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Une séquence génomique

TCCTGGCCTACATGTTCTTTGGCAAAGGATCTTCAAAATCAACGGCTCCCGGTGCGGCGATCATCCATTTCTTCGGCAGGGATTCACGAG
ATTTACTTCCCGTACATTCTGATGAAACCTGGCCCTGATTCTCGCAGCCATTGCCGGCGGAGCAAGCGGACTCTTAACATTACGATCTT
TAATGCCGGACTTGTCGCGGCAGCGTCACCGGGAAGCATTATCGCATTGATGGCAATGACGCCAAGAGGAGGCTATTTCGGCGTATTGG
CGGGTGTATTGGTCGCTGCAGCTGTATCGTTCATCGTTTCAGCAGTGATCCTGAAATCCTCTAAAGCTAGTGAAGAAGACCTGGCTGCC
GCAACAGAAAAAATGCAGTCCATGAAGGGGAAGAAAAGCCAAGCAGCAGCTGCTTTAGAGGCGGAACAAGCCAAAGCAGAGAAGCGTCT
GAGCTGTCTCCTGAAAGCGCGAACAAAATTATCTTTTCGTGTGATCCGGGATGGGATCAAGTGCCATGGGGGCATCCATCTTAAGAAAC
AAAGTGAAAAAGCGGAGCTTGACATCAGTGTGACCAACACGGCCATTAACAATCTGCCAAGCGATGCGGATATTGTCATCACCCACAAA
GATTTAACAGACCGCGCGAAAGCAAAGCTGCCGAACGCGACGCACATATCAGTGGATAACTTCTTAAACAGCCCGAAATACGACGAGCT
GATTGAAAAGCTGAAAAGTAATCTTATAGAAAGAGAGTATTGTCATGCAAGTACTCGCAAAGGAAACATTAAACTCAATCAAACGGTAT
CATCAAAAGAAGAGGCTATCAAATTGGCAGGCCAGACGCTGATTGACAACGGCTACGTGACAGAGGATTACATTAGCAAAATGTTTGAC
CGTGAAGAAACGTCTTCTACGTTTATGGGGAATTTCATTGCCATTCCACACGGCACAGAAGAAGCGAAAAGCGAGGTGCTTCACTCAGG
AATTTCAATCATACAGATTCCAGAGGGCGTTGAGTACGGAGAAGGCAACACGGCAAAAGTGGTATTCGGCATTGCGGGTAAAAATAATG
AGCATTTAGACATTTTGTCTAACATCGCCATTATCTGTTCAGAAGAAGAAACATTGAACGCCTGATCTCCGCTAAAGCGAAGAAGATTT
GATCGCCATTTCAACGAGGTGAACTGACATGATCGCCTTACATTTCGGTGCGGGAAATATCGGGAGAGGATTTATCGGCGCGCTGCTTC
ACCACTCCGGCTATGATGTGGTGTTTGCGGATGTGAACGAAACGATGGTCAGCCTCCTCAATGAAAAAAAAGAATACACAGTGGAACTG
GCGGAAGAGGGACGTTCATCGGAGATCATTGGCCCGGTGAGCGCTATTAACAGCGGCAGTCAGACCGAGGAGCTGTACCGGCTGATGAA
TGAGGCGGCGCTCATCACAACAGCTGTCGGCCCGAATGTCCTGAAGCTGATTGCCCCGTCTATCGCAGAAGGTTTAAGACGAAGAAATA
CTGCAAACACACTGAATATCATTGCCTGCGAAAATATGATTGGCGGAAGCAGCTTCTTAAAGAAAGAAATATACAGCCATTTAACGGAA
GCAGAGCAGAAATCCGTCAGTGAAACGTTAGGTTTTCCGAATTCTGCCGTTGACCGGATCGTCCCGATTCAGCATCATGAAGACCCGCT
GAAAGTATCGGTTGAACCATTTTTCGAATGGGTCATTGATGAATCAGGCTTTAAAGGGAAAACACCAGTCATAAACGGCGCACTGTTTG
TTGATGATTTAACGCCGTACATCGAACGGAAGCTGTTTACGGTCAATACCGGACACGCGGTCACAGCGTATGTCGGCTATCAGCGCGGA
CTCAAAACGGTCAAAGAAGCAATTGATCATCCGGAAATCCGCCGTGTTGTTCATTCGGCGCTGCTTGAAACTGGTGACTATCTCGTCAA
ATCGTATGGCTTTAAGCAAACTGAACACGAACAATATATTAAAAATCAGCGGTCGCTTTTAAAATCCTTTCATTTCGGACGATGTGACC
GATTGAAAAGCTGAAAAGTAATCTTATAGAAAGAGAGTATTGTCATGCAAGTACTCGCAAAGGAAACATTAAACTCAATCAAACGGTAT
CATCAAAAGAAGAGGCTATCAAATTGGCAGGCCAGACGCTGATTGACAACGGCTACGTGACAGAGGATTACATTAGCAAAATGTTTGAC
CGTGAAGAAACGTCTTCTACGTTTATGGGGAATTTCATTGCCATTCCACACGGCACAGAAGAAGCGAAAAGCGAGGTGCTTCACTCAGG
AATTTCAATCATACAGATTCCAGAGGGCGTTGAGTACGGAGAAGGCAACACGGCAAAAGTGGTATTCGGCATTGCGGGTAAAAATAATG
AGCATTTAGACATTTTGTCTAACATCGCCATTATCTGTTCAGAAGAAGAAACATTGAACGCCTGATCTCCGCTAAAGCGAAGAAGATTT
GATCGCCATTTCAACGAGGTGAACTGACATGATCGCCTTACATTTCGGTGCGGGAAATATCGGGAGAGGATTTATCGGCGCGCTGCTTC
ACCACTCCGGCTATGATGTGGTGTTTGCGGATGTGAACGAAACGATGGTCAGCCTCCTCAATGAAAAAAAAGAATACACAGTGGAACTG



Un génome « annoté »
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Prédiction par homologie / ADNc
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- identification des exons par alignement
- localisation fine des sites d'épissage
prog. spécifiques : SIM4, Est2genome, Spidey

- Alignement aussi des UTRs
=> identification de la région traduite ?

- ADNc complet ? => structure complete ?



Prédiction par homologie / ESTs

Vraie structure : 3 genes

Alignements avec ESTs

Prédiction

3 génes =+/- OK




Prédiction par homologie / ESTs

Vraie structure : 3 genes

Alignements avec ESTs

Prédiction

4 genes, 2 « éclatés », 1 raté



Prédiction par homologie / ADNg

Utilisation des génomes modeles séquencés
Homme <= souris / Fugu / Zebrafish
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- UTR et introns peuvent étre conservés
- il y a des parties de séquence codantes non conservées
- structure des genes pas nécessairement conservée



Bilan sur la prédiction par homologie

LA meilleure facon de faire de |'annotation |
Basée sur de « vraies » données biologiques

Identification des familles de genes
Informations sur épissage alternatif, polyA alternatif

Informations sur conditions d'expression : niveau, lieu
Fonction potentielle

Les limites
Qualité des séquences (ESTs)
Structure souvent incomplete

Pas toujours de données... 40-50% de genes sans homologues



Prédiction ab initio ou pure
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nominal overlap with Streptomyces coeslicolor cosmid SCBACZOFG

previously sequenced DHNZ fragment. EMBL:HEGZ373 S.coelicolor gene
PE0116Z2 Quincne oxidoreductasze / zeta-crystallin signature
previcusly sequenced DNA fragment. EMEL:H558833.1 S5.coeslicolor b
BCBACZ8G1 .02, actval, probable integral membrane protein, len: 5

SCBACZ58G1 .03, actVaZ, hypothetical protein, len: 131 aa; identic

P XTI T
WD LD T D D B = i L)

SCBACZ8G1 .04, actWai, hvpothetical protein, len: 281 aa; identic

BCBACZ8G1 .01, possible oxidoreductase, previously sequenced as O



Les pré-requis pour la prédiction ab /nitio
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Les pré-requis pour la prédiction ab /nitio
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Les pré-requis pour la prédiction ab /nitio

Compositions
exons et infrons
différentes :
usage codons,
taux en GC,
hexameres, ...

Chaine

—_— : polypeptidi
Mem,br_anf que
nucléaire




Le principe de la prédiction ab /nitio

A Méthodes
=0 O probablistes
M ";_‘_‘ (HN\M, IMM, ML)
— -~ Intelligence
@ﬁb o i[m artificielle (NN)
Classification v U
%, (LDA, QDA, SVM)
% - Matrices de fréq,
A= Consensus
& @
des exemples = méthode un
jeu d ‘apprentissage d'analyse modele

Mathé et al. (2002), Nucleic Acids Research, 30 (19) : 4103-4117



Niveau exon

Niveau exon

FGENESH
GeneMark.hmm
Genie

Genscan

Morgan
MZEF

GeneMark.hmm
Genscan
GlimmerA

EuGene+
MZEF

Sensibilité

6/
53
/1
70

46
58

Sensibilité

83
63
67

90
45

Spécificité

67
54
70
70

41
59

Spécificité

78
69
67

90
47

Evaluation de quelques programmes

Séquences mammiferes

Sensibilité = proportion du codant bien prédit
Spécificité = proportion de prédictions correctes

Rogic et al. (2001) Genome Research, 11: 817-832

Séquences Arabidopsis

Sensibilité  Spécificité

S FGENESH 57 55
“Sy GeneMark.hmm 41 37
g Genscan 17 19
g GlimmerA 30 19
Z

EuGene+ 78 70

Schiex et al., en préparation



Les limites des méthodes actuelles

- Limite entre 2 genes

I e RS

- Ce ne sont pas des programmes génériques,
c'est a dire pas adaptés a tous les organismes

- Cas limites : grands génes (2,4 Mb Dystrophine)
grands introns (100 kb)
petits exons (3 b)

- on ne (re)trouve que ce qu'on connait...

- Situations biologiques complexes :
- site d'épissage non canoniques
- épissage alternatif, polyA alternatif
- genes polycystroniques
- genes dans des genes




Annotation fonctionnelle

cell adhesion (577, 1.9%)

miscellancous (1318, 4.3%)
viral protein (100, 0.3%)
transfer/carrier protein (203, 0.7%)

transcription factor (1850, 6.0%)

nucleic acid enzyme (2308, 7.5%)

signaling molecule (376, 1.2%)

receptor (1543, 5.0%)

kinasc (868, 2.8%)
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select regulatory molecule (988, 3.2%)

transferase (610, 2.0%)
synthase and synthetase (313, 1.0%)
oxidoreductase (656, 2.1%)
lyase (117, 0.4%)
ligase (56, 0.2%)
isomerase (163, 0.5%)
hydrolase (1227, 4.0%)

chaperone (159, 0.5%)
cytoskeletal structural protein (876, 2.8%)
extracellular matrix (437, 1.4%)
immunoglobulin (264, 0.9%)
ion channel (406, 1.3%)
motor (376, 1.2%)
structural protein of muscle (296, 1.0%)
protooncogene (902, 2.9%)
select caleium binding protein (34, 0.1%)
intracellular transporter (350, 1.1%)

transporter (533, 1.7%)

GO categories

molecular function unknown (12809, 41.7%)

Panther categories

Science (2001): 291 (5507): 1304-51




Annotation fonctionnelle

MZEORFG: 1 I LNSPDRACNLAKQAFDEAISELDSLGEESYKDSTL IMQLLXDNLTLWTSDTNEDGGDE 59
I N+P++AC LAKQAFD+AI+ELD+L E+SYKDSTLIMQLL DNLTLWTSD ++ =
BOV1433P: 186 1QNAPEQACLLAKQAFDDAIAELDTLNEDSYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDQQDEEAGE 244

Score = 87.4 bits (213), Expect = le-17

LOCUS BOV1433P 1696 bp mMRNA linear MAM 26-APR-1993

ACCESSION  JO3868

LOCUS MZEORFG 187 bp MRNA linear PLN 01-FEB-2001



De l'annotation a la séquence

LTS
DEFIMITICHN

ACCEISICHN
VERSTON
EEYWORDS
SOURCE

ORGANTSM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURIAL

COMMENT

APQOOZ99 154130 bp DA linear PLM Z1-MAR-Z2002
Dryza Sativa (Japonica cultivar-group)] genowmwic DHA, chromosome 6,
clone:POS3SGOE.,

APOOOZ99

APOOOS99.,1 GI:5503242

Dryza Sativa (Japonica cultivar-group)] (cultivar:Nipponbare) DNA,
clone:POS3SGOE.,
Dryza sSativa (Japonica cultivar-group)

Eukarvyota; Viridiplantae;: Streptophvta; Enbryvophvta; Tracheophvta:
Spermatophvta:; Magnoliophyta: Liliopsida: Poales: Poaceas:
Ehrhartoidesae; QOryzeas; QOryza.

1 [bases 1 to 154180)

Sasaki,T., Matsumwoto,T. and Yamamoto, K.

Direct Submission

Submitted [(25-4AU0G-1993) Takuli Sasaki, National Institute of
Agrobhiological Resources, Rice Genome Research Programm; Kannondai
2-1-2, Tsukuba, Iharaki 305-8602Z, Japan
(E-mail:tsasakiflabr.affre.go.jp, URL:http://rop.dna.affre.go. jpd,
Tel:51-295-35-74431, Fax:51-295-35-7465)

The orientation of the =sequence iz from TV tao ZIF6 of the PLAC clone.
Fenes were predicted from the integrated results of the

following: GEN3CAN1.O, EBELAZTNZ.O, EBLAZTE:Z.O0 as well as
SplicePredictor [(Octobherl385 wersion) . The genomic sequence was
searched against the non-redundant database NEF (PIR, SWIZZPROT,
FENPEPT, PLDE) from MAFF DNihank and the cDNA sequence databhase at
EZP. Protein similarities of the coding regions were =searched
against NEF with BLAZTPZ.0. E3Ts represent the identified cDMAL
sequences using BLASTHN1.4 with the corresponding DDEJ accession no.
and RGP clone ID.




De l'annotation a la séquence

comp lement (10650, .10556)

Fnoce="E3Ts AUOTS033 (RO160),D23790(R0O160) correspond to a
region of the predicted gene.

hypothetical protein™

foodon start=1

fprntein_id="31183553.1"

fdb xref="GI:5803243"
ftranslation="MLILEVGIVLLFFTLLVAPVERMVELVOELQRINLVVACDRIRE
GERPPTFGEVLSRLDELDSATVIVS

comp lement (jJoin (13526, .14940, 15015, .15165) )

Fnoce="3imilar to hexose carrier protein HEXA ERCCHCP 1
[oo7g4z23)"

focodon start=1

/protein id="EBAALS3554.1"

fdb_xref="GI:5803244"
Ftranslation="MAVGVVAGVESOERRGGGAGTGRV TAFVVLACVTAGMGGVIFGY
DIGIAGEVSSMEPFLEEFFPEVHREMEGDYV RSN Y CEFDSOLLTAFTSSLYVWAGLLTT
FALASRVTAGRGREPSMLLGGAAFL AGAAVGGASVD ITMVILGEVLLGVGLGE ANOLVE
LYLEEMAPSRURGAFENGF OL VGV GAL AANVINYGTERIRGGWGWEVILAL AAVE A
LLTLGALFLPETFNSL IGEVERCDVEQLLEKIRGADDVADELD TIVALANS ATAGTG
GECLLMLLTORRYRPOLAMAVHIPFF OOV TGINATAF YAPVLLETIGHGESASLLI AV
VTGV GATLLSMFAVD RFGRETLFLAGGAONLASOVL IGGIMAAKL G DDGEVERAW
BAALILLIAAYTVAGF S WGPLGULYFSEVFPLEVRES MGV TV ATSFVF TVFVLAQLF
LAMLCRMRAGIFFFFAAWLAAMTAFVYLLLPETEGVEP IEEVAGYVITRGHWEF WS RV GGD
GEEEERNMNGGEL"™

cowp lewent (Join (16352 . . 16617,17437..174858, 18513 . .19025) )
fnote="hypothetical protein®™

foodon start=1

fprntein_id="31183555.1"

fdb xref="GI:5803Z45"

Ftranslation="M3IHLRAHAFAASPLEGLIAS TAAVIPIAAADALESLLDAGAGA
LD AHPHPHPHLEEILPFRRGRPLARSYDSPPPPALALALAPPPPPAWELAWLPPARVE
DVPEDAFVFLGAHGEEEGEE A LAY WAVD VS ERDGEGAGD G AFVDLETLMVATDWEDE
DAMGDLATAGHPGESLEEAVRRETHEETD AQWHSREDVEEALTF AEYEKAQRTHAL KWV




Finalement : info ou intox ... ?

Info ll
Evaluation du nombre de génes des génomes
Des erreurs sur le « détail » : plus des 3/4 exons OK

En attendant mieux...

Facilite et accélere I'étude expérimentale des genes
= Design amorces PCR
— Sondes pour puces a ADN

Mais ... il faut garder un regard critique...

Lire l'origine de l'annotation
Banque TrEMBL ou GenPept
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