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Introduction

Introduction

Depuis 1995, nous avons acces a tout contenu génétique pour un nombre croissant et
une variété d'organismes vivants (Bocs et al., 2002). Les biologistes collectionnent ces
informations, apres avoir les extraire, interpréter et analysé dans des banques des données,
comme par exemple : la banque des génes (GeneBank) qui a été créés en 1982 et elle
contenait 680338 bases de nucléotides dans 606 séquences (Djerbouai, 2017). Pour cette
raison, les scientifiques se sont tournés vers les nouveaux technologies informatiques qui
peuvent rencontrer entre la biologie et ’informatique, a tel point une nouvelle discipline a
émergé qu'est : la bio-informatique. Cette derniere est un domaine multidisciplinaire (la
biologie, I'informatique, mathématique, physique) qui permet l'application de différentes
techniques pour gérer les données biologiques ( Selmane et Bencheikh el hocine .2011).

La bio-informatique traite de nombreux problémes, parmi lesquelles : la phylogenie,
recherche de motifs, lI'alignement de séquences, I'annotation des séquences. Ce dernier est un
séquencage génomique qui consiste a extraire, a I’aide d’outils informatiques, autant
d’informations que possible des données de séquencgage afin de prédire les caractéristiques

phénotypiques pour guider les travaux expérimentaux. (Bocs et al., 2002).

L’annotation structurale d’une séquence génomique peut étre abordée a différents
niveaux d’analyse, permis lesquels une phase incontournable consistant a identifier les genes
de I’organisme procaryotes et ecucaryotes. C’est-a-dire a trouver leur localisation et leurs
composantes précises sur la séquence du génome. Cette phase repose dans un premier temps
sur l'utilisation d'outils algorithmiques, car ce dernier est lI'un des domaines de la bio-

informatique. (Bocs et al., 2002).

L’objectif de ce travail est mise évidence le développement d’un modéle informatique
qui permet de réaliser un programme d’annotation structurale de toutes les séquences d’ADN
du géne gly A chez E. coli. Il n’y a pas d’outils automatiques jusqu’a aujourd’hui qui permet
d’annoter automatiquement le géne gly A. Donc, la question qu’est se pose est comment

réaliser un programme qui permet de 1’automatisation de cette opération ?

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

un logiciel cabale de générer une annotation du géne gly A.
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Ce mémoire est organisé comme suit :
> Chapitre 1 :

Dans le premier chapitre, on a collecté le maximum d'informations sur la molécule
héréditaire et la nation bio-informatique concernant le c6té biologique. Nous avons donc
divisé le chapitre en deux parties : la premiere pour obtenir les concepts biologiques, qui sont
la généralité de I'ADN, et ses différentes structures. Et le plus important est I’organisation
génétique de I’Escherichia coli. L’autre partie est consacrée a expliquer de la bio-
informatique, leur apport, élaboration des stratégies, champs d'applications et les logiciels de

génome.
> Chapitre2 :

Dans le deuxiéme chapitre, nous tentons de donner différents traitements des séquences
de I'ADN. Nous l'avons divisé en trois sections : Extraction et le séquencage des séquences
d’ADN, puis annotation des séquences d'ADN. Enfin touts informations correspondant a la

notion d’alignements.
> Chapitre3 :

Ce chapitre est divisé en deux parties, la premiere décrit le processus de développement
d’un logiciel et la seconde représente une application de ce processus afin de développer le

logiciel qui rend 1’annotation.
> Chapitre 4 :

Enfin, dans ce chapitre, nous essayons de tester le logiciel sur les variantes de la séquence
d’ADN du géne gly A extraits des bases de données, puis verifiés le fonctionnement du
logiciel par la comparaison entre les résultats et les informations qui se trouvent dans les

banques de donnés.

Nous aborderons les résultats de cette comparaison dans ce chapitre.

> Conclusion et perspectives :

Le mémoire s'acheve par une conclusion qui répond a la question posée au début. Un

ensemble des perspectives de ce travail seront citées.




Chapitre I : L’information génétique

Partie 1:Notions biologiques

1- Généralité sur ’ADN :

Au fil des ans, différents types d’organismes vivants ont été découverts. Cette diversité
a atteint prés de 10 millions de types ou plus. Cette différence est due aux informations
génétiques dans chaque type qu’est ADN.

L’héritage est 1'un des problémes qui soulévent des questions depuis des temps
immemoriaux, notamment pourquoi les enfants ressemblent & leurs parents, comment leurs
traits se transmettent et pourquoi un trait apparait d’un trait a I’autre .... Toutes ces questions
ont conduit a des découvertes au fil du temps. La plupart de ces questions ont été répondues
par un groupe de scientifiques. Nous allons donc commencer I’histoire de recherche génétique
avec Gregor Mendel, qui est connu comme le « pere de la génétique », a en fait été le premier
a suggérer que les caractéristiques soient transmises de génération en génération (Luna, 2019)
basés sur des expériences qui font sur le pois. En 1865 il a publié ses résultats dans un article
de la société d’histoire naturelle de Brno (Bouldjadj, 2018).

En 1869, le chimiste physiologiste suisse Friedrich Miescher a identifié pour la premiere
fois ce qu’il appelait la « nucléine » a I’intérieur des noyaux des globules blancs trouvés dans
le pus sur des bandages usageés (Pray et Leslie, 2008).

En 1881, Albrecht Kossel, lauréat du prix Nobel et biochimiste allemand, a qui I’on doit le
nom de I’ADN, a identifié¢ la nucléine comme un acide nucléique. 1l a également isolé les cing
bases azotées qui sont aujourd’hui considérées comme les ¢léments de base de I’ADN et de
I’ARN : I’adénine (A), la cytosine (C), la guanine (G) et la thymine (T) (qui est remplacée par
I’uracile (U) dans ’ARN (Luna, 2019).

-En 1928, le bactériologiste britannique Frederick Griffith a démontré la transformation
bactérienne, un phénomeéne dans lequel une bactérie change de phénotype sous I’action d’un
principe transformateur. Son travail a impliqué 1’utilisation de Streptococcus pneumoniae qui
a deux formes phénotypiques (Khan-Qureshi, 2022).

-En 1944, le célebre article d’Oswald Avery et de ses collegues de L’université
Rockefeller, y est présentée la transformation des bactéries Pneumocoques d’un type a un
autre sous l’action d’un principe transformateur. Ce qui signifie essentiellement que c’est
I’ADN, et non les protéines, qui transforme les propriétés des cellules (Avery et al., 1946).

Selon ces travaux, ’ADN est le support de I’information génétique qui est

essentiellement localisée dans le noyau des cellules chez tous les organismes. Il contient les

)
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instructions nécessaires aux organismes pour se développer, croitre, survivre et se reproduire.
(Lunda, 2019).

-En 1950, Rosalind Franklin avec Maurice Wilkins a tenté d’utiliser la cristallographie aux
rayons X pour dévoiler la structure de I’ADN. Rosalind Franklin a commencé a prendre des
photographies de ’ADN par diffraction des rayons X. Ses images ont montré¢ la forme
hélicoidale de I’ADN, c’est-a-dire qu’il s’agit d’une spirale. Ses images montrent la forme
hélicoidale (Khan-Qureshi, 2022).

-En 1953, James Watson et Francis Crick ont publié un article basé sur des travaux
antérieurs de Rosalind Franklin ou ils ont proposé un modele tridimensionnel de I’ADN. Ce
modele montre qu’il y a deux chaines nucléotidiques qui sont enroulées en double hélice
autour d’un axe (Stéphanie, 2013)

En basant sur ces derniers travaux, les scientifiques ont découvert que I’ADN est une
longue molécule sous une forme double brins complémentaires ou I’orientation de chacun des
brins est opposée et ces brins forment une double hélice (Bernot, 2003). Selon ces
informations, nous pouvons poser la question suivente quelles les différentes structures de
I’ADN ?

2- Les différentes structures de ’ADN :

L’ADN est une longue molécule formée de 1’assemblage linéaire des ¢léments appelés
nucléotides reliés par liaisons covalentes (Bernot ,2003). Chaque nucléotide contient trois
éléments qui sont un sucre désoxyribose et un groupement phosphate (H3PO4) ainsi que des
bases azotées. Ces bases azotées sont ensuite divisées en quatre types, notamment : ’adénine
(A), Cytosine (C), la guanine (G), la thymine (T).

» Désoxyribose : (C5H1004) est un pentose (sucre a 5 carbones) dérivé du
ribose par la réduction de la fonction alcool secondaire du carbone N°2.

» Acide phosphorique : (H3PO4) est un composé chimique qui a trois fonctions
acides.

> Les Bases azotées : c’est I’'un des composants d’ADN les plus importants. 11
s’agit d’un composé organique azoté divisé en deux parties qui sont : d’une purine
structure a deux cycles (A) et (G) ou d’une pyrimidine : structure a un seul cycle (T) et
(C) ou ils sont liés d’une maniere spécifique : 1’adénine s’associe a la thymine (Deux

liaisons hydrogenes) et la guanine a la cytosine (Trois liaisons hydrogeénes).

)
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Il y a aussi une autre structure d’acide nucléaire qui est le nucléoside : association d’un
sucre (pentose) qui peut étre du ribose ou du désoxyribose avec une base azoté par une

liaison glycosidique du type B-osidique ( Bouldjadj, 2018).

Possible Bases

Pyrimidines

4 2
N—H P N L
G = L
HCEE=S HCESRRS O-—‘C/UC\
NN —H NS i’CH
“/ C . / TCH

W H
o
Cytosine Thymine Uracil

e Purines H
-
\ N

g
HCE \;—-c\ HC\*N \153 C
N=T A G+
H/ N-C\ H/ N=C_
\ H /N—H
Ribose or H
deoxyribose Adenine Guanine
1 base base
g <P
v + P —_
Nudeoside Phosphate Nucleotide

Figure 1 : la structure chimique d’un nucléotide : un seul nucléotide est constitué de trois
composants : une base azotée, un sucre a cingq carbones et un groupe phosphate. La base
azotée est soit une purine, soit une pyrimidine. Le sucre a cing carbones est soit une molécule
de ribose (dans I’ARN), soit une molécule de désoxyribose (dans ’ADN). (Pray et Leslie
,2008)

Lorsqu’un brin d’ADN est enroulé autour d’un autre, on a formé une troisiéme structure
qui est double hélice : cette structure a été découverte en 25 avril 1953 a Cambridge par
James Watson et Francis Crick basé sur des travaux antérieurs de Franklin et Wilkins qui est
une photo de la diffraction aux rayons X.

C’est une structure secondaire de ’ADN dans lequel les deux brins polynucléotidiques
enroulés I’'un autour de 1’autre. La partie phosphate et sucre sa colonne vertébrale est située a
I’extérieur de I’hélice. Les bases azotes se font face au centre de 1’hélice. La double hélice
effectue un tour toutes les 10 paires de bases, et le pas de 34 Angstroms et la distance

moyenne entre deux bases sont donc d’environ 3,4 Angstréms. Les deux brins sont orientés

)




Chapitre I : L’information génétique

de maniére opposee, I'un des brins dans le sens (5°—3”) et ’autre dans le sens (3°—5”), On
dit qu’ils sont antiparalléles. Seuls les polynucléotides antiparalléles peuvent donner une
structure stable (Winter et al ., 2006).

Sugar-phosphate
backbone

Phosphorus
Carbon in

sugar-phosphate
“backbone”

Hydrogen

Oxygen

Figure 2 : La structure a double hélice de I’ADN. La structure tridimensionnelle en
double hélice de I’ADN, correctement ¢élucidée par James Watson et Francis Crick. Les bases

complémentaires sont maintenues ensemble en paire par des liaisons hydrogénes. (Pray et
Leslie ,2008).

3- Organisations génétiques
3-1 Le génome d’Escherichia coli

L'avenement de l'ere de la génomique a ouvert les portes & l'analyse de l'organisation

complete du génome, en particulier dans le domaine de la santé (en particulier les bactéries).
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L'achévement de nombreux génomes bactériens a permis de I'analyse des groupes de genes.
Ce qui a permis de tirer des conclusions intéressantes sur la tendance des genes ayant des
fonctions apparentées a rester fonctions connexes a rester ensemble a travers plusieurs
génomes en particulier dans le cas de génes dont les produits protéiques interagissent
physiquement (en sous-tendant les génes comme les régions d'ADN codant pour des
polypeptides séparés et distincts).

L'organisation des génes en opérons est l'avantage d'une régulation et d'une production
coordonnée production de genes fonctionnellement apparentés. Certaines suggestions récentes
sur l'origine des opérons soulignent le réle du transfert horizontal et I'avantage du transfert de
génes complets. Transfert horizontal et I'avantage de transférer des ensembles complets de
génes impliqués dans une voie afin de fournir un phénotype défini a la bactérie réceptrice.
Une proposition récente affirme que les opérons pourraient étre apparus chez les organismes
thermophiles, parce que l'organisation des genes en opérons facilite I'association de produits
protéiques fonctionnellement. Produits protéiques fonctionnellement apparentés, se protégeant
ainsi les uns les autres de la dégradation thermique.

Une telle canalisation des complexes multi-enzymes complexes protégerait également les
intermédiaires thermolabiles dans une voie. RegulonDB est une base de données exhaustive,
accessible via I'Internet, contenant des informations compilées a partir de la littérature sur la
régulation génétique et l'organisation des opérons chez Escherichia coli.

Le présent travail est basés sur une collection de 361 unités de transcription connues,
obtenues a partir de RegulonDB. Cette collection regroupe 933 genes, dont 124 sont transcrits
en tant qu'unités uniques, tandis que les autres sont regroupés en 237 opérons comportant
deux ou genes Co transcrits ou plus. Globalement, cette collection représente environ 25 % de
tous les génes d'E.coli. La plupart de ces génes ont été classés dans les classes fonctionnelles
définies par Monica Riley. Cette classification constitue l'une des plus grandes tentatives
d'attribuer a chaque gene d'E.coli une fonction cellulaire qui est utilisée dans la "base de
données sur le génome et le protéome d'E.coli" GenProtEC Database” ou GenProtEC. Toutes
ces données fournissent une importante base de données importante pour analyser et prédire
l'organisation des unités de transcription a I'échelle génomique.

En se basant sur cette collection et sur la séquence et les annotations du génome d'E.coli,
nous pouvons analyser les caractéristigues communes partagees entre des paires de genes
adjacents au sein d'une méme unité de transcription représentant des frontiéres entre des

unités de transcription, pourtant transcrites dans la méme direction. On peut évaluer et
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démontrer leurs différences en termes de distances entre les génes, mesurées en paires de
bases, et en termes de relations de classe fonctionnelle.

Nous pouvons également montrer que ces différences peuvent étre utilisées pour
développer une méthode de prédiction des opérons dans I'ensemble du génome d'E.coli. Cette
méthode pourrait également étre utile pour prédire les frontieres des unités de transcription

dans d'autres génomes procaryotes (Salgado et al ., 2002).
3-2 la structure du chromosome plié d*Escherichia coli

L’organisation des séquences d'’ADN est dans le chromosome bactérien. Comme la plupart
des chromosomes bactériens, E. coli possede un seul chromosome circulaire qui est répliqué
bi-directionnellement a partir d'une origine unique, oriC, pour créer deux bras chromosomes
ou replichores. La réplication est controlee par limitant strictement l'initiation par DnaA a une
fois par génération cellulaire.

Les deux fourches de réplication se déplacent chacune se déplacent a une vitesse de 600-
1000 bp/s. La terminaison de la réplication se produit dans une large région terminale
délimitée par des groupes redondants de sites de terminaison de réplication.

La réplication et la ségrégation fagconnent 1’organisation des chromosomes, La réplication
et la ségrégation de I'ADN doivent imposer d'importants changements spectaculaires dans
l'organisation du nucléoide. Au cours de la réplication, les domaines topologiques doivent se
briser et se reformer pour permettre le transit de la machinerie de réplication associée a
chaque fourche de réplication (replisome), et le nucléoide en expansion doit accueillir deux
copies de loci nouvellement répliqués et des quantités réduites d’ADN non répliqué. Chez E.
coli (rapide d'E.coli), plusieurs cycles de réplication se chevauchant et le remodelage qui en
découle doivent étre hébergés dans le méme nucléoide. La mesure dans laquelle la réplication
de I'ADN influencera I'organisation et la ségrégation des chromosomes dépend de la maniére
dont la réplication est organisée.

Jusqu'a récemment, la réflexion sur comment et ou la réplication se produit a été dominée
par le modele de l'usine de réplication. Ce modele stipule que la machinerie de réplication, qui
constitue les deux replisomes fréres dérivés d'un événement d'initiation donné. L’événement
d'initiation donng, est stationnaire ou I'ADN parental y en entre et que 'ADN nouvellement
répliqué en sort. La forme la plus stricte du modele a la progression des deux fourches sceurs
coordonnées. Cependant, des preuves chez E. coli soutiennent l'idée que replisomes sceurs
sont fonctionnellement indépendants De plus, la visualisation de la réplication dans des

cellules vivantes, par opposition aux cellules fixes utilisées dans le rapport précédent montre
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que les replisomes fréres se separent bi-directionnellement de l'origine au milieu de la cellule
peu aprés l'initiation de la réplication, et puis suivent indépendamment le long de 'ADN dans
chaque moitié de cellule, jusqu'a ce que la terminaison approche et qu'ils retournent vers mi-
cellule . Ce suivi indépendant le long de I'ADN dans des moitiés de cellules distinctes permet
d'expliquer l'organisation du chromosome d’E.coli. Conformément a leur suivi le long de
I'ADN, les replisomes I'ADN, les replisomes présentent un taux de déplacement plus élevé
que les loci des loci génétiques " maison ". De plus, comme les replisomes s'assemblent aux
origines, quelle que soit leur position dans la cellule, en principe, les machineries de
réplication se déplacent plus rapidement que les loci génétiques " domestiques ".

Principalement, les machineries de réplication s‘assembleront a n'importe quelle origine "
activée ", indépendamment de leur position dans la cellule. Origines " activées ", qu'elles
soient plasmides, chromosomiques ou virales, et indépendamment de leur position cellulaire.
Ces observations conduisent a l'idée que les replisomes pourraient ne pas étre attachés a une
quelconque structure cellulaire, et que leurs positions dans les cellules sont déterminees
uniquement par les segments d’/ADN chromosomique auxquels ils sont associés.

L'ADN nouvellement répliqué, au moins dans les premiers stades de la réplication, est
susceptible d'étre exclu non répliqué, et pourrait donc former une enveloppe extérieure
concentrique autour du nucléoide non répliqué. Les replisomes fréres apparaissent dans des
moitiés de cellules séparées environ cing minutes apres l'initiation de la réplication a oriC.
Quelque 5 a 15 minutes plus tard, les deux origines sceurs se déplacent vers des moitié¢s de
cellules opposées, en tant que partie des deux éléments fréres de cette présumée enveloppe
extérieure.

Une telle période relativement bréve de cohésion entre sceurs est cohérente avec d'autres
travaux qui montrent une ségrégation séquentielle des locus peu de temps apres la réplication.

La dis compatibilité avec les rapports antérieurs de cohésion des sceurs étendue est
probablement due a des limitations des expériences techniques (voir figure 3).

Nous pensons que la durée relativement courte et les " plaques " de directe du processus
de réplication, plutdt que de provenir d'un quelconque processus de cohésion des
chromosomes sceurs dédié, comme chez les eucaryotes. MukBEF n'agit pas dans la cohésion,
car la cohésion des sceurs n'est pas réduite dans les cellules Muk La superposition
séquentielle de 'ADN nouvellement répliqué et ségrége des deux cotés de l'origine conduirait
directement a ce que les deux oris sceurs soient positionnées a proximité I'une de l'autre. Les

deux oris sceurs étant positionnées a proximité des quartiers du nucléoide avant la division
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cellulaire, conduisant ainsi a ce que I'oriC soit proche du milieu de la cellule dans les cellules
naissantes, simplement en raison du processus de réplication-ségrégation.

Le mécanisme semble étre indépendant de la position chromosomique précise de Il'origine
de réplication et agir plutt sur une plus grande approximation de l'oriC plus large. MukBEF
semble étre un facteur d'organisation qui maintient la position d'oritionnement prés des
quartiers de la cellule car en son absence les ori sceurs se déplacent vers le bord extérieur du
nucléoide, vraisemblablement probablement parce que tout 'ADN nouvellement répliqué est
placé a l'intérieur des régions ori pendant la ségrégation.

Par conséquent, la réplication et la ségrégation pourraient a elles seules conduire a la
position observée d'origine au milieu de la cellule dans les cellules nouveau-nées ; a priori, il
n'est pas nécessaire d'impliquer des marqueurs de positionnement cellulaire pour tout type de
cellules d’impliquer des marqueurs de positionnement cellulaire pour un locus génétique.
détachement des chromosomes.

La propagation efficace du matériel génétique au cours des générations exige non
seulement qu'il soit fidelement réplique, mais que cette réplication se fasse de concert avec la
croissance cellulaire et la division, ce qui exige que le contréle de l'initiation par DnaA soit
finement réglé en fonction des signaux cellulaires appropriés. Les ré-initiations inappropriées
soient evitées. En outre, propagation stable n’exige également que les chromosomes freres
nouvellement répliqués ségrégation des chromosomes fréres nouvellement répliqués dans les
cellules filles lors de la division cellulaire. Un processus qui exige que la liaison entre les
brins d'ADN parentaux soit réduite a zéro. Cela nécessite que l'action du topo isomérase
réduise la liaison au fur et a mesure de la réplication (Reyes-Lamothe et Wang et Sherratt
2008).
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Figure 3: Organisation des chromosomes bactériens (Lamothe et Wang et Sherratt
2008).
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Figure 4 : La réplication remodéle l'organisation du nucléoide tout au long du cycle
cellulaire. L'organisation du nucléoide d'E.coli est dictée par les répliques chromosomiques.
(Lamothe et Wang et Sherratt 2008).

4- Séquence d’ADN chez E. coli

4-1 Introduction

Escherichia coli (E. coli) est une bactérie a Gram négatif appartenant a la famille des
Enterobactericeae. Elle fut découverte en 1885 par Théodore Escherich. (Ségolene.2016)

Elle est une bactérie qu'on retrouve naturellement au sein de la flore intestinale, elle
constitue méme 80 %.. Toutefois, il existe plusieurs souches différentes d'E.coli et, si
certaines sont sans danger et nécessaires au bon fonctionnement du microbiote intestinal (elles
empéchent le développement d'autres bactéries et interviennent dans la production de
vitamine K). D’autres, quoique moins nombreuses, sont plus nocives.

Ainsi, plusieurs types d'Escherichia coli sont susceptibles de provoquer des infections
(notamment intestinales) de gravité variable (Topsante.com). Escherichia coli posséde un
génome a ADN double brin circulaire de 4,6 millions de paires de bases, qui est entierement
séquencé. Elle se réplique trés rapidement a 37°C, toutes les 20 minutes, (futura-sciences) ce
qui permet de multiplier facilement de 'ADN ou des protéines d’intérét, Ceci est l'une des

raisons importantes de les étudier en plus des maladies qui peuvent étre causés par le
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mentionné précédemment. Comme il 1’a mentionné plus tot sur la définition de la séquence
d’ADN : une succession des nucléotides. Maintenant, nous allons parler des informations sur
les pieces qui se trouvent dans la plupart des E.coli et qui participent dans le processus de
transcription.

Figure 5 : Escherichia coli. (Ross, R.2019)

4-2- Les caractéristiques
Promoteur :

Une séquence d’ADN qui indique le brin d’ADN qui doit étre transcrit est le sens de la
transcription. Il détermine aussi les sites d’initiation de la transcription et le premier
nucléotide qui sera transcrit en ARN. Dans la plupart des unités de transcription, le
promoteur est localisé a coté du site d’initiation de transcription, mais n’est pas, lui-méme,
transcrit. (Bechkriet et sedratik, 2019)

Chez E.coli : il y a des séquences similaires retrouvées dans la plupart des promoteurs
(kitouni, 2015), ces promoteurs situés en amont de la séquence codante entre deux types
des séquences appelées respectivement région -35 (TTGACA) et Pribnow box ou TATA
box ou région -10 et de taille de 18 BP. (Harley et Reynolds.1987).

Boite TATA : (TATA box en anglais) il y a un autre nom qu’est la séquence de
Pribnow une boite TATA est une partie du promoteur de I’ADN des procaryotes située
en amont du point de départ de la transcription. La séquence TATAT correspondant aux

nucléotides les plus conservés d’une espece a ’autre.
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Geénéralement dans les procaryotes par exemple (chez E .coli): cette boite située aux -10
avec une taille de 6 nucléotide (TATAAT). (Harley et Reynolds.1987)

La séquence d ADN constitue de plusieurs géné et chaque géné a un promoteur spécifique

par exemple le géné gly A chez Escherichia coli k-12 dans la partie de promoteur on une
région -35 (CTGTTA) et un biote TATA -10 (TATACT).

Sites de Codon de Terminateur
reconnaissance de départ CO"F‘" Ade de transcription
I'ARN polymérase (AUG) terminaison
A A Brin codant
35 10 +1 /
o —E .3

5

Promoteur T S'"UTR Séquence codante 3'UTR

Site d'initiation
de 1a transcription

Figure 6: La structure du géne bactérien (Simoneau-Roy, 2014)
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Partie 2 : notions bio-informatique
1-Histoire du terme {bio-informatique )

Les chercheurs d'aujourd’hui croient que la bio-informatique moderne est apparue
récemment pour faciliter l'analyse des données de séquencage de la prochaine génération.
Cependant, les tout premiers balbutiements de la bio-informatique ont eu lieu il y a plus de 50
ans, lorsque les ordinateurs de bureau étaient encore une hypothése et que I'ADN ne pouvait
pas encore étre séquence.

Les bases de la bio-informatique ont été posées au début des années 1960 avec
I'application de méthodes informatiques a l'analyse des séquences de protéines (notamment
l'assemblage de séquences de novo, les bases de données de séquences biologiques et les
substitutions). Par la suite, I'analyse de I'ADN a également fait son apparition en raison des
progres paralleles dans les methodes de biologie moléculaire, qui ont permis de manipuler
plus facilement I'ADN, ainsi que son séquencage, et l'informatique, qui a vu l'apparition
d'ordinateurs de plus en plus miniaturisés et puissants, ainsi que de nouveaux logiciels mieux
adaptés au traitement de la bio-informatique.

Dans les années 1990 et 2000, les ameéliorations majeures apportées a la technologie du
séquengage, ainsi que la réduction des co(ts, ont permis d'obtenir des résultats tangibles et ont
donné lieu a une augmentation exponentielle des données. L'arrivée du "Big Data™ a posé de
nouveaux défis en termes d'extraction et de gestion des données, nécessitant une expertise
accrue de l'informatique dans ce domaine. AssoCié & une quantité sans cesse croissante
d'outils bio-informatiques, le Big Data biologique a eu (et continue d'avoir) de profondes
implications sur le pouvoir prédictif et la reproductibilité des données. Pour surmonter ce
probleme, les universités désormais pleinement intégrer cette discipline dans le programme
d'études des étudiants en biologie. Des sous-disciplines récentes telles que la biologie
synthétique, la biologie des systémes et la modélisation des cellules entieres sont nées de la
complémentarité toujours plus grande entre l'informatique et la biologie (Gauthier et al
.,2008).

2-La définition de la bio-informatique

La bio-informatique consiste a conceptualiser la biologie en termes de molécules (au sens
de la chimie physique) et a appliquer des "techniques informatiques™ (issues de disciplines
telles que les mathématiques appliquées, l'informatique et les statistiques) afin de comprendre

et d'interpréter ces molécules. (L’informatique et les statistiques) pour comprendre et
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d'organiser l'information associée a ces molécules, a grande échelle. En bref, la bio-
informatique est un systéme de gestion d'information pour la biologie moléculaire et a de
nombreuses applications pratiques tel que soumis a I'Oxford English Dictionary (Luscombe et
Greenbaum et Gerstein ., 2001 )

3-Apport a la biologie

Les outils de bio-informatique aident a comparer les données génétiques et génomiques
et, de facon plus générale, a comprendre les aspects évolutifs de la biologie moléculaire.
Donc, il aide a analyser et a cataloguer les voies et les réseaux biologiques qui constituent
une partie importante de la biologie des systéemes. En biologie structurale, il intervient dans la
simulation et la modélisation de structures d'’ADN, d’ARN et de protéines ainsi que dans les
interactions moléculaires. Les chercheurs affiliés a notre programme effectuent des recherches
dans les domaines de la biologie des systéemes, de la génomique et de la protéinique. (sdsu
logo)

4-Elaboration des stratégies

L'objectif est d'apporter des connaissances biologiques supplémentaires qui pourront
ensuite étre utilisées dans les traitements habituels. On peut donner comme exemples la mise
au point de nouvelles matrices de substitution des acides aminés, la détermination de 1’angle
de courbure d’un segment d’ADN en fonction de sa séquence primaire, aussi la détermination

de criteres spécifiques dans la définition de séquences régulatrices (Université de TOURS)
5-champs d’application de la bio-informatiques

Le domaine de la bio-informatique est apparu comme un outil pour faciliter les
découvertes biologiques il y a plus de 10 ans. Les données de la biologie ont fabuleusement et
merveilleusement augmenté. La capacité a capturer, gérer, traiter, analyser et interpréter les
données est devenue plus importante que jamais. La bio-informatique et les ordinateurs
peuvent aider les scientifiqgues a le resoudre. Ici, ils sont introduits les rbles de la bio-
informatique, tandis que les outils Web et les ressources de la bio-informatique sont passés en
revue et ses applications dans l'agriculture et sa pertinence avec dautres disciplines sont
également mises en évidence. L'application de divers outils bio-informatiques dans la
recherche biologique permet le stockage, la récupération, l'analyse, Il'annotation et la
visualisation des résultats et favorise une meilleure compréhension du systeme biologique
dans son intégralité. Cela aidera au diagnostic et au traitement des maladies basées sur les

soins de santé animale et végétale. (Wani, Y.2018).
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6-bioinformatique et logiciels pour génomique

L’analyse comparative de la biologie moléculaire et de la génétique de séquencgage s’est
considérablement développée depuis ses humbles débuts avec des ensembles de données
contenant seulement un petit nombre d’échantillons.

Les progrés majeurs de la technologie de séquencage de I’ADN au cours de la derniére
décennie ont abouti a la compilation de grands ensembles de données et de centaines de
séquences qui sont répétées pour un grand nombre d’especes et de genes. En conséquence,
les scientifiques de laboratoire analysent de trés grands ensembles de données sur leurs
appareils de bureau, qui étaient jusqu’a récemment le domaine exclusif des chercheurs
compétents en outils et technologies bio-informatiques. Ils doivent apprendre a écrire des
scripts de programmation qui utilisent «coller » les fonctions de nombreux outils
informatiques distincts dans un pipeline d’analyse cohérent.

Le besoin croissant d’apprendre et d’utiliser des compétences en programmation est un
obstacle a une recherche efficace qui inclut des ensembles de données au niveau du génome.

(par exemple www.oreillly.com/news/perlbio_1001.html), ou le temps et I’intérét pour la

programmation sont supposés.

Nous constatons qu’il est de plus en plus nécessaire de développer des logiciels d’analyse
de données qui fournissent des informations vitales aux biologistes sans avoir a recourir a des
langages de programmation. Ces outils logiciels devraient permettre aux biologistes
d’appliquer les méthodes de calcul les plus avancées et les plus sophistiquées, sans avoir
besoin d’apprendre les lignes de commande.

Dans le méme temps, ces outils doivent étre utilisables sur différents systemes
d’exploitation et doivent fournir une description en langage naturel des résultats pour indiquer
les hypothéses formulées dans I’analyse. Nous nous concentrons sur le chercheur biologique
typique qui n’est pas un programmeur, mais un scientifique qui génére et teste activement des
hypothéses a son bureau ou a sa banque. 1l préfere généralement les logiciels faciles a utiliser
avec des interfaces graphiques étendues souvent écrites par de jeunes scientifiques. lls
viennent souvent avec des interfaces faciles a utiliser. Ces outils logiciels doivent maintenant
évoluer pour relever les défis posés par le besoin d’analyse quantitative des données de
séquences exponentielles.

Enfin, parce que les scientifiqgues de laboratoire doivent analyser un grand nombre de

génes et de séquences, un accent accru devrait étre mis sur 1’adoption d’un nouveau
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paradigme dans les efforts visant a fournir un logiciel d’analyse de séquence facile a utiliser et
convivial. Des logiciels populaires et faciles & utiliser peuvent devenir des plates-formes

intégrées qui agit comme un pont entre les développeurs de méthodes informatiques et
statistiques et les scientifiques de laboratoire. (Kumar et Dudley, 2007).




Chapitre Il : Traitement des séquences d’ADN

Parti 1 : extraction et séquencage

1-méthode d’extractions de ’ADN d’E.coli

Afin d’extraire I’ADN de E.coli dans un laboratoire, il faut plaquer et cultiver E.coli sur
des plaque de gélose. Ensuite, il faut récolter les bactéries par centrifugation en granulant les
cellules remises en suspension dans le tampon. Puis, il faut continuer avec le protocole sur
I’extraction de I' ADN des E.coli aux méme en utilisant cing assiettes complétement couvertes
de E.coli pour assurer I’obtention d’une quantité suffisante @ ADN pour pouvoir I’analyser.
Par la suite, il faut remettre I’ADN en suspension dans un tampon. Puis, il faut le transférer
dans un tube a essai en verre pour le stockage. Si votre échantillon a été refroidi, assurez-vous
de le décongeler dabord. Le dessous va étre scellé avec du para film et transféré dans un tube
a bouchon a vis de 15 ml. Il faut utiliser une pipette sérologique et un contréleur de pipette
pour assurer de ne pas renverser en versant. La sterilité n'est pas importante et il ferait étre en
train de lyser les cellules.

Il faut Assurer de jeter les choses dans la zone appropriée géneralement risque biologique.
Puis, il faut utiliser une solution de 10 milligrammes par ml de lysozyme et ajouter un mil a la
solution six mille au total (le lysozyme est une enzyme qui decomposera la paroi cellulaire
des bactéries cela peut étre trouvé naturellement dans vos larmes de salive et votre mucus
c'est une enzyme qui doit étre gardée au froid). Il faut ajouter doucement et mélanger la
solution et incuber a 37 degrés pendant 15 minutes dans le bain marie. Apres incubation, la
paroi cellulaire bactérienne doit étre digérée en utilisant 20 poids par volume SDS (c'est un
détergent que pouvez pensez-y comme un savon). Il faut ajouter doucement deux mils de la
solution au mélange

Il faut mélanger ceci cela fonctionnera maintenant sur la membrane plasmique qui été
exposée. Apres avoir enlevé la paroi cellulaire, la SDS dissoudra les phospholipides dans la
membrane plasmique exposé les cellules s’ouvriront ou se lyseront. Nous pouvons accéder
aux composants internes y compris I ADN que nous cherchons & extraire et isoler. Dans la
prochaine étape, il faut 1’incuber a 60 degrés Celsius pendant 15 minutes avec
occasionnellement en tourbillonnant.

Il faut ajouter du chlorure de sodium solide directement a la solution. Le chlorure de
sodium aura une concentration finale d’une molaire. Les ions sodium serons chargé
positivement et les ions chlore serons chargés négativement neutraliseront attraction

électrostatique entre tout ADN et protéine. Maintenant, E.coli n'a pas de protéine histones
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comme les cellules eucaryotes mais il existe des protéines de type histone qui aident au super
enroulement. La solution obtenue est assez claire.

Il faut mélanger, cela peut étre un défi d’avoir ce chlorure de sodium solide lIa-dedans. Elle
ferait prenez une pipette phrénologique qu’il faut la monter et descendre doucement, ce qui se
passe : les protéines commenceront a précipiter tate a une solution. Les protéines sortirent de
la solution ; elles devraient assez épaisses. La solution est assez visqueuse et difficile a pipeter
de haute en bas et on a voir la viscosité.

On peut maintenant retirer les protéines de ' ADN complétement de la solution. Il faut
utiliser une extraction au chloroforme.

Le chloroforme dissoudra ou dénaturera toutes les protéines disponible afin que nous
puissions les extraire plus trad. Le chloroforme a une polarité différente de I'eau. Donc, il se
séparera en fonction de la densité du chloroforme est plus que de I’eau. Donc, il coulera au
fond et I’eau sera sur le dessus. Nous appelons cette phase supérieure avec de 1’eau la phase
aqueuse.

If faut ajouter un volume égal de I’alcool isoéme chloroforme a 1’échantillon préparé.
Donc, il faut transferer la solution dans un tube de centrifugation et utiliser ce tube pour
accélérer le processus de séparation avec une centrifugeuse. Notant que cet alcool
chloroforme isoem ne reste pas bien dans la pipette, il s’égouttera. La solution maintenant est
assez laiteuse et les protéines ont précipité qui doivent é&tre mélangées ensemble en essayant d’
obtenir toutes ces protéines en contact avec I alcool isoeme de chloroforme.

Aprés la centrifugation, les protéines resteront soit dans la couche inférieur soit elles se
trouveront entre les couches supérieure et inférieur. Nous appelons cela interphase. Il devrait
y avoir un disque de protéine épais dans cette région. On peut voir sa séparation trés
lentement en utilisant la centrifugeuse que ferons tourner a 15000 tr/min pendant 5 minutes.

Ensuite, il faut la retirer doucement de la centrifugeuse et il ne faut pas mélanger les deux
couches. On a voir les deux couches avec cette interface protéique entre elles est assez
épaisse. Il faut enlever la couche supérieure.

Il faut Utiliser une pipette pasteurisée pour transférer ce que peut de la couche supérieure a
ce tube a essai a bouchon a vis en veillant a ne pas contaminé la couche supérieure avec les
protéines pour ne pas avoir un échantillon contaminé.

Si vous mélangez les deux couches ensemble, vous devez ré-centrifuger et séparer a
nouveau ces deux couches. Il y a toute la protéine qui était dedans les bactéries et séparées.

Nous pouvons isoler I’ADN de la protéine .Veuillez noter que devez immédiatement jeter le
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chloroforme dans le récipient approprié car il commencera a dissoudre le tube de
centrifugation en plastique. On peut débarrasser des protéines en les précipitant de solution.

Il faut faire la méme chose avec I’ADN qui a été isolé et précipité hors de la solution.

Il faut ajouter 100 éthanol a une concentration finale de 67 volume par volume d’ éthanol.
A cette concentration, I’ADN ne restera plus en solution et précipité hors de la solution.
L éthanol reduit la polarité du solvant dans 1I’ensemble cela conduit a réduire la solubilité des
molécules ioniques telles que ADN c’est ainsi qu’il précipité ADN hors de la solution lorsque
on ajoute I’éthanol. Vous pourrez voir quelques chose d’ étonnant et vous pourrez voir ADN a
ceil nu. L’ADN est chargé négativement. Pour cela, il faut utiliser un paturage pipette qui est
fait de silice d’ADN se liera cela et nous pouvons le retirer directement de cette solution
éthanol.

-Ensuite, il faut le coller a la pipette de paturage et le retirer directement et le transférer
dans un nouveau tube a bouchon. Il y a d’ADN a droite la touche le long du coté pour essayer
de retirer tout ethanol supplémentaire. Puis, il faut le transférer dans le tube propre. L’ADN
isolée s’apparut et on peut essayer de maximiser la quantit¢ d’ADN isolée. Il faut laisser
I’ADN ouvert pendant quelques minutes pour essayer de laisser I’excés d” éthanol transféré
s’évaporer. On peut le dissoudrons ensuite dans cing milles de tampon et le stockerons pour

une utilisation ultérieure. (https://youtube.com/watch?v=l HwCeKr4Xg&feature=share).

2- Séquencage

A) Développement du séquencage de ’ADN

En 1977, FREDRICK SANGER met au point la méthode de Sanger pour établir le
séquencage de I’ADN.

En 1980, on a la création de la banque EMBL ( European molecular biology laboratory )

En 1984, on a le développement de la réaction de polymérisation en chaine (PCR)

En 1987, on a la réalisation et commercialisation de premier séquenceur automatisé

B) Les techniques de séquencage

Les premiéres techniques de séquencage : portent le nom de leurs inventeurs

1-technique de Sanger : synthése enzymatique par di desoxyninventeurs

2- technique de Maxam et Gilbert : dégradation chimique sélective

Elle sont mises au point a la fin des années 1970. Ces deux techniques utilisent un principe
commun :

1- la molécule & ADN est découpée progressivement en fragment plus petite
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2- la séquence de I" ADN est reconstituée suite a la séparation par électrophorése sur gel de

polyacrylamide de fragment d ADN simple brin.
La deuxieme génération de techniques de séquencage apparuta partir de 2004. Cette
génération est basée sur la synthése d’ADN par deux Méthodes

Meéthode 1 : pyroséquencage

Meéthode 2 : SOLEXA
La troisieme génération de techniques de séquencage SMRT (Single molécule real time)
apparut en 2009. Elle permet d” obtenir plusieurs milliers de base de séquences par molécule.
Elle permet ainsi d’ étudier ou de résoudre la structure des genes complexes et génome entiers.
(https://youtube.com/watch?v=iDgxQIPC-kk&feature=share).
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Partie 2 : Annotation des séquences d’ADN

1-Introduction

Les séquences du génome sont une ressource sans précédent pour les biologistes, mais la
valeur d’un Génome ne dépend que de son annotation. C’est I’annotation qui relie la séquence
a la biologie de I’organisme.

2-Définition

L’annotation est la premiére étape pour transformer une séquence en savoir biologique.
Elle Consiste a associer plus ou moins automatiquement des informations a la séquence,
permettant aux biologistes d’identifier les régions du génome susceptibles d’étre impliquées.
La recherche, par conséquent, cela inclut le développement de protocoles expérimentaux pour

la validation ou I’annulation de la fonction supposée des cibles biologiques.
3-Les différents niveaux d’annotation de génome
Classiquement, on distingue trois étapes principales dans le processus d’annotation :
3.1- Annotation syntaxique (structurelle)

C’est I’étape qui permet d’identifier les objets genetiques présentant une pertinence
biologique (séquences codantes, ARN, séquences répetees, etc.)

A) Le principe :

La recherche d’objets génétiques passe par la recherche des genes au sens large, c’est-a-
dire ; toute séquence qui transcrite et/ou traduite peut avoir un rdle dans le fonctionnement
biologique de la cellule. Cella recouvre donc les séquences codantes, bien gqu’insuffisante
pour la bonne compréhension du fonctionnement d’un génome. L’annotation syntaxique des
génomes de procaryotes est relativement plus simple que celle des génomes eucaryotes pour
les raisons suivants : Les génomes procaryotes sont plus petits que les génomes eucaryotes et
présentent une densité de codage plus élevée. Les genes procaryotes sont souvent organises en
opérons, c’est-a-dire qu’une seule unité de transcription peut contenir de multiples séquences
codantes. Les genes procaryotes ne sont pas fragmentés contrairement aux genes eucaryotes.

B) a-ORF et CDS chez les procaryotes

La phase ouverte de lecture (ORF, open reading frame en anglais) est la région de I’ADN
qui sépare deux codons de terminaison de la traduction (donc potentiellement codante). Dans
celle-ci, une séquence codante (CDS) débute toujours par un codon d’initiation de la
traduction et se termine toujours par un codon de terminaison de la traduction. Par abus de

langage, la séquence codante est parfois appelée ORF. Le codon universel d’initiation de la
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traduction ou codon « start » est le codon ATG. Néanmoins, chez les procaryotes ils existent
des codons « start » plus rares tels les codons GTC et TTG. Chez les procaryotes, chaque
séquences codantes s’appelle un cistron ou CDS et codent donc avec pour plusieurs protéines.

C) Les autres signaux indicateurs de la présence d’une séquence codante chez les
procaryotes

La séquence de Shine — Dalgarno ou site de liaison au ribosome se situe entre 3 a 10
nucléotides en Amont du codon « start ». C’est une région riche en purine de 5-6 nucléotides
qui permet au Ribosome de se fixer spécifiqguement sur les AUG correspondant a un véritable
codon « start » d’un Codon ATG codant une valine. Chez Escherichia coli, la séquence
consensus du RBS est : 5’-AGGAGG-3’.

3.2-Annotation fonctionnelle :

C’est I’étape qui permet de prédire les fonctions potentielles des objets génétiques
préalablement identifiés (similitudes de séquences, motifs, structure, etc.) et de collecter
informations expérimentales (littérature, jeux de données a grandes échelle).

A) Le principe :

Pour associer une annotation a une séquence de protéines, I’annotateur fait appel a des
principes différents critéres et met en ceuvre plusieurs étapes. Lorsque 1’on suppose
I’annotation structurale résolue, annoter fonctionnellement une protéine consiste a identifier :

» Ses caractéristiques intrinséques identifiées: Calculables a partir de la
séquence protéique,

> Les caractéristiques issues de prédictions apportées : Par I’analyse des résultats
des logiciels bio-informatiques

» Une protéine déja annotée dans le but de transférer les annotations a la protéine
a annoter.

> Les parametres prévus nécessitent le lancement d’un logiciel bio-informatique
et I’analyse des résultats obtenus. Pour Effectuer cette analyse, I’annotateur s’appuie
sur les valeurs des scores proposés par les logiciels si elles sont suffisamment
discriminantes ou observe les résultats plus en détails dans le cas contraire avant de
conclure

B) Les types d'annotation fonctionnelle des génes :

Les fonctions de quelques genes peuvent étre des indices pour les fonctions des autres
genes. Les méthodes d'annotation sont classées en trois catégories principales : validation

expérimentale, transfert basé sur I'homologie et dépendance fonctionnelle. Les validations
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expérimentales peuvent démontrer le fonctionnement d'un géne avec une grande confiance, et
sont des points de départ précieux pour les méthodes des deux autres types. Le deuxiéme type
est basé sur le transfert des annotations existantes entre les génes de différents organismes sur
la base de I'nomologie détectée. Donc, le troisiéme type permet d’inférer les annotations
possibles a partir des annotations d'autres génes du méme organisme sur la base de la
dépendance fonctionnelle détectée. Une annotation est validée expérimentalement lorsqu'une
expérience scientifique en laboratoire (que ce soit in vivo ou in vitro) démontre la fonction du

ou des genes dans I'organisme étudié
3.3- Annotation relationnelle

C'est I'étape qui détermine les interactions que les objets biologiques identifiés sont
susceptibles de maintenir (familles de génes, réseaux régulateurs, réseaux metaboliques...)
(Gaudriauilt, S.et Vincent, R.2009).

4 -Plateforme d'annotation

A la lumiére de I'évolution de divers domaines scientifiques, les gens recherchent des
moyens de leur faciliter la tache, notamment afin d'atteindre facilement les résultats souhaités
et d'économiser du temps et de l'argent. La biologie est un domaine dans lequel il y a eu un
développement, notamment en ce qui concerne la génomique, pour son importance et la
difficulté du travail manuel pour les biologistes, surtout apres l'augmentation du nombre de
séquences au milieu des années 1990. Les humains ont pu développer et utiliser une analyse
d'annotation du séquencage automatisé du genome, bien que ce ne soit pas une méthode
infaillible et facile, en particulier pour les organismes eucaryotes. Si le développement des
premiéres plateformes de commentaires reposait sur lI'exécution automatique de programmes
informatiques, on préfere aujourd'hui que les environnements fournissent une représentation
graphique des résultats de I'analyse afin de faciliter I'expérience ultime des scientifiques (Bocs
et al., 2002).

Citons quelques exemples de programmes d'annotation : Tout d'abord, MAGPIE : un
des premiers programmes d'annotation automatique (“L'environnement d'investigation du
projet de génome automatisé et polyvalent - ment"), utilisé pour Organismes procaryotes.
Les commentateurs peuvent interférer avec le systéme pour déterminer leurs préférences et
analyses les plus importantes les unes par rapport aux autres. Les annotations obtenues en cas
de désaccord sont également modifiées automatiquement, mais sont vérifiées par un expert

biologique. Puis en 1999, I'environnement informatique d'Imagene a collecté, dans un seul
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modele orienté objet, les données biologiques et les méthodes d'analyse des séquences
d'annotations du projet de séquencage du génome bactérien. Récemment, de nombreux
projets d'annotation manuelle des génomes procaryotes utilisent les systemes MaGe et
AGMIAL. Pour l'annotation du génome eucaryote, il existe une plateforme similaire a celle
des procaryotes, comme Artemis.

Les ordinateurs sont couramment utilisés pour les annotations telles que les résultats
d'alignement Fasta ou blast. De plus, ils gérent divers formats de données (tels que FASTA et
EMBL) suivi par des bases de données, facilitant I'échange de données entre ces banques et

résultat d'annotation. (Beyne ,2008)
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Parti 3 alignement des séquences

1-Définition d’algorithme d’alignement des séquences

Est un processus dans laquelle on peut comparer deux séquences d’ADN ou de
protéines connexes ou unsegment de la premiére séquence avec autre segment de la
deuxieme séquence. Il existe de nombreuses opérations basées sur le concept précédent ou
il y a: les opérations match correspondent les résidus identiques ou mis match qui
s’agissent de résidus différents (substitution). Il existe aussi des opérations spécial qui se
produisent lorsque des mutations apparaissent au cours du développement normal .Ces
mutations provoquent des erreurs au moment de la réplication de ’ADN ; une mutation
peut étre une insertion ou une délétion qui représente par un gap. La fonction gap est
marquée par un symbole ‘— dans I’alignement résultant. (Selmane, Bencheikh el hocine
,2011)

Au final, nous concluons que cette comparaison nous donne 1’un des trois cas suivants:
TACGTTGGCAA-CCTAG
I I
TAC- T-G-CAATCCT-G
1- Identité : les caracteres sont similaire (match)
2- Similitude : les caractéeres est moins similaire (mis match).
3- Diversité : aucune similitude entre ces deux segments. (gap) (Selmane, Bencheikh el
hocine, 2011)
2- Le but de I’alignement
= Déterminer les profils fonctionnels ou structurels préservés. . (Chabani,
Douadi, 2019)
= Trouver les secteurs non durables qui découlent d'événements particuliers.
(Chabani, Douadi, 2019)
= prévoir la ou les fonctions d'une protéine. (Richer, 2004)
= prévoir la structure secondaire (et méme tertiaire) d'une protéine. (Richer,
2004)
= établir le profil phylogénique. (Richer, 2004)
= une structure en trois dimensions similaire (Selmane, Bencheikh el hocine
,2011)

= Souligner les différences au niveau du séquencage entre les différents

j

laboratoires. (Selmane, Bencheikh el hocine ,2011)
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Figure7 : but d’alignement des séquences. (Selmane, Bencheikh el hocine ,2011)

3- Les types d’algorithmes

On peut distingues 2 types d’algorithmes selon leur complexite.

3-1- L’algorithme par paires :

L’alignement par paires est principalement utilisé pour la comparaison d’une séquence
avec un ensemble des séquences deux a deux. Les algorithmes FASTA et BLAST peuvent
comparer la séquence avec un ensemble de séries dans la base de données. Ces processus
permettent de déterminer le nombre exponentiel d’alignement. Il existe plusieurs types
d'alignement: globale ou local. (Selmane et Bencheikh el hocine .2011)

» Alignement global

C’est un alignement entre les deux séquences sur toutes leurs longueurs pour
I’identification des similarités d’elles. Si les longueurs sont différentes, des insertions
ou delétions sont introduites pour aligner les deux extrémités des deux séquences. Cet
alignement permet de mesurer le degré de similitude entre deux séquences. (Selmane
et Bencheikh el hocine .2011). L’algorithme général le plus utilisé pour cet alignement
est Needleman et Wunsch qui est basée sur la programmation dynamique. Cet
algorithme permet de réaliser des alignements globaux de maniere optimale
(wikipedia, 2011)

» Alignement local

C’est une I’alignement entre une sequence, et une partie de l'autre séquence,

permettant de trouver des segments qui ont un haut degré de similitude. Cela est utilisé
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pour la recherche dans les bases de données. Donc, I’alignement local consiste a
trouver les motifs conservés dans deux séquences .I’algorithme le plus utilisé pour ce
dernier est celui de Smith-Waterman qui donné un résultat optimal. (Selmane et
Bencheikh el hocine .2011)

3-2- Alignement multiple :

C'est un alignement qui consiste a aligner un ensemble des seéquences homologues comme
des séquences des protéines assurant des fonctions similaires dans différents especes vivent
(wikipedia.2011). Les alignements de séquences multiples fournissent plus d’informations
que les alignements par paires, car ils présentent des régions conservées au sein d’une famille

de protéines qui sont d’une importance structurelle et fonctionnelle. (Wiltgen.2019)
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Partie 1 : Automatisation et développement des logiciels
1- Définition de I’automatisation
L’automatisation est l'utilisation de logiciels pour créer des instructions et des processus
répétables afin de réduire ou de remplacer I'intervention humaine par des systémes informatiques.
L'automatisation fait partie intégrante des procédés d'optimisation environnementale et de
transformation numérique (Red Hat, 2018).
2- Le Logiciel
Un logiciel est un ensemble d'instructions, écrites en code informatique, qui indiquent a un
ordinateur comment se comporter ou comment effectuer une tache précise, Il fonctionne
indépendamment du matériel et rend les ordinateurs programmables (Johnson, 2021).
Il existe trois types de bases :
> Logiciel de systeme pour fournir des fonctions de base telles que les systemes
d'exploitation, la gestion des disques, les utilitaires, la gestion du matériel et d'autres
nécessités opérationnelles.
» Logiciel de programmation_pour donner aux programmeurs des outils tels que des
éditeurs de texte, des compilateurs, des éditeurs de liens
» Logiciel d’application_pour aider les utilisateurs a effectuer des taches. Les suites
bureautiques, les logiciels de gestion de donnees, les lecteurs multimédias et les
programmes de sécurité (IBM, 2017)
3- Le cycle de vie d’un logiciel
Le cycle de vie d’un logiciel est un ensemble des activités a suivre dans le but de développer un
logiciel .Le développement d'un logiciel se déroule selon un cycle appelé le cycle de vie du logiciel.
Le cycle de vie est décomposé en phases de développement :
e Spécifications des besoins
e Conception générale
e Conception détaillée
e Codage et tests unitaires
e Intégration des modules
e Intégration du logiciel

e Recette
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Ces phases sont échelonnées dans le temps une phase est complétée par la soumission d'un (ou
de plusieurs) document(s) validé(s) conjointement par l'utilisateur et le développeur. Une phase ne
peut débuter qu'une fois la phase précédente est terminée, les premiéres phases permettent de
décomposer l'ensemble du projet pour simplifier la phase de codage. Les phases suivantes
recomposent le logiciel entier par I'essai du détail a I'assemblage (Bouzy, 2001).

3-1--Les Activités du cycle de vie d’un logiciel :

La facon dont ces activités sont appliquées suit un des modeles existants (en cascade, en
spirale, en V...) (Royce, 1970), Ces activités sont :

Spécification : permet d’expliquer informellement le fonctionnement du logiciel et de préciser
les entrées et les sorties.

Conception : cette étape permet de mettre en place la structure globale du systéme et de définir
chaque sous-ensemble du logiciel devant étre produits.

Implémentation : c’est la réalisation du systéme. Il s’agit de programmer les fonctionnalités
définies au cours de la phase de la conception avec un langage de programmation.

Vérification : ¢’est une procédure qui permet de vérifier le bon fonctionnement de chaque sous
ensemble du logiciel.

Validation : cette étape consiste a recueillir et a combler les besoins du client, de déterminer
les contraintes et d’évaluer la faisabilité de ces besoins.

Maintenance : cette étape permet appuie les mesures collectives du systemes (maintenance et
évolution).( Drardi et Seghini ,2021)

3-2-Modéles en cascade

Le modéle en cascade (en anglais : waterfall model) est un modele de gestion linéaire qui
décompose le processus de développement en phases de projet successives. Contrairement aux
modeéles itératifs, chaque phase est effectuée une seule fois. Les résultats de la phase précédente
sont intégrés a la phase suivante. Le modele en cascade est principalement utilisé dans le
développement de logiciel (Digital Guide, 2019).

A) Le principe :

Le modéle en cascade qui repose sur les exigences de Winston Walter Royce divise les processus de
développement en cing phases de projet, qui sont les suivantes : analyse, conception, implémentation, test

et exploitation. La vérification des résultats de chaque phase en tenant compte des exigences et des

spécifications élaborées au préalable (Digital Guide, 2019).
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B) Les phases du modéle :

Dans le modéle en cascade, chaque phase prend fin avec un résultat intermédiaire (étape)
pour la phase suivante :

*Analyse :

Chaque projet logiciel débute par une phase d’analyse comportant une étude de faisabilité et
une définition des besoins de facon détaillée.

*Conception :

Cette phase sert a I’¢élaboration d’un concept de reglement collaboratif fondé sur des besoins,
des taches et des stratégies déterminées au préalable. Au cours de cette phase, les développeurs
¢élaborent I’architecture logicielle ainsi qu™un plan de construction détaillé du logiciel et se
concentrent ainsi sur les eléments concrets tels que les interfaces, les bibliothéques.

sImplémentation :

Lors de la phase d’implémentation, le projet de logiciel est transposé dans le langage de
programmation désiré. Le résultat est un produit logiciel qui sera testé pour la premiere sous forme
de produit global lors de la phase suivante (test alpha)

*Test :

Cette phase consiste a intégrer le logiciel dans I’environnement cible désiré. En régle générale,
les produits logiciels sont pour la premicre fois livrés a une sélection d’utilisateurs finaux sous la
forme d’une version béta (béta-tests). Il est alors déterminé si le logiciel satisfait aux exigences
définies précedemment par les essais de réception mus au point au cours de la phase d’analyse
(Digital Guide, 2019).

3-3-Modéle en « V »

Le modeéle en V est un modele conceptuel de gestion de projet qui reposant sur une
décomposition consecutive de sous-systémes que I’on imagine ensuite pouvoir concevoir de fagon
relativement indépendante les unes des autres éventuellement par des équipes différentes.

Les différentes phases qui seront réalisées pendant le cycle de vie du projet sont représentées
par la forme en V (Choulier ,2003).

A) Les phases du modele

*L’analyse des besoins :_effectuer les exigences et les analyses nécessaires pour établir les

demandes et les fonctionnalités des utilisateurs.
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eLes spécifications : permettant d’¢laborer la spécification qui définira tous les constituants
techniques.

ela conception de I’architecture : les spécifications sont rédigées pour décrire comment le
programme reliera I’ensemble de ses nombreux composants.

*L.a conception détaillée :

inclut toute la conception de bas niveau du systéeme, comme des spécifications completes de la
facon dont toute la logique fonctionnelle codée, comme les modeles, les composants et les
interfaces, sera mise en ceuvre (Choulier,2003).

*Le codage : de facon générale, le codage sert a déplacer d'une représentation des données a
une autre (Multimédia, 2021).

*Test unitaire : permettant d'assurer le bon fonctionnement d'une partie bien déterminée d'un
logiciel.

*Test de validation : permet de Vérifier si toutes les exigences relatives au client décrites dans
le document de spécification d'un logiciel, écrit a partir de la spécification des besoins, sont
respectees et satisfaites.

*Test d’intégration : le but est d’assurer de la cohérence et le bon fonctionnement global du
résultat final (Multimédia, 2021).

3-4-Modeéle en spirale :

Le modele en spirale est I'un des principaux modé¢les de cycle de vie du développement de
logiciel, qui prend en charge la gestion des risques. Dans sa représentation schématique, il
ressemble a une spirale avec de plusieurs boucles. Le nombre exact de boucles de la spirale est
inconnu et peut varier d’un projet a ’autre. Chaque boucle d’en spirale est appelée une phase du
processus de développement logiciel (Acervo Lima, 2018).

A) Les phases du modele

1) Détermination des objectifs et identification des solutions alternatives : les besoins sont
collectés aupres des clients et les buts sont déterminés, élaborés et analysés au début de chaque
étape. Ensuite, d’autres solutions possibles pour la phase sont proposées dans ce quadrant.

2) Identifier et résoudre les risques : toutes les solutions sont examinées afin de choisir la

meilleure solution possible.
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3) Développer la prochaine version du produit: les fonctionnalités identifiées sont

élaborées et vérifiées dans le cadre de tests.

4) Passez en revue et planifiez la phase suivante : les clients examinent la version du logiciel

actuellement disponible (Acervo Lima, 2018).

Figure 8 : Modele du cycle en V (Choulier, 2003)

Le schéma ci-dessous montre les différentes phases du modele en spirale :

determination
and idéntify
alternative
glutions

2. Identify and
resolve Risks

(I

4. Review and plan
for the next Phase

. Develop nex
version of th

Figure 9: Modéle du cycle en spirale (Acervolima, 2018).
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Partie 02 : Applications du modéle en cascade pour développer le logiciel
d’automatisation de ’annotation d’un géne
1- Spécification
Dans cette premiere étape, spécification ou bien cahier de charge, il s’agit de 1’élaboration de
I’explication de I’architecture générale du logiciel. On va expliquer I’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 tdche d’annotation structurale (syntaxique) des séquences d’ADN chez
I’espéce Escherichia coli k12 comme un organisme procaryote et plus précisément le gene gly A.
L’annotation structurale consiste a détecter automatiquement les différentes parties d’un gene et
les étiqueter. Puisque le gene gly A chez Escherichia coli est compose de : régions promotrices,
cistrons et les régions 5’ et 3’UTR (Untranslated Transcribed Region), alors le programme
informatique doit réaliser les taches suivantes :
1- Detection de la région de promoteurs.
2- Détection des signaux promoteurs (la boite de Pribnow, Région -35, la boite TATA)
3- Détection des régions codantes (cistrons).
A. Structure des données
e Chaque base azotée (A, G, T, C) va étre modélisée en informatique par un
caractere.
e Les séquences ADN, et genes sont modélisées formellement en informatique par
des chaines de caractéres.
e Les signaux promoteurs (ou les deux boites), le site initiateur (ou codon START),
le site terminateur (ou codons STOP), ainsi les cistrons, 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 s’effectue selon les étapes (phases)
successives suivantes :
1) Détection de promoteurs

Cette opération s’effectue sur le gene gly A chez Escherichia coli avec la méme maniére chez

tous organismes procaryotes. Les données de cette phase sont la chaine de caractéres qui

j
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représente I’ADN. Elle commence du début de la chaine de caractére ADN et se termine au
premier codon START « ATG » de cette chaine. Une fois 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 de promoteurs.

2) Détection des signaux promoteurs (la boite TATA (Pribnow) et la région - 35)

Apres la détection de la sous-chaine de caractere qui représente la région de promoteurs, on va
chercher les signaux promoteurs sur cette chaine. Donc, les données de cette phase sont la
sous-chaine de caracteres qui représente la région de promoteurs.

D’abord, on va chercher dans la sous-chaine de caractére, qui représente la région de
promoteurs, la présence de la boite TATA .Cette derniere se caractérise par la succession des
caractéres T, A et C. avec I’absence de caractéres G dans le gene gly A chez Escherichia coli K 12.
Elle se commence par le caractere T et se termine par le méme caractére. Le plus souvent chez
E.coli k12 elle est sous forme de  TATACT. La boite équivalente appelée la boite de Pribnow qui
se compose généralement de six nucléotides Région -10. Une fois on la trouve, on va la marquer.
La boite TATA est forcément présentée chez toutes les séquences génomiques. De ce fait, nous
avons commencé par la recherche de cette boite

Ensuite, on va chercher la région -35. Cette derniére se caractérise par la succession des
caracteres (base azoté) C, A, G et T. Elle commence toujours par le caractere C et se termine avec
le caractére A. Elle peut souvent étre de forme CTGTTA. Une fois on trouve cette sous-chaine de
caractere (la région -35) on va la marquer. On note que la présence de cette derniére est obligatoire.
La recherche de la région -35 s’effectuer sur la sous-chaine qui represente la région de promoteurs
entre le début et la boite TATA et le début de la sous chaine de promoteurs. On va commencer a
partir de la position -35 du codant START. La recherche se termine dans la position ou la boite
TATA se commence. Les sorties de cette phase sont les sous-chaines de caracteres qui
représentent la région -35 et la boite TATA.

3) Détection des régions codantes (cistrons)

Cette opération s’effectue uniquement chez les organismes procaryotes, car la structure de ces
genes est sous forme des séquences d’ADN codantes appelées cistrons.

Apreés la détection de la région de promoteurs, on va découper la chaine ADN en deux parties :
la premiére partie c’est la sous-chaine qui représente la région de promoteurs. Tandis que la

sous-chaine restante représente les régions codantes et non codantes. On va chercher sur cette

j
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chaine de caracteres les cistrons. Cette chaine représente les donnees de cette phase. Un cistron se
commence dans ce cas par la succession des caracteres suivants :AT,G et qui présente la
sous-chaine de caracteres de codon START, et qui se termine aussi par la succession de I’'un des
trois caracteres suivants : T,A,A ou T,A,G ou T,G,A qui présente la sous-chaine de caracteres
codon STOP. Une fois on trouve cette sous-chaine de caracteres en va la détecter et la marquer.
Les sorties de cette phase sont les sous-chaines de caracteres qui représentent les cistrons.
2- conception
Cette phase consiste a élaborer I’explication formelle de I’architecture de ce logiciel,
¢’est-a-dire la construction d’un algorithme qui permet 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, B, C, B1, B2, C1 de type chaine de caracteres ou :
e A représente la sequence ADN a étudier.
e B, est une sous-chaine de A, représente la région de promoteurs.

e C, est une sous-chaine de A, represente la sous-chaine de A apres la suppression du

e BI, est une sous-chaine de B, représente la boite TATA.
e B2, est une sous-chaine de B, représente la boite région -35
e (1, est une sous-chaine de C, représente un cistron.
Soit T1, T2 et T3 des tableaux qui permettent de stocker respectivement les cistrons.
Soit i variable du type entier qui permettent de parcourir la séquence
B. Initialisation des variables de I’algorithme
A = la sequence ADN a étudier
B, C, B1, B2, C1 sont vides
T1, T2 et T3 sont vides

i=1 (premiere position)

j



Chapitre I11: Mateériels et méthodes

C. Les instructions de I’algorithme

1) Détection de la région de promoteurs

Tant que (A®1) et A(it1) et A(i+2) <>‘A’,’T’,’G’) et pas la fin de A
B(i)=A(i)

i=i+1

Fin tant que

Marquer B depuis 1 jusqu’a i

2) Détection des signaux promoteurs (la boite TATA (Pribnow) et région -35)
Détection de la boite TATA

i =fin de B trouve=0

Tant que trouve==0eti<>1
Tant que B(i) <>T'eti<>1
i=i-1 % Parcourir B %

fin tant que

SiB(i-5)==T

k=i

k41=1

Si B(i-4) == ‘A’ et B(i-3) = = ‘T’ etB(i-2) = = ‘A’ etB(i-1) = = ‘C’ etB(i) == ‘T’
Trouve =1

B3(k41)=B(i-5)
B3(k41+1)=B(i-4)
B3(k41+2)=B(i-3)
B3(k41+3)=B(i-2)
B3(k41+4)=B(i-1)
B3(k41+5)=B(i)

k4=i-5

Fin si

i=i-1

fin tant que

Marquer B3 depuis k jusqu’a k4

j
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3) Détection de la Région -35

i =k <>1

Tant que B(i) <>‘C’ et i <>1 % entre le début de la sous-chaine B et le début de TATA%

i=i-1 % Parcourir B %

fin tant que
SiB(i-6) ==C’
K5=i

K41=1

Si (B(i-5) = =*T’ et B(i-4) = =*G’ etB(i-3) = =*T’ etB(i-2) = =T’ etB(i-1) = =*A")

trouve = 1
B1(k41)=B(i-5)
B1(k41+1)=B(i-4)
B1(k41+2)=B(i-3)
B1(k41+3)=B(i-2)
B1(k41+4)=B(i+1)
k61= i-6

Fin si

Fin si

i=i-1

fin tant que

Marquer B1 depuis k5 jusqu’a k61

3
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4) Deétection des régions codantes (cistrons)

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

5) Détection des cistrons

Tant que pas finde C

jT3=1

i=1

Tant que (C(i) et C(i+1) et C(i+2) <> ‘A’,’T’,’G’) pas la fin de A
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 la fin de C
C3(1) =C(i)

C3(2) =C(i+1)

C3(3)=C(i+2)

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) <> ‘T°,’G’,’A’)
et (C(i) et C(i+1) et C(i+2) <> ‘T, ’A’,’G’)

C3(j)=C(i)

j=itl

i=i+1

Fin tant que

3- Implementation

Afin que la modélisation sous forme d’un algorithme que nous avons développé précédemment,

j
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puisse étre exécutable par 1’ordinateur, il est nécessaire de la traduite dans un langage de
programmation. Nous avons choisi le langage MATLAB, car ¢’est le seul langage que nous avons
¢tudi¢ durant notre parcours d’une part et il est le langage le plus adéquat pour I’explication des

tableaux et des matrices d’autre part.
3.1- MATLAB

-1l s’agit d’un logiciel de calcul numérique (digital) commercialisé par la société
MathWorksL1. Il a été initialement développé a la fin des années 70 par « Cleve Moler », professeur
de mathématique 1’université du « Nouveau Mexique puis a stanford », pour permettre aux
étudiants de fonctionner a partir d’un outil de programmation de haut niveau et sans apprendre le
Fortran ou le C.

-Matlab signifie « Matrix laboratory ». C'est un langage destiné au calcul scientifique,
I’analyse de données, leur visualisation, le développement d’algorithmes. Son interface propose,
d’une part, une fenétre interactive de type console pour ’exécution de commandes, et d’autre part,
un environnement de développement intégré (IDE) pour la programmation d’applications.

-Matlab trouve ses applications dans grand nombre de disciplines. 11 s’agit d’un puissant
instrument numérique de modalisation physique et la simulation de modeles mathématiques
(Aruba et Cadieux, 2009).
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Debug [

FigurelO : Interface MATLAB 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 comportant d’un ensemble des fonctions. Chaque
fonction permet de traiter une étape de I’annotation.

Le logiciel permet a un utilisateur d’entrer une chaine d’AND qui représente le géne a annoter
(gly A de E.coli ). Puis, le logiciel va vérifier si cette chaine correspond a une sequence ADN en
testant les caracteres qui doivent étre A, G, C ou T (quel gue soit majuscules ou minuscules).
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 (Région -35 et la boite TATA)

* Fonction de Détection de Cistrons.

..., etc.

La figure suivante représente un extrait de I’'implémentation de la fonction de détection de la

E
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partie CDS de gene gly A chez Escherichia coli en MATLAB.

IR0 2™ XE b b TDREQ -
recherche_CDSprocarnm

1 function [CDS]=recherche_CDSprocar (R)
2

3

4 £333%3i%%%%iipositioncodonstarteucar (&)
5

6 b=size(A):

7 if (b(1)==1)

8 c=b(2);

9 else
10 c=h (1)
11 end
1z
13 EETETETETRRERRERRRRCDS=[k, k1] 1la partie codante
14 nbr=0; indice=2;
15
16 for i= positioncodonstartprocar(i):c
17
18 ADN (i)=R(i):
19 end
20
21
22 B=CDSprocar (ADN) ;
23

4 if B(2)>0
25 nbr=nbr+1;

6 CDS (indice)=8(1):

7 CDS (indice+1)=B(2):
28 indice=indice+2;
29 if B(2)< ¢
30 for i= B(2)+1l:c
31 ADNL(1)=ADH(i);
32 end
33 b=size (ADN1):
34 if (b(1)==1)
35 ci=hb(2};
36 else

Figure 11 : Extrait d’implémentation de la fonction de détection de CDS en MATLAB

La fonction globale est la fonction qui regroupe les différentes fonctions de logiciel développé
permettant de réaliser automatiquement I’annotation du géne. Lors de I’exécution, ’utilisateur va
appeler sur MATLAB la fonction globale. Puis, les autres fonctions vont étre exécutées
automatiquement pour donner a la fin le résultat de ’annotation. La figure suivante représente

I’extrait de I’implémentation en MATLAB la fonction globale.
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IPEO 2™ XE b b 0D IQ -
recherche_CDSprocar.m globalefonction.m

function []=globalefonction()
ADN=lecturelDN ()
orientation=lectureenrientation()
if orientation=='3 prime 5 prime'
ADN1= complementaire (ADH)
else

ADN1 =ADN

end

=1 & on b W R
-

10 annotation fonc recherche prometeur chez procaryote (ADN1)
11 annotation_recherche CDSprocar (ADNI1)

15 end

Figurel? : Extrait d’implémentation de la fonction globale en MATLAB
4- Execution
Nous avons exécuté le logiciel développé, apres I’implémentation dans le langage MATLAB,

sur plusieurs sequences du gene gly A. Ces sequences peuvent étre naturelles et existantes dans les
banques de données (GenBank, EMBL, etc.).

La figure suivante montre I’exécution du logiciel sur une séquence incorrecte. Cette
séquence comporte aussi des caracteres qui ne sont pas G, C, T ou A. dans ce cas, le logiciel

demande d’entrer une séquence ADN.

J/BR VBB WIE WY swche o [Closhoecmbmndssreommms | | ()

Fle Bronser f X | Freeliat v4.2
Copyright (c) 2002-2008 by Samit Basu

Fiename Sie Date * Licensed under the GNU Public License (GPL)
o (Parent ., -\| Type <help license> to find out more
@ annotation.. 2091 9Jun || <helpwin> for online help
@ annotation... 703 19 Jun <pathtool> to set or change your path
@ (DSprocarm 2075 19)un || Use <dbauto on/off> to control stop-on-error behavior
@ compleme.. 543 Blun Use ctrl-b to stop execution of a function/script

JIT is enabled by default - use jitcontrol to change it
‘ Use <rootpath gui> to set/change where the FreeMat toolbox is installed
History 8 x 5--) globalefonction.m
- ——————————__Ifaire entrer une sequence ADN CAGATCGTACGACTACGACTATACAGCTCGTAGTQCKUYREDSF
A=GCOGGAATAGCTCAGTTGGTA., « ||
GCGGGAATAGCTCAGTTGGTAGA.. =
4 %% lun, 20, juin 1939:20 2022 CAGATCGTACGACTACGACTATACAGCTCGTAGTQCKUYREDSE
globalefonction.m ffaire entrer une sequence ADN
A=TTTCCGGTTGCAAGCTCTTTAT., ||
4 %l lun, 20, juin 19:42:17 2022
globalefonction.m
CAGATCGTACGACTACGACTATA.,  ~

| 1l )

Figurel3 Exemple d’exécution du logiciel sur une séquence incorrecte




La figure suivante représente I’annotation structurale d’un exemple d’une séquence d’ADN de
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procaryote « Escherichia coli k12 ».

vE ObhE |

LB WD s [base v] [C:/Users/ANMElDesktopMouvewdossief/FreeMatPomble;Data '“ 0

X|| Freelat v4.2

File Browser 8
filename Size Date *
1o (Parent F.,

[E_ﬁ] annotation.. 2091 19Jun
[@ annotation., 703 19Jun
1 COSprocarm 2075 19Jun
@ compleme., 543 19Jun
(| . T | )
Hitory 8

A=TTTCCGGTTGCAAGCTCTTTAT,,

TTTCCGGTTGCAAGCTCTTTATICT,,
4 5% lun, 20, juin 19:51:42 2022

globalefonctionzm

Copyright (c) 2002-2008 by Samit Basu
Licensed under the GNU Public License (GPL)
Type <help license> to find out more
<helpwin> for online help
<pathtool> to set or change your path
Use <dbauto on/off> to control stop-on-error behavior
Use ctrl-b to stop execution of a function/script
JIT is enabled by default - use jitcontrol to change it
Use <rootpath qui> to set/change where the Freelat toolbox is inatalled
X[ globalefonction.m
faire entrer une sequence ADNTTTCCGGTTGCAAGCTCTTTATTCTCCAAAGCCTTGCGTAGCCTGAAGGTAATCGTTTGCGTARATTCCTTTGTCAAGACCTGTTATCGCACAAT
GATTCGGTTATACTGTTCGCCGTTGTCCAACAGGACCGCCTATAAAGGCCARARAT TTTATTGT TAGCTGAGTCAGGAGAT GCGGATGTTAAAGCGT GAARTGAACATTGCCGATTATGATGCC

GAACTGTGGCAGGCTATGGAGCAGGARARAGTACGTCAGGAAGAGCACATCGAACTGATCGCCTCCGARRACTACACCAGCCCGCGCGTARTGCAGGCGCAGGGTTCTCAGCTGACCARCARAT
ATGCTGARGGTTATCCGGGCARACGCTACTACGGCGGTTGCGAGTATGTTGATATCGTTGAACAACTG

v

’

Figure 14 : Exécution du logiciel sur la séquence du gene glyA chez Escherichia coli k12

La derniére étape consiste a Vvérifier et valider les résultats obtenus avec I’application de ce
logiciel. Les résultats vont étre discutés dans le chapitre suivant.
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Chapitre IV Reésultats et discussions

1- Vérification et validation des résultats

Dans le chapitre précédent, nous avons développé un logiciel qui permet de faire I’annotation
structurale des sequences d’ADN des organismes procaryotes qui est : le géne gly A
d’Escherichia coli K12. D’aprés le modéle en cascade, nous continuons d’appliquer les étapes
restantes dans ce chapitre, et nous expliquons en détail comment réaliser ces étapes. 11 s’agit de
vérifier et de valider le logiciel produit.

1.1- vérification

La vérification est une opération qui a pour but de montrer que les résultats du logiciel sont
corrects.

Certaines banques, comme la banque GenBank, permettent de représenter 1’annotation des
séquences. Notant que I’annotation du GenBank n’est pas automatique. C’est une annotation
manuelle.

Afin de vérifier que les résultats des annotations genérées par le logiciel developpé sont
corrects, il fallait choisir un ensemble des séquences qui sont représentees sur la banque GenBank
avec des annotations. Puis, il faut appliquer le logiciel sur cet ensemble des séquences. Enfin, il
faut comparer les annotations obtenues par le logiciel avec les annotations présentées sur la
banque.

Donc, pour vérifier la qualité de notre logiciel, nous choisissons de I’exécuter sur types de
séquences genomiques : une espéce procaryotes qui est Escherichia coli K 12 (on prendre un
gene gly A), qui sont issues a partir d’une banque comme par exemple I’NCBI (National Center
for Biotechnology Information).

La figure suivante représente I’interface de la banque NCBI
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National Center for Biotechnology Information

National Library of Medicine

All Databases

NCEl Home Welcome to NCEI Popular Resources

Resource List (A-7) The MNational Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to
All Resources biomedical and genomic infarmation Bookehalf

PubMed Central

PubMed

Chemicals & Bioassays About the NCEI | Mission | Organization | NCBI News & Blog
Data & Software B
DNA & RNA Submit Download Learn Nucecids
Domains & Struct . . Genome
Lomains eposit da C Transfer NCBI data to your ments. attend a
Genes & Expressio nto NCBI databases computer ch a tutorial SHP
Genetics & Medicine Gena
Pratein
Genomes & Maps
PubChem
Homology
Literature
Proteins NCEI News & Blog
Sequence Analysis Save the Date: NCEI at the
mrreT Develop Analyze Research Bioinformatics Open Science Conference
- se NCBI APls and code dentify an NCBI tool for you Explore NCBI research and (BOSC), July 2022
Training & Tutorials ibraries to build applications data analysis task collaborative projects
Variation

June 18 Webinar: What's new with NCB

Figure 15 : L’interface de la banque NCBI.

Nous prenons la séquence d’ADN de Escherichia coli K 12 gly A écrite en forma FASTA

comme elle est indiquée dans la figure suivante.

m National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Nucleotide Nucleotide v || |
Advanced Help
FASTA ~ Send to: ~ .
Change region shown o

Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 strain K-12 ctg7180000000002_quiver,
whole genome shotgun sequence

NCBI Reference Sequence: NZ_APINO1000002.1
GenBank  Graphics

Customize view =

Analyze this sequence

. . . Run BLAST
>NZ_APING1808@82.1 Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 strain K-12
ctg7180000000002_quiver, whole genome shotgun sequence Pick Primers
CCECCAATAGACT TTATTTACCTTCCTACATAAAGCGATATAAGT TAGGEACTGAMACTATTCTTACGLG
GTCGGCTECCATTACTCAARATCCGTTGCAARAGTAATGAGTCATTCTGATTACAGGTGTTACCAACTCC Highlight Sequence Features

CCAACTAACTCGGCGTCCTCACGCACTCGCCATAACCGGLCTTGT TTCATGGCCGGTGGACAAAATAAAT
CTECTAGCATAACGACGCAATGTGGACACACTTGGAGGATTACTTCTGTATTTTTCAGCAGCCCATTCTT
CAAGAGTTAACATTTGAAGCATATGCGATCACCTTATTACTACACTAACTGCTTAGTCTCAGCATATCGA
CCCTGCACGETCGETTAGT TTCTCCACAAAACAGAGAAGAGCACC TETGECCACAGCTATCAGGAT GGET
CGGGTTATTAACCCGTCATCCGGEGATACTCTTCTCTGTTTTGTARAAAGGGC GETACCAGAANGGACTA Assembly
AGGAAARAACTGETACCGCCAAGACTACACACAGCATAAAGT TGTGETGTCGEGTGCCCCCGGTGLCTEE

Related information

CGAAGGTTGCACACCAGGCGTGGTATCCACAGAAGGTCEATTGTCAGCCTCAACCTTAACCCGCGTGCEC BioProject
TGAGCCGCATTCACCACAACGC TAAGGATTCTCTCTGETTAAMATACTTAGCTGTTATGTGCCTGTCTTT BioSample
TCACCACTTCAGGCTCGGTGGTATGCTGGAGT TCTCACACAGCCAGCAAGCAAGGARACTTAATGAACCA

GTTTTATGTTCACGTTCATCCTATT TGAAGACACAGCCAACAGACCAARAAATTTGAAGAATTAATGCT Pratein
TAACTTTCTGTACCAGAAAACAGT TAAAGAGTCTGACGATAGCTGCTGCAGAC TGATTCCAGAGGATATA [

Figure 16 : La séquence d’ADN de Escherichia coli K 12 gly A écrite en forma FASTA
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Cette séquence a été utilisée comme une donnée d’entrée pour le logiciel développé sous

forme d’une chaine de caractéres comme suit :

TTTCCGGTTGCAAGCTCTTTATTCTCCAAAGCCTTGCGTAGCCTGAAGGTAATCGTTTGCGTAAATTCCTTTGTCAAG
ACCTGTTATCGCACAATGATTCGGTTATACTGTTCGCCGTTGTCCAACAGGACCGCCTATAAAGGCCAAAAATTTTATTGTTA
GCTGAGTCAGGAGATGCGGATGTTAAAGCGTGAAATGAACATTGCCGATTATGATGCCGAACTGTGGCAGGCTATGGAGCAGGA
AAAAGTACGTCAGGAAGAGCACATCGAACTGATCGCCTCCGAAAACTACACCAGCCCGCGCGTAATGCAGGCGCAGGGTTCTCA
GCTGACCAACAAATATGCTGAAGGTTATCCGGGCAAACGCTACTACGGCGGTTGCGAGTATGTTGATATCGTTGAACAACTGGCG
ATCGATCGTGCGAAAGAACTGTTCGGCGCTGACTACGCTAACGTCCAGCCGCACTCCGGCTCCCAGGCTAACTTTGCG
GTCTACACCGCGCTGCTGGAACCAGGTGATACCGTTCTGGGTATGAACCTGGCGCATGGCGGTCACCTGACTCACGGTTCTCCGG
TTAACTTCTCCGGTAAACTGTACAACATCGTTCCTTACGGTATCGATGCTACCGGTCATATCGACTACGCCGATCTGGAAAAA
CAAGCCAAAGAACACAAGCCGAAAATGATTATCGGTGGTTTCTCTGCATATTCCGGCGTGGTGGACTGGGCGAAAATGCGTGAA
ATCGCTGACAGCATCGGTGCTTACCTGTTCGTTGATATGGCGCACGTTGCGGGCCTGGTTGCTGCTGGCGTCTACCCGAAC
CCGGTTCCTCATGCTCACGTTGTTACTACCACCACTCACAAAACCCTGGCGGGTCCGCGCGGCGGLCTGATCCTGGCGAAAGGTG
GTAGCGAAGAGCTGTACAAAAAACTGAACTCTGCCGTTTTCCCTGGTGGTCAGGGCGGTCCGTTGATGCACGTAATCGCCGGT
AAAGCGGTTGCTCTGAAAGAAGCGATGGAGCCTGAGTTCAAAACTTACCAGCAGCAGGTCGCTAAAAACGCTAAAGCGATGGTA
GAAGTGTTCCTCGAGCGCGGCTACAAAGTGGTTTCCGGCGGCACTGATAACCACCTGTTCCTGGTTGATCTGGTTGATAAA
AACCTGACCGGTAAAGAAGCAGACGCCGCTCTGGGCCGTGCTAACATCACCGTCAACAAAAACAGCGTACCGAACGATCCGAAG
AGCCCGTTTGTGACCTCCGGTATTCGTGTAGGTACTCCGGCGATTACCCGTCGCGGCTTTAAAGAAGCCGAAGCGAAAGAA
CTGGCTGGCTGGATGTGTGACGTGCTGGACAGCATCAATGATGAAGCCGTTATCGAGCGCATCAAAGGTAAAGTTCTCGACATCT
GCGCACGTTACCCGGTTTACGCATAAGCGAAACGGTGATTTGCTGTCAATGTGCTCGTTGTTCATGCCGGATGCGGCGTGAACGC
CTTATCCGGC
CTACAAAACTTTGCAAATTCAATATATTGCATCTCCGTGTAGGCCTGATAAGCGTAGCGCATCAGGCAATTTTCGTTTATGATCATC
AAGGCTTCCTTCGGGAAGCCTTTCTACGTTATCGCGCCATCAAATCTGTCGTAACTGCGCCTCAACATACAAATAGCCAAATTCCCA
GCACCTGTTGTGCGCGGCTTAAATGCCCAAAGCCAATTTGCGTCGCT

Figure 17 : La séquence d’ADN d’Escherichia coli K 12 gly A sous forme chaine de

caracteére

Ensuite, elle va étre annotée (trouver et marquer la localisation précise de chaque partie sur la
séquence) par le logiciel développé.

La figure 18 représente I’annotation de la région de promoteur par le logiciel développé.

E
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CEITTTCCCIGETGETCAGGECGETCCGTITGAT GCACGTARTCGCCGET
la partie prometeur est annoté comme suit

ans =

[]

hrle =
175

la partie TATL est

TATR =
104

la partie CAT n existe pas

ans =

[1

la partie GC n existe pas

ans =

[1

la partie région commence de

ans =

[1

ans =

o

Figurel8 : Extrait d’annotation du géne gly A d’Escherichia coli K 12 avec le logiciel

développé

La figure 19 représente la détection de la région -35 par le logiciel développe.
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la partie région se termine de

ans =

[1

ans =
ans =
ans =
ans =
ans =

ans =

Figure 19 : Détection de la région -35 du géne gly A d’Escherichia coli K 12

La figure 20 représente la détection de la boite TATA (Pribnow) par le logiciel développé.
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la partie TATA commence de

ans =

[1

anz =
104

la partie TATA se termine de

ans =

[1

ans =
109

ans =
ans =
ans =
ans =
ans =

ans =

Figure 20 : Détection de la boite TATA (Pribnow) du géne gly A d’Escherichia coli K 12

La figure 21 représente la détection de la partie CDS par le logiciel développé.
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le CD5 du géne GLYL commence

ans =

[]

ans =
175

est =Ze termine

ans =

[]

ans =
139

le CD5 du géne GLYL est

ans =

[]

ans

ans =

ans

ans

Figure 21 : Détection des régions codantes (CDS)

La banque GenBank montre I’annotation de cette séquence. La figure suivante représente

I’annotation de la séquence de Escherichia coli K 12 gly A.
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##Genom=-Annotation-Data-START#S

Annotation Provider :: NCBI RefSeq

Annotation Date 11 85/18/2822 17:42:27

Annotation Pipeline :: NCBI Prokaryotic Genome
Annctation Pipeline (PGAP)

Annotation Method :: Best-placed reference protein
set; GeneMarks-2+

Annotation Software revision 1 6.1

Featursz Annotated 11 Gene; CD5: rRMA; tRMA; ncRNASL
repeat_region

Genes {total) 1 4,527

CD5s (total) 1 4,464

Genes {coding) 11 4,215

CD5s (with protein) i: 4,215

Genes (RMA) 1: 123

FRMAS :: 8, 7, 7 (55, 165, 235)

complete rRNAs i 8, 7, 7 (55, leBs, 235)

tRNAS t1 B

ncRNAS t: 15

Pseudo Genes (total) 1: 189

CD5s (without protein) 1: 189

Pzeudo Genes (ambigucus residues) :: @ of 189

Pzeudo Genes (frameshifted) :: B3 of 189

Pzseudo Genes (incomplete) :: 129 of 139

Pzeudo Genes (internal stop) :: 36 of 189

Pzeudo Genes {(multiple problems) :: 34 of 189

CRISPR Arrays 2

#H#Genoms-Annotation-Data- END##

Figure 22 : Annotation du géne glyA sur Genbank

Aprés la comparaison, nous trouvons que le logiciel développé a donné les mémes positions
et les mémes séquences concernant les différentes parties du gene :

1-Les signaux promoteurs (la boite de Pribnow (TATA), Région -35)

2- Les régions codantes (cistrons).

Nous avons appliqué le logiciel sur quatre séquences du Escherichia coli K 12 de plusieurs
varions de gene gly A. Toutes ces sequences sont représentées sur la banque GenBank avec leurs
annotations.

Aprés la comparaison entre les résultats du logiciel et les annotations présentées sur GenBank,

nous avons trouvé que le logiciel donne des résultats corrects.

E
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1.2- validation

La validation est une opération qui a pour but de montrer que I’activité s’est confirmé a son
objectif, que le résultat de la tache répond aux besoins pour lequel I’activité a été faite.

Notre objectif est de réaliser un logiciel capable de faire I’annotation structurale de toutes les
séquences ADN du géne gly A chez Escherichia coli K 12. Donc, nous proposons plusieurs
varions de gene gly A pour effectuer la validation de notre logiciel.

Nous executons 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 de promoteurs.
2- Détection des signaux promoteurs (la boite de Pribnow, Région -35)
3- Détection des régions codantes (cistrons).

Enfin, ce resultat nous confirme que le logiciel développé est un logiciel qui permet de faire
I’annotation structurale du géne chez Escherichia coli K 12. Donc, c¢’est pourquoi méme que les
banques des données sont incapables de nous donner une issue, le logiciel donne une idée sur
I’annotation des séquences génomiques et la détection de la localisation précise des différentes

régions d’une séquence ADN du gene gly A chez Escherichia coli. .




Conclusion

Conclusion

Dans ce travail, nous avons abordé une question tres importante en bio-informatique
qui est l'annotation structurale des séquences d’ADN. Mais a cause de la difficulté d'annoter
une séquence compléte, nous n'avons annoté qu’un gene. C’est pour cela nous avons
développé un logiciel qui a la capacité de détecter différentes parties (signaux de promoteur,
piéces de codantes) du géne gly A chez E.coli.

Dans le but de confirmer le bon fonctionnement de notre logiciel, on a comparé les
résultats obtenus par I’exécution du logiciel développé avec celles qui sont présentées dans les

banques de données (GenBank).

Aucun travail n'est parfait, et aucune recherche scientifique ne finit un jour, et ce
projet est seulement un début. Nous pouvons mettre a votre disposition un nombre de
perspectives, ces dernieres peuvent venir compléter, améliorer, voire étendre ce travail. Parmi

ces perspectives, on peut citer:

Une premiere perspective de notre travail est d’améliorer ce logiciel afin qu’il puisse
générer des annotations fonctionnelles du gene gly A. ’annotation fonctionnelle donne le role

biologique du géne

Une deuxiéme perspective est de développer un logiciel qui peut annoter la totalité du

génome d’E.coli.

enfin, on souhaite que ce travail s'étendre a dautres projets afin de developper

davantage la recherche sur les bio-informatiques.
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Résumé

L’objectift de ce travail est de développer un logiciel d’automatisation
d’annotation structurale des génomes d’organismes procaryotes qui est apte de
détecter et de décrire les différents composants d’une séquence d’ADN. On a précisé
I’étude sur le gene gly A de la séquence d’ADN d’Escherichia coli. Cette
automatisation a été implémentée en Matlab. Selon les résultats obtenus, on peut
dire que notre logiciel a la capacité de détecter la localisation méticuleusement du
gene gly A et ses diverses parties sur la séquence du génome. L’annotation
automatique du géne gly A aide a effectuer les différentes études sur ce geéne

notamment les éventuelles mutations et les maladies provoquées.

Les mots clés: ADN, Escherichia coli géne gly A, génome, automatisation,

annotation, détection.



Abstract:

Our aim of this work is to develop a software for the automation of the
structural annotation of the genomes of prokaryotic organisms, which is able to
detect and describe the different components of a DNA sequence. We preceded the
study on a gene Gly A of the Escherichia coli sequence. This automation has been
implemented in Matlab. According to the results obtained, it can be said that the
proposed software has the ability to meticulously detect the location of the gly A
gene and its various parts on the genome sequence. The automatic annotation of the
gly A gene helps to carry out the various studies on this gene, in particular the

possible mutations and the diseases caused.

Key words: DNA, Escherichia coli Gly A gene, genome, automation,

annotation, detect.
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