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RESUME :

Le séquencage des génomes est aujourd’hui per¢u comme un exploit technologique
qui pourrait permettre, a terme, de guérir un grand nombre de maladies associées a des génes.
Déterminer la séquence compléte d’un génome, c’est avant tout établir le catalogue des geénes
qui sont nécessaires a la survie et a la reproduction d’un organisme vivant. Mais au-dela de ce
catalogue, les projets de séquencage des génomes peuvent nous conduire au cceur du vivant, a
condition toutefois que nous puissions comprendre les relations fonctionnelles entre les génes
et/ou leurs produits.

L’informatique va donc jouer un rdle clé au cours des différentes étapes de I’étude des
génomes qui vont de I’acquisition a I’exploitation des données de séquences et a leur gestion
« intelligente ». Cette derniere importante facette recouvre le développement de bases de
données de nature trés variée : les séquences et leurs caractéristiques, les informations sur
I’ensemble des transcrits ou des protéines exprimées dans la cellule, les informations sur leurs
interactions, ou encore sur les chemins métaboliques et les circuits de régulations mis en
ceuvre dans un organisme.

I’annotation d’un génome brut. Elle est destinée a donner une idée générale de la
facon dont le processus d’annotation est aujourd’hui conduit dans le cas des séquences
d’organismes procaryotes et eucaryotes mais aussi, et surtout, de montrer que le chemin est
encore long avant que nous puissions exploiter un jour pleinement toute I’information portée
par ces longs textes génomiques

Nous avons suivi un processus de développement d’un logiciel pour mettre au point un
logiciel qui a la capacité de lire et de détecter les différents composants d'une séquence d’ADN.
Cette automatisation a été implémentée dans le langage PYTHON. Le logiciel a été par la suite
vérifié et validé. D’aprés les résultats, on peut dire que notre logiciel possede la capacité de
détecter et trouver la localisation précise des genes et de différentes parties sur la séquence de
génome.

| objectif dans ce mémoire est:

Le développement d’un modéle informatique qui permet de réaliser un programme
d’annotation structurale de toutes les séquences génomiques des organismes eucaryotes
et procaryotes et c’est pourquoi nous posons la question suivante
comment on peut réaliser ’automatisation de cette opération ?

Mots clés :

I'information génétique, ADN, logiciel, annotation, séquencage




ABSTRACT

Genome sequencing is now seen as a technological feat that could ultimately
cure a large number of diseases associated with genes. Determining the complete
sequence of a genome means above all establishing the catalog of genes that are
necessary for the survival and reproduction of a living organism. But beyond this
catalog, genome sequencing projects can take us to the heart of living things, provided
that we can understand the functional relationships between genes and/or their
products.

Computers will therefore play a key role during the different stages of the
study of genomes, from acquisition to the exploitation of sequence data and their
“intelligent” management. This last important facet covers the development of
databases of a very varied nature: sequences and their characteristics, information on
all the transcripts or proteins expressed in the cell, information on their interactions, or
even on the metabolic pathways and the regulatory circuits implemented in an
organism.

annotation of a raw genome. It is intended to give a general idea of how the
annotation process is conducted today in the case of sequences of prokaryotic and
eukaryotic organisms but also, and above all, to show that there is still a long way to
go before we may one day fully exploit all the information carried by these long
genomic texts.

We followed a software development process to develop software that has the
ability to read and detect the different components of a DNA sequence. This
automation has been implemented in the PYTHON language. The software was then
verified and validated. From the results, it can be said that our software has the ability
to detect and find the precise location of genes and different parts on the genome
sequence.

The objective in this thesis is:
The development of a computer model which makes it possible to carry out a program

structural annotation of all genomic sequences of eukaryotic organisms and prokaryotes
and that is why we ask the following question: How can we automate this operation?

Keywords:

genetic information, DNA, software, annotation, sequencing
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INTRODUCTION




A linterface entre biologie, informatique et mathématiques, L’objectif principal de la
bioinformatique consiste a traiter des données biologiques a 1’aide des outils informatiques
afin d’extraire une nouvelle bio-information qui peut étre utilisée par les spécialistes du

domaine pour prendre certaines décisions.

Tout ca est fait a partir des banques de données comme les GenBank qui contenait 940
milliards bases de nucléotides dans 231 millions de séquences, La vitesse de croissance des
banques de données biologiques et la grande disponibilité de ces données, fait appel a la

discipline de bioinformatique (Djerboual, 2017)

L’annotation d’un génome, d'un transcriptome d'un protéome, d'un métabolome
consiste a documenter de la maniére la plus exhaustive les informations issues de ces
disciplines. c’est-a-dire a trouver leur localisation précise sur la séquence du génome. Cette
¢tape repose initialement sur 1’utilisation d’outils algorithmiques, dont leur développement

constitue I’un des champs de la bioinformatique (Bali et Hani, 2017)

Ce mémoire est organisé en quatre chapitres : Dans le premier chapitre, nous tenterons
d'apporter des connaissances sur l'information génétique. Nous divisons le contenu en deux
parties : Premierement, les concepts biologiques, nous aborderons I'histoire, la définition, la
structure de la découverte de I'ADN sans oublier I'organisation des génes et des génomes chez
les procaryotes et les eucaryotes. Une autre section retient des bases de données
fondamentales et biologiques décrivant la bioinformatique, ses apports biologiques, ses

domaines d'application et ses différents types.

Le chapitre 2 couvre différents traitements pour la détermination de la séquence
d’ADN. Il est divisé en trois parties : la premiére partie décrit les différentes techniques de
séquencage, et la deuxieme partie décrit les annotations. Enfin, la derniere partie est

consacrée a l'alignement des sequences d'’ADN.

Le chapitre 3 est également divisé en deux parties, I'une décrivant le processus de
développement logiciel et l'autre décrivant I'application du processus afin de développer un

logiciel qui effectue I'annotation.

Enfin, le dernier chapitre est consacré aux résultats et a la discussion, ou nous allons vérifier

et valider le fonctionnement du logiciel.
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CHAPITRE 01:L’INFORMATION GENETIQUE

PARTIE 1: NOTION BIOLOGIQUE

1. Introduction a ’ADN

Toutes les informations héréditaires d'un individu sont stockées dans le noyau de ses
cellules sous forme d'acide désoxyribonucléique ou ADN. La découverte de cette désormais
célébre architecture en double hélice , support de I'information génétique, par James Watson
et Francis Crick il y a plus de 60 ans avait marqué le début de la biologie moléculaire.

2. L’HISTOIRE DE LA DECOUVERTE DE L’ADN

v' En_1869, Friedrich Miescher, qui a découvert la "molécule de la vie", a isolé du
noyau des globules blancs, une substance qu'il nomma nucléine. Cette substance
composée de protéines et de ce qu'on appelle aujourd’hui I'ADN (acide
désoxyribonucléique) (Boudet, 2018)

v' En 1939, Phoebus Levene a identifié les composants de I'ADN comme base adénine
(A), thymine (T), cytosine (C) et guanine (G) ainsi qu'une molécule de sucre
(désoxyribose) et un groupe phosphate (Watson et Grick, 1953)

v' En 1944, Oswald T.Avery a éliminé tous les composants des bactéries qui causent
pneumonie sauf ADN. Malgré tout, 'ADN peut-il encore muter une bactérie
pathogenes en bactéries pathogenes. Cela prouve que 'ADN porte 1’ informations
génétiques (Avery, 1946).

v' En_1950, Rosalind Franklin a collaboré avec Maurice Wilkins pour prendre des
photo des Molécules d’ADN cristallisées aux rayons X. Photos obtenues grace a Les
techniques de diffraction des rayons X, dont la célebre Photo 51, montrent  Les
molécules d'ADN forment une structure en hélice (Bagley, 2013).

v' En 1953, James Watson et Francis Crick, aprés avoir vu une des photographies de
Rosalind Franklin, a développé un modéle chimique de la molécule d’ADN sous la
forme d'une structure en double hélice enroulée autour d'un axe (Stéphanie, 2013).
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FIGUREO1L : concept d’ADN en lien avec la démarche historique
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CHAPITRE 01:L’INFORMATION GENETIQUE

2.1. Definition de PADN

L'acide désoxyribonucléique ou (ADN) est une molécule présente dans tous Les étres
vivants. Ce polymeére est I'élément central et basique qui I'entoure Clarifier tous les processus
liés a l'activité cellulaire. Contient des informations génétiques Par conséquent, notre ADN est
porteur d'informations. L'ADN génétique est le chromosome du noyau cellulaire
Mitochondries. Cette molécule d’ADN a Développement et fonction de tous les organismes
et de certains virus, et qui Responsable de sa transmission génétique (Brunet, 2015).

3.Structure de PADN

L’ADN est constitu¢ de deux chaines de nucléotides (I’'unité de base de I’ADN)
monophosphates li€s chacun par une liaison ester entre son carbone 3’ (alcool secondaire) et
le carbone 5° (alcool primaire) du nucléotide suivant. Ces deux chaines de nucléotides sont
unies entre elles par des liaisons hydrogénes pour former un hybride en forme de double
hélice (c’est le modele de Watson et Crick en 1953). Le nucléotide comporte les substance
suivantes (Housset , Raisonnier.2009):

e Un sucre (désoxyribose),
e du phosphate (H3PO4),
e et une des 4 bases azotées : A, T, G, C.

L'ordre dans lequel se succedent les nucléotides sur I'un des brins de I'ADN (l'autre est
complémentaire) constitue une séquence de nucléotides spécifiqgue a chacun dentre nous
« ’information génétique est constituée par ’ordre des nucléotides ».

Les brins de I’ADN ont les deux caractéristiques suivantes (Housset , Raisonnier.2009):

e Antiparalleles : 'un est constitué d’un enchainement commengant a gauche et se
poursuivant vers la droite, I’autre commencant a droite et se poursuivant vers la gauche.
e Complémentaires : chaque adénine (A) d’un brin est liée par deux liaisons hydrogéne avec
une thymine (T) de I’autre brin, et chaque guanine (G) d’un brin est liée par trois liaisons
hydrogene avec une cytosine (C) de I’autre brin. Les derniéres découvertes indiquaient que la
majorité d’ADN humain est transcrit a des différents ARN-transcrits ; mais seulement I’ARN
messager (ARNm) parmi ces ARN- transcrits qui est traduit a la suite a une protéine (ADN
codant) (Darius, M.-D. 2010).

3.1.Nucleotide :

Un nucléotide est le bloc de construction de base des acides nucléiques.il est
constitué d'une molécule de sucre (soit du ribose dans I'ARN, soit du désoxyribose dans
I'’ADN) attachée a un groupe phosphate et a une base contenant de l'azote. Les bases utilisées
dans I'ADN sont l'adénine (A), la cytosine (C), la guanine (G) et la thymine (T). Dans I'ARN,
la base uracile (U) remplace la thymine.
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3.2 Nucléoside :

Un nucléoside est une molécule composée d’un pentose (B-D-ribose ou 2-désoxy-p-
D-ribose) lié par une liaison N-osidique & une base azotée. Un nucléoside correspond donc a
un nucléotide sans le groupement phosphate (Housset et Raisonnier, 2009)

3.3 Double hélice :

Crick et Watson proposent que I’ADN est composée de deux hélices (avec les
phosphates et les sucres), avec en leur milieu les paires de bases azotées A-T et C-G, telles les
marches de I’escalier a colimagon . Ils y annoncent aussi, au vu de la symétrie des clichés de
cristallographie, que la structure posseéde un axe qui n’est pas I’axe commun aux deux hélices
mais qui lui est perpendiculaire (structure antiparallele des deux brins). Ils proposent enfin
une géométrie naturelle entres bases A et T d’une part, C et G d’autre part, reliées par des
liaisons hydrogéne a faible énergie de liaison, ce qui explique la mystérieuse correspondance
steechiométrique entre A et T d’une part et G et C de l'autre, auparavant observée
empiriquement (un A pour un T, un C pour un G). (Jean-Marc Victor.2012)

4.0Organisation de I’information génétique :
L’information génétique est organisée sous forme des génomes et génes.

4.1 Le génome :

Le génome fait référence a I'ensemble de la collection d’ADN d'un organisme, il est le
matériel génétique d'un organisme qui contient I'information génétique totale. La plupart des
organismes ont un génome constitué d’ADN. Cependant, certains génomes sont basés sur
I'ARN. Par exemple, certains virus.

Puisque l'information génétique réside dans le génome sous la forme de genes, les
genes sont transcrits et traduits afin de produire des protéines. Il existe une différence entre les
processus d'expression des génomes procaryotes et eucaryotes. De plus, le stockage et la
réplication des deux génomes sont également différents chez les procaryotes et les eucaryotes.
Mais la structure de I'ADN reste la méme (double hélice) chez les deux organismes. La
principale différence entre les génomes procaryotes et eucaryotes est liée a I'organisation
cellulaire des organismes et a l'endroit ou réside le génome. (Gaudriault S., & Vincent R.
2009)

4.1.1 GENOME PROCARYOTE :

les génomes procaryotes consistent en une ou plusieurs molécules d'ADN.
Simplement, ils ont un seul chromosome qui flotte dans le cytoplasme. Outre ce chromosome
unique, certaines bactéries possédent un ADN extra-chromosomique appelé plasmide. Les
plasmides ne sont pas de I'ADN génomique. Ce sont des molécules d'’ADN accessoires.
Cependant, les plasmides apportent des avantages supplémentaires aux bactéries, tels que la
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résistance aux antibiotiques, la résistance aux herbicides, etc. Ce sont de petites molécules
d'ADN circulaires qui ont la capacité de se répliquer. (Gaudriault S., & Vincent R. 2009)

4.1.2 GENOME EUCARYOTE :

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

4.2 Les Geénes

Le géne, lui, est un morceau de cet ADN qui correspond a une information génétique
particuliere qui code pour une protéine unique. C’est donc une tres petite portion de
chromosome.

Comme nous possedons chaque chromosome en double, chaque géne est également
présent en double dans nos cellules. Ces deux copies d’un méme géne, appelées alléles, sont
le plus souvent différentes : une d’origine paternelle et une d’origine maternelle (Henri
Atlan,2003)

Chez la plupart des étres vivants, les geénes sont composés d’ADN, il n'y a que chez les
virus ou I’information génétique peut étre portée par de I’ARN.

L’organisation des génes n’est pas la méme chez les procaryotes et les eucaryotes
(Rahmouni, 2020)

4.2.1. Génes Procaryotes

Les génes sont regroupés sur le chromosome bactérien dans le cytoplasme (Absence
d’enveloppe nucléaire), et ne contiennent pas des intron ,Les processus moléculaires associés
a la réplication (ADN->ADN), a la transcription (ADN->ARN) et a la traduction (ARN-
>protéine) se déroulent dans un méme compartiment représenté par la cellule de I'organime.
Plusieurs signaux permettent la reconnaissance des zones a transcrire, a savoir la région
promotrice sur laquelle se fixe I'ARN polymérase pour déclencher la transcription (boites-35
et-10) et une région de terminaison (dite indépendante de rho) qui correspond a une structure
secondaire en tigeboucle au niveau de laquelle I'ARN polymérase se décroche (Terminateur).
(Claudine M, Stéphanie B.2015)

Les génes sont le plus souvent rassemblés en opéron, c'est-a-dire un groupe de génes
exprimés en méme temps sous le contrdle d'une protéine régulatrice. Les mécanismes de
transcription et de traduction se produisent de fagcon simultanée : dés que le ribosome peut, au
niveau du site RBS (ribosome binding site), se fixer sur la molécule d’ARN messager en cours
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de fabrication, la traduction de la protéine est mise en route avant méme que la transcription
soit achevée. Cette traduction débute au niveau du codon d'initiation formé le plus souvent
des trois lettres AUG (et plus rarement CUG ou UUG), et se termine par un des trois codons
de terminaison universels, UAA, UAG et UGA. ( Claudine M, Stéphanie B.2015)

4.2.2. Genes Eucaryotes

e Le géne eucaryote est composeé de la succession de séquences :
= Codantes : Exons et Non codantes : Introns

Le géne commence et se termine toujours par un Exon.

Le premier et dernier Exon renferment une séquence non traduite mais transcrite dans
I’ARN, ce sont les séquences UTR (untranslated region) qui porte des séquences
signal

UTR du premier Exon renferme la séquence signal de la « CAP »;
et P'UTR du dernier Exon referme le signal de « poly-adenylation ».

* La partie codante premier Exon commence par le génon ATG sur le brin sens
(informatif — codant)

* et la partie codante du dernier Exon se termine par I’'un des 3 génons TAA, TAG,TGA.
* Au brin sens s’oppose le brin anti-sens ou brin matrice qui sert de modéle pour la
polymérisation de I’ARNm. (Gaudriault et al., 2009)
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PARTIE 02 : NOTION BIOINFORMATIQUE
1. INTRODUCTION

A linterface entre biologie, informatique et mathématiques, la bioinformatique
analyse et interpréte, au moyen de méthodes informatiques, les données biologiques que sont
les séquences des genes et des protéines cellulaires, et apporte ainsi de nouvelles
connaissances sur le fonctionnement des cellules et des organismes vivants (Rechenmann,
F., & Quinkal, 1. 2004)..

La bioinformatique est définie comme [utilisation de bases de données et
d'algorithmes informatiques pour analyser, les genes, les protéines, et la collection compléte
d'acide désoxyribonucléique (ADN) d’un organisme vivant (le génome) (Pevsner, J. 2015).
Un défi majeur en biologie consiste a comprendre les énormes quantités de données de
séquence et de données structurelles générees par les expériences biologiques (ex : les projets
de séquencage) (Pevsner, J. 2015).

Les outils de la bioinformatique comprennent des programmes informatiques qui
aident a réveler les mécanismes fondamentaux a la base des probléemes biologiques liés a la
structure et fonction des macromolécules, des voies biochimiques, des processus
pathologiques et évolutive (Pevsner, J. 2015).

2. HISTOIRE DU TERME <<BIOINFORMATIQUE>>

Le terme de « Bioinformatique » n'est apparu dans la littérature scientifique qu'au tout
début des années 90. Cependant, ce domaine de recherche ne vient pas d'émerger.

Le tableau 1 retrace les grandes étapes de la bioinformatique, et montre a quel point
cette discipline a accompagné et souvent précéede le développement des concepts biologiques
et des outils informatiques sur laquelle elle est fondée (Jamet P. 2006)

Tableau 1. Etapes-clés dans I'histoire de la bioinformatique (Jamet P. 2006).

1951 Premiére séquence protéique (Insuline, Sanger)

1960 Lien entre séquence & structure (Globines, Perutz)

1965 Premiers Ordinateurs IBM/360

1965 Evolutionary divergence and convergence in Proteins (Zuckerkandl & Pauling)
1967 "Construction of Phylogenetic Trees" Fitch & Margoliash.

1968 Atlas of Protein Sequences (M. Dayhoff, Georgetown)

1968 Mini-ordinateur DEC PDP-8

1970 A general method applicable to the search for similaries in sequences of two proteins
(Needleman & Wunsch).

1971 Premiers travaux sur le repliement des ARNSs (J. Ninio)

1972 Premier microprocesseur Intel 8008

1973 "Génie Génétique" (Cohen et al.)

1974 "Prediction of Protein Conformation” (Chou & Fasman)
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1975 Intel 8080, kit Altair

1977 Mini-ordinateur DEC-VAX.

1977 Micro-ordinateurs (Apple, Commodore, Radioshack

1977 Séquencage d'ADN (Sanger, Maxam, Gilbert)

1977 Premier "package" Bioinformatique (Staden)

1978 Banques de données : EMBL, GenBank, ACNUC, PIR

1980 Acces téléphonique a la base de données PIR

1981 IBM-PC (8088), 16-32kb

1981 Los Alamos-GenBank : 270 séquences, 370.000 nucléotides
1981 Programme d'alignement local (Smith-Waterman)

1983 IBM-XT Disque DUR (10 Mbytes)

1984 Maclntosh : interface graphique & souris

1985-88 Programme "Fasta" (Pearson-Lipman)

1989 INTERNET succede a ARPANET et BITNET

1990 Programme "Blast" (Altschul et al.)

1990 Clonage positionnel et seéquencage de NF-1

1991 Grail, programme performant pour localiser les génes (Mural et al.)
1991 Etiquettes d'/ADNc "EST" (Venter et al., Matsubara et al.)
1992 Séquencage complet du chromosome |11 de levure

1995 Premiére sequence compléte d'un micro-organisme (Venter et al.; H.
influenza)

1996 Séquence complete de la levure (consortium européen)
1997 Programme "Gapped Blast™ (Alschul et al.)

1997 11 génomes bactériens disponibles

1998 2 Mbase/jour de nouvelles sequences publiques

2001 Séquence ("premier jet") compléte du génome humain.

3. DEFINITION

Selon TI'Institut national de recherche sur le génome humain (NHGRI : National
Human Genome Research Institute), « la bioinformatique est la branche de la biologie qui se
préoccupe de l'acquisition, du stockage, de l'affichage et de l'analyse des informations
contenues dans les données sur les sequences d'acides nucléiques et de protéines » (Pevsner,
J. 2015).

La bioinformatique est I'approche « in silico » de la biologie qui consiste en une
analyse informatisée des données biologiques en utilisant un ensemble de moyens :
. Acquisition et organisation des données biologiques ;
* Conception de logiciels pour l'analyse, la comparaison et la modélisation des données ;
* Analyse des résultats produits par les logiciels.

C’est une discipline complémentaire aux approches classiques de la biologie :
* In vivo (tests au sein des organismes vivants) ;

* In situ (tests dans les milieux naturels) ;

* In vitro (tests dans des tubes).
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4. LES BASES DE DONNEES BIOLOGIQUE

Les bases de données biologiques sont des bibliothéques électronique et informatisé
qui contiennent des informations sur les sciences de la vie, collectées grace a des expériences
scientifiques, a la littérature publiée, aux technologies expérimentales a haut débit, et aux
analyses informatiques. (Jamet P. 2006).

Ces bases de données peuvent contenir des informations : (ADN, protéines, génes et
génomes, taxonomie, autres, ...etc.). Ony trouve également une bibliographie et une expertise
biologique directement liées aux séquences traitées. (Jamet P. 2006).

Le rble des banques et bases de données biologiques
Leur principale mission est de rendre publiques les séquences qui ont été déterminées,
ainsi un des premiers intéréts de ces banques est la masse de sequences gqu'elles contiennent.
Entre autres ils ont pour mission 1’archivage, le stockage, la diffusion et ’exploitation
des données biologiques (Jamet P. 2006).

4.1 LES SOURCES DE DONNEES BIOLOGIQUE

Les sources de la bioinformation sont multiple, selon (Sean,D. et al.2014) Il existe
trois sources fondamentales qui sont en train de révolutionner notre compréhension de la
biologie humaine et qui créent des défis importants pour la bioinformatique (Sean,D. et
al.2014)

1. Le projet du Génome Humain et I’étude du génome: le type le plus dominant de la
bioinformation est la séquence qui a été activée par le Projet du Génome Humain, c’est un
projet international visant a déterminer la séquence compléte de I’ADN humain codé dans
chacun des 23 chromosomes c’est a dire le génome humain, premiérement le projet a été
publié en 2001 et la version finale a été annoncé en 2003 coincide avec le 50e anniversaire de
la découverte d’une structure en double hélice de I'ADN par Watson et Crick. La séquence
continue d'étre révisée et raffinée et des efforts sont en cours pour séquencer les génomes de
nombreux individus différents(Sean,D. et al.2014)

2. L’étude du protéome : nommée aussi la protéomique avec cette discipline les chercheurs
peuvent découvrir les états des protéines dans I'organisme. Ces états de protéines représentent
des nouvelles informations biologiques qui peuvent étre utilisées pour identifier les marqueurs
d’une maladie humaine. (Sean,D. et al.2014)

3. Les technologies a haut débit : qui sont utilisées pour recueillir des données sur des
milliers ou des millions de molécules simultanément. Avec ces technologies nous pouvons
suivre la production et la dégradation de molécules afin d’extraire des nouvelles informations
(ex. expression des genes) sur ces molécules et les utiliser par exemple pour diagnostiquer les
maladies (Sean,D. et al.2014)
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4.2 LE STOCKAGE DE LA BIOINFORMATIQUE :LES BANQUES DE DONNEES

le stockage, I’organisation et la diffusion de la bioinformation est I'un des aspects
importants dans la bioinformatique c'est-a-dire toutes les informations connues sont mises a
disposition des chercheurs du monde entier le plus rapidement possible et elles peuvent étre
récupérées et utilisées par d'autres chercheurs dans l'avenir. Il s’agit non seulement des
séquences nucléiques ou protéiques brutes (successions de bases azotées ou acides aminés)
mais également de toutes les annotations6 des séquences et autres informations connexes. A
cette raison, ’utilisation des bases de données d'intérét biologique a été introduite. Nous
distinguons deux types de bases de données (Laurent, N. 2012):

e Celles qui correspondent a une collecte des données la plus exhaustive possible et qui
offrent finalement un ensemble plutdt hétérogéne d'informations.

e Celles qui correspondent a des données plus homogeénes établies autour d'une thématique
et qui offrent une valeur ajoutée a partir d'une technique particuliére ou d'un intérét suscite.
En biologie, il est frequent d'appeler les premieres « banques de données » et les secondes «
bases de données », mais cette distinction n'est pas universelle en dehors du domaine
biologique. Aussi, pour éviter toute confusion sémantique nous parlerons ici de banques de
données ou bases de données généralistes (pour les premieres) et spécialisees (pour les
secondes).

N.B : La séquence est I'¢lément central autour duquel les banques de données se sont
constituees

4.2.1. Les banques de données généralistes

* Ces banques contiennent des données hétérogenes :
- Collecte la plus exhaustive possible

- Banques de sequences nucléiques

- Banques de séquences protéiques

 Avantage : tout est consultable en une fois
* Inconvénients : difficiles a maintenir, difficiles a interroger

4.2.2 Les banques spécialisées ou thématique

* Ces banques contiennent des données homogenes

* Collecte établie autour d’une thématique particuliere

* Avantages : facilité pour mettre a jour les données, vérifier leur intégrité, offrir une interface
adaptée, ...

* Inconvénients : ne cible pas toujours ce que 1’on veut ; toutes les banques possibles
n’existent pas

* Exemples : banques spécialisées pour un génome, banques de séquences d'immunologies,
banques sur des séquences validées.
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4.2.3. Interrogation des banques de données

Toutes les banques de données possedent leurs systemes (outils ou logiciels)
d’interrogation ou la recherche porte sur les informations relatives a la séquence (non sur la
séquence elle-méme). Chaque systéeme utilise une syntaxe particuliere pour les requétes
d’interrogation (étiquettes, connecteurs logiques, caractéeres de substitution...etc.) (Céline, B.-
A.2012). Les systémes plus utilisés sont :

e Le systeme SRS (Sequence Retrieval Software) :
Cet outil a été créé en 1993 par Etzold et argos. C’est un outil facile a utiliser, il permet des

recherches simples et croisées (sur plusieurs bases en méme temps jusqu’a 90). Nous pouvons
y accéder grace a I’adresse suivante : http://srs.ebi.ac.uk/

eENTREZ ;
Développé par NCBI. Ne permet d’interroger que les bases de données du NCBI. Nous
pouvons y accéder grace a I’adresse suivante http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/gquery.

e Achuc

Développé au sein du PBIL (P6le Bioinformatique Lyonnais). Ressemble a un systeme de
SGBD mais ne permet d’interroger qu’une seule banque a la fois. Peut interroger les banques

GenBank, EMBL, SwissProt, PIR, TrEMBL

5. Structuration et organisation

Les grandes banques de séquences genéralistes telles que GenBank ou 'EMBL sont
des projets internationaux qui constituent des leaders dans le domaine. Elles sont maintenant
devenues indispensables a la communauté scientifique car elles regroupent des données et des
résultats essentiels dont certains ne sont plus reproduits dans la littérature scientifique
(Fondrat C., 2017)

5.1. Fichiers et formats

Les séquences sont stockées en général sous forme de fichiers texte qui peuvent étre
soit des fichiers personnels (présents dans un espace personnel), soit des fichiers publics
(séquences des banques) accessibles par des outils Web.
Le format correspond a I'ensemble des regles (contraintes) de présentation auxquelles sont
soumises la ou les séquences dans un fichier donné.

Le format permet :

- Une mise en forme automatisée

- Le stockage homogene de I'information

- Le traitement informatique ultérieur de I'information.
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Une seule piece d’informations dans une base de données est nommée "entrée" Pour
que l'utilisateur puisse se repérer, toutes ces informations sont mises a la disposition de la
collectivité scientifique selon une organisation en rubriques ou en champs (Fondrat C.,
2017).

5.1.1. Le format FASTA

Il existe plusieurs formats dont le plus courant est le format FASTA
Appelé aussi format (Pearson) est un format de fichier texte utilisé pour stocker des séquences
biologiques de nature nucléique ou protéique.

La séquence, sous forme de lignes de 80 caractéres maximum, est précedée d'une
lignede titre (nom, définition ...) qui doit commencer par le caractére ">". Plusieurs séquences
peuvent étre ainsimises dans un méme fichier.
La simplicité du format FASTA rend la manipulation et la lecture (ou analyse syntaxique) des
séquences aisées par lutilisation d'outils de traitement de texte et de langages de
programmations  tels que C++, Java, Python, R, Matlab ou Perl
Ainsi un fichier FASTA se presente sous la forme suivante (les X représentant acides
nucléiques ou amings) :

> Identifiant | Commentaire

L T e e e e T T e T e T e T 2 e e B I e B I I S S I e L M I e M O U
N e e W I e N I e e R S e N e M K M O S M e N M M RO

Exemples types :
Voici un exemple de séquence nucléique

}g'_'i.l3'?'3.'2-5-!_151IEEEIHG_DD:I.'?-EZ_EI Moo= muscolus oclfactory receptor
GEL_:H.EJEE'?II’EGLP—EDEI—".“BIE [LOCZ57854) pzeudﬂg\éne on chromo=ome 2

AR TR AGCA R AT T A T A TG T T A AT GC TAG T ARC T GCATCTEARTCTTT CRGT
I T T I I C T C AR A R EAE T I CTTCATGEGAC I I TGATATITATTITTETACR AT
ARG CGERRC AR T CC T T GAC AT A A AR T TG T I CCATAT I TTATACCTTAARATCATCDCCAT
GTrTIGAART TCATTGATCARACRGTTTARGRAAAREE ARG A TETARARRTGCTTITAGARRGSRAGAGECRAT
G TA T GCACA AT AR T T I A TGAARCG T ACA G T T TG T LA AR AT TGO TTAGTTCACRRTAR BT AR
ITTATSTRETEC

5.1.2. Le format EMBL

https://www.ebi.ac.uk/ena : L’exemple d’une séquence d’ADN génomique d’un micro-
organisme Saccharomyces cerevisiae
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I M10154; 37 1; linear:; genomic DNA: FIND: FOH: 537 BF.

M

AT M1D154:

HE

DT 15-3EP-1%687 (Rel. 12, Creats=d]

DT 22-APR-1590 {Rel_. 32, La=st updated, Wersiom 1)

o

DE Yeast [S_omrevi=zias) mnucle=ar gense CEPS for cytochromes b,

nE complets od=a .

o

ety cytochrome:; cytochrome b

HE

[} Jaccharomyces cersvisias (yeast)

oc Eukargotar Plantas;: Thallokionta: Emmpoota: Hemiascompoestes:

o Endompoetales:; Jaccharomycetaceas.

o

BH [1]

BP 1-937

Bx MEDLINE: BS5105014.

BE Dieckmann C_ L., Tzagoloff &.:

BT "hAssembkly of the mitochondrial membrane =s=ystem™:

BL J. Biocl. Chem. Z60:15313-13200(1285) .

HE

juizk IWI3S—-FROI: POTI53: CBPE_YEAST.

M

cC There i=s a putative "tata' box at positiom A15 to 210,

o

FH Hey location/Cualifisrs

FH

FT =onroce 1..8537

FI Sorganism—"Sfaccharomypres cersri=sigs=™

FT COE 20l1. .7ES

FI fnote="CBFf protein”

FI Snote="pid:-glT11T73a~

HE

30 Jequenoce 537 BF: 345 As 135 C: 166 G 267 T: 0 others

ATACGARITAT TITTGEAACTIT TATARRARGAR GIGOGEAART CRCOATCTECT GITTATITAG &0
CCATTICCTCA CACTRATAGT TAARGTACTT TCATAGCAGT ICIGCGCATE GICEGACATGE 120
CEAARARRARTTC TGATATCAAS ARAARRSCGEAL ATATTTOCGS CCITGIAGSE GUOCARARRCAT 190
THRACGTATAT CARGATTTCC TCIGETAGCE ACATTATRARE AARRARARGET AGCCITCATT 240
GRAARCATTCT CICIATCAGTC TTACCARGTT AARCTCOSTA TTCOCACARGC AACGTGCCAAZR 200
ATSTCTICTI CCOCAGETCOGT CAGSGATICT GOCHAARRART TRAGTTAATTT ACTEGALARR &0
TATCCARAGE ATCGTATACA CCACTTEETC TCATTCASGS ATGTACARAT AGCRACETTT 320
AGACGTCGTAG CSGEGTCTECC ARATGTAGAT GACHRARGCERYE AATCTATARAR AGACGRARARAR 330
COCTCAITRG ATGARATARR ABRGTATAATT ARACHGRACTT CCESTOCATT AGSACTGAAT sS40
ARGEACGETET TAROTCRARAT TCAARATARAE ATECETAGATE ASGRAATTCAC GEARAGARAGT G600
ATCAACGAGT ARAATTOSTGC CTIGASCACT ATAATGAATA ATARRATTCAC ARACTATTAC GED
GATATITESCE ATRARGCTCTA TARAARCCTECR GERARATOCCD AARTATIATCAR ARCOGETTRATR FaoD
ARTEOCCTTE ACGGTRAGRR ARAGEAARCGC TITATTTACTE CAATGEASRAC TETATTATTT Tao
GETAARTARE GRGCRCATTA TIITCTRAGC TIGTARATAC ATATTIAITC ATAATGGZAGRE 840
ROSTIARITCE RATITATCIS TEAARITTCTT TACTCGASET ATACTICOSC ARAGERARATT SO0
CTACTTAGCE ARATOCTATES TAACGTCATT EITITET G337
L

Une explication de I’organisation du format EMBL est donnée ci-dessous : 1D :
Identificateur, c'est le nom de I'entrée contenant la séquence. Cette ligne a la structure
suivante : nom de I'entrée ; classe de la donnée ; molécule ; division ;
longueur. Le nom est suivi de I'indication de la classe de donnée, puis du type de molécule
ADN, ARN ou ADNCc (XXX si I'entrée n'a pas été annotée) ; ensuite la division
a laquelle I'entrée appartient et enfin la longueur de la séquence en paires de bases (bp).

AC : Numéro d'accession de I'entrée qui ne varie pas au cours des versions successives de la
banque. Il peut y avoir plusieurs numéros d'accessions pour une méme entrée. En effet lorsque
deux entrées sont fusionnées en une seule, un nouveau numéro peut étre attribué a la nouvelle
entrée et ceux provenant des ex-entrées indépendantes sont  conservés.
DT : Donne la date d'incorporation dans la base (1ére ligne) et la date de la derniere
mise a jour de l'entrée (2éme ligne).

DE : Cette ligne contient des informations descriptives sur la séquence comme le nom du
gene, la région du génome dont elle est issue etc... C'est en fait le titre de la séquence.
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KW : Donne-le(s) mot(s)-clé(s) désignés par les auteurs. lls peuvent étre utilisés pour
retrouver l'entrée dans la base. Les mots-clés séparés par des ; sont rangés par ordre
alphabétique.

OS : Spécifie l'organisme d'ou provient la séquence ; le plus souvent, on donne le nom latin
suivi du nom commun anglais entre parentheses. Dans le cas d'hybrides les lignes OS/OC sont
specifiées pour chaque organisme de I'hybride.

RN : Numéro unique attribué a chaque référence bibliographique de I'entrée. Ce numéro est
utilisé pour désigner la référence dans les commentaires (CC comments) et le champ des
caracteéristiques biologiques (FT features).

RP : Donne la région du géne pour laquelle la référence bibliographique est associée.

RX : Donne la réféerence MEDLINE associée a la bibliographie. MEDLINE Est une base de
données bibliographiques regroupant la littérature relative aux sciences biologiques et
biomédicales. La base est gerée et mise a jour par la Bibliotheque américaine de médecine
(NLM).

RA : Indique les auteurs de l'article ou du travail cité. Les auteurs sont cités dans I'ordre donné
dans la publication.

RT : Indique le titre de l'article. Si la séquence a été soumise a la base et non publiée, la ligne
ne contiendra qu'un ; RL : Donne d'une maniere abrégée les références du journal. Pour un
article sous presse le numéro du volume et des pages sera de 0.

DR : Etablit des liaisons avec d'autres bases de données qui contiennent une information en
relation avec cette entrée. Par exemple, si la traduction protéique d'une
séquence existe dans la banque de données SWISS-PROT, la ligne DR pointera sur l'entrée
correspondante  dans SWISS-PROT. Cette ligne est composée de plusieurs
champs qui sont les suivants :

* Identificateur de la banque de données : L'identificateur de la base de données est le hom
abrégé courant que I'on donne a cette base.

* Identificateur primaire : pointe sur l'entrée de cette base et dépend de la base référencée. 11
pointe sur le numéro d'accession si la base est SWISS-PROT, sur le champ ID si la base est
TFD ou FLYBASE et sur le code d'entrée si la base est EPD (Eucaryotic Promoter Database)

* Identificateur secondaire : compléte l'information donnée par l'identificateur primaire et
dépend de la base référencée, par exemple c'est le nom de I'entrée pour UniProt.
CcC : Donne les commentaires sur la séquence.
FH : Cette ligne sert a améliorer la lecture d'une entrée lorsqu'elle est imprimée ou affichée
sur I'écran du terminal : c'est I'en-téte du champ FT (feature)

FT : Caractéristiques de la séquence (features).
SQ : Séquence (60 nucléotides par ligne dans le sens 5'--->3").

CC : Commentaires// Fin de ’entrée.
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5.1.3. Le format Genbank

GenBank: M10154.1
FASTA Graphics

Go to:

LOCUS YSCCBP6 937 bp DNA linear PLN 27-APR-1993

DEFINITION Yeast (S.cerevisiae) nuclear gene CBP6 for cytochrome b, complete
cds.

ACCESSION M10154

VERSION M10154.1

KEYWORDS cytochrome; cytochrome b.

SOURCE Saccharomyces cerevisiae (baker's yeast)

ORGANISM Saccharomyces cerevisiae
Eukaryota ; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Saccharomycotina;
Saccharomycetes; Saccharomycetales; Saccharomycetaceae;

Saccharomyces.
REFERENCE 1 (bases 1 to 937)
AUTHORS Dieckmann,C.L. and Tzagoloff, A.
TITLE Assembly of the mitochondrial membrane system. CBP6, a yeast

nuclear gene necessary for synthesis of cytochrome b
JOURNAL J. Biol. Chem. 260 (3), 1513-1520 (1985)
PUBMED 2981859
COMMENT Original source text: Yeast (S.cerevisiae; strain D273-10B) DNA,
clone pGl54/ST1.
There is a putative 'tata' box at position 215 to 219.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..937
/organism="Saccharomyces cerevisiae"
/mol_type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:4932"
CDs 301..789
/note="CBP6 protein"
/codon_start=1
/protein_id="AAA34476.1"
/translation="MSSSQVVRDSAKKLVNLLEKYPKDRIHHLVSFRDVQIARFRRVA
GLPNVDDKGKSIKEKKPSLDEIKSIINRTSGPLGLNKEMLTKIQNKMVDEKFTEESIN
EQIRALSTIMNNKFRNYYDIGDKLYKPAGNPQYYQRLINAVDGKKKESLFTAMRTVLFGK"
ORIGIN .86 bp upstream of Rsal cut site.
1 atacgattat tttggaagtt tataaaagaa gtgcggaaat cacatctgct gtttatttag
61 ccattcctca cactaatagt taaagtactt tcatagcagc tctgcgcatg gtcggacatg
121 cgaaaaattc tgatatcaag aaaaagcgaa atatttccgg ccttgtaggg gccaaaacat
181 taacgtatat caagatttcc tgtggtagca acattataag aaaaaaaggt agccttcatt
241 gaaacattct ctctatcagc ttaccaagtt aaactccgta ttccacaagc aagtgccaaa
301 atgtcttctt cccaggtcgt cagggattct gccaaaaaat tagttaattt actggaaaaa
361 tatccaaagg atcgtataca ccacttggtc tcattcaggg atgtacaaat agcaagattt
421 agacgtgtag cgggtctgcc aaatgtagat gacaaaggaa aatctataaa agagaaaaaa
481 ccctcattag atgaaataaa aagtataatt aacagaactt ccggtccatt aggactgaat
541 aaggagatgt taaccaaaat tcaaaataaa atggtagatg agaaattcac ggaagaaagc
601 atcaacgagc aaattcgtgc cttgagcact ataatgaata ataaattcag aaactattac
661 gatattggcg ataagctcta taaacctgca ggaaatcccc aatattatca acggttaata
721 aatgccgttg acggtaagaa aaaggaaagc ttatttactg caatgagaac tgtattattt
781 ggtaaataaa gagcacatta ttttctaagc ttgtaaatac atatttattc ataatggaga
841 acgttattca aatttatctg tgaatttctt tactcgaggt atacttccgc aaaggaaatt
901 ctacttagca aatcctatgg taacgtcatt gttttgt

6.Bioinformatiques et logiciels

Il est maintenant facile et courant d'effectuer certaines opérations plus ou moins
complexes a l'aide de logiciels plutdét que manuellement. Pourtant, ces pratiques ne sont pas
toujours systématiques car il est souvent difficile pour certains utilisateurs de savoir quel
programme utiliser en fonction d'une situation biologique déterminée ou d'exploiter les
résultats fournis par une méthode (Pevsner, J. 2015).
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Il existe deux approches totalement différentes de la bioinformatique : 1’utilisation
d’outils Web (WEBicielles) et de lignes de commande (Figure 2).

6.1. Les outils lignes de commandes

Ces outils peuvent étre difficile a utilisé pour la plupart des biologistes, mais offrent
presque toujours plus d'options pour l'exécution des programmes. lIs sont plus appropriés
pour analyser des ensembles de données a grande échelle qui sont rencontrés actuellement en
bioinformatique.

6.2. Les Outils Web (Web-Based Software)

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

- Le Centre national d'information sur la biotechnologie (NCBI), qui héberge la GenBank et
d'autres ressources .

-L’Institut européen de bioinformatique (EBI) .

- Ensemble qui comprend un navigateur géenomique et des ressources pour étudier des
dizaines de génomes .

- Le site de bioinformatique du génome de I'Université de Californie a Santa Cruz (UCSC),
comprenant un navigateur Web et un navigateur de tableaux pour diverses espéces. A travers
les chapitres de ce cours, nous présentons plusieurs sites Web supplémentaires concernant la
bioinformatique. Les principaux avantages offerts par les sites Web sont un acces facile, des
mises a jour rapides, une bonne visibilité pour la communauté scientifique et une facilité
dutilisation (étant donné que les compétences de d’algorithmique et de programmation ne
sont pas nécessaires).

Qutils WEB
(WEBicielles)

Les lignes de
commandes

Figure 2. Ressources en bioinformatique. (Modifiée a partir de Pevsner, 2015).
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7.Quelque champ d’application de la bioinformatique

- Stockage et Gestion des données : Banques de données généralistes et spécialisées.
- Structures moléculaires : Visualisation, analyse, classification, prédiction.
- Analyse de sequences : Alignements, recherches de similarités, détection de motifs.
- Génomique structurale : Annotation des génomes, génomique comparative.
- Génomique fonctionnelle : Transcriptome, protéome, interactome.
- Phylogénie : Relations évolutives entre génes, entre génomes, entre organismes ;
Inférence de scénarios évolutifs.
- Analyse des réseaux biomoléculaires : Réseaux métaboliques, d’interactions
protéiques, de régulation génétique, ...
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Partie 1 : Extraction et séquengage
1. Méthodes d’extraction

L’extraction d’acides nucléiques d’un matériau biologique requiert la lyse
cellulaire. L’inactivation des nucléases cellulaires est la séparation de I’acide nucléique
souhaité de débris cellulaires. La procédure de lyse idéale est souvent un compromis
de techniques et elle doit étre suffisamment rigoureuse pour briser le matériau de
départ complexe (par exemple, le tissu), mais suffisamment douce pour préserver
I’acide nucléique cible. Les procédures de lyse courantes sont les suivantes :

e la rupture mécanique (ex. : broyage ou lyse hypotonique),
e le traitement chimique (ex. : lyse détergente, agents chao tropiques, réduction des thiols)
e |a digestion enzymatique (ex. : protéinase K)

La rupture de la membrane et I’inactivation des nucléases intracellulaires peuvent étre
combinées. A titre d’exemple ; une solution simple peut contenir des détergents pour
solubiliser les membranes cellulaires et des sels chaotropiques puissants pour inactiver les
enzymes intracellulaires. Apres la lyse cellulaire et I’inactivation de la nucléase, les débris
cellulaires peuvent étre aisement retirés par filtrage ou par précipitation (Benslama, 2016).

Les premieres techniques de séquencage portent le nom de leurs inventeurs : la
technique de Maxam et Gilbert et la technique de Sanger. Mises au point a la fin des années
1970, ces deux techniques utilisent un principe commun. La molécule d'ADN est découpée
progressivement en fragments plus petits. La séquence de I'ADN est reconstituée suite a la
séparation par électrophorése sur gel de polyacrylamide de fragments d’ADN simple brin.

Ces techniques, qui allaient bouleverser la biologie de la fin du 20éme siecle, ont valu a
Gilbert et Sanger le prix Nobel de chimie en 1980 (Gaudriault et Vincent . 2009).

2. Les techniques de sequencage
2.1.1. La technique de Maxam et Gilbert

La technique de Maxam et Gilbert repose sur un procédé chimique qui coupe une
molécule d'ADN marquée radioactivement a son extrémité 5' ou 3' au niveau d'une base ou
d'une famille de base spécifique. Les conditions utilisées sont adaptées pour conduire a une
coupure partielle. Par conséquent, la longueur des fragments marqués identifie la position de
la base. Les réactions chimiques effectuées clivent préférentiellement 'ADN aux guanines,
aux adénines, aux cytosines et thymines et aux cytosines. Les produits des quatre réactions
sont résolus par électrophorése. La séquence d'ADN peut étre lue directement a partir du
profil des bandes radioactives (Gaudriault et Vincent . 2009).
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La technique de Maxam et Gilbert s'est peu développée car elle nécessite des réactifs
chimiques toxiques, de plus elle n'est pas facile a automatiser et reste limitée quant a la taille
des fragments d'’ADN qu'elle permet d'analyser (< 250 nucléotides) (Gaudriault et Vincent .
2009).

2.1.2. La technique de Sanger

La technique de Sanger utilise le principe de la synthése enzymatique de I'ADN a
séquencer en présence d'inhibiteurs d'élongation de [I'ADN polymérase, les di-
désoxynucléotides (ddNTP). La technique originelle va nous permettre de décrire le principe
de cette méthode (Gaudriault S., & Vincent R. 2009).

La réaction de séquencage s'effectue gréce a quatre réactions enzymatiques meneées
parallelement. Dans chaque tube, sont placés (Gaudriault S., & Vincent R. 2009) :

* L'ADN matrice (ADN a séquencer) : Si I'ADN a séquencer est de petite quantité, il peut étre
préalablement amplifié par une réaction de (PCR). Sinon, une amplification de la matrice par
multiplication clonale, le plus fréquemment, dans un vecteur bactérien, est nécessaire :

* Une amorce capable de s'hybrider a un des brins de la matrice et qui permet le démarrage de
la polymeérisation d’ADN.

* Un mélange équimolaire de dCTP, dGTP et dTTP ;

* Du dATP marqué radioactivement

* Un ddNTP correspondant a une des quatre bases

Comme les ddNTP ne présentent pas de groupement hydroxyle sur le carbone 3', la
liaison phosphodiester entre cet atome de carbone et l'atome de carbone 5' d'un autre
nucléotide ne peut pas s'établir. Par conséquent, I'incorporation d'un ddNTP a la place d'un
dNTP interrompt la polymérisation. Le ratio entre la concentration des ddNTP et les ANTP est
tel que statistiquement il y a l'incorporation d'un ddNTP a chaque position. Ainsi, la réaction
enzymatique va générer un mélange de fragments d'acides nucléiques ayant tous la méme
extrémité 5' et avec des résidus ddNTP a l'extrémité 3' (figure 3) (Gaudriault S., & Vincent
R. 2009).

Les différents fragments de chaque réaction enzymatique séparés par électrophorése
sur un gel de polyacrylamide coulé entre deux plaques de verre peuvent donc étre visualisés
par autoradiographie. La longueur des fragments identifiera la position de la base. La
résolution électrophorétique de ces quatre réactions produit un profil de bandes radioactives
qui reflete la séquence complémentaire de I'ADN matrice (Gaudriault S., & Vincent R.
2009).
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(A Denature DNA (2D Make copies of target DNA

3 iﬂl TOo0ooouE U

@ Attach a primer
to DNA fragment

@ Fragments are added HUI] l] UU UUHJH“
il

to polymerase solutions
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Primer

(5 chains grow until a termination ——» (6) Denature the chains
Nnucleotide joins
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Termination nucleotides
@ Separate fragments via electrophoresis
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IC]

FIGURE 03 : les étapes de Séquencage de Sanger

Contrairement a la techniqgue de Maxam et Gilbert, la technique de Sanger s'est
développéee avec succes, car les produits utilisés sont moins toxiques et la longueur d'une
séquence est plus importante (jusqu'a 700 nucléotides avec la technique originelle). Par
conséquent, jusqu'a ces dernieres années, elle constituait la technique courante de séquencage
(Gaudriault S., & Vincent R. 2009).

2.1.3. Automatisation de la méthode de Sanger

Dans un souci d'automatisation, la technique de Sanger a évolue. Elle est désormais
mise en ceuvre sur des plateformes automatisées. Le principe est toujours le méme, mais
plusieurs modifications ont été apportées. Le marquage des fragments synthétisés ne se fait
plus avec de la dATP radioactive mais avec des ddNTP marqués avec des fluorochromes.
L'émission de fluorescence est mesurée a 4 longueurs d'onde correspondant aux 4
fluorophores. Il est donc possible de repérer individuellement les quatre types de marquages
dans un mélange.

Comme chaque ddNTP a un signal spécifique qui permet de l'identifier, les quatre
réactions enzymatiques sont effectuées dans un méme et seul tube dont le contenu est soumis
a électrophorése (Gaudriault S., & Vincent R. 2009).

Les fragments d'ADN sont soumis a électrophorése en gel de polyacrylamide coulé
non plus entre deux plaques de verre mais dans des capillaires en verre (diamétre : # 250um).
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Le gain de place permet d'avoir des robots, appelés séquenceurs, qui sont capables d'analyser
jusqu'a 96 séquences en paralléle (96 capillaires). A I'extrémité du capillaire, un laser excite
les fluorochromes et une caméra réceptionne les émissions aux différentes longueurs d'onde.
La fluorescence émise permet de déterminer la nature du ddNTP incorporé a I'extrémité 3' du
fragment sortant du capillaire (Gaudriault S., & Vincent R. 2009).

Apres traitement informatique, les signaux de fluorescence sont présentés sous forme
d'un chromatogramme qui permet une lecture directe de la séquence du brin d’ADN
complémentaire du brin séquencé (figure 4) (Gaudriault S., & Vincent R. 2009).

Méelange réactif

Amorce Matrice
& ey 3 3 el L l -
ddMTPs ADM Polymeérase 2, H
® - Séparation des
ddTTP ddCTP @ . . bri dADN
ddATP @ ddGTP @ N - ™, rns
Laser | Détecteur II a l'aide de
l | I'électrophorese
- . -
Tube capillaire| capillaire en gel
Allongement rempli de gel | S
- . |
L de I'amorce f
......... -+ et terminaison ' i . d f ™
. de chaine Détection de | : B
......... — \ g
fluorochromes W
............. ¥ n
* 2 - -
5 » 3
IIIIIIIIIIIIII l: a i fl K |I |1I'I| -
Ll il Analyse de séquence
................. . . L] effectuée par
S —— *: Chromatographe ordinateur
s p S

FIGURE 04 : Automatisation de la méthode de Sanger

2.2. Les nouvelles techniques de séquencage (NGS)

Depuis 2004, de nouvelles techniques de séquencage sont disponibles sur le marché.
Par contraste avec les techniques traditionnelles, elles ont été développées par des industriels
qui commercialisent les plateformes automatisées permettant d'utiliser ces techniques. Un
autre point commun tres important a toutes ces nouvelles technologies est que I'amplification
des banques d’ADN matrice ne passe plus par la multiplication clonale, mais par des réactions
de PCR (Gaudriault S., & Vincent R. 2009).

Les deux types de réactions PCR utilisées sont :

* La PCR en émulsion (Emulsion PCR ou EmPCR) ; les fragments d'ADN sont liés a des
billesd'agarose

* La PCR par pontage (bridge amplification) ; les fragments d'ADN sont fixés sur une lame de
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verre appelée flow-cell. Ces amplifications par PCR évitent tout biais de représentation des
fragments.

En effet, lors d'un clonage bactérien, certains fragments d'/ADN peuvent présenter une
toxicité pour les cellules bactériennes. Ces nouvelles techniques reposent sur (Gaudriault S.,
& Vincent R. 2009).:

« La synthese d'ADN (Pyroséquencage, Solexa/Illumina et JIon Torrent).
* L'hybridation sur des puces a ADN (SOLiD développé par Applied Biosystems®)
» La détection en temps réel de molécules (non encore mis en ceuvre du point de vue
commercial).

Le pyroséquencage et la technique Solexa sont couramment utilisées en combinaison
avec la technique de Sanger pour le séquencage de novo. Les techniques Solexa et SOLID
sont utilisées pour du resequencage. Comme ce sont les plus couramment utilisées, nous
décrirons ici les techniques reposant sur la synthése d'’ADN (Gaudriault S., & Vincent R.
2009).

2.2. Les techniques de séquencage de 3eme genération

e La technologie SMRT sequencing

Cette technologie utilise le marquage par fluorescence couleur des nucléotides ajoutées

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

mesure de leur ajout au brin d’ADN a séquencer (Oezratty 0,2013).

Son bénéfice principal est de permettre de lire d’une seul fois des séquences allant

jusqu’a 3000 bases. Cela contribue a diminuer le nombre d’erreurs et a réduire le niveau de

taux de couverture (le nombre de lecture, c-a-d le nombre de bases a détecter par redondance /
nombre de bases de I’ADN a séquencer) (Oezratty O,2013).

3. Comparaison des techniques

Ces nouvelles techniques permettent d'effectuer un séquencage rapide et a tres haut
débit.
De plus. Une fois l'acquisition de la plateforme automatisée effectuée, le séquencage est
beaucoup moins colteux qu'un séquencage par la technique de Sanger. Néanmoins, Pour les
étapes d'assemblage de génome et particulierement dans des régions avec de nombreuses
répétitit#ons, la technique de Sanger reste encore parfois nécessaire (Gaudriault et Vincent .
2009).
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Partie 2 : Annotation des séquences d’ADN

1. Introduction

L'annotation du génome est le processus consistant a attacher des informations
biologiques a des séquences. 1l se compose de trois étapes principales :

e identifier les parties du génome qui ne codent pas pour les protéines
e identifier des éléments sur le génome, un processus appelé prédiction génétique, et
e rattacher des informations biologiques a ces éléments.

Le génome d’une cellule eucaryote est le support de I’information héréditaire contenant son
programme de fonctionnement. Il contient aussi les informations héritées non fonctionnelles,
reliques du processus évolutif subi par cet organisme. L’annotation permet d’obtenir les
connaissances sur le fonctionnement cellulaire de I’espéce ainsi que sur les mécanismes
hypothétiques de son évolution(Gouret, 2009).

2. Définition d’annotation

L’annotation d’un génome consiste a traiter I’information brute contenue dans la séquence
dans le but :

A. de prédire, le contenu en genes, la position des génes a I’intérieur d’un génome (le
début, la fin, et chez les eucaryotes, les introns et les exons), ainsi que leur
organisation (génes uniques ou en opéron, avec des séquences promotrices, des
terminateurs, des sites de fixation ribosomaux (RBS) ...). Dans ce cas, on parle
d’annotation structurale.

B. de prédire la fonction potentielle de ces genes (leur attacher une étiquette, portant leur
nom probable, leur fonction probable, leurs interactions probables). Dans ce cas on
parle d'annotation fonctionnelle

3. Les différents niveaux d’annotation des génomes

on distingue trois étapes principales dans le processus d'annotation d'un génome
(Gaudriault S., & Vincent R. 2009):

« L’annotation syntaxique : c'est I'étape qui permet d'identifier les objets génétiques
présentant une pertinence biologique (séquences codantes, ARN, séquences répétées,
etc.).

» L’annotation fonctionnelle : c'est I'étape qui permet de prédire les fonctions potentielles
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des objets génétiques préalablement identifiés (similitudes de séquences, motifs, structures, et
c.) et de collecter d'éventuelles informations expérimentales (littérature, jeux de données a
grande échelle) .

 L’annotation relationnelle : c'est I'étape qui permet de déterminer les interactions que les
objets biologiques préalablement identifiés sont susceptibles d'entretenir (familles de génes,
réseaux de régulation, réseaux metaboliques, etc.).

L'ensemble de ces informations seront ensuite stockées dans des bases de données
consultables par I'expérimentateur , L'informatique joue un role essentiel dans I'annotation en
raison de la puissance de calcul nécessaire pour effectuer les recherches et la masse énorme
d'informations générée.

La plupart des outils et bases de données présentés ici sont dacces libres par le biais
d'Internet. D'autre part, les outils bioinformatique nécessaires aux différentes etapes de
I'annotation peuvent étre regroupés dans des plateformes d'annotation. Ces plateformes ont
des interfaces conviviales utilisables par des biologistes non informaticiens (figure 5)
(Gaudriault et Vincent . 2009).

Programmes informatiques de
pradiction d'objats ganomiquas

|

o

| ]

Bases ou Bangues de données génomiques

Phylogenie, etc.).

|

I
I
Annotation Annotation Annotation Annotation !
syntaxique ou fonctionnelle fonctionnelle relationnelle : [
structurale : automatique : manuelle : Déterminer des 1
Identification Rechercha de \alidation des interactions gue '
; des objets similarité de annaotations les objets .
nuw:ilgraue geénstigues séquences automatiques et genomigues Elabutz‘i;l;:sda
" {sdquences — nucléotidiqus ou — recherche ' (familles de pre
brute : : : . ] expérimentaux
codantes, d'acides amines complementaires genss, n ux
ARM, conduisant a une (bibliographie, de régulation,
séquences classification bangques réseaux
repetees, eic. ). fonctionnelle specialisees,...) metaboliques,

FIGURE 05 : De la séquence nucléotidique brute aux bases de données

3.1. Annotation syntaxique : la recherche d'objets genétiques

Principe : La recherche d'objets génétiques passe principalement par la recherche de génes
au sens large, c'est-a-dire, toute séquence qui, transcrite et/ou traduite, peut avoir un réle dans
le fonctionnement biologique de la cellule. Cela recouvre donc les séquences codantes
(Coding Sequence ou CDS), les ARN non traduits (ARN de transfert ou ARNt, ARN
ribosomaux ou ARNI, petits ARN, ARN interférents, etc.) (Gaudriault et Vincent . 2009).
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La recherche de séquences codantes, bien qu'insuffisante pour la bonne
compréhension du fonctionnement d'un génome, est néanmoins celle qui est la plus
développée et pour laquelle un grand nombre d'outils informatiques existe.

3.1.1. La recherche de signaux de séquence codante chez les procaryotes

L'annotation syntaxique des génomes de procaryotes est relativement plus aisée que
celle des génomes eucaryotes pour les raisons suivantes (Gaudriault et Vincent . 2009). :

* Les génomes procaryotes sont plus petits que les génomes eucaryotes et ont surtout une
densité de codage bien plus importante.

* Les génes procaryotes sont fréquemment organisés en opéron, c'est-a-dire qu'une seule unité
de transcription peut contenir plusieurs sequences codantes .

* Les genes procaryotes ne sont pas morcelés1 contrairement a ceux des eucaryotes

A. ORF et CDS chez les procaryotes
La phase ouverte de lecture (ORF) est la région de I'ADN qui sépare deux codons de
terminaison de la traduction. 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(Gaudriault et Vincent . 2009) figure06.

4 Open Reading Frame (ORF) .
e T I [y (s
|L Coding Sequence (CDS) "
Codon Codon Caodon
« Stop » 1 « Starl » w Slop » 2
5 d

FIGURE 06 : ORF et CDS chez les procaryotes

B. 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 (RBS) se situe entre
3 a4 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 véritablecodon « Start »

43




CHAPITRE 02 : TRAITEMENT DES
SEQUENCES ADN

3.1.2. La recherche de sighaux de séquence codante chez les eucaryotes

Chez les génomes eucaryotes, l'annotation syntaxique est nettement plus compliquée.
Pour les raisons suivantes (Gaudriault et Vincent . 2009) :

* Les génomes eucaryotes ont une faible densité de codage. Il y a donc de larges régions
génomiques sans séquence codante .

* Les geénes eucaryotes sont morcelés ; ils subissent des modifications de la séquence
nucléotidique (épissage) du pré-ARN messager. L'épissage consiste en l'excision d'une ou
plusieurs séquences (introns). Les séquences non excisées (exons) forment aprés raboutage
entre elles la « séquence codante »

* Enfin, I'épissage peut étre alternatif : différents profils d'épissage existent pour un méme pré-
ARN messager et par conséquent un géne peut produire differentes CDS

3.1.3. Analyse du contenu en base des séquences codantes

La recherche de signaux indiquant la présence de sequences codantes est insuffisante.
Ceci est vrai chez tous les génomes, mais encore plus marquée chez les génomes eucaryotes.
Chez ces derniers, les signaux peuvent étre tres dégénéres et la structure mosaique des genes
peut étre une source d'erreur. Une seconde approche est utilisée pour rechercher les séquences
codantes dans les génomes : l'analyse du contenu des séquences et des biais de ce contenu
dans les régions codantes par rapport aux régions non codantes (Gaudriault et Vincent .
2009).

a. La composition en base :1l existe des biais entre les séquences codantes et non codantes
dans la composition en base de séquences di-nucléotidique, hexa-nucléotidique, etc. Ce biais
est utilisé pour la recherche de séquences codantes et en particulier pour distinguer les introns
des exons chez les eucaryotes (Gaudriault et Vincent . 2009).

b. Le biais d'usage des codons :L'abondance et l'utilisation des acides aminés est variable d'un
organisme a l'autre. Cela entraine des fréquences différentes pour chacun des codons au sein
d'un génome.

3.1.4. Programmes bioinformatiques d’annotation syntaxique

Les meilleurs programmes informatiques d’annotation syntaxique sont celles qui
combinent la détection de signaux de génes et I'analyse du contenu des genes (Tableau 2).
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Elles utilisent des algorithmes qui, aprés une phase d'apprentissage sur un ensemble
de données, permettent de différencier les régions géniques des régions intergéniques. Dans la
plupart des cas, ces méthodes font appel aux modeles cachés de Markov (HMM) tableau 02
(Gaudriault et Vincent . 2009).

Tableau 2. Exemples de programmes de recherche de séquences codantes et leurs
applications

Progranmmimes - Procaryotes - Eucaryoate=s
SGee=rnbdark-F - |
SEImaTeEr | =
Gee=rrermark-eE l | -
Sirail | -
LS =T =Tt = ] -
| SGenie -

Ces méthodes ont évidemment des défauts :

Caractérisation incompléte ou imprécise de la structure du géne

*Caractérisation de faux positifs

« Incapacité a identifier certains vrais génes lorsque ceux-Ci ne sont pas canoniques.
(Gaudriault et Vincent . 2009).

3.2. Annotation fonctionnelle : la recherche de fonctions potentielles

L'annotation fonctionnelle permet d'attribuer a des objets génomiques prédits par
l'annotation syntaxique des fonctions potentielles. En aucun cas, l'annotation ne permet
d'avoir acces a la fonction réelle. Seule I'expérimentation l'autorise (Gaudriault et Vincent .
2009).

L'annotation fonctionnelle est fondée sur la recherche de similarité avec des
séquences nucléotidiques, des seéquences d'acides aminés ou éventuellement des structures
déja décrites dans les bases de données. Plus le nombre de données augmente dans les bases
de données internationales, plus la chance de trouver des éléments déja décrits dans la
nouvelle séquence d'un génome augmente (Gaudriault et Vincent . 2009).

En général, I'étape d'annotation s'effectue en deux étapes :
e une phase automatique qui s'effectue grace a des programmes informatiques de
comparaison
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e une phase manuelle au cours de laquelle I'annotateur peut corriger le cas échéant la
premiére phase (Gaudriault et Vincent . 2009).

3.2.1. Les outils bioinformatique de comparaison de séquence

Les séquences peuvent étre comparées avec des programmes comme FASTA (FAST-
ALL) ou BLAST. Ces instruments de recherche de similarité reposent sur la notion
d'alignement local. Les algorithmes d'alignement local recherchent dans des paires de
séquences des régions isolées qui ont un haut degré de similitude tableau 03

Tableau 3. Les différents programmes BLAST

pr’;;:‘;:ll;'ne Mature de la séquence-requéte Nature des séquences des bases de données
| Biast ou Blasin Mucléotides ' Mucléofides
Blastp Acides aminés Acides aminés
Elgstx Nucléotides traduits dans les 6 phases de leciures Acides aminés
Eiastn Acides aminés Mucléotides traduits dans les 6 phases de leciures
Blastx Mucléotides traduits dans les § phases de lectures | Mucléotides traduits dans les § phasas de lectures

3.3.Annotation relationnelle

Il s'agit du niveau qui décrit les relations entre tous les objets et fonctions trouvés
précedemment. 1l est centré sur la construction de représentations contextuelles de
connaissances antérieures, comme l'insertion d'une activité enzymatique dans une voie
métabolique, mettre en évidence la position d'un gene dans un réseau d'expression génétique,
ou établir des relations entre plusieurs familles de génes (Alexander et Smith, 2019).

4. Plateformes d’annotation

Avant que la bioinformatique ne devienne un domaine scientifique a part entiére, les
trois niveaux d'annotation du génome devaient étre realisés séquentiellement par le travail
manuel et minutieux des généticiens (Beyne, 2008).

Aujourd'hui, sous la pression du déluge de données de séquences, de nombreuses
ressources et outils ont été développés pour faciliter et accélérer I'annotation des génomes. Le
plus important de ces développements est la possibilité de stocker et de représenter
informatiquement un génome, ses genes localisés et leurs fonctions associées (Beyne, 2008).

Les plateformes d'annotationsont des collections de données bioinformatiques, de
modeéles, d'outils et d'interfaces rendus accessibles a la communauté scientifique afin d'aider
les bio analystes a créer des annotations nouvelles ou améliorées en tirant parti des
annotations syntaxiques, fonctionnelles et relationnelles existantes (Beyne, 2008).
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Partie 3 : Alignement des séquences
1. Définition

En bioinformatique, un alignement de séquences est un moyen d'arranger les
séquences d'’ADN, d'ARN ou de protéines pour identifier des régions de similarité qui peuvent
étre une conséquence de relations fonctionnelles, structurelles ou évolutives entre les
séquences.

Les séquences alignées sont généralement représentées sous forme de rangées
dans une matrice. GAPS sont insérés entre les résidus afin que des caractéres identiques ou
similaires soient alignes dans des colonnes successives ( Pevsner, 2015).

2. Le but d'alignement

Les alignements permettent de comparer des séquences biologiques. Cette
comparaison est nécessaire dans différents types d’études :

= |dentification de genes homologues

= Recherche de contraintes fonctionnelles communes a un ensemble de génes /protéines
= Prediction de structure (ARN, protéine) /Prédiction de fonction

= FEtude des processus créateurs de variabilité entre les séquences.

= Reconstitution des relations évolutives entre séquences.

= Choix d'amorces PCR / Construction de contigs (séquencage)

3. Les types d'alignement
Il existe trois fagons pour aligner les sequences :

3.1. Alignement global

Alignement de deux séquences sur la totalité de leur longueur en tenant en compte
de tous les résidus. Si les longueurs des séquences sont différentes des insertions / délétions
sont introduites pour aligner les deux extrémités des deux séquences. L’alignement global
permet de mesurer le degré de similitude entre deux séquences connues (Ghedadba, 2020).

3.2. Alignement local
C’est un alignement de deux séquences portant sur des régions isolées et permettant
de trouver des segments qui ont un haut degré de similarité (Ghedadba, 2020).

3.3. Alignement multiple

C’est un alignement portant sur plusieurs séquences a la fois et dans leur intégralité.
Il permet de mettre en évidence des relations entre séquences que l'on ne peut pas visualiser
en comparant les séquences 2 a 2 (Ghedadba, 2020
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1. Automatisation :

Il s'agit d'un systéme d'instruction qui exécute un ensemble de processus pour
remplacer une tache manuelle effectuée sur des systemes informatiques (RedHat, 2019)

2. Logiciel :

Un logiciel est un ensemble de programmes, qui permet a un ordinateur ou a un
systeme informatique d'assurer une tache ou une fonction en particulier

Un programme est une suite d’instructions qui permettent de résoudre un probleéme
donné. (Longuet, 2018).

3.Cycle de vie d un logiciel :

Le «cycle de vie d'un logiciel » (en anglais software lifecycle), désigne toutes les
étapes du déeveloppement d'un logiciel, de sa conception a sa disparition. L'objectif d'un tel
découpage est de permettre de définir des jalons intermédiaires permettant la validation du
développement logiciel, c'est-a-dire lla conformité du logiciel avec les besoins exprimés, et la
vérification du processus de developpement, c'est-a-dire l'adéquation des méthodes mises en
ceuvre. (Longuet, 2018).

Le cycle de vie du logiciel comprend généralement a minima les activités suivantes :

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

e CONCEPTION : Il s'agit de I'élaboration des speécifications de I'architecture générale
du logiciel.et consistant a définir précisément chaque sous-ensemble du logiciel.

e IMPLEMENTATION : Codage: soit la traduction dans un langage de
programmation des fonctionnalités définies lors de phases de conception.

e VERIFICATION : Tests unitaires, permettant de verifier inidividuellement que
chaque sous-ensemble du logiciel est implémentée conformément aux spécifications.

e« VALIDATION :cette étape consiste a recueillir est a formaliser les besoins du
client, de définir les contraintes et d’estimer la faisabilité de ces besoins.

e MAINTENANCE : comprenant toutes les actions correctives (maintenance
corrective) et évolutives (maintenance évolutive) sur le logiciel.
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4. MODELES DE CYCLE DE VIE

Modele en cascade

Le modele de cycle de vie en cascade a été mis au point dés 1966, puis formalisé aux
alentours de 1970. Il définit des phases séquentielles a l'issue de chacune desquelles des
documents sont produits pour en vérifier la conformité avant de passer a la suivante :

Spec fffc:;’ tions
\ Valigation
Conception
genéigle
\'\ Verfication
C‘é@%}f =

\'\ Verification

Codage

\ Tests aiita ives

firtegation

\"’\ Test o intagetion

Mise e prod action

\ Valigdation

FIGUREO7 : Modele en cascade
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Le modéle de cycle de vie en V part du principe que les procédures de vérification de la
conformité du logiciel aux spécifications doivent étre élaborées dés les phases de conception.

prrfffca tions 1% Qu3zlification
C;E_gf f;‘; 7l Integration

N\ /

C%gﬁ;?ﬂ —— Jerly aniGaires

N\ /

Progiammation

Temps -

FIGUREOS : Modele en V

Partie 02 : Applications du logiciel d’automatisation de I’annotation d’un
gene

1- Spécification

Dans cette premiere étape, la spécification, il s'agit de I'élaboration d'une explication
de larchitecture générale du logiciel. Nous expliquerons l'ordre des difféerentes étapes du
processus de labellisation, les opérations de chaque étape, les données et les résultats de
chaque étape en langage naturel. Tout dabord, nous notons que le logiciel que nous
souhaitons développer gere la phase d'annotation structurelle des séquences génomiques chez
les eucaryotes et les procaryotes.

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

et les régions 5 et codont start alors le programme informatique
doit réaliser les taches suivantes :

* on a 6 taches :

1. lecture de la séquence
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2. Vérification que la séquence est vraiment une séquence d’ADN : IL NE CONTIENT

QUEaouA,couC,gouG,touT.

3. Détection du codant START

4. Détection des signaux promoteurs (la boite CAT, la boite GC, et la boite TATA).

5. Détection des régions codantes (Exons). Et Détection des régions non codantes

(Introns). Les parties cds

6. Afficher | ADN en marquant les différents élements détectes

A. Structure des données

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

* Les séquences ADN, et génes sont modélisées formellement en informatique par des chaines

de caracteres.

* Les signaux promoteurs (ou les trois boites), le site initiateur (ou codon START), le site
terminateur (ou codons STOP), le site d’épissage, ainsi que les Exons, les Introns, vont étre

modélisés par des sous-chaines de caracteres.

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

Le fonctionnement de processus d’annotation s’effectue selon les étapes successives

suivantes :

1. Vérification que la séquence est vraiment une séquence d’ADN : IL NE

CONTIENT QUEaouA,couC,gouG,touT.

Si’ADN qui constitue le géne contient :

]La base A
]La base T
]La base G
] La base C

Et la verification de la complementarite entre les 2 brains d ADN

(adénine)
(thymine)
(guanine)

(cytosine)
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2. Détection du codant START

Cette opération s’cffectue chez les organismes eucaryotes et procaryotes avec la
méme maniére. Les données de cette phase sont la chaine de caractéres qui représente 1’ADN.
Elle commence du début de la chaine de caractére ADN et se termine au premier codon
START (ATG pour les eucaryotes, ou ATG, GTG, et TTG pour les procaryotes) de cette
chaine. Une fois on trouve ces conditions, on va détecter et marquer cette sous-chaine de
caractéres. La sortie de cette phase est la sous-chaine de caracteres qui représente la région
5’UTR. (Longuet, 2018).

3. Détection des signaux promoteurs (la boite CAT, la boite GC, et la boite TATA).

la présence de la bofteTATA. Cette derniere se caractérise par la succession des
caractéres T, et A avec ’absence des deux caractéres : C et G. Chez les eucaryotes elle
commence par le caractere T et se termine par le caractére A, par contre chez les procaryotes
elle se commence par le caractére T et se termine par le méme caractére. Le plus souvent chez
les eucaryotes, la boite TATA est sous la forme de TATAAA. Chez les Procaryotes, elle est
sous forme de TATAAT. 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 (Longuet, 2018).

Ensuite, on va chercher la boite CAT. Cette derniére se caractérise par la succession
des caracteres (base azoté) C,A et T sans le caractere G. Elle commence toujours par le
caractére C et se termine avec le caractére T. Elle peut souvent étre soit de forme CCAATCT
ou CCAAT. Une fois on trouve cette sous-chaine de caractére (la boite CAT) on va la
marquer.

On note que la présence de cette derni€re n’est pas obligatoire. La boite CAT est une
boite répétée. La recherche de la boite CAT s’effectuer sur la sous-chaine qui représente la
région 5° UTR entre le début et la boite TATA.

Enfin, On cherche la présence de la boite GC qui se caractérise par la sécession des
caracteres C, et G avec I’absence des deux caracteres A, et G. Elle commence toujours par le
caractere G et se termine avec le caractére C. elle est souvent de forme GGGCGG. Une fois
on la trouve (la boite GC) on va la détecter. On note que la présence de ce dernier est aussi
n’est pas obligatoire. Si la boite CAT n’existe pas, la recherche se commence a partir de la fin
de la boite CAT. La recherche se termine dans la position ou la boite TATA se commence.

Les sorties de cette phase sont les sous-chaines de caractéeres qui représentent les
boites CAT, GC et TATA. (Longuet, 2018).
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4. Détection des régions codantes et non codantes (Exons et Introns)

Cette opération s’effectue uniquement chez les organismes eucaryotes, on va
découper la chaine ADN en deux parties : la premiére partie c’est la sous-chaine qui
représente la région 5° UTR. Tandis que la sous-chaine restante représente les régions
codantes et non codantes. On va chercher sur cette chaine de caracteres les exons et les introns
alternativement. Cette chaine représente les données de cette phase.

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

L’intron se situe apres la sous-chaine de caracteres de codon STOP. Elle commence
par les caractéres G etT et se termine par les caracteres A et G.Elle représente le site
d’épissage.

Lorsqu’on trouve ces caractéres on va détecter et marquer la sous-chaine de caractéres des
Introns.

Les sorties de cette phase sont les sous-chaines de caracteres qui representent les
exons et les sous-chaines de caractéres qui représentent les introns.
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2. Conception

Dans deuxiéme étape, il s'agit de I’élaboration de I’explication formelle de
I’architecture générale du logiciel. On va expliquer I’enchainement des différentes phases du
processus naturel, le fonctionnement de chaque phase, les données et les résultats de chaque
phase avec un langage formel indépendamment a un langage de programmation (c.a.d. La
construction d’un algorithme qui permet de décrire formellement I’enchainement des
différentes phases du processus naturel, le fonctionnement de chaque phase et la structure des
données.

2.1. Modélisation des informations par des structures des données
informatiques

Cette section permet de décrire le contenue de la partie déclaration d’un algorithme
qui modélise le processus naturel.

La séquence ADN qui constitue le géne et qui commence par le codon START est
constituée d’un ensemble des bases : A (base azotées, adénine), T (thymine) G (guanine) et C
(cytosine). Donc chaque base va étre modélisée par une donnée informatique de type
caractere.

1. Vérification que la séquence est vraiment une séquence d’ADN : IL NE
CONTIENT QUEaouA,couC,gouG,touT.
COMPLEMENTARITE D ADN :

( (sequence)):

sequencel[i] ==
adnComp +=
sequence[i] =
adnComp +=
sequence[i]
adnComp +=

sequencel[i]

adnComp +=

FIGUREO9 : complémentarité d ADN
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VALIDATION :

sequence = sequence.uppe

(i valid i sequence):

valide

valide

valide

FIGUREL10 : validation ADN

2. Détection du codant START

( (sequer
sequence[i:i + ==

start_indexs.append(i)

codon_start = (start_indexs)

(sequer

]

jence[i:i + 3] stops:

.append (i)

FIGURE11 : Détection du codant START
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TRANSCRIPTION :

FIGURE12 : TRANSCRIPTION
3. Détection des signaux promoteurs (la boite TATA , CG,CAT).

(sequence)):

(Tatal)] == Tatal:

tatal.append(i)

sequence[i:i + (Tata2)] == Tata2:

(Caat)] == Caat:

(C6)] == CG:

FIGUREL3 : Détection des signaux promoteurs (la boite TATA , CG,CAT).

4.Détection des régions codantes (Exons). Et Détection des régions non codantes
(Introns).
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orf :
'

.

ch[di-di + 1

ch[di-di + 1

gt.append(i)

FIGURE14 : Détection des régions codantes (Exons). Et Détection des régions non
codantes (Introns).
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3. Implémentation

Afin que la modélisation sous forme d’un algorithme que nous avons développé
précédemment, puisse €tre exécutable par I’ordinateur, il est nécessaire de la traduite dans un
langage de programmation. Nous avons choisi le langage PYTHON ,

Qui peut étre aussi considéré comme un langage de
programmation adapté pour les problémes scientifiques d’une fagcon simple et rapide

3.1- PYTHON

Python est un langage de programmation open source créé par le programmeur
Guido van Rossum en 1991. Il tire son nom de I’émission Monty Python’s Flying Circus.

Il s’agit d’un langage de programmation interprété, qui ne nécessite donc pas
d’étre compilé pour fonctionner. Un programme » interpréteur » permet d’exécuter le code
Python sur n’importe quel ordinateur. Ceci permet de voir rapidement les résultats d’un
changement dans le code. En revanche, ceci rend ce langage plus lent qu’un langage compilé
comme le C.

En tant que langage de programmation de haut niveau, Python permet aux
programmeurs de se focaliser sur ce qu’ils font plutét que sur la fagon dont ils le font. Ainsi,
écrire des progammes prend moins de temps que dans un autre langage.

FIGURE15 : PYTHON
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3.2 L’implémentation des fonctions du logiciel développé e

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

L’implémentation des fonctions du logiciel développé en PYTHON L’algorithme
développé dans la section précédente est implémenté sur PYTHON. Cette
implémentation permet de créer un logiciel comportant un ensemble des fonctions. Chaque
fonction permet de traiter une étape de I’annotation.
Le logiciel permet a un utilisateur d’entrer une chaine AND qui représente le gene a
annoter. Puis, le logiciel va vérifier si cette chaine correspond a une séquence ADN en testant
les caractéres qui doivent étre A, G, C ou T (quel que 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 sequence complémentaire. Le logiciel demande aussi de préciser le type
si eucaryote ou procaryote. Enfin, les fonctions, qui permettent d’effectuer 1’annotation, vont
étre exécutées automatiquement telles que :

* Fonctions permettant de détecter les signaux promoteurs (la boite CAT, la boite
GC, et la boite TATA)
e Fonction permettant de  détecter les régions codantes (Exons)
* Fonction permettant de détecter les régions non codantes (Introns)
* Fonction de Détection du codant START.

Python

Sequence: CCOGTTGGATGGGCTAGTTCGTCCTTCCTACA
[1] + S ence Length: 5

[2] + Nucleotide Frequency: {

[3] + DNA/RNA Transcription:

5' CCGTTGGATGGGCTAGTTCGTCCTTCCTACA GCAGGTGCGGTTTA 3
|II|||III|III||I|I|||II|II||IIIIIIII|IIIIII||I|I||

AGGATGTGGTCACGTCCA

FIGURE16 Interface PYTHON
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o 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, I'utilisateur va appeler sur PYTHON la fonction globale. Puis, les autres
fonctions vont étre

exécutées automatiquement pour donner a la fin le résultat de ’annotation.

4. EXECUTION

Nous avons exécuté le logiciel développé, apres I'implémentation dans le langage
PYTHON , sur plusieurs séquences. Ces séquences peuvent étre existantes dans les banques
de données (GenBank, EMBL, etc.) comme elles peuvent étre des séquences qui n’existent
pas dans les banques.

La figure suivante représente le code I’exécution du logiciel

start.clicked.connect( .on_click)

.sequance_analyse(inp)

FIGUREL7 le code I’exécution du logiciel
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CCGGTCTACACGCTAATATAGCGAAT CACCGAGAACCCGGCGCCACGCAAT GGAACGT CCT TAACT CCGGCAGGCAATTAAAGGGAACGTATGTATAACGCAAAAAAACAGAAAAATAGGCGAAT GAATC CTCTGTGTATCGAAGAA
TGGCCTCGCGGAGGCATGCGT CATGCTAGCGTGCGGGGETACT CTTGCTATCCATATGGT CCACAGGACACTCGTTG CGGATTTACCH ATGCGCCGG CAGCCACGCTTATGCCCAGCATCGT TACAACCAGACCGATACTA

GATGTATAAAGT CCGCCATGCAGACGAGACCAGT CGGAGATTACCGAGCATTCTATCAGGT CGGCGACCACTAGT GAGCTACTGGAGCCGAGGGGTAA

RT

La sequence est valid

ADN Complémentaire

GGCCAGATGTGCGATTATATCGCTTAGTGGCTCTTGGGCCGCGGTGCGTTACCT TGCAGGAATTGAGGCCGTCCGTTAATTT CCCTTGCATACATATTGCGTTTTTTTGTCTTTTTATCCGCT TACTTAGARAAGAGACACATAGCTTCT
TACCGGAGCGCCTCCGTACGCAGTACGAT CGCACGCCCCATGAGAACGATAGGTATACCAGGT GTCCT GTGAGCAACAAAAGCCT AAAT GGGAAATACGCGGCCAAAAGTCGGTGCGAATACGGGT CGTAGCAATGTTGGTCTGGCTATG
ATCTACATATTTCAGGCGGTACGTCTGCTCTGGTCAGCCT CTAAT GGCT CGTAAGATAGT CCAGCCGCTGGTGAT CACT CGATGACCT CGGCTCCCCATT

Les position Codons STAR

[49, 166, 205, 319]

Transcription

Les position Codons STOP

[13, 61, 124, 373, 376, 397]

UACCUUGCAGGAAUU
UACCUUGCAGGAAUUUACCUUGCAGGAAUUGAGGCCGUCCGUUAAUUUCCCUUGCAUACAUAUUGCGUUUUUUUGUCUUUUUAUCCGCUUACY
UACCUUGCAGGAAUUUACCUUGCAGGAAUUGAGGCCGUCCGUUAAUUUCCCUUGCAUACAUAUUGCGUUUUUUUGUCUUUUUAUCCGCUUACUUACCUUGCAGGAAUUGAGGCCGUCCGUUAAUUUCCCUUGCAUACAUAUUGCGUU
UUUUUGUCUUUUUAUCCGCUUACUUAGAAAAGAGACACAUAGCUUCUUACCGGAGCGCCUCCGUACGCAGUACGAUCGCACGCCCCAUGAGAACGAUAGGUAUACCAGGUGUCCUGUGAGCAACAAAAGCCUAAAUGGGAAAUACGT
GGCCAAAAGUCGGUGCGAAUACGGGUCGUAGCAAUGUUGGUCUGGCUAUGAUCUACAUAUUUCAGGCGGUACGUCUGCUCUGGUCAGCCUCUAAUGGCUCGUAAGAUAGUCCAGCCGCUGGUGAUC
UACCUUGCAGGAAUUUACCUUGCAGGAAUUGAGGCCGUCCGUUAAUUUCCCUUGCAUACAUAUUGCGUUUUUUUGUCUUUUUAUCCGCUUACUUACCUUGCAGGAAUUGAGGCCGUCCGUUAAUUUCCCUUGCAUACAUAUUGCGUU
UUUUUGUCUUUUUAUCCGCUUACUUAGAAAAGAGACACAUAGCUUCUUACCGGAGCGCCUCCGUACGCAGUACGAUCGCACGCCCCAUGAGAACGAUAGGUAUACCAGGUGUCCUGUGAGCAACAAAAGCCUAAAUGGGAAAUACGT
GGCCAAMAGUCGGUGCGAAUACGGGUCGUAGCAAUGUUGGUCUGGCUAUGAUCUACAUAUUUCAGGCGGUACGUCUGCUCUGGUCAGCCUCUAAUGGCUCGUAAGAUAGUCCAGCCGCUGGUGAUCUACCUUGCAGGAAUUGAGGCT
GUCCGUUAAUUUCCCUUGCAUACAUAUUGCGUUUULUUGUCULUUUAUCCGCUUACUUAGAAAAGAGACACAUAGCUUCUUACCGGAGCGCCUCCEUACGCAGUACGAUCGCACGCCCCAUGAGAACGAUAGGUAUACCAGGUGUCT
UGUGAGCAACAAAAGCCUAAAUGGGAAAUACGCGGCCAAAAGUCGEUGCGAAUACGGGUCGUAGCAAUGUUGGUCUGGCUAUGAUCUACAUAUUUCAGGCGGUACGUCUGCUCUGGUCAGCCUCUAAUGGCUCGUAAGAUAGUCCAG
CCGCUGGUGAUCACY

LA A I O AL LA AL LI

FIGURE 19 : Exemple d’exécution finale du logiciel sur une séquence pas réelle
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Conclusion

Nous avons suivi les étapes du modele en cascade pour modéliser et implémenter la détection
des codant START les intron et les exon les tata box . Nous avons expliqué informellement
ces processus avec un langage naturel informel dans la phase de la spécification. Puis, nous
avons expliqué formellement le processus naturel par I’utilisation des structures des données
informatiques et des instructions qui peuvent étre exploitées sur ces structures dans la
phase de la conception. En effet, nous avons obtenu un algorithme qui permet de modéliser
ces processus. Enfin, cet algorithme est implémenté dans le langage PYTHON afin
d’obtenir un simulateur (logiciel) exécutable par la machine.
Il ne reste que I’étape du test pour vérifier le bon fonctionnement de notre logiciel.
Cette étape fait I’objectif du chapitre suivant.
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1. Vérification et validation des résultats

Dans le chapitre précédent, nous avons développé un logiciel qui permet de faire
I’annotation structurale des séquences génomiques des organismes eucaryotes et procaryotes.
D’apres le modeéle en cascade, nous continuons d’appliquer les étapes restantes dans ce
chapitre, et nous expliquons en détail comment réaliser ces étapes. 1l 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
I’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 générees par le logiciel développé
sont corrects, il fallait choisir un ensemble des séquences qui sont représentées 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 une séquence génomique d’un genome eucaryote (par exemple
MC1R (melanocortin 1 receptor)), qui sontissues a partir d’'une banque comme par exemple
I’NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Dusiic mo gk mferrrgetos |DDC] | Sgpraeps iefornpeor (MEN O EARE S oY 3 deny ISCPY | Crovorsos ge b =gl | Eamare

| P coviD-1s Information [ = |

FIGUREZ20 : L’interface de la banque NCBI

63




CHAPITREO4: RESULTATSET
DISCUSSION

TGGTCTGGCAGGGCCCCCAGAGAAGGCTGCTGGGCTCTCTCAATGGCACCT
CCCCAGCCACCCCTCACTTCGAGCTGGCTGCCAACCAGACCGGGCCCLCGGTGC
CTGGAGGTGTCCATTCCCAACGGGCTGTTCCTCAGCCTGGGGCTGGTGAGCGT
TGTGGAAAATGTGCTGGTGGTGGCCGCCATTGCCAAGAACCGCAACCTGCACT
CGCCCATGTATTACTTCATCGGTTGCCTGGCTGTGTCCGACCTGCTGGTGAGCG
TGACGAATGTGCTGGAGACGGCCGTCATGCTGCTGGTGGAGGCAGGCGCCTTG
GCTGCGCAGGCTGCTGTGGTGCAGCAGCTGGACGACATCATTGACGTGCTCAT
CTGTGGTTCCATGGTATCCAGCCTCTGCTTCCTGGGCGCCATCGCCGTGGACCG
CTACCTCTCCATCTTCTACGCGCTGCGATACCACAGCATCGTCACACTCCCGCG
GGCGTGGCGGGCCATCTCCGCTATCTGGGTGGCTAGCGTCCTCTCCAGCACGC
TCTTCATTGCCTACTACAATCACACGGCCGTCCTGCTTTGTCTTGTCAGCTTCTT
TGTAGCCATGCTGGTGCTCATGGCAGTGCTGTACGTCCACATGCTTGCCCGCGC
CCGCCAGCACGCCCGAGGTATTGCCCGGCTCCGTAAGCGGCAGCACTCCGTCC
ACCAGGGCTTTGGCCTCAAGGGCGCTGCCACACTCACTATCCTGCTGGGCATT
TTCTTTCTCTGCTGGGGCCCCTTCTTCTTGCACCTCTCACTCATGGTCCTCTGCC
CTCAACACCCCATCTGTGGCTGCGTCTTTCAGAACTTCAACCTCTTCCTCACCC
TCATCATCTGCAACTCCATCATTGACCCCTTCATCTACGCCTTCCGCAGCCAGG
AGCTCCGAAAGACTCTCCAAGAGGTAGTGCTATGTTCCTGGTGA

FIGURE21 :La séquence d’ADN de MC1R (melanocortin 1 receptor)

Ensuite, elle va étre annotée (trouver et marquer la localisation précise de chaque partie
sur la séquence) par le logiciel developpé. La figure suivante représente un extrait
d’exécution.

la banque GenBank montre I’annotation de cette séquence. Les figures suivantes
représentent ’annotation de la séquence de MC1R (melanocortin 1 receptor).

12961 tttaatgaat ataataataa taatattatt aaaattaata tataaaaaaa gtaaagatge \
IRV acazagatg BTCaTALICa AC3aaartgcaa aagatattge 72 JTAattatat TLTar JUtag
I lcTatrTETAY TQQUTATQYUCAa QUAaACAQCA2 CYTLCLLLAat CATTAQATTA Qaar Cagcerg
13141 acaatattta catggaaatt cacaattats taatgtttta gtr.gttggtdg

> Geéne

Suite de séquence

PR Atggattaa ataataaagt taataataaa tcagttattt ataataaagc acctgattt
A3GISEOtagaatcta atcttatctt taatttaaat acagttasat cttcatctat 3]
FASWASNLLEACTUCLC CACCAgCLgL ACACLCALLL &aTACAaccag aagrtata
21181 aaatttaatt atttacttaa taattaaaaa aaaagtaaat attatatcta Jfacttaataa

Codon Stop

Figure 22 : Détection des signaux promoteurs des eucaryotes sur NCBI
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Parte codante CD5 ou Exo

19741 ta aagtgtitaat Taaataatat ToTTtETttT at

15801 GCgUgToTgaa agtTatCartda aatiaTaTtTtT acCcataTaatT aatggartaad
13861 'E-'EIEI'E-B'EE'E-'EE atFaatataa JULotaattas aaJTtgCatTtd aaatgJraac ataaawatgc
19921 TaagctJgtaa TJacaasadt ATCCoCATATCS TLCJacagtta TTCTTATATTA Tasasaasaaasd
19921 gacgaaggaa cLLLgactga TCTAATALgC TCaacgaaag TJgaatcaaart QLTaCaaaat
20041 Tactrtacacs AacThaathgaa aacCcTgToT{g ATCALTTCAATT ACTACLCTATLTt ALCTaCaATaat
20101 tatataataa taaatasaat ggttgatgtt atgtattgga aatgagcata cocgataaatca
2016l tataaccatt agbtaatatasa trLbgagagct Aaagttagata CLEtAacgLatt CAtgataass
20221 cagaataaac CCCALAAATLT ACCACCALLA ACAATAAAAA ACAATAATAA TCACCAATALA
20281 tatattattt aatttattat tattatatta ataaaattta atatatatta taaataatta
20341 ttggattaag aaatatmata ttttatagaa attttocttta tatttagagg gtaaaagatt
20401 gtatsaaaag ctastgocat attgtaatga tatggataag aattatiatt ctaaagatgs
20481 mastctgota actitatacta taggtgatat goctatcttt atttatatat atattattat
20521 tattaatmat zaaaaamaas attaassasas agataggagg tttatatata actgataast
205381 attvattata TTCATTLTLLT TCaTtaataaa Tattaaaaga Tattgogtga go-ogtatgog
20641 Itl]'l Eﬂﬂ"ﬂ-[‘-ﬂ' cnc:rtal::uu‘v; 'E-CC'E-BCE:IJW I:Il]'-l nuut:ttg taaaggyrcta C-C'E-H'CE:IJWI
20701 8 a > Ca L& =z g
20761 aaat

FLOEFAN T CoATTOQYY CTAATQLTAT Tagy

2088 BgaAgaALLC qunLlu acca

20941 EETTARTTE R EEETE

21001 EER=fefer i ] atmm

FRlil St sgastcts CEES

21121 PRl ctgta

21181

aastttaatt

atttact tﬂﬂ

taattas=aas

aaaagtaasat

attatatcta

gicttaastas

CD5 2 on EXONI

Figure 20 Détection des régions codantes des eucaryotes sur NCBI

13201 aTtgoogratth

LIZE]l pEElSeeEan:T:]
123321 gattatt
38
Iniran 1
L5541 Ta
15601 it I :--t:a = gRIaqOOC
15EE1 it sttcagatey O y teatgoctgo
157231 ttzeattggt ggac I:I:l:mt.a pagaLassss ".u.l:qa..:lau 2 Btazabaatss Loasabasis

i

TATCTASATAT

S Imiren 3

alalaleLllL
CLLoalralaa
Cmmm ettt

a Lsasa Lia
AL Laaagagt

acrtggtaga

aa Ligaal L
& Caatgartaal

19831
19861
15521
Imeromd

20531
2091
Z0731

o
TTACTOaRJT

NACTETJLCAET 'Eﬂ'l:ﬂﬂﬂtﬂqq

Figure 21 : Détection des régions non codantes des eucaryotes Sur NCBI
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Apres la comparaison, nous trouvons que le logiciel développé a donné les mémes
positions et les mémes séquences concernant les différentes parties du géne :

1- detection d adn, transcription
2-Detection du codant start
3-Les signaux promoteurs (la boite CAT, la boite GC, et la boite TATA).

4-Les régions codantes (Exons).
5-Les régions non codantes (Introns).
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1.2. La validation

La validation est une activité qui vérifie que la conception du produit satisfait a I’'usage auquel

il est destiné (le logiciel doit faire ce dont I’utilisateur a besoin).

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

les séquences ADN méme avec les séquences génomiques qui ne sont pas encore découvertes.

Dans la biologie, une séquence imaginaire est dite chimeére. Cette séquence est construite

comme suit :

Premiérement, nous construisons a partir d’'une combinaison des bases (A, T, G et C) une

séquence qui contient un nombre de bases supérieur ou égal a 300 bases.

Ensuite, nous vérifions que cette séquence n’est pas encore découverte. Pour ce faire,
nous vérifions que cette séquence ne se trouve pas dans les banques de donnes (elle n’est pas

identifiée) et n’existe pas de ressemblances entre cette sequence et les séquences existantes.

La séquence suivante représente un exemple d’une séquence chimeres :

ATGGTCTCGCATAACGCGGTATGAAAATGCCATCGGATCATTTGACCGATCATTGG
CCATAAAGCTACCTAGGCGTAGTCGTTTTAAAAAACAGTCCGTAGTCCATGATCAA
TTGGCCTGCATGCATACGCTAGAGGATTCGACAAGTTTGCAACCAGGCCCCTAGTA
AGGCATCCCCAAAAAAAATTGCCTGGTTTTTCGGCAACTATCGCTAGAATCCTATT
GGGATAGCCCGAACAAGTCAAAGTCTTGAGGATCGGGGTATTTCAGAAAAACCCT
GAGTATTAGCCTCGTATCCGTTTAGCCTCGGATATCGTTCGCGTAATCGATAGGAC
CTGTAAGTAAAGGATCATTAACTGTGAATGATCGGTGATCCTGGACCGTATAAGCT
GGGATCAGAATGAGGGGTTATACACAACTCAAAAACTGAACAACGGTTGTTCTTT
GGATAACTACCGGTTGATCCAAGCTTCCTGACAGAGTTTTAATTAAATTATCTTAA
TTAAATTAAATTAAAAGGGGACTTTATATTTATAAAGTAATTATATTTTTATTATTA
TTATTATTATTATTTATTTATCAAGAGCTTATTATTTTATTATATATATTATATATTA
ATACAGATAGAAGCCAAAAGGTCAGGCGCTTTCTTGGGAGAAAGACCTAGTTAGT
TCGAGTCTATCCTATCTGATAATAATTTAATTAAACATTACTTTGAGTATATATATT
TATCATAATATATTAAATTTTATTACATTACAAATGAACACTTTTATTTATATTTAT
AAAAATATGAACTCCATACGATTATTATTATAATTATTATTATAATTAATAAAATT
AATATCATAATATATTATGTGGTATATTATATTATATATATATATATATATATTCTT
TTATAAAATTTATATTCTTCTTATTAAAATTAAAAAGGGAGCGGACTTTTAATTAT
ATTTAATTATAGTTTTTAATCATTGGTTGAGATTTCAAAATAAGGTATAATATTTAT
ATTATTCTTTAACAAATATTATATTATATTATAAAAAAAGATATAATATTTATATTA
TTCTTTAACAAATATTATATTATAAAAAAGATATAATATTTATATTTTTAATAATAA
CTCCTTTTAGGAATTTCCATTTAACCTTCAGCAGAGACTTTCTAATTATAATTATAT
ATATATAAATTTAAATACATTTATAAAAAAGTATAT
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AATATAATTATATTATATATAATAATATTATTAAATGAAGTATTCTTTATTATTAAT
TATAGGATATCTGGGGTCCATTAATAATTATTATTGTAAATAATAATAAGGACGTT
CAAACATTATCTAATTAATAAATATATAAATAATCATTAATAAATATATTAATAAT
TATTAATAAATATATAAATAATCATTAATAAATATATAAATAATATATTATATTAT
AAAAATATAATAATAATAATTTATTATTAAAATATAATAATTTATTATAAAAATAT
AATAATTTATTATAAAAATATAATAATAACTCCTTTCGGGGTTCACACCTTTATAA
ATAATAAATAATAAATAATAAATAATAAATAATAAATATTAGTATTCACTAATAT
AAAATAATAATTATAAAAATAATCATTATTAAAAATATTATTAATTATTAAATTAA
ATACAATTAATATAATTTAGTTGTTTATATAATTTTAAATAATGTTTATATCAATTT
AATAAAATTAAATTTATAGTTCCGGGGCCCGGCCACGGGAGCCGGAACCCCGAAA
GGAGTTTATCTATATATTATAATAACTATATGAATTTCATTATTAAAAATAATAAA
AATAAGGAATTTTAAT

Figure22 : Exemple d’une séquence chimeére écrite sous forme de chaine de caractére

On utilise le logiciel BLAST afin de confirmer que cette séquence n’existe pas sur les
banques.

La figure suivante représente 1’interface du logiciel BLAST.

Basic Local Alignment Search Tool
BLAST+ 2100 Is released - improved Composition based statistics.
BLAST linds regions of simdarity between biological sequences, The program M We have updated the SLAST process t improve the stabiity of BLAST resuits against
compares nucleotide of proten sequences to sequence databases and a Changes in the sumber of results requested
calculates the statistical sagrificance Loarn more s
Mon, 23 Dec 2019 160000 £57

FIGURE 23 : L’interface de logiciel BLAST

Nous introduisons la séquence chimere dans le programme BLAST (Basic Local
Alignement SearchTool), qui nous permet de retrouver rapidement dans des bases des
données, les séquences répertoriées ayant des zones de similitude avec cette séquence
chimere

Par conséquent, nous confirmons que cette séquence est une séquence chimere qui
n’existe pas parmi les séquences répertoriées.
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Figure 24. Présentation de pourcentage d’identité de la séquence chimere avec la
séquence naturelle dans le BLAST

Nous remarquons qu’il n’existe aucune ressemblance. Ceci confirme que la s€quence
génomique d’organisme eucaryote n’existe pas dans les banques.

Puis, nous exécutons notre logiciel sur cette séquence. Nous avons trouve que le logiciel
a bien défini les différentes parties de la sequence :

1- detection d adn, transcription

2-Detection du codant start

3-Les signaux promoteurs (la boite CAT, la boite GC, et la boite TATA).
4-Les régions codantes (Exons).

5-Les régions non codantes (Introns).

Enfin, ce résultat nous confirme que le logiciel développé est un logiciel qui permet de
faire I’annotation structurale des génomes des organismes eucaryotes et procaryotes méme
si elles n’existent pas naturellement et méme si elles n’avaient pas déja été. Donc, c’est
pourquoi méme que les banques des données sont incapables de nous donner une issue, le
logiciel donne une idée sur ’annotation des séquences génomiques et la détection de la
localisation précise des différentes régions d’une séquence d’ADN.
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Conclusion

cette these de master a été une ouverture de portail vers le développement
et l'apprentissage de la bioinformatique, c'est pourquoi nous avons fait de
notre mieux pour développer un programme qui permet de détecter les
différentes parties des génomes (les signaux promoteurs, les parties
codantes et non codantes) quel que soit des séquences d’ADN naturelles ou
des séquences d’ADN qui n’existent pas dans la nature (chimeére).

Les résultats obtenus par I’exécution du logiciel développé sont comparés
avec celles qui sont présentées dans les banques de données (GenBank)
afin de confirmer que le logiciel fonctionne correctement. il nous a assure
que nous étions sur la bonne voie en comparaison avec d'autres
programmes et banques

Et qui permet de faire I’annotation structurale des séquences.

Enfin, espérons que ce travail sera étendu dans d’autres projets pour
développer encore plus la recherche en bioinformatique.
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Annotation automatique d'une séquence d'ADN

Mémoire pour I’obtention du diplome de Master en Bioinformatique

Le séquencgage des génomes est aujourd’hui percu comme un exploit technologique qui pourrait
permettre, a terme, de guérir un grand nombre de maladies associées a des génes. Déterminer la séquence
complete d’un génome, c’est avant tout établir le catalogue des genes qui sont nécessaires a la survie et a la
reproduction d’un organisme vivant. Mais au-dela de ce catalogue, les projets de séquengage des génomes
peuvent nous conduire au cceur du vivant, a condition toutefois que nous puissions comprendre les relations
fonctionnelles entre les génes et/ou leurs produits.

L’informatique va donc jouer un role clé au cours des différentes étapes de I’étude des génomes qui
vont de l’acquisition a I’exploitation des données de séquences et a leur gestion « intelligente ». Cette
derniére importante facette recouvre le développement de bases de données de nature tres variée : les
séquences et leurs caractéristiques, les informations sur I’ensemble des transcrits ou des protéines exprimées
dans la cellule, les informations sur leurs interactions, ou encore sur les chemins métaboliques et les circuits
de régulations mis en ceuvre dans un organisme.

I’annotation d’un génome brut. Elle est destinée a donner une idée générale de la facon dont le
processus d’annotation est aujourd’hui conduit dans le cas des séquences d’organismes procaryotes et
eucaryotes mais aussi, et surtout, de montrer que le chemin est encore long avant que nous puissions
exploiter un jour pleinement toute I’information portée par ces longs textes génomiques

Nous avons suivi un processus de développement d’un logiciel pour mettre au point un logiciel qui a la
capacité de lire et de détecter les différents composants d’'une séquence d’ADN. Cette automatisation a été
implémentée dans le langage PYTHON. Le logiciel a été par la suite vérifié et validé. D’apres les résultats, on peut dire
gue notre logiciel posséde la capacité de détecter et trouver la localisation précise des génes et de différentes parties
sur la séquence de génome.

1 objectif dans ce mémoire est:

Le développement d’un modéle informatique qui permet de réaliser un programme
d’annotation structurale de toutes les séquences génomiques des organismes eucaryotes et procaryotes
et c’est pourquoi nous posons la question suivante :
comment on peut réaliser ’automatisation de cette opération ?

Mots-clefs : I'information génétique, ADN, logiciel, annotation, séquencage
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