)
(Zannad, 1990).

3.5- Les régions flailquantes 5’

Contiennent des séquences qui sont reconnues par les hormones et leur récepteur et par
des facteurs diffusibles intervenant dans I'expression ou I'extinction d'un gene au cours de la

différenciation cellulaire (Zannad, 1990).
3.6-Les régions flanquantes 3’

Contiennent peut-étre des signaux, probablement multiples, au niveau desquels cesse la
transcription, en aval du gene (Zannad, 1990).

3.7- Les transcrits primitifs

Sont les ARN initiaux débutant au site d'initiation (0) et s'interrompant en différents sites

en aval du gene (Zannad, 1990).
3.8- La coupure nucléolytique et la polyadenylation

Ces transcrits sont ensuite coupés environ 18-20 bases aprés un signal AAUAAA (c'est-a-
dire AATAAA au niveau de "ADN). L’extrémité 3 ' est ainsi formée étant allongée par des

résidus d'acide adénylique (une centaine) (Zannad, 1990).




Chapitre 1 : Apporte Biologigue

3.9- Le « capping.»

Tres précocement I'extrémité s ' du transcrit (c'est-a-dire le site d'initiation de la
transcription) est bloquée par un «chapeau» (cap) formé d'un acide guanylique méthylé sur un
azote en position (Zannad, 1990).

3.10- Epissage

Est un ensemble des phénoménes aboutissant a l'excision des introns. Les jonctions

introns-exons ont une structure trés conservée : sites reconnus d'épissage (Zannad, 1990).
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Figure 3 : la Structure des génes chez les eucaryotes (Zannad, 1990).
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Partie 3 : Extraction et sequencage
1- L’ADN :
- L’ADN est le support de I’information génétique.
- L’ADN est une longue molécule, faite de deux brins s’enroulant en une double hélice.
- Les deux brins de la double hélice suggerent un mécanisme de réplication de I’ADN.
- Chaque brin est le support d’une succession de nucléotides.
- Quatre types de nucléotides : (Adénine (A), Cytosine (C), Guanine (G), Thymine (T)).
- Le texte génomique est écrit dans un alphabet de 4 lettres : A, C, G, T

-La structure d’ADN : les deux brins sont orientés, on parle de

L’orientation 5 — 3’ par des considérations biochimiques.
- L’extrémité 5’ se termine par un groupement phosphate.
- L’extrémité 3’ se termine par un groupement hydroxyle.

11 faut retenir qu’il y a un brin sens orienté 5> — 3’ et un brin anti-sens orienté 3° — 5°.

Généralement lorsqu’on veut connaitre la séquence des nucléotides le long d’un brin, on va

la lire traditionnellement dans le sens 5° — 3’ (Korba, 2020).
2- Méthodes d’extraction de ’ADN chromosomique

L’extraction d’ADN chromosomique d’un matériel biologique requiert la lyse cellulaire,
I’inactivation des nucléases cellulaires et la séparation de ’ADN chromosomique des débris
cellulaires. La procédure de lyse idéale est souvent un compromis de techniques et doit étre
suffisamment rigoureuse pour briser le matériau de départ complexe (par exemple, le tissu),

mais suffisamment douce pour préserver I’acide nucléique cible (Ziani,2021).

Généralement, il existe différents protocoles d’extraction d’ADN chromosomique qui suit

approximativement le méme schéma de principe (Ziani, 2021).
2.1-Lyse cellulaire ou rupture de la membrane

Les procédures de lyse courantes sont accomplies par des méthodes physiques (ex. :
broyage ou lyse hypotonique), des methodes chimique (ex.: lyse détergente, agents

chaotropiques, réduction des thiols) et la digestion enzymatique (ex. : protéinase K). Aprés la




Chapitre 1 : Apporte Biologigue

lyse cellulaire et I’inactivation du nucléase, les débris cellulaires peuvent étre aisément retirés

par filtrage ou par précipitation (Ziani, 2021).
2.2-Elimination des lipides

L’¢élimination ou la séparation des lipides membranaires et des débris cellulaires se fait
généralement a l’aide de détergents comme le sodium dodecyl sulfate (SDS) et par

centrifugation (Ziani, 2021).
2.3- Elimination des protéines de I’extrait cellulaire

La dénaturation des protéines est effectuée a 1’aide d’une protéase telle que lapronase ou
la protéinase K. Aprés quoi, les protéines dénaturées sont séparées de I’extrait cellulaire
(Ziani, 2021).

2.4- Elimination de ’ARN

L’ARN est éliminé par addition de RNA se qui le dégrade rapidement en ribonucléotides
(Ziani, 2021).

2.5- Précipitation/agrégation/élution de ’ADN

La molécule d’ADN est précipitée par 1’ajout de 1’alcool éthylique absolu permettant la

formation d’une pelote blanchatre (Ziani, 2021).
3- Le séquencage

Le séquencage de I'ADN consiste a déterminer I'ordre d'enchainement des nucléotides pour
un fragment d’ADN donné. La séquence d’ADN contient I’information nécessaire aux étres
vivants pour survivre et se reproduire. Déterminer cette séquence est donc utile aussi bien
pour les recherches visant a savoir comment vivent les organismes que pour des sujets
appliqués. En médecine, elle peut étre utilisée pour identifier, diagnostiquer et potentiellement
trouver des traitements a des maladies génétiques et a la virologie. En biologie, I'étude des
séquences d'’ADN est devenue un outil important pour la classification des especes (Mihi,
2019).

3.1- Les techniques de séquencage
3.1.1- Les premieres techniques de séquencgage

Les premiéres techniques de sequencage portent le nom de leurs inventeurs : la technique

de Maxam et Gilbert et la technique de Sanger. Mises au point a la fin des années 1970, ces
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deux techniques utilisent un principe commun. La molécule d’ADN est découpée
progressivement en fragments plus petits. La sequence de I'ADN est reconstituée suite a la
séparation par electrophorése sur gel de polyacrylamide de fragments d’ADN simple brin. Ces
techniques, qui allaient bouleverser la biologie de la fin du XX®™ siécle, ont valu & Gilbert et
Sanger le prix Nobel de chimie en 1980 (Korba, 2020).

A) La Méthode de Maxam et Gilbert

Cette méthode est basée sur une dégradation chimique de I’ADN et elle utilise les
réactivités différentes des quatre bases A, T, G et C, pour réaliser des coupures sélectives. En
reconstituant 1’ordre des coupures, on peut remonter a la séquence des nucléotides de I’ADN

correspondant (EI Fahime et Ennaji, 2007).

On peut décomposer ce séquencage chimique en six étapes successives (EI Fahime et
Ennaji, 2007):
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Figure 4 : les differentes étapes de séquencage de Maxam et Gilbert (Dorado et al., 2019).
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Marquage : Les extrémités des deux brins d’ADN a séquencer sont marquées par un traceur
radioactif (32P). Cette réaction se fait en général au moyen d’ATP radioactif et de
polynucléotide kinase.

Isolement du fragment d’ADN a séquencer : Celui-ci est séparé au moyen d’une
¢lectrophorese sur un gel de polyacrylamide. Le fragment d’ADN est découpé du gel et
récupéré par diffusion.

Séparation de brins: Les deux brins de chaque fragment d’ADN sont séparés par
dénaturation thermique, puis purifiés par une nouvelle électrophorése.

Modifications chimiques spécifiques : Les ADN simple-brin sont soumis a des réactions
chimiques speécifiques des différents types de base. Walter Gilbert a mis au point plusieurs
types de réactions spécifiques, effectuées en paralléle sur une fraction de chaque brin d’ADN
marqué. Par exemple une pour les G (alkylation par le diméthyle sulfate), une pour G et les A
(dépurination), une pour les C et une pour les C et les T (hydrolyse alkaline). Ces différentes
réactions sont effectuées dans des conditions trés ménagées, de sorte qu’en moyenne chaque
molécule d’ADN ne porte que zéro ou une modification.

Coupure : Apres ces réactions, I’ADN est clivé au niveau de la modification par réaction
avec une base, la pipéridine.

Analyse : Pour chaque fragment, les produits des différentes réactions sont séparés par
¢lectrophorése et analysés pour reconstituer la séquence de I’ADN. Cette analyse est analogue
a celle que I'on effectue pour la méthode de Sanger. La méthode de Maxam et Gilbert
nécessite des réactifs chimiques toxiques et reste limitée quant a la taille des fragments
d’ADN qu’elle permet d’analyser (<250 nucléotides) mois facile a robotiser, son usage et

devenu aujourd’hui confidentiel (El Fahime et Ennaji, 2007).
B) La Méthode de Sanger

Le principe de cette méthode consiste a initier la polymérisation de ’ADN a ’aide d’une
amorce complémentaire a une partie du fragment d’ADN a séquencer. L’élongation de
I’amorce est réalisée par des ADN polymérases thermostables. Les quatre
désoxyribonucléotides sont ajoutés ainsi qu’une faible concentration de 1'un des quatre
didésoxynucléotides (ddNTP). Ces ddNTP une fois incorporés dans le nouveau brin

synthétisé¢, empéchent la poursuite de 1’élongation.

La terminaison se fait de maniere statistique sur toutes les positions possibles. On obtient

ainsi un mélange de fragments d’ADN de tailles croissantes qui se terminent tous au niveau
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d’une des bases dans la séquence. Ces fragments sont séparés par la méthode d’électrophorése
sur gel de polyacrylamide et leur détection se fait en incorporant un traceur dans I’ADN
synthétisé. Initialement, ce traceur était radioactif, attaché soit a 1’oligonucléotide, soit au

didésoxyribonucléotide (Figure5b).

On obtient avec cette méthode environ 1 Kb d’ADN en 6 a 8 heures et une seule lecture
par échantillon. Cependant, lors de la survenue d’un homopolymeére, c'est-a-dire de la
répétition d’une méme base, il est difficile de connaitre le nombre de bases présentes. Ce qui
peut induire une insertion-délétion dans la séquence. Malgré cet inconvénient, la méthode de

Sanger a été ’'unique méthode de séquengage utilisée pendant prés de 30 ans (Vannier, 2017).
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Figure 5 : Principe de la méthode de Sanger (Vannier, 2017).
- Automatisation de la technique de Sanger

A cOté des séquenceurs en gel plat, les séquenceurs capillaires ont apporté une plus grande
automatisation dans les laboratoires de plus en plus demandeurs en séquencage de routine. La
technique de Sanger est celle qui est mise en ceuvre dans les premiers séquenceurs

automatiques (EI Fahime et Ennaji, 2007).
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En général 1’automatisation requiert I’emploi :
* d'un systéme d'¢lectrophorese piloté par ordinateur.

* des marqueurs fluorescents de différentes couleurs qui sont révelés aprés excitation par un

laser a lI'aide d'une caméra CCD.

* Des logiciels permettant I'analyse des signaux sortant de l'appareil et leur mise en forme

sous forme de résultats (électrophorégramme et séquence) (Figure6).

« d'un robot passeur d'échantillon permettant d'enchainer les échantillons les uns a la suite des
autres (notamment passage de plaques de réaction a 96 puits (12x8)) (ElI Fahime et Ennaji,
2007).
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Figure 6 : Exemple d’enregistrement obtenu a partir d’un séquenceur automatique

(Ziani,2021).
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3.1.2- Les nouvelles techniques de séquencage

Depuis 2004, de nouvelles techniques de séquencage sont disponibles sur le marché. Par
contraste avec les techniques traditionnelles, elles ont été développées par des industriels qui
commercialisent les plateformes automatisées permettant d'utiliser ces techniques. Un autre
point commun tres important a toutes ces nouvelles technologies est que I'amplification des
banques d’/ADN matrice ne passe plus par la multiplication clonale, mais par des réactions de
PCR (Korba, 2020).

Le pyroséquencage et la technique Solexa sont couramment utilisées en combinaison avec
la technique de Sanger pour le séquengage de novo. Les techniques Solexa et SOLID sont

utilisées pour du resequencage (Korba, 2020).
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3.2- Le séquencage de nouvelle génération (Next-Generation Sequencing, ou
NGS)

La commercialisation depuis 2005 des technologies de NGS a révolutionné au cours de ces
derniéres années a cause de la dimension des analyses genétiques par un changement majeur

d’échelle des capacités de séquencage (Krahn et al., 2016).

Le NGS repose sur la génération massive de données de séquences obtenues par des cycles
successifs d’incorporation de nucléotides, et ainsi I’émission de signaux qui sont ensuite
convertis en information de séquence. Différentes technologies existent actuellement,
notamment basées sur un séquencage en paralléle de millions de molécules d’ADN, avec une
augmentation toujours croissante des capacités de séquencage associée a une diminution
progressive des codts, et de nouvelles approches sont en développement (en particulier le

séquengage direct des molécules d’ADN uniques) (Krahn et al., 2016).
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Figure 7 : Principales étapes de génération et d’analyse de données de NGS (Krahn et al.,
2016).
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3.2.1- Les techniques de séquencage de 3emegénération

La technologie SMRT séquencage

Cette technologie utilise le marquage par couleur fluorescentes des nucléotides ajoutés aux

brins d’ADN transcrits par polymérase. Leur ajout est détecté en temps réel au fur et a mesure

de leur ajout au brin d’ADN a séquencer (Korba, 2020).

Son bénéfice principal est de permettre de lire d’une seul fois des séquences allant jusqu’a
3000 bases. Cela contribue a diminuer le nombre d’erreurs et a réduire le niveau de taux de
couverture (le nombre de lecture, c.-a-d. le nombre de bases a détecter par redondance /
nombre de bases de I’ADN a séquencer) (Korba, 2020).
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Partie 1 : Notion bioinformatique

1- Biologie et informatique

L’un des aspects les plus stimulants, lorsque 1’on travaille en informatique et en biologie,
est de constater a quel point ces disciplines sont riches en nouvelles techniques et en

nouveaux résultats.

La biologie est une science déja ancienne relativement a I’informatique. La génétique par
exemple, qui occupe aujourd’hui une place centrale dans les sciences de la vie, est née il y a
un siecle grace aux premicres études des lois de 1’hérédité par le moine Gregor Mendel. La
découverte fondamentale de la structure de 1’acide désoxyribonucléique (ADN) et la premiére
mise en évidence de la structure d’une protéine datent elles des années 1950. Comme dans de
nombreux domaines scientifiques, de nouveaux axes de recherche en biologie, reposent
aujourd’hui sur des techniques et des concepts plus récents. La derniére décennie a vu le
lancement et 1’aboutissement du Projet Génome Humain, qui aidera a déterminer la position

et la nature de tous les génes et bien plus encore.

En comparaison, I’informatique est une science relativement récente. Depuis le premier
ordinateur I’informatique, tout comme la biologie, n’a cessé d’évoluer depuis. Tout, de nos
jours, depuis nos communications jusqu’a notre agriculture en passant par le monde de la
finance, est intimement lié aux ordinateurs et a leur programmation. L’ordinateur est devenu
la principale métaphore pour expliquer un grand nombre de choses. De nombreuses
problématiques en biologie de la cellule, de I’organisme ou des populations s’appuient sur des

méthodes informatiques pour proposer et tester des hypothéses.

Réciproquement, de remarquables découvertes en biologie ont trouvé un écho en
informatique, les programmes capables d’évoluer dits génétiques ou les réseaux neuronaux en
sont des exemples. L’échange d’idées et de concepts entre la biologie et I’informatique est, en

soi, une incitation a la découverte (Mihi, 2019)
2- Historique de la bioinformatique

Le terme bioinformatique remonte au debut des années 1980. Cependant, les concepts de
base du traitement bioinformatique sont beaucoup plus anciens. Dans les années 1960, la
biologie moléculaire a nécessité une modélisation formelle, ce qui a conduit a la naissance des

biomathématiques. L'émergence de la bioinformatique n'est donc pas le résultat de la
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génomique (le séquencage du génome et son interprétation), mais I'un de ses fondements
(Imbs et Sayed Hassan, 2009).

3- Définition de la bioinformatique

Lors de sa création, la bioinformatique correspondait a 1’utilisation de 1’informatique pour
stocker et analyser les données de la biologie moléculaire. Cette définition originale a
maintenant été étendue et le terme bioinformatique est souvent associé a I’utilisation de
I’informatique pour résoudre les problémes scientifiques posés par la biologie dans son
ensemble. Il s’agit dans tous les cas d’un champ de recherche multidisciplinaire qui associe

informaticiens, mathématiciens, physiciens et biologistes (Beroud, 2011).

La bioinformatique est constituée par 1’ensemble des concepts et des techniques
nécessaires a I’interprétation de I’information génétique (séquences) et structurale (repliement
3D). C’est le décryptage de la "bioinformation". La bioinformatique est donc une branche
théorique de la Biologie. Son but, comme tout volet théorique d’une discipline, est d’effectuer
la syntheése des données disponibles (a I’aide de modeles et de théories), d’énoncer des
hypothéses généralisatrices (ex. : comment les protéines se replient ou comment les especes
évoluent), et de formuler des prédictions (ex. : localiser ou prédire la fonction d’un geéne)

(Beroud, 2011).
4- Les différentes facettes de la bioinformatique

Pour I'analyse des données expérimentales que représentent les séquences biologiques, cet

apport informatique concerne principalement quatre aspects (Korba, 2020).
4.1- Compilation et organisation des données

Cet aspect concerne essentiellement la création de bases de données. Certaines ont pour
vocation de réunir le plus d'informations possible (bases de données généralistes) sans
expertise particuliére de l'information déposée. Alors que d'autres sont spécialisées dans un
domaine considéré avec l'intervention d'experts (Korba, 2020).

Les banques de données spécialisées sont généralement construites autour de themes
précis comme l'ensemble des séquences d'une méme espéce ou les facteurs de transcription.
Incontestablement, toutes ces banques de données constituent une source de connaissance
d'une grande richesse que I'on peut exploiter dans le développement de méthodes d'analyse ou
de prédiction (Korba, 2020).
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4.2- Traitements systématiques des sequences

L’objectif principal est de repérer ou de caractériser une fonctionnalité ou un élément
biologique intéressant. Ces programmes représentent les traitements couramment utilisés dans
I'analyse des séquences comme l'identification de phases codantes (CDS) sur une molécule
d’ADN ou la recherche de similitudes d'une séquence avec I'ensemble des séquences d'une
base de données (Korba, 2020).

4.3- Elaboration de stratégies

Le but est d'apporter des connaissances biologiques supplémentaires que l'on pourra
ensuite intégrer dans des traitements standards. On peut donner comme exemples la mise au
point de nouvelles matrices de substitution des acides aminés, la détermination de I'angle de
courbure d'un segment d’ADN en fonction de sa séquence primaire, ou encore la
détermination de criteres spécifiques dans la définition de séquences régulatrices (Jamet,
2008).

4.4- Evaluation des différentes approches dans le but de les valider
Tres souvent, tous ces aspects se confondent ou sont étroitement imbriqués pour donner
naissance a un ensemble d'outils, d'études ou de méthodes qui convergent vers un but
commun que I'on appelle I'analyse informatique des séquences. Il est maintenant facile et
courant d'effectuer certaines opérations plus ou moins complexes a l'aide de logiciels plutét

gue manuellement.

Pourtant, ces pratiques ne sont pas toujours systématiques car il est souvent difficile pour
certains utilisateurs de savoir quel programme utiliser en fonction d'une situation biologique
déterminée ou d'exploiter les résultats fournis par une méthode (Korba, 2020). C'est pourquoi
ce cours contient la présentation d'un certain nombre d'outils ou de méthodes couramment
utilisés et reconnus dans I'analyse informatique des séquences. Cependant, cette présentation
ne constitue en aucun cas un expose exhaustif de tout ce qui existe (Jamet, 2008).

5- Bioinformatiques et logiciel
5.1- Les outils lignes de commandes

Ces outils peuvent étre difficile a utilisé pour la plupart des biologistes, mais offrent

presque toujours plus d'options pour I'exécution des programmes. lls sont plus appropriés
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pour analyser des ensembles de données a grande échelle qui sont rencontrés actuellement en
bioinformatique (Korba, 2020).

5.2- Les Outils Web (Web-Based Software)

Les outils Web, parfois appelés « point-and-click », ne nécessitent pas de connaissances
en programmation et sont immédiatement accessibles a la communauté scientifique. Le
domaine de la bioinformatique s'appuie fortement sur Internet pour accéder aux données de
séquence, aux logiciels utiles pour analyser les données moléculaires et pour intégrer
différents types de ressources et d'informations relatives a la biologie. Nous allons décrire une
variété de sites Web. Dans un premier temps, nous nous concentrerons sur les principales
bases de données accessibles au public qui servent de référentiels pour les données sur I’ADN
et les protéines (Korba, 2020).

5.3- Les bases (banque) de données biologiques

On définit la banque de données comme un ensemble de données relatif a un domaine
défini des connaissances et organisé pour étre offert aux consultations d'utilisateurs. Alors que
la base de donneées est un ensemble de données organisé en vue de son utilisation par des
programmes correspondant a des applications distinctes et de maniere a faciliter I'évolution

indépendante des données et des programmes (Chaib, 2021).

Il existe un grand nombre de banques ou bases de données d'intérét biologique. La
séquence est I'élément central autour duquel les banques de données se sont constituées. Les
séquences biologiques, des qu'elles ont pu étre établies, ont tres tdt fait I'objet d'une
compilation dans les banques de données (Chaib, 2021). Nous distinguerons deux types de

banques :
5.3.1- Les banques de séquences généralistes

Elles sont maintenant devenues indispensables a la communauté scientifique car elles
regroupent des données et des résultats essentiels dont certains ne sont plus reproduits dans la
littérature scientifique. Leur principale mission est de rendre publiques les séquences qui ont
été déterminées, ainsi un des premiers intéréts de ces banques est la masse de séquences

qu'elles contiennent (Jamet, 2008).
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5.3.2- Les banques ou bases de données de séquences spécialisées

Ces bases de données spécialisées sont d'intérét tres divers et la masse des données
qu'elles représentent peut varier considérablement d'une base a une autre. Elles ont pour but
de recenser des familles de séquences autour de caractéristiques biologiques précises comme
les signaux de régulation, les promoteurs de genes, les signatures peptidiques ou les genes
identiques issus d'espéces différentes. Elles peuvent aussi regrouper des classes spécifiques de

séquences comme les vecteurs de clonage, les enzymes de restriction, ou toutes les séquences

~

d'un méme génome (jamet, 2008).

e
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Figure 8 : Classification des banques des données biologiques (Chaib, 2021).

6- Les champs d’application de la bioinformatique

Plusieurs champs d'application ou sous-disciplines de la bioinformatique se sont constitués
(Souici et Yahiaoui, 2019) :

e La bioinformatique des séquences traite et I'analyse les données issues de l'information
génetique contenue dans la sequence de I'ADN ou dans celle des protéines qu'il code. Cette
branche s'intéresse en particulier a I'identification des ressemblances entre les sequences, a
I'identification des genes ou de régions biologiquement pertinentes dans I'ADN ou dans les
protéines, en se basant sur I'enchainement ou séquence de leurs composants élémentaires

(nucleotides, acides aminés).
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e La bioinformatique structurale, qui traite de la reconstruction, de la prédiction de la structure
des protéines est une autre application importante de la bioinformatique .L' acide aming,
séquence d'une protéine, ladite structure primaire, peut étre facilement déterminé a partir de la
séquence du géne qui code pour elle. Dans la grande majorite des cas, cette structure primaire
détermine de fagon unique une structure dans son environnement natif. La connaissance de
cette structure est essentielle dans la compréhension de la fonction de la protéine. Les
informations structurelles sont généralement classées comme I'un des secondaires, tertiaires et
quaternaires structures. Une solution générale viable pour de telles préedictions reste un
probleme ouvert. La plupart des efforts ont jusqu'a présent été dirigée vers I’heuristiques qui

fonctionnent la plupart du temps.

e La bioinformatique des réseaux, qui s'intéresse aux interactions entre genes, protéines,
cellules, organismes, en essayant d'analyser et de modéliser les comportements collectifs
d'ensembles de briques élémentaires du Vivant. Cette partie de la bioinformatique se nourrit
en particulier des données issues de technologies danalyse a haut débit comme la

protéomique ou la transcriptomique pour analyser des flux génétiques ou métaboliques.

e La bioinformatique statistique et la bioinformatique des populations (Souici et Yahiaoui,
2019).
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Figure 9 : Les champs d'application de la bioinformatique (Souici et Yahiaoui, 2019).
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Parti 2 : Annotation des sequences d'ADN
1- Définition

Une succession brute de nucléotides n’a aucun sens. L’annotation est le travail d’analyse
qui permet d’expliquer ou de proposer des hypothéses pour les propriétés biologiques d’un
génome. Pour cela, il faut rechercher les objets génétiques présents dans le génome, puis
essayer de leur attribuer des fonctions. Ainsi, 1’annotation est [’antichambre de

I’expérimentation ; elle conduit a élaborer des protocoles expérimentaux qui valident ou

invalident la fonction supposée de I’objet biologique (Sophie et Rachel, 2009).
2- L’annotation des séquences

Classiquement, on distingue trois étapes principales dans le processus d'annotation d'un
génome (Korba, 2020).

2.1- L’annotation syntaxique

C’est la détection des genes et la caractérisation de leur structure sont basées sur trois
approches indépendantes et complémentaires, 1’exploitation de similarités détectées par
comparaison aux autres séquences connues. L’intégration raisonnée des résultats issus de ces
méthodes permet de prédire, avec un niveau de confiance acceptable, la structure intron exon
des génes (Denis, 2010).

2.1.1- Principe

Identifier et indiquer sur la séquence les informations des genes : position sens de lecture,
structure (introns/exons), séquences promotrices, structures uniques ou en opéron, Pour cela,
il est nécessaire de mettre au point des outils d’annotation automatique, soit en utilisant
uniquement 1’information de la séquence, soit en la comparant a d’autres séquences déja
annotées. Les chaines de Markov cachées, et leurs variantes, sont un des outils les plus

répandus en bioinformatique pour 1’analyse des séquences (Matias, 2015).
2.2- Annotation fonctionnelle

L'annotation fonctionnelle permet d'attribuer des fonctions latentes a des objets
génomiques prédits par I'annotation syntaxique. Dans tous les cas, les annotations ne donnent
pas acces a la fonctionnalité proprement dite. Seule expérimentalement autorisée, son

annotation fonctionnelle est basée sur des recherches de similarité avec des séquences de
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nucléotides, des sequences d'acides amines ou d'éventuelles structures déja décrites dans la
base de données. Plus la quantité de données dans les bases de données internationales est
importante, plus il y a des grandes chances de retrouver des éléments déja décrits dans de
nouvelles séquences du genome. Typiquement, I'étape d'annotation est réalisée en deux
étapes : une étape automatique a l'aide d'un programme informatique de comparaison et une
étape manuelle, au cours de laquelle I'annotateur peut corriger la premiére étape si nécessaire
(Korba, 2020).

2.3- L’annotation relationnelle

L’annotation relationnelle, ou contextuelle, fait appel "a des informations plus complexes
que les informations rattachées aux s'séquences. Elle détermine les relations susceptibles
d’exister entre les éléments prédits et les éléments caractérisés auparavant (Beyne, 2009). Ces

relations sont de diverses natures :

e homologie : les protéines peuvent étre regroupées en familles d’homologues,
constituées d’aprés des analyses informatiques, par exemple les algorithmes, et des
experiences biologiques.

e interaction physique : les éléments interagissent physiquement entre eux
protéine/acides nucléiques, protéine/protéine, acides nucléiques/acides nucléiques.

e implication commune dans un processus biologique : participation a la méme voie
métabolique, méme voie de transport, méme réseau de régulation.

e |’annotation relationnelle nécessite soit la mise en place d’expériences biologiques
a grande échelle pour cet organisme, soit I'utilisation de méthodes prédictives par
inférence, a partir d’observations chez d’autres organismes. L’annotation par
inférence permet ainsi d’enrichir I’annotation d’un organisme sur lequel peu

d’informations expérimentales validées sont disponibles (Beyne, 2009).
3- La recherche de signaux de sequence codante chez les eucaryotes

Dans les génomes eucaryotes, I'annotation syntaxique est beaucoup plus complexe. Les
raisons sont les suivantes : La densité de codage des génomes eucaryotes est faible. Il existe
ainsi de grandes régions génomiques sans sequences codantes, les genes eucaryotes sont
fragmentés, ils subissent des modifications de la séquence nucléotidique (épissage) des ARN
pré-messagers. L'épissage implique I'excision d'une ou plusieurs séquences (introns). Les

"séquences codantes” sont épissées entre elles pour former des séquences non coupées
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(exons). Enfin, I'épissage est facultatif : le méme ARN pré-messager a des profils d'épissage
differents, donc un géne peut produire des CDS différents (Korba, 2020).

3.1- Promoteurs et signaux 5°

En plus des codons "start" et "stop”, on peut rechercher différents types de signaux qui
marquent la région 5' de la séquence codante. Les signaux de transcription sont les suivants :
Séquence promotrice reconnue par I'ARN polymérase. Chez les eucaryotes, il existe trois
types d'/ARN polymérases (ARN poll, ARN polll et ARN pollll). Chaque ARN polymérase
reconnait un promoteur. Le promoteur Poll est situé en amont des génes des ARN
ribosomiques 18S et 28S. Le promoteur Polll est situé en amont du géne de 'ARN messager.
Le promoteur Pollll est situé en amont des géenes de I'ARN ribosomal 5S et de I'ARN de
transfert. Ainsi, en amont de la séquence codant pour la protéine, nous recherchons une
TATA box, qui est une séquence conserveée riche en AT et 8 nucléotides, qui est présente 25 a
30 nucléotides en amont du promoteur Polll du site d'initiation de la transcription (Korba,
2020).

Les sites de liaison aux facteurs de transcription ; L’initiateur (INR), une séquence,
faiblement conservée, qui se trouve pres du site de début de transcription entre les positions -
3et+5; Lesilots CpG. ce sont des régions de 1 a 2 kb, riches en dinucléotide CG, qui sont
fréguemment associées aux régions 5 des genes de vertébrés et qui s'étendent sur le
promoteur et le premier exon. Pour les signaux de traduction, on recherche en particulier le
site de liaison au ribosome ou séquence de Kozak localisée en amont du codon « Start »
(Korba, 2020).

3.2- Jonctions exons_introns

Les introns ont quatre caractéristiques importantes, les deux premiéres représentant des
jonctions exon-intron : site donneur/GTRAGT a l'extrémité 5' de l'intron ; les dinucléotides
GT sont systématiquement exclus du milieu des ARNm matures ; site accepteur NYAG/G a
I'extrémité 3' de l'intron ; Les dinucléotides AG sont systématiquement exclus de I'ARNmM
mature ; point de ramification CTRAY avec un A qui joue un réle central dans I'épissage ;

point de ramification et la région riche en pyrimidine entre le site accepteur(Korba, 2020).
3.3- Signaux 3"

Les exons terminaux contiennent un ensemble de signaux indiquant la terminaison de la

transcription. Pour les ARN messagers transcrits par I'ARN polymérase Il, ces signaux sont
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également nécessaires a la polyadénylation, puisque le dernier événement est associé a la
terminaison de la transcription : signal de polyadenylation : 5'-AAUAAA-3' ou 5'-AUUAAA-
3'; signal de clivage. C'est un dinucleotide CA mal conservé situé 10 a 30 bases en aval du
signal de polyadénylation. A ce niveau, 'ADN est clivé avant l'ajout de queues polyA ;
régions de séquence variable riches en GU, 20 a 40 bases aprés le site de clivage (Korba,
2020).

4- Analyse du contenu en base des séquences codantes

La recherche d'un signal indiquant la présence d'une séquence codante n'est pas suffisante.
Ceci est vrai dans tous les génomes, mais est plus prononcé dans les génomes eucaryotes.
Chez ces derniers, le signal peut étre trés dégénéré (mal conservé) et la structure en mosaique
des génes peut étre source d'erreurs. La deuxiéme approche a été utilisée pour rechercher dans
le génome des séquences codantes : le contenu des séquences et les biais de ce contenu dans

les régions codantes par rapport aux régions non codantes ont été analysé (Korba, 2020).
4.1- La composition en base

La composition en bases de séquences telles que les dinucléotide et les hexanucléotides,
ect, présente des biais entre les séquences codantes et les séquences non codantes. Ce biais est
utilisé pour rechercher des séquences codantes, en particulier chez les eucaryotes pour faire la

distinction entre les introns et les exons (Korba, 2020).
4.2- Le biais d'usage des codons

L'abondance et l'utilisation des acides aminés varient d'un organisme a l'autre. Cela se
traduit par des fréquences différentes de chaque codon dans le génome. Cependant, on

s'attendrait a utiliser des codons synonymes avec la méme fréquence.

Cependant, ce n'est pas le cas. C'est ce qu'on appelle le biais d'utilisation des codons.
Chaque espéce a un biais d'utilisation de codons spécifique. Dans le génome, certaines
régions génomiques voire certains génes présentent des biais spécifiques. Il a été observé que
les genes les plus exprimés étaient les plus biaisés et les codons les plus utilisés étaient ceux
avec le plus d'/ARN de transfert. Le biais d'usage des codons est utilisé pour identifier : Des
signatures du CDS chez les procaryotes; Des signatures des exons codants chez les
eucaryotes ; Des signatures de transfert horizontal de matériel génétique, car le biais d'usage

des codons differe souvent d'une espece a l'autre (Korba, 2020).
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5- Les plates-formes d’annotation

Au milieu des années 1990, face a la multiplication des séquences, le mode expérimente le
développement et I'utilisation de méthodes d'analyse automatisées. Cependant, I'annotation
automatisée des sequences du génome n'est ni facile ni fiable, en particulier chez les
eucaryotes. Pour certains d'entre eux, on estime qu'environ 50 % des prédictions de genes

rapportées dans les banques contiennent au moins une erreur.

Ainsi, si le développement des premiéres plateformes d'annotation reposait sur I'exécution
strictement automatisée de programmes informatiques, beaucoup d'environnements de nature
plus interactifs d'aujourd’hui sont privilégiés. Ces environnements fournissent notamment, une
représentation graphique des résultats de I'analyse dont le but est de faciliter I'expertise finale

du biologiste,

L'attribution fonctionnelle automatisée combine souvent astucieusement plusieurs résultats
analytiques afin d'attribuer des fonctions uniques aux protéines analysées : elles souffrent
alors de l'accumulation d'erreurs d'annotation dans les banques de séquences, et de
I'organisation modulaire habituelle des protéines, qui conduisent alors a des annotations
incompletes voire fausses. QU'il s'agisse d'analyser des séquences de génomes procaryotes ou
eucaryotes, il semble absolument nécessaire que ces annotations fonctionnelles soient

verifiées, au cas par cas, par des biologistes experts.

Il apparait en effet clairement que, parmi 1’ensemble des génomes de microorganismes
aujourd’hui disponibles, la qualité de I'annotation est supérieure dans les laboratoires mettant
en ceuvre des interfaces graphiques congues pour fournir une interprétation méticuleuse des

résultats bruts des méthodes informatiques (Médigue et al., 2002).

Par exemple, le logiciel Artémise, développé au Sanger Center posséde une interface
graphique trés conviviale qui permet l'annotation de chaque objet caractéristique (CDS,
introns et exons, etc.) a partir des résultats de plusieurs méthodes. Néanmoins, les annotations
seront inévitablement de qualité variable, en fonction du programme utilisé, des données de

séquence disponibles au moment de I'annotation, mais aussi de I’annotateur.

De ce point de vue, il semble important que les efforts d'annotation soient de plus en plus
gérés par des groupes d'experts communautaires, et non par des laboratoires ou de petits
groupes d’annotateurs. De ce fait, on assiste ainsi a la mise en place de groupes et/ou projets
d’annotation de génomes dont les résultats sont accessibles sur le web (pour I’instant, il est

vrai, essentiellement en consultation) (Médigue et al., 2002).
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Partie3 : Alignement

1- Alignement de séquence

L’alignement séquentiel est une manicre de représenter deux ou plusieurs séquences de
macromolécules biologiques (ADN, ARN ou protéines) les unes sous les autres, de maniére a
en faire ressortir les régions homologues ou similaires. L'objectif de I'alignement est de
disposer les composants (nucléotides ou acides aminés) pour identifier les zones de

concordance.

Ces alignements sont réalisés par des programmes informatiques dont I'objectif est de
maximiser le nombre de coincidences entre nucléotides ou acides aminés dans les différentes
séquences. Ceci nécessite en genéral I'introduction de « trous » a certaines positions dans les
séquences, de maniere a aligner les caractéeres communs sur des colonnes successives. Ces
trous correspondent a des insertions ou des délétions (appelés indel) de nucléotides ou
d'acides aminés dans les séquences biologiques. Le résultat final est traditionnellement
représenté comme des lignes d'une matrice. En bio-informatique, 1’opération d’alignement
vise a identifier des zones communes a un groupe de k séquences. Des zones qui se
ressemblent sont dites similaires ou homologues si elles dérivent d’un ancétre commun

(Bahnes et Komichi, 2020).
2- Principes I'alignement

Au cours des derniéres décennies, d'énormes progrés ont été réalisés dans trois domaines
qui ont profondément affecté la taxonomie microbienne. Cela implique, d'une part, I'étude
détaillée des structures cellulaires au moyen de la microscopie électronique, d'autre part la
caractérisation physiologique et biochimique de nombreux microorganismes, et enfin la
comparaison des séquences nucléiques et protéiques de divers microorganismes qui sont dues
a des mutations ponctuelles et des insertions ou (et) des délétions qui surviennent au cours de

I'évolution.

L'alignement de sequence (global, local ou multiple) de deux ou plusieurs micro-
organismes peut déterminer a quel point ils sont similaires (deux organismes sont similaires si
leur score de substitution est supérieur a 0), homologie pour montrer s'ils proviennent d'un
ancétre commun, leur identité est déterminée en estimant la proportion de résidus identiques.
Les pénalités pour violation doivent étre suffisamment colteuses pour éviter des alignements

qui n'ont pas de sens biologique. La recherche de similarité entre séquences nécessite de
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déterminer un score de similarité. Le score d'alignement est la somme des scores des éléments
(Aouf, 2016).

Score =) scores e€lémentaires - Y score pénalit

3- processus d’alignements

3.1- Alignement global

Les alignements globaux (alignements de séquences pleine longueur qui prennent en
compte tous les résidus) sont plus souvent utilisés lorsque les séquences impliquées sont
similaires et de tailles comparables. Une technique genérale appelée I'algorithme Needleman-
Wunsch et basée sur la programmation dynamique permet de réaliser un alignement global
optimal méme pour de longues séquences différents (Aouf, 2016).

3.2- Alignement local

Pour obtenir un alignement local optimal, Smith et Waterman ont développé une méthode.
Cette méthode permet I'alignement entre deux séquences liées a des régions isolées et peut
trouver des fragments avec une forte similarité (le score le plus élevé de la matrice). Cette
propriété en fait un outil idéal, rapide et efficace, pour rechercher dans les bases de données
en comparant les séquences inconnues avec les séquences de la banque. 1l permet de trouver

des séquences homologues aux notres parmi des millions de séquences (Aouf, 2016).
3.3- Alignement Multiple

Un alignement de séquences multiples (MSA) est l'alignement de séquences de trois
séquences biologiques ou plus, généralement des protéines, de I'ADN ou de I'ARN. En
comparant les séquences par paires, les relations entre les séquences peuvent étre mises en
évidence. Prédisez des structures 2D ou 3D en comparant avec des structures connues. -

Construction d'un arbre phylogénétique de séquences homologues (Aouf, 2016).
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Alignement global vs alignement local
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Figure 10 : Types d’alignements (Bahnes et Komichi, 2020).
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Partie 01 : automatisation d’annotation des séquences génomiques

1- Définition de I’automatisation

L'automatisation correspond a l'utilisation de technologies pour effectuer certaines taches
avec une intervention humaine réduite. Si l'automatisation est utile a toutes les entreprises
pour éliminer les taches répétitives, cette pratique est plus répandue dans les secteurs de la
fabrication, de la robotique et de 1’automobile, ainsi que dans le monde des technologies, au

sein des systemes informatiques et des logiciels de décisions métier (Redhat, 2018).
2- Définition de logiciel

Un logiciel est considéré comme un cerveau. C’est un ensemble de programmes, dédié a

effectuer différentes taches sur un appareil informatique (Koloina, 2019).
3- Cycle de vie d’un logiciel

Le « cycle de vie d'un logiciel » désigne toutes les étapes du développement d'un logiciel,
de sa conception a sa disparition. L'objectif d'un tel découpage est de permettre de définir des
jalons intermédiaires permettant la validation du développement logiciel, c'est-a-dire il a
conformité du logiciel avec les besoins exprimés, et la vérification du processus de
développement, c'est-a-dire l'adéquation des méthodes mises en ceuvre (Comment Ca
Marche.net, 2007).

Le cycle de vie du logiciel comprend généralement au minimum les activités suivantes :

e Définition des objectifs : consistant a définir la finalité du projet et son inscription
dans une stratégie globale.

e Analyse des besoins et faisabilité : c'est-a-dire I'expression, le recueil et la
formalisation des besoins du demandeur et de I'ensemble des contraintes.

e Conception générale : 1l s'agit de I'élaboration des spécifications de l'architecture
générale du logiciel.

e Conception détaillée : consistant a définir précisément chaque sous-ensemble du
logiciel.

e Codage (Implémentation ou programmation) : soit la traduction dans un langage de
programmation des fonctionnalités définies lors de phases de conception.

e Tests unitaires : permettant de vérifier individuellement que chaque sous-ensemble du

logiciel est implémenté conformément aux spécifications.
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e Intégration : dont I'objectif est de s'assurer de l'interfacage des différents éléments du
logiciel. Elle fait I'objet de tests d'intégration consignés dans un document.

e Qualification (ou recette) : c'est-a-dire la vérification de la conformité du logiciel aux
spécifications initiales.

e Documentation : visant a produire les informations nécessaires pour I'utilisation du
logiciel et pour des développements ultérieurs.

e Mise en production.

e Maintenance : comprenant toutes les actions correctives (maintenance corrective) et

évolutives (maintenance évolutive) sur le logiciel.

La séquence et la présence de chacune de ces activités dans le cycle de vie dépend du
choix d'un modéle de cycle de vie entre le client et I'équipe de développement (Comment Ca
Marche.net, 2007).

4- Modeéles de développement d’un logiciel

4.1- Modele en cascade

Le modele de cycle de vie en cascade a été mis au point dés 1966, puis formalisé aux
alentours de 1970. Dans ce modele le principe est trés simple : chaque phase se termine a une
date précise par la production de certains documents ou logiciels. Les résultats sont définis sur
la base des interactions entre étapes, ils sont soumis a une revue approfondie et on ne passe a
la phase suivante que s'ils sont jugés satisfaisants. Le modeéle original ne comportait pas de
possibilité de retour en arriére. Celle-ci a été rajoutée ultérieurement sur la base qu'une étape
ne remet en cause que l'étape précédente, ce qui est dans la pratique s'avére insuffisant
(Mchangama, 2007).
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I Analyse des besoins }*\
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I Spécifications }"K
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Conception détaillée

Implémentation

Tests (validation)

Installation

Figure 11 : Modele en cascade (Bailly et al,. 2017).

4.2- Modele en V

Le modele en V du cycle de développement montre non seulement I’enchainement des
phases successives, mais aussi les relations logiques entre phases plus éloignées. Ce modéle
fait apparaitre le fait que le début du processus de développement conditionne ses dernieres
étapes. Le modéle du cycle de vie en V est souvent adapté aux projets de taille et de

complexité moyenne (Yende, 2019).

La premiére branche correspond a un modele en cascade classique. Toute description d’un
composant est accompagnée de définitions de tests. Avec les jeux de tests préparés dans la
premiére branche, les étapes de la deuxieme branche peuvent étre mieux préparées et
planifiées. La seconde branche correspond a des tests effectifs effectués sur des composants

réalisés. L’intégration est ensuite réalisée jusqu’a 1’obtention du systeme logiciel final.

L’avantage d’un tel modele est d’éviter d’énoncer une propriété qu’il est impossible de

veérifier objectivement une fois le logiciel réalisé. Le cycle en V est le cycle qui a été
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normalisé, il est largement utilis¢, notamment en informatique industrielle et en
télécommunication. Ce modéle fait également apparaitre les documents qui sont produits a
chaque étape, et les «revues» qui permettent de valider les différents produits (Yende, 2019).

Expression | f
[ dedilins | 1Test de recette}
o
[ Spécifications | [ Testde ]
fonctionnelles | | validation
[ Conception | Test
préliminaire ) L Wratlon

Conce tion
P Test unitaire
detalllee

{ Reahsatlon }

Figure 12 : Modele en V (Bailly et al., 2017).

4.3- Modele en spirale

Ce modele, proposé par B. Boehm en 1988, est beaucoup plus général que les
précédents et peut les inclure. Il met I'accent sur une activité particuliere, I'analyse de
risques : chaque cycle de la spirale, qui apparait ala figure 13, se déroule en quatre

phases représentées par des quadrants (Gaudel, 1998) :

1. determination des objectifs du cycle, des alternatives pour les atteindre, des
contraintes, a partir des résultats des cycles précédents, ou, si il n'y en a pas,
d'une analyse préliminaire des besoins.

2. analyse des risques, évaluation des alternatives, éventuellement maquettage.

3. développement et vérification de la solution retenue.
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4. revue des résultats et planification du cycle suivant.

Le modéle en spirale diminue considérablement le risque d’échec lors des projets logiciels de

grande taille (lonos, 2020).

Livraison d’une version

Tests de validation

Tests d'intégration

l Analyse des risques

Analyse des besoins

Tests unitaires

Codage

Conception détaillee

Spécifications

Conception de I'architecture

Figure 13 : Modele du cycle en spirale (Bailly et al., 2017).
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Partie 02:Applications du modele en cascade pour développer le

logiciel d’automatisation de I’annotation syntaxique d’un gene
1- Spécification

Dans cette premiére étape, spécification ou bien cahier de charge, il s’agit de
L’¢laboration de I’explication de I’architecture générale du logiciel. On va expliquer
L’enchainement des différentes phases du processus d’annotation, le fonctionnement de

Chaque phase, les données et les résultats de chaque phase avec un langage naturel.

D’abord, nous notons que le logiciel que nous visons a développer, traite la tache

d’annotation structurale (syntaxique) de séquence génomique chez Saccharomyces cerevisiae.

L’annotation structurale consiste a détecter automatiquement les différentes parties d’un
géne et les étiqueter. Puisque le gene est composé de : régions promotrices, Exons, Introns et

la région 5°, alors le programme informatique doit réaliser les taches suivantes :
1- Détection de la région 5S’UTR.

2

Détection des signaux promoteurs (la boite TATA).

3

Détection des régions codantes (Exons).

4

Détection des régions non codantes (Introns).
A. Structure des donneées

 Chaque base azotée (A, G, T, C) va étre modélisée en informatique par un caractere.

» Les séquences ADN, et geénes sont modélisées formellement en informatique par des

chaines de caracteéres.

» Les signaux promoteurs (ou les boites), le site initiateur (ou codon START), le site
terminateur (ou codons STOP), ainsi que les Exons, les Introns, vont étre modélisés par des

sous-chaines de caractéres.

B. L’enchainement des différentes phases du processus d’annotation

structurale

Le fonctionnement de processus d’annotation structurale chez Saccharomyces cerevisiae

s’effectue selon les étapes Successives suivantes :
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1) Détection de la région 5’UTR

Pour cette opération, les données de cette phase sont la chaine de caractéres qui représente
I’ADN. Elle commence du début de la chaine de caractere ADN et se termine au premier
codon START (ATG) de cette chaine. Si on trouve ces conditions, on va détecter et marquer
cette sous-chaine de caracteres. La sortie de cette phase est la sous-chaine de caracteres qui

représente la région 5S’UTR.

2) Détection des signaux promoteurs (la boite TATA chez saccharomyces

cerevisiae)

Aprés la détection de la région 5° UTR, on va détecter les signaux promoteurs de cette
chaine. Donc, les données de cette phase sont la sous-chaine de caractéres qui représente la
région 5’UTR.

On commencer la recherche par la présence de la boit TATA dans la sous -chaine de
caractere qui représente la région 5’UTR. Cette derniére se caractérise par la succession des
caractéres T, et A avec I’absence des deux caractéres C et G. Chez saccharomyces cerevisiae,
elle commence par le caractere T et se termine par le caractére A sous la forme de TATAAA.
Généralement la boite TATA se trouve chez toutes les séquences génomiques. Chez la plus
part des séquences d’ADN de saccharomyces cerevisiae, la boite TATA située environ 30
bases en amont du site d'initiation de la transcription. La boite CAAT et GC n’existent pas
dans la plus part des séquences d’ADN de saccharomyces cerevisiae. De ce fait, nous avons

cerné notre recherche sur la boite TATA.
3) Détection des regions codantes et non codantes (Exons et Introns)

Apres la détection de la région 5° UTR, on va découper la chaine ADN en deux parties :
la premiére partie c’est la sous-chaine qui représente la région 5 UTR. Tandis que la sous-
chaine restante représente les régions codantes et non codantes. On va chercher sur la derniére
chaine de caractéres les exons et les introns alternativement. Cette chaine représente les

données de cette phase.

L’exon commence toujours par la succession des trois caracteres A, T, G en ordre qui
présente la sous-chaine de caractéeres de codon START. L’exon se termine par la succession
de 1’un des trois caractéres suivants : T, A, Aou T, G, A ou T, A, G qui présentent la sous-
chaine de caracteéres de codon STOP. Lorsqu’on trouve ces caractéres on va détecter et

marquer la sous-chaine de caracteres des Exons.
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L’intron se situe aprés la sous-chaine de caractéres de codon STOP. Elle commence par

les caractéres G et T et se termine par les caractéres A et G. Elle représente le site d’épissage.

Lorsqu’on trouve ces caractéres on va detecter et marquer la sous-chaine de caracteres des

introns. Les sorties de cette phase sont les sous-chaines de caractéres qui représentent les

exons et le sous-chaines de caracteres qui représentent les introns.

2- conception

Cette phase consiste a développer une interprétation formelle de l'architecture logicielle,

c'est-a-dire a construire un algorithme permettant de décrire formellement la structure des

données et I'enchainement des différentes phases du processus d'annotation.

A. Identification des variables de I’algorithme

Soit les variables : A, U5, C, T, E, In, de type chaine de caractéres ou :

>
>
>

>
>
>

A représenté la séquence ADN a étudier.

U5 est une sous-chaine de A, représente la région 5 UTR.

C est une sous-chaine de A, représente la sous-chaine de A apres la suppression de
1’Us.

T est une sous-chaine d’US5, représente la boite TATA.

E est une sous-chaine de C, représente un exon.

| est une sous-chaine de C, représente un intron.

Soit T1 et T2 des tableaux qui permettent de stocker respectivement les exons, les introns.

Soit i variable du type entier qui permettent de parcourir la séquence.

B. Initialisation des variables de I’algorithme

A = la séquence ADN a étudier

U5, C, T, E, I sontvides

T1 et T2 sont vides

i=1 (premiére position)
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C. Les instructions de I’algorithme

1) Détection de la région 5’UTR

Tant que (A(i) et A(i+1) et A(i+2) <> "A", "T", "G") et pas la fin de A
U5(i)=A(i)

i=i+1

Fin tantque

Marquer US depuis 1 jusqu’a i

2) Detection des signaux promoteurs (la boite TATA)

i =fin de U5

trouve=0

Tant que trouve ==0eti<>1
Tant que U5(i) <>"T"eti<> 1
i=i-1 % Parcourir U5 %

fin tant que

Si U5(i-5) == "T"

k=i

k2=1

Si U5(i-4) = = "A" et U5(i-3) = = "T" et U5(i-2) = = "A" et U5(i-1) = = "A" et U5(i)
=="rA"

Trouve =1
T(k2)=U5(i-5)
T(k2+1)=U5(i -4)
T(k2+2)=U5(i -3)

T(k2+3)=U5(i -2)
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T(k2+4)=U5(i -1)
T(k2+5)=U5(i)
k3=i-5

Fin si

Fin si

i=i-1

fin tant que

3) Deétection des regions codantes et non codantes (Exons et Introns)

Si A eucaryotes

C=A-U5 % C est la partie restante apres la suppression de la sous-chaine U5 %

+» Détection des Exons

Tant que pas finde C

jT1=1

i=1

Tant que (C(i) et C(i+1) et C(i+2) <> "A", "T", "G") et pas la fin de C
i=i+1 % Parcourir C %

Fin tant que

Si(C(i) et C(i+1) et C(i+2) =="A","T","G") et pas lafin de C

E(1) =C(i)

E(2) =C(i+1)

E(3)=C(i+2)
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i=i+3

j=4

Tant que (C(i) et C(i+1) et C(i+2) <> "T", "A”, "A") et (C(i) et C(i+1) et C(i+2) <>
" NG, AT

et (C(i) et C(i+1) et C(i+2) <> "T", "A", "G")

E@G)=C(i)

=i+l

i=i+1

Fin tant que

Si (C(i) et C(i+1) et C(i+2) = ="T", "A ", "A ") ou (C(i) et C(i+1) et C(i+2) == "T",
"G "A")ou

(C(i)etC(i+1) et C(i+2)=="T","A", "G ")

EQ) =C(i)

E(+1) =C(i+1)

E(J+2)=C(i+2)

Finsi

Fin si

T1(T1) = E % enregistrer I’exon trouvé dans le tableau T1 %
jT1=jT1+1

Fin Tant que

s Détection d’un Intron

Tant que pas finde C
jT2=1

i=1
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Tant que (C(i) et C(i+1) et C(i+2) <> "G",”T") et pas la fin de C
i=i+1 % Parcourir C %

Fin tant que

Si(C(i)et C(i+1) et C(i+2) =="G","T",) et pas lafinde C
In(1) =C(i)

In(2) =C(i+1)

i=i+2

j=3

Tantque (C(i) et C(i+1) et C(i+2) <> "A","G")

In(§)=C(i)

J=j+1

i=i+1

Fin tant que

Si (C(i) et C(i+1) et C(i+2) =="A", "G")

In(j) =C(i)

In(j+1) =C(i+1)

Fin si

Finsi

T(T2) = In % enregistrer I’intron trouvé dans le tableau T2 %
jT2=jT2+1

Fin Tant que

3- Implémentation

Pour que la modélisation sous forme d'algorithme que nous avons développée
précédemment soit exécutable par un ordinateur, il est nécessaire de la traduire dans un

langage de programmation. Nous avons choisi le langage MATLAB parce que c'était le seul
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langage que nous avons appris dans le cours, et parce que c'était le meilleur langage pour

traiter les tableaux et les matrices.
3.1- MATLAB

MATLAB est une plateforme de calcul numérique et de programmation utilisée par des
millions d'ingénieurs et de scientifiques pour analyser des données, développer des
algorithmes et créer des modeles (Math Works, 2022).

L’objectif de ce langage est de développer des prototypes des logiciels et de tester de
nouveaux algorithmes.

J V L‘} :1 E] E W lE = E“}& ?} Stack: Ibase v] IC:stersfpchesktopfmaﬂabereeMatPormbIefDam 'Iu 0

File Browser 5 X | FreeMat v4.2
Copyright (c) 2002-2008 by Samit Basu

filename ke Date'\: Licensed under the GNU Public License (GEL)
. o (Parent F.. =l|l| Tvpe <help licensey to find out more
annotation... 1579 19 Mar <helpwin> for online help
annotation... 535 31 Mar <pathtool> to set or change your path
bioréacteur 1130 27 Ma U=ze <dbauto on/off> to control stop-on-error behavior
CDSeucarm 2087 1 Ma:* Use ctrl-b to stop execution of a function/script
7 T r' JIT is enabled by default - use jitcontrol to change it

Use <rootpath gui> to set/change where the FreeMat toolbox is installed
History B X |—->

annotation_fonc_recherche_prom... =
annotation_fonc_recherche_prom...
annotation_recherche_CDSeucar(m)
annotation_recherche_CDS%eucar(...
CDSeucar{m)
recherche_CDSeucar{m)

%% sam. 4. juin 12:36:20 2022

Variables [
MName Class Value

€ T r
Debug F X

Figure 14 : Interface MATLAB version portable.
3.2- L’implémentation des fonctions du logiciel développé en MATLAB

L’algorithme développé dans la section précédente est implémenté sur MATLAB. Cette
implémentation permet de créer un logiciel qui contient un ensemble des fonctions. Chaque
fonction permet de traiter une étape de 1’annotation. Le logiciel permet a un utilisateur
d’entrer une chaine AND qui représente le géne a annoter. Puis, le logiciel va vérifier si cette
chaine correspond a une séquence ADN en testant les caractéres qui doivent étre A, G, Cou T

(quel que soit majuscules ou minuscules).
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Ensuite, le logiciel demande de préciser I’orientation si 5’ 3’ ou 3° 5°. Dans le cas de 3’5,

le logiciel va calculer la séquence complémentaire.

Enfin, les fonctions, qui permettent d’effectuer I’annotation, vont étre exécutées

automatiquement telles que :

* Fonctions permettant de détecter les signaux promoteurs (la boite TATA).
 Fonction permettant de détecter les régions codantes (Exons).

 Fonction permettant de détecter les régions non codantes (Introns).

« La fonction globale est la fonction qui regroupe les différentes fonctions de logiciel

développé permettant de réaliser automatiquement I’annotation du geéne.

La figure suivante représente 1’extrait de I’implémentation de la fonction globale en
MATLAB.

lobalefonction. ! pc/D
% globalefonction.m (C:/Users/pc/D
File Edit Tools Debug Help

IpBO AT XE b b T IBO -
u globalefonction.m

1 function []J=glcockalefonction()

2 ADN=lectureADHN ()

3 orientation=lectureenrientation()
4 if orientation=—'"3 prime 5 prime’'
5 ADN1= complementaire (ADN)

8 else

7 ADN1 =ADN

a8 end

]
10 annotation fonc recherche prometeur chez sucaryote (ADN1)
11 annotation recherche CDSeucar (RDN1)
1z
13
14
15 end

Figure 15 : Extrait d’implémentation de la fonction globale en MATLAB
4- Exécution

Apres implémentation en langage MATLAB, nous avons exécuteé le logiciel developpé sur
plusieurs séquences d’ADN de saccharomyces cerevisiae. Ces séquences peuvent étre natives
et présentes dans des bases de données (GenBank, EMBL, etc.) ou des séquences non
présentes dans la banque ou nous avons engendré des mutations virtuelles sur les séquences

originale de saccharomyces cerevisiae.
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J w & {j E] ﬁ " u—'gl - z—)" ?} Stack: base - C:/Users/IDEAPAD 330/Downloads,binome bouchera/Nouveau dossier/matiab/FreeMatPortable/Data 0
File Browser & x| [TTCATAATTAATTTITTATATATATATTATATTATARTATTARTTTATARAARTARTATTTAT TAT TARAATATTTATTCTCCTTTCGEGGT TCCGECT CCCGTGGCCGEECCCCGGRATT
~ AT TAT AT TAAT AR TTAT TTATIATTITATCATTARAATATATARATARATARARATATT. GAT; TAATGITIATICTTIATATARATTATATATATATATATATARTT
Filename Size Date R O | AT TAATTAATAATARAAATATAATTATARATAATATARATATTATTCTTTATTAATAAATATATATTTATATATTATAAAAGT ATCTTAATTAATAAAAATARACATTTAATAATATG
. (Parent F... ATTATTATTTATARAATTATTARTARTARTCAATATGARAT TAATAARAAT CTTATARAARAGT AATGAATACTCCTTCGGGGETTCGETCCCCACGRET
annotation.. 1379 27 Jun la partie prometeur st annoté comme suit
annotation... 585 27 Jun
bioréacteur 1130 27 Jun ans =
CDSeucar.m 2087 Funw| O )
< , |[la partie CAT n existe pas
History & X |ans =
s=" Al 0
5= TICATAATTAATTTTTTATATAT,, | 1@ Paxtie GO o existe pas
globalefonction(s) _
globalefonctionTTCATAATTAATT.. “E[']
globalefanction( la partie TATA commence de
TTCATAATTAN ATATATAT..
1 v ans =
[1
Wariables & X
Name Class Value a?f:
5 char TTCATAA
la partie TATA se termine de
ans =
[1
< >
ans =
Debug & X | 132
22:45:37.725: JIT compile failed:"Cannot JITs A
"C:/Users/IDEAPAD 320/Downleads/binome
dossier/matlab,/FreeMatPortable/Data/reche ans =
T
ans =

Figure 16 : Extrait d’exécution du logiciel développé sur un géne de saccharomyces

cerevisiae
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1- Veérification et validation des résultats

Dans le chapitre précédent, nous avons mis au point un logiciel qui permet I'annotation
structurelle d'une séquence génétique de saccharomyces cerevisiae. A partir du modéle en
cascade, nous continuons d'appliquer les étapes restantes du présent chapitre et d'expliquer en

détail comment atteindre ces étapes. Il s’agit de vérifier et de valider le logiciel produit.
1.1- vérification

La vérification est une opération dont I'objectif est de démontrer que les résultats du

logiciel sont corrects.

Certaines banques, telles que GenBank, peuvent représenter une annotation de séquences.
Notant que 1’annotation du GenBank n’est pas automatique. C’est une annotation manuelle.
Afin de vérifier que les résultats d’annotations générées par le logiciel développé sont
corrects, il fallait choisir une séquence de saccharomyces cerevisiae qui est représentée sur la
banque GenBank avec son annotation. Il convient ensuite d'appliquer le logiciel a cette

séquence.

Enfin, vous devez comparer I’annotation obtenue par le logiciel avec 1’annotation affichée

dans la banque.

Donc, pour vérifier la qualité de notre logiciel, nous choisissons de 1’exécuter sur la
séquence d’ADN d’un géne « cox1 » de Saccharomyces cerevisiae qui issue a partir d’une

banque GenBank de I'NCBI (National Center for Biotechnology Information).
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X[[E)) National Library of Medicine
National Center for Biotechnology Information

All Databases v |

| Search

Welcome to NCBI

The National Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to
biemedical and genomic information

NCEl Home
Resource List (A-Z)

All Resources

Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog
Data & Software
DNA & RNA

Domains & Structures

Submit Download Learn

Find help documents, attend a
class or watch a tutorial

Transfer NCBI data to your
computer

Deposit data er manuscripts
into NCEI databases

Genes & Expression

Genetics & Medicine

Genomes & Maps

Homology

Literature

Proteins

Sequence Analysis

Analyze Research

Identify an NCBI tool for your
data analysis task

Develop

Use NCBI APls and code
braries to build applications

Taxonomy ~
Explore NCBI research and

collaborative projects

Training & Tutorials

Variation

t.ncbi.nlm.nih.gov

Figure 17 : L’interface de la banque NCBI.

La figure ci-dessous montre la fiche descriptive Genbank de NCYC3594 de l'isolat de

Saccharomyces cerevisiae.

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

NIH

Popular Resources
PubMed
Bookshelf
PubMed Central
BLAST
Nucleotide
Genome

SNP

Gene

Protein
PubChem

NCBI News & Blog

June 15 Webinar: What's new with NCEI
Wirus?

06 Jun 2022
Joinus on June 15, 2022 at 12PM US

Come see NCBI at the ASM Microbe
Conference 2022

31 May 2022

Tha Amariran Sariats of Mirrahinlnme

‘ Connexion

Nucléotide

Nucléotide v \

[ Cercer

Avancé

GenBangue «

Isolat de Saccharomyces cerevisiae mitochondrie NCYC3594 , génome complet

GenBank : KR260476.1
Graphiques  FASTA

Aller a:

LOCUS KR26@476 Circulaire d'ADN de 78917 bp PLN @3-JUN-2@15
DEFINITION Isolat de Saccharomyces cerevisiae Mitochondrie NCYC3594, complite
génome.
ADHESION KR260476
MODELE KR260476.1
MOTS CLES .
SOURCE mitochondrie Saccharomyces cerevisiae (levure de boulanger)
ORGANISME  Saccharomyces cerevisiae
Eucaryote; champignons; Dikarya ; Ascomycota ; Saccharomycotine;
Saccharomycétes ; Saccharomycétales ; Saccharomycétacées;
Saccharomyces.
REFERENCE 1 (bases 1 & 78917)
AUTEURS Wolters,JF, Chiu,K. et Fiumera, HL
TITRE Structure de la population des génomes mitochondriaux chez Saccharomyces
cerevisiae
REVUE Inédit
REFERENCE 2 (bases 1 & 78317)

Envoyer & «

Modifier Ia région affichée

Personnaliser la vue

Analysez cette séquence
Exécutez BLAST

Choisissez des amorces

Aider

Mettre en surbrillance les fonctionnalités de la

séguence

Trouver dans cette séquence

Informations connexes
Protéine

Taxonomie
Texte intégral dans PMC
Gene

Génome

Figure 18 : La fiche descriptive GenBank d’isolat de Saccharomyces cerevisiae.
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Nous prenons la séquence d’ADN de Saccharomyces cerevisiae écrite en forma FASTA

comme elle est indiquée dans la figure suivante.

Nucléotide Nucléotide v

Avancé Aider

FASTA ~ Envayer &: = o — a
Medifier la région affichée )

Isolat de Saccharomyces cerevisiae mitochondrie NCYC3594 , génome complet

Personnaliser la vue =
GenBank : KR260476.1
Graphiques  GenBank
>KR26@476.1 Tsolat de Saccharomyces cersvisiae Mitochondrie NCYC3584, génome complet Analysez cette séquence =
TTCATAATTAATTTTTTATATATATATTATATTATAATATTAATTTATAAAAATAATATTTATTATTAAA Exécutez BLAST
ATATTTTATTCTCCTTTCGGGET TCCGGCTCCCGTEECCGEGCCCCGEAATTATTAATTAATAATAAATTA
TATTAATAATTATTTATTATTTTATCATTAAAATATATAAATAAATAAAAATAT TARAAAGAT AAAAAAA Choisissez des amorces

ARTAATGTTTATTCTTTATATAAAT TATATATATATATATATAATTAATTAATTAATTAATTAATTAATT
ARTAATAAAAATATAATTATAAATAATATAATATTATTCTTTATTAATARATATATATTTATATATTAT
ARAAGTATCTTAATTAATAAAAATARACATTTAATAATATGAATTATATATTATTATTATTATTTATAAA
ATTATTAATAATAATCAATATGAAATTAATAAAAATCTTATAAAAAAGT AATGAATACTCCTTCGGGEGTT
CGGTCCCCACGGETCCCTCACTCCT TTTTAALAAAAAAGGEGGTTCGETCCCCCCCCCCTCCCATATAC
TTACGGGAGEGGEGTCCCTCACTCCTTCTTAATTARATTATCTTAATTAAAT TATCTTAATTARATTATC Informations connexes
TTAATTAAATTATCTTAATTARAT TAAAT TAAAAGEEGACTTTATATTTATAAAGTAATTATATTTTTAT
TATTATTATTATTATTATTTATTTATTTTTTTTTTATTATTTTATTATATATATTATATATTAATACAGA
TAGAAAGCCAAAAGGTCAGGCGCT T TCTTTGEGAGAAAGACCTAGTTAGT TCGAGTCTATCCTATCTGATA Taxonomie
ATAATTTAATTAAACATTAAAAAANGT ATATATTTATCATAATATATTAAAT TTTATTACATTACAA
ATGAACACTTTTTATTTATATTTATAAAAATATGAACTCCATATTATTATTATTATAATTATTATTATAAT
TATTATTATAATTATTATTATAATTATTATTATAATTAAAGAGT TTTGGATACCAATATGATATAATATG
ATATAGGACCGAAACCCCTCATTTTATCATTTATTTATAATATTATAAATAAAAAAAATATTATATATTA
TAATAAAATTAATATCATAATATAT TATATTATATATTATATTATATATATATATATATATATTCTTTTA Génome
TAAAATTTATATTCTTCTTATTAANAT TAAAAAGGGGAGCGGACTTTTAATTATATTTAATTATAGTTTTT
AATCATTGGTTGAGATTTCAAAATAAGGTATAATATTTATATTATTCTTTAACAAATATTATATTATATT
ATAAAAAAAGATATAATATTTATAT TATTCTTTAACAAATATTATATTATAAAAAAGATATAATATTTAT
ATATTATTATTAATATTATTTTTTAGT TCCGAAAGGAGAAACTTATAATTTTTATATCATTATTTATTAT
TATTTTTAATAATAACTCCTTTTAGGAATTTCCATTTAACCTTCAGCAGAGACTTTTCTAATTATAATTAT LinkOut vers des ressources externes |+
ATATATATARATTTAAATACAT TTATAARAAAGTATATAATATAATTATATTATATATAATAATATTATT
ARATGAAGTATTCTTTATTATTAAT TATAGGATATCTGGGGTCCATTAATAATTATTATTGTARATAATA
ATAAGGACCCCCCCCCATTATCTAATTAATAAATATATARATAATCATTAATAAATATATTAATAATTAT

Mettre en surbrillance les fonctionnalités de la
séguence

Protéine

Texte intégral dans PMC

Géne

PubMed (pondérg)

Commander un clone dADNc
RPS3iProtéine/Anticorps/ARNi [OriGene]

Figure 19 : Séquence d’ADN saccharomyces cerevisiae écrite en forma FASTA.

Cette séquence a été utilisée comme une donnée d’entrée pour le logiciel développé sous

forme d’une chaine de caractéres comme suit :

TTAATATATAAAAAAAGTAAAAATGGTACAAAGATGATTATATTCAACAAATGCAAAAGATATTGCAGTATTATA
TTTTATGTTAGCTATTTTTAGTGGTATGGCAGGAACAGCAATGTCTTTAATCATTAGATTAGAATTAGCTGCACC
TGGTTCACAATATTTACATGGAAATTCACAATTATATAATGTTTTAGTAGTTGGTCATGCTGTATTAATGATTTT
CTGTGCGCCGTTTCGCTTAATTTATCACTGTATTGAAGTGTTAATTGATAAACATATCTCTGTTTATTCAATTAA
TGAAAACTTTACCGTATCATTTTGGTTCTGATTATTAGTAGTAACATACATAGTATTTAGATACGTAAACCATAT
GGCTTACCCAGTTGGGGCCAACTCAACGGGGACAATAGCATGCCATAAAAGCGCTGGAGTAAAACAGCCAGCGCA
AGGTAAGAACTGTCCGATGGCTAGGTTAACGAATTCCTGTAAAGAATGTTTAGGGTTCTCATTAACTCCTTCCCA
CTTGGGGATTGTGATTCATGCTTATGTATTGGAAGAAGAGGTACACGAGTTAACCAAAAATGAATCATTAGCTTT
AAGTAAAAGTTGACATTCGGAGGGCTGTACGAGTTCAAATGGAAAATTAAGAAATACGGGATTGTCCGAAAGGGG
AAACCCTGGGGATAACGGAGTCTTCATAGTACCCAAATTTAATTTAAATAAAGTGAGATACTTTAGTACTTTATC
TAAATTAAATGCAAGGAAGGAAGACAGTTTAGCGTATTTAACAAAGATTAATACTACGGATTTTTCCGAGTTAAA
TAAATTAATAGAAAATAATCATAATAAACTTGAAACCATTAATACTAGAATTTTAAAATTAATGTCAGATATTAG
AATGTTATTAATTGCTTATAATAAAATTAAAAGTAAGAAAGGTAATATATCTAAAGGTTCTAATAATATTACCTT
AGATGGGATTAATATTTCATATTTAAATAAATTATCTAAAGATATTAACACTAATATGTTTAAATTTTCTCCGGT
TAGAAGAGTTGAAATTCCTAAAACATCTGGAGGATTTAGACCTTTAAGTGTTGGAAATCCTAGAGAAAAAATTGT
ACAAGAAAGTATGAGAATAATATTAGAAATTATCTATAATAATAGTTTCTCTTATTATTCTCATGGATTTAGACC
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TAACTTATCTTGTTTAACAGCTATTATTCAATGTAAAAATTATATGCAATACTGTAATTGATTTATTAAAGTAGA
TTTAAATAAATGCTTTGATACAATTCCACATAATATGTTAATTAATGTATTAAATGAGAGAATCAAAGATAAAGG
TTTCATAGACTTATTATATAAATTATTAAGAGCTGGATATGTTGATAAAAATAATAATTATCATAATACAACTTT
AGGAATCCCTCAAGGTAGTGTTGTCAGTCCTATTTTATGTAATATTTTTTTAGATAAATTAGATAAATATTTAGA
AAATAAATTTGAGAATGAATTCAATACTGGAAATATGTCTAATAGAGGTAGAAATCCAATTTATAATAGTTTATC
ATCTAAAATTTATAGATGTAAATTATTATCTGAAAAATTAAAATTGATTAGATTAAGAGACCATTACCAAAGAAA
TATGGGATCTGATAAAAGTTTTAAAAGAGCTTATTTTGTTAGATATGCTGATGATATTATCATTGGTGTAATGGG
TTCTCATAATGATTGTAAAAATATTTTAAACGATATTAATAACTTCTTAAAAGAAAATTTAGGTATGTCAATTAA
TATAGATAAATCCGTTATTAAACATTCTAAAGAAGGAGTTAGTTTTTTAGGGTATGATGTAAAAGTTACACCTTG
AGAAAAAAGACCTTATAGAATGATTAAAAAAGGTGATAATTTTATTAGGGTTAGAC........

Figure 20 : Extrait de Séquence d’ADN d’un géne de saccharomyces cerevisiae écrite sous

forme chaine de caractére.

Ensuite, il sera annoté (localiser et marquer I'emplacement précis de chaque partie sur la

séquence) par le logiciel développé.

Les figures ci-dessous représentent des extractions d'exécution.
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la partie
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Figure 21 : Extrait d’annotation de la partie promoteur du gene cox1 de Saccharomyces

cerevisiae dans le logiciel développé.
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Figure 22 : Extraction la boite TATA du géne cox1 de Saccharomyces cerevisiae dans le

logiciel développé.

D’apres les figures 21 et 22, nous remarquons que le logiciel que nous avons développé a
bien détecté la position et les composants de la boite TATA. Il a trouvé que la boite CAT et

GC n’existent pas.

Tandis que la figure 23 représente la détection d’un exon. L’annotation ici montre la
position de la premicre base dans cet exon et la position de la derniére base. L’annotatio a

réussi de trouver les bases de cet exon.
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Figure 23 : Extraction d’un exon du géne cox1 de Saccharomyces cerevisiae dans le logiciel

développé.

La bangue GenBank montre I’annotation manuelle de la séquence d’ADN du gene cox1 de

Saccharomyeces cerevisiae (figure 24 et 25).

12501
125961

13021
13081

taaatagaat aatatattat tatccttaag
tttaatgaat ataataataa taatattatt

t.acaaagat.g attatattca ElCElElElthElEl
ctatttttag

atttaataat
gtaaaaatgg

gatataacaa taataaaaaa
aaaattaata tataaaaaaa

\

Boite tata

Suite de séquence

sagatattgec agtattatat
tgtotttaat cattagatta

tttatgttag

ggtatggca ggaacagcaa gaattagctyg

Codan Start

Figure 24 : Détection des signaux promoteurs d’un cox1 de Saccharomyces cerevisiae sur

Genbank (NCBI).
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Figure 25 : Détection des régions codantes (exons) d’un cox1 de Saccharomyces cerevisiae
sur Genbank (NCBI).

Aprés la comparaison entre les résultats du logiciel MATLAB et les annotations présentées
sur GenBank, nous trouvons que le logiciel développé a donné les mémes positions et les

mémes séquences concernant les différentes parties du gene :
1- Larégion 5’UTR.

2- Les signaux promoteurs (la boite TATA).

3- Les régions codantes (Exons).

4- Les régions non codantes (Introns).

1.2- validation

La validation est une opération qui a pour but de montrer que ’activité s’est confirmé a son

objectif et que le résultat de la tiche répond aux besoins pour lequel I’activité a été faite.

Notre objectif est de réaliser un logiciel capable de faire I’annotation structurale d’un gene

cox1 de saccharomyces cerevisiae.

Donc, nous proposons plusieurs varions de gene cox1 de saccharomyces cerevisiae pour

effectuer la validation de notre logiciel.
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Nous exécutons notre logiciel sur ces varions. Nous avons trouvé que le logiciel a bien

défini les différentes parties de la séquence :

1- Détection de la région 5’UTR.

2- Detection des signaux promoteurs (la boite TATA).
3- Déetection des régions codantes (Exons).

4- Détection des régions non codantes (Introns).

Enfin, ce résultat nous confirme que le logiciel développé est un logiciel qui permet de
faire 1’annotation structurale d’un géne de saccharomyces cerevisiae méme si il comporte des
mutations. Donc, ¢’est pourquoi méme que les banques des données sont incapables de nous
donner une issue, le logiciel donne une idée sur 1’annotation de séquence génomique et la
détection de la localisation précise des différentes régions d’une séquence ADN méme sur les

séquences qui contient des mutations par apport de la séquence originale..




Conclusion

Ce travail de master a fait I’objet de développer un logiciel qui permet d’annoter un gene

(cox1) de la levure saccharomyces cerevisiae.

Nous avons détecté un probléme plus important dans le domaine bioinformatique, c¢’est
I’annotation structurale d’un gene (cox1) de la levure saccharomyces cerevisiae et détection
des déférentes parties du gene (région URT 5°, la boite TATA, exon, intron), pour avoir
optimisé et améliorer nos connaissances dans le domaine bioinformatique précisément la

programmation.

Les résultats obtenus par 1’exécution du logiciel développé sur les différentes variantes des
séquences d’ADN du géne (cox1) de la levure saccharomyces cerevisiae sont comparés avec
celles qui sont présentées dans les banques de données (GenBank) pour confirmer que le

logiciel fonctionne correctement.

Enfin, il nous semble important d’insister sur le fait que I’annotation ne se limite pas a
I’étude de la séquence génomique. La génétique inverse, la génomique fonctionnelle et
structurale, I’étude du transcriptome, du protéome, et du métabolome sont également des
sources extraordinaires de connaissances nouvelles, indissociables de 1’étude du génome. Il
apparait de plus en plus nécessaire d’intégrer ses différentes sources d’information au sein
d’environnements informatiques permettant de croiser, confronter et recouper ces sources afin

d’essayer de franchir un petit pas supplémentaire vers ce qui constitue 1’unité du vivant.

En ajoute que ce travail n’est pas terminé et aucun travail n’est parfait a ce jour-la. Ce
domaine est plus large et difficile et nous avons besoin de plusieurs moyennes et
connaissances sur le domaine bioinformatique et le génie génétiques plus que la

microbiologie.
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