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Recherche des régions codant pour des protéines chez les procaryotes PAUL SABATIER L

e recherche des ORFs (Open reading frame)

e recherche des unités de traduction. Méme si les genes sont co-transcrits, ils
sont en général traduits de facon indépendante (recherche des Shine Dalgarno
en 5' du codon initiateur). Permet d’identifier le « bon » codon initiateur.

e recherche des unités de transcription. Chez les procaryotes, certains genes
sont co-transcrits donc recherche de la structure en opérons (promoteurs et

terminateurs de transcription)

Recherche des régions codant pour des protéines chez les eucaryotes

* recherche de la structure en exon/intron du géne
e recherche des 5’UTR et 3’ UTR
e recherche des promoteurs et des sites de polyadénylation



Recherche des régions codant pour des protéines chez les

procaryotes
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Une méthode naive : ORFfinder (NCBI)  (©)70isiaci o

Recherche les phases ouvertes de lecture, les ORFs, dans les 6 cadres de lecture
(les 3 cadres du brin direct et les 3 cadres du brin complémentaire).

Attention probleme de sémantique :
Alors qu'une ORF est normalement définie entre deux codons stop

Stop|XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXF stop

n codons
Dans ORF Finder, elle est définie entre un codon start et un codon stop

ATG|XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXF stop

n codons

On considere en général que les ORFs supérieures a 100 codons (300 pb) comme
étant potentiellement codantes (analyse statistique a montré que bien que des genes
de taille inférieure a 100 codons existent, la majorité des petites ORFs étaient des

faux positifs).



>BS 1-8301

tttcgaggaaaatgtgcaataaccaactcatttcccgggcaattccgecg
gttccgaatgatacgaacaactgagactgagccgcaaatggttcagtcett
tttacatggcagccagagggctttgtgcacttgacatttgtgaaaaagaa
agtaaaatattttactaaaacaatgcgagctgaataatggaggcagatac
aatggcgacaattaaagatatcgcgcaggaagcgggattttcaatctcaa
ccgtttcccgcecgttttaaataacgatgaaagcecctttectgttectgatgag
acacgggagaaaatctatgaagcggcggaaaagctcaattaccgcaaaaa
aacagtaaggccgctggtgaaacatattgcgtttttatattggctgacag
ataaagaagaattagaagatgtctattttaaaacgatgagattagaagta
gagaaactggcgaaagcattcaatgtcgatatgaccacttataaaatagc
ggatggaatcgagagcattcctgaacatacggaagggtttattgcecgtcg
gcacattttcagatgaagagctggctttcctcagaaatctcactgaaaac
ggcgtgttcatcgattcaactcctgatcccgatcattttgactcggtaag
gcccgatttggcacaaatgacaaggaagacggtaaacatcctgactgaga
aggggcataagagcatcggttttatcggcggcacatacaaaaatccgaat
accaatcaggatgaaatggacatccgtgaacaaaccttcagatcctatat
gagggaaaaagccatgctggacgagcgctatattttctgtcatcgeggat
tctctgtagaaaacggctaccgcctgatgtcagcagcgatcgacacatta
ggcgatcagcttccgactgcecttttatgattgcagcggacccgattgcagt
gggctgtctgcaagccctgaacgaaaaaggaattgccataccaaacaggg
taagcattgtgagtatcaacaacatcagcttcgcgaagtatgtctcgect
cctctgacgacgtttcatattgatatacatgaattatgtaaaaacgctgt
tcaattactgcttgaacaagtgcaggacaagagaagaacggtaaaaacat
tatatgtgggcgcagaattaatcgtcaggaagagtatgaattaaggatga
cttaggacactaagtcattttttatttaggtaaaaaaatttactctatga
agtaaatagtttgtttacacattttctcaggcatgctatattatctttaa
agcgctttcattcctaccgaaagggtgacaatcaatgaaaatggcaaaaa
agtgttccgtattcatgctctgcgcagectgtcagtttatccttggegget
tgcggcccaaaggaaagcagcagcgccaaatcgagttcaaaagggtcaga
gcttgttgtatgggaggataaagaaaagagcaacggcattaaagacgctg
tggctgcatttgaaaaagagcatgatgtgaaggtcaaagtcgttgaaaaa
ccgtatgccaagcagattgaagatttgcgaatggatggaccggccggcac
aggccctgacgtgttaacaatgccaggggaccaaatcggaaccgctgtca
cggaaggattactcaaggaattacatgtcaaaaaagacgttcaatcactt
tatactgacgcttccattcagtctcaaatggtagatcaaaagctttatgg
actgccaaaagcggtcgaaacgactgtgcttttttacaacaaagatctca
tcacagaaaaggaattgcccaaaacgctggaagagtggtacgactattcc

Exemple traité : fragment de
8300 pb du génome de Bacillus

subtilis
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Open Reading Frame Finder

ORF finder searches for open reading frames (QRFs) in the DNA sequence you enter. The program returns the range of each ORF, along with its
protein translation. Use ORF finder to search newly sequenced DMA for potential pretein encoding segments, verily predicted protein using newly
developed SMART BLAST or regular BLASTP.

This web version of the ORF finder is limited to the subrange of the query seguence up to 50 kb long. Stand-alone version, which doesnt have 0 R F f - d
query sequence length limitation, is available for Linux x84, l n e r

Examples (click to set values, then click Submit button) :

» NC_011604 Saimonella enterica plasmid pWES-1; genetic code: 11; 'ATG" and alternative initiation codons; minimal ORF length: 300 nt
= NM_0DD059; genetic code: 1, start codon: "ATG only”, minimal ORF length: 150 nt

—— Enter Query Sequence

& Enter accession number, gi, or nucleotide sequence in FASTA format:

>BS 1-8301 @ UNIVERSITE
tttcgaggaaaatgtgcaataaccaactcattteccc caattccgeceggttccgaat "’ TOULOUSE I
9299 9t9 999 geegg g 9 PAuL SABATIER izt

atacgaacaactgagactgagccgeaaatggttcagtctttitacatggeagocagagag

ctttgtgcactigacatttgtgaaaaagaaagtaaaatattitactaaaacaatgcgage N
tgaataatggaggcagatacaatggegacaattaaagatatcgogcaggaagegggattt
tcaatctcaaccgtitcccgogtittaaataacgatgasagectttctgttcctgatgag
acacgggagaaaatctatgaagcggcggaaaagotcaattaccgcaaaaaaacagtaagg
ccgotggtgaaacatattgogtttttatattggetgacagataaagaagaattagaagat
gtctattttaasacgatgagattagaagtagagaaactggcgaaageattcaatgtcgat
atgaccacttataaaatagcggatggaatcgagageattcctgaacatacggaagggttt
attgccgtoggeacattttcagatgaagagetggotttoectcagaaatctcactgaaaac

»

9 om: :] To: [ :]

—— Choose Search Parameters

2] Minimal ORF length (nt): | 300 w

L2 Genetic code: | 1. Standard T

& ORF start codon to use:

O a1 ony
@ "ATG"™ and alternative initiation codons

O Any sense codon

L lgnore nested ORFs: ﬁ

—— Start Search | Clear

Submn] I Cmar]




Résultat de ORFfinder : ORFs de plus de 300 pb

Options : - ATG only , umivERsITE
- Ignore nested ORF pas coché PAUL SABATIER i

Open Reading Frame Viewer Help

Sequence
ORFs found: 7 Genetic code: 1 Start codon: "ATG only

5 21- | Find: lacp al @, A = A& Tools ~ | ff Tracks - 2 7 -

[ Lk |1.508 |2 k |50 [2 & [z.50a |

!

L |7 K |7 50

(U) ORFfinder 9.6.174139628 ] (0|
ORFz T I ORFE

ORF1 ORF< |
ORFS
1 |5 1K |1.5@8 |2 K 2508 |2 K |2.50@ |4 K |4 5 |7.568 R
1: 1..8.3K (8.3Kbp) /" ¥ Tracks shown: 2/5
Six-frame translation...
ORF6 (GB6 a) Display ORF as... Mark Mark subsét..  Marked: 0 | Download markedset | as | Protein FASTA
=Llcl |DRFE Label Strand F Start St Length (nt
MSKLEKTHVTKAKFMLHGGDYNPDOWLDRPDILADDIKLMKLSHTNTESY o rame “r ength (nt | aa)
GIFAWSALEPEEGVYQFEWLDDIFERIHSIGGRYILATPSGARPAWLSOT ORF& o 3 4773 6833 2061 | 686
YPEVLRVNASRVKQLHGGRHNHCLTSKVYREKTRHINRLLAERYGHHPAL !
LMWHISNEYGGDCHCDL CQHAFREWLKSKYDNSLKTLNHAWWTPFWSHTF ORF2 . 1 RR3E 8202 1365 | 454
NDWSQIESPSPIGENGLHGLNLDWRRFVTDOTISFYENEIIPLKELTPDI
PITTNFMADTPDLIPYQGLDY SKFAKHVDATISWDAY PYWHNDWESTADLA ORE3 + k] 1335 2600 1266 | 421
MKVGFINDLYRSLKQOPFLLMECTPSAVNWHNVNKAKRPGMNLLSSMOMI
AHGSDSVLYFOYRKSRGSSEKLHGAYVVDHDNSPENRVFOEVAKVGETLER ORF4 + 3 2778 3806 1119 | 372
LSEVVGTKRPAOTAILYDWENHWALEDAQGFAKATKRYPOTLOOHYRTFW
EHDIPVDVITKEODFSPYKLLIVPMLYLISEDTVSRLKAFTADGGTLVMT ORF1 4 1 187 1194 1008 | 335
YISGVVNEHDLTYTGGWHPDLOAIFGVEPLETDTLYPKDRNAVSYRSOTY
EMKDYATVIDVKTASVEAVYQEDFYARTPAVTSHEYQOGKAYFIGARLED ORFS 4 3 2900 4751 852 | 283
QFQRDFYEGLITDLSLSPVFPVRHGKGVSYOARGDODNDY IFVMNFTEEK
OLVTFDOSVEDIMTGDILSGDLTMEKYEVRIVYNTH ORF7 . 3 6117 5770 348 | 115
ORF& Marked set (0)
SmartBLAST SmartBLAST best hit titles... &)

BLAST | BLAST |



Résultat de ORFfinder : ORFs de plus de 300 pb

Options : - ATG and alternative initiation codons ggg,{sg'f,g'g.ﬁ
s AUL SABATIER &
- Ignore nested ORF coché

Open Reading Frame Viewer Help
Sequence
QORFs found: 7 Genetic code: 1 Start codon: 'ATG" and alternative codons Nested ORFs removed
D 21| Fine Meped @ W I A Tools - | g Tracks - @ D -

!

|5ae [LE ENLER OREG &

[1.50E |2 k |2.5a [z & |2.50@

|& 5

|7 K

|7 5

8,314

(U} ORFfinder_9.6.18937178 ] CH|
orF: T e S ORFE

ORFL B ORFF ORF4
ORFS
1 | S [LK |15 |2k 2508 [z |3.500 4 K |+.588 |7 5 | =g
1: 1..8.3K (B.3Kbp) /" 4§ Tracks shown: /8

Six-frame translation...

ORF6 (686 aa) Display ORF as... Mark Mark subset..  Marked: 0 | Download marked set | as | Protein FASTA
>1c1|ORF6
MSKLEKTHVTKAKFMLHGGDYNPDOWLDRPDILADDIKLMKLSHTNTESY  o0¢ strand Frame Start Stop Length (nt | aa)
GIFAWSALEPEEGVYOFEWLDDIFERIHSIGGRVILATPSGARPAWLSOT ORFG + 2 4773 6833 2061 | GBE
YPEVLRVNASRVKOLHGGRHNHCLTSKVYREKTRHINRLLAERYGHHPAL |
LMWHISNEYGGDCHCDLCQHAFREWLKSKYDNSLKTLNHAWWT PEWSHTF ORF2 n 1 5835 8202 1368 | 455
NDWSQIESPSPIGENGLHGLNLDWRRFVTDOTISFYENEIIPLKELTPDI
PITTNFMADTPDLIPYOGLDYSKFAKHVDAISWDAYPYWHNDWESTADLA ORE3 . 3 1335 2600 1266 | 421
MKVGFINDLYRSLKQOPFLLMECTPSAVNWHNVNKAKRPGMNLLSSMQMI
AHGSDSVLYFOYRKSRGSSEKLHGAVVDHDNSPKNRVFOEVAKVGETLER ORE4 + 3 2861 2896 1936 | 411 Y
LSEVVGTKRPAQTAILYDWENHWALEDAQGFAKATKRYPQTLQQHYRT : ATG onIy : début 2778
EHDIPVDVITKEQDFSPYKLLIVPMLYLISEDTVSRLKAFTADGGTLVMT ORFL " 1 187 1154 1008 | 335
¥ ISGVVNEHDLTYTGGWHPDLOAIFGVEPLETDTLYPKDRNAVSYRSQIY
EMKDYATVIDVKTASVEAVYOEDFYARTPAVTSHEYQOGKAYFIGARLED ORFS . 3 3000 4751 852 | 283
OFQORDFYEGLITDLSLSPVFPVRHGKGYSVOARODQDNDY IFVMNFTEEK
QLYTFDOSVEDIMTGDILSGDLTMEKYEVRIVYNTH ORF7 - 2 1681 1286 396 | 131 Pas trouvé ATG only
ORF6 Marked set ( 0)

SmartBLAST SmartBLAST best hit titles... @)

BLAST | BLAST |
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Résultat de ORFfinder : ORFs de plus de 150 pb UNIVERSITE

Options : - ATG only
- Ignore nested ORF pas coché

Open Reading Frame Viewer Help
Sequence
ORFs found: 20 Genetic code: 1 Start codon: 'ATG' only
9 1~ | Find: N[ =N =S O (= A Tools ~ | ff Tracks - & 7 -

!
B
(U) ORFfinder 9.6.18827948

B orF2o ORFE EE orFis B orFis ORFS

|EBB |1 4 |1_.EBB |2 4 |2,SEB

|3 4 |3_.EBB |8,588 |? K |?,SBB

8,31q

b2

: ORFS DORF11
O ORF17 ORF7 ORFL4 ORF12 ORF4

ORF12 ORFz ORFE orRF: I
orRFiz W ORFiZ
ORFi@
L 5o LK |L5@ |2 k |2.5ee [2 K [2.5ee 4 K |4.5me |5 K |5.500 |5 K |5.50 |7 K |7.500 R
1: 1..8.3K (8.3Kbp) /' ¥ Tracks shown: 27
Six-frame translation...

ORF9 (586 aa) Display ORF as... Mark Mark subset... Marked:0 | Download marked set | as l Protein FASTA » ‘
>1cl|ORF9
MSKLEKTHVTKAKFMLHGGDYNPDQWLDRPDILADDIKLMKLSHTNTESY % S s i Stop Length (nt | aa)
GIFAWSALEPEEGVYQFEWLDDIFERIHSIGGRVILATPSGARPAWLSOT RF9 n 6833 2061 'y
YPEVLRVNASRVEQLHGGRHNHCLTSKVYREKTRHINRLLAERYGHHPAL o 3 arrs | 688 B
LMWHISNEYGGDCHCDLCOQHAFREWLKSKYDNSLETLNHAWWTPFWSHTF 6838 1365
NDWSOIESPSPIGENGLHGLNLDWRRFVTDOTISFYENEIIPLKELTPDI ORF4 * 1 8202 1454
PITTNFMADTPDLIPYQGLDYSKFAKHVDAISWDAYPYWHNDWESTADLA ORFE . 3 1335 2600 1266 | 421
MEVGFINDLYRSLKQOPFLLMECTPSAVNWHNVNKAKRPGMNLLSSMOMI
AHGSDSVLYFOYRKSRGSSEKLHGAVVDHDNSPKNRVFOEVAKVGETLER DRF7 + 3 2778 2806 1119 | 372
LSEVVGTKRPAQTAILYDWENHWALEDAQGFAKATKRYPOTLQOHYRTFW
EHDIPVDVITKEODFSPYKLLIVPMLYLISEDTVSRLKAFTADGGTLVMT ORF1 . 1 187 1194 1008|335
Y¥ISGVYNEHDLTY TGGWHPDLOATFGVEPLETDTLY PKDRNAVSYRSOIY
EMKDYATVIDVKTASVEAVYQEDFYARTPAVTSHEYQOGKAYFIGARLED ORF8 + 3 3900 4751 852 | 283
OFQRDFYEGLITDLSLSPYFPVRHGKGVSVOARODODNDY IFVMNFTEEK
QLVTFDOSVEDIMTGDILSGDLTMEKYEVRIVVNTH ORF18 - 3 6117 5770 348 | 115

ORF14 - 2 4627 4349 27992

ORF15 - 2 3652 3401 25283

noc11 'l AR TITE TR >
ORF9 Marked set (D)

SmartBLAST SmartBLAST best hit titles... &

BLAST | BLAST |



Limites d'ORFfinder (@)eiictic

* Seul critere la taille, mais tous les ORF ne sont pas des régions codantes (Coding
Sequence : CDS) quand ils sont de petites tailles.

* Probleme d’identification du « vrai » codon initiateur car plusieurs possibilités en
fonction du choix « ATG » ou « codon initiateur alternatif », GTG et TTG chez les

bactéries avec comme fréquence 13% et 9% chez Bacillus subtilis par exemple.

* ne prend pas en compte le biais de l'utilisation des triplets existant dans les phases
codantes car structurées en codons.

Utilisation de méthode statistique
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Biais des codons chez les bactéries

Prise en compte du biais de I'utilisation des triplets existant dans les phases codantes par rapport
aux régions non codantes car structurées en codons.

Biais dans l'utilisation des codons dus a :
* |a différence de fréquence des acides aminés (Leu plus fréquent que Trp par exemple)
e |a dégénérescence du code génétique (61 codons -> 20 aa)

e pour un acide aminé donné, certains codons peuvent étre plus fréquemment utilisés que
d’autres. Ces préférences varient en fonction :

e |a composition en bases de I'organisme (riche ou pauvre en C+G) : usage du code
différent

e du taux d'expression du gene : il a été montré chez E. coli que les genes fortement
exprimés utilisaient préférentiellement certains codons correspondant aux ARNt les
plus abondants dans la cellule (efficacité de la traduction, coadaptation
codons/ARNt. (Calcul du Codon Adaptation Index (CAl) pour prédire géne fortemnt
exprimé ou pas)



Exemples d’usage des codons chez les bactéries

GC% 2¢™e pos. | GC% 3™ pos.

GC% 1¢'¢ pos.

Espéce GC% codant codon codon
codon
Synechocystis sp. 48.25 55.82 39.74 49.19
Streptomyces coelicolor 72.30 72.67 51.39 92.83
Escherichia coli
0157-H7 51.54 58.44 41 55.17
Bacillus subtilis 44.36 52.10 36.08 44.91

UNIVERSITE
TOULOUSEI
PAuL SABATIER it

codon % S. sp. (cyano) % S. coelicolor % E. coli % B. subtilis
Gly GGG 0.24 0.19 0.164 0.16
Gly GGA 0.18 0.075 0.123 0.315
Gly GGT 0.27 0.096 0.331 0.187
Gly GGC 0.31 0.64 0.382 0.337
Glu GAG 0.264 0.846 0.325 0.32
Glu GAA 0.736 0.154 0.675 0.68
Asp  GAT 0.646 0.05 0.631 0.636

Asp  GAC 0.354 0.95 0.369 0.364



Modele de la structure en isochores chez les vertébrés

Isochores : régions > 300 kb homogéene dans sa composition en bases

UNIVERSITE
TOULOUSEIII
PAauL SABATIER Uil

5 types d’isochores en fonction de leur pourcentage en G+C (2 légers et 3 lourds)

Isochore %C+G % total genomic DNA Nombre de génes/ Mb
L1+L2 33%-44% 62 %
H1+H2 44%-51% 31% 50
H3 51%-60% 3-5%
30
Gene Map of The Human Major 10
@GeneType Histocompatibility Complex

The MHC Sequency Consortium

Extended
Class I1I Classical Class 11 Class I1

' * P i1 Gene
B jial i 8 V1 i 88 w1 Loci

fe
-

Vi UG E g g qieg; lgene

i ,‘,75 HER G L1 U ]i!! 11
3 g n i

|

50%

/"’Mﬂ"\
o’ N :==‘_/~\,f\,./ﬂv o

L L L L 1 L L L L 1 L 1 L L 1 L ] 1
2000 2500 3000 3500 size (kb)

L1+L2 H1+H2 H3

MHC locus (3.6 Mb) (The MHC sequencing

consortium 99)
e Class |, class Il (H1-H2 isochores): 20 genes/Mb,

beaucoup de pseudogenes
e Class lll (H3 isochore): 84 genes/Mb, pas de

pseudogene



CDS, GC%

R85 2 885 3

Modele de la structure en isochores chez les vertébreés

@
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Extrait de Bernardi, 2000, Gene, 241 3-17
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Correlation between GC levels of human coding
sequences and :

(a) the GC levels of the large DNA fragments in
which sequences were localized, or

the GC levels of the corresponding introns
(top frames).

(b)

The bottom frames show the correlations between
GC; of human coding sequences and

(c) the GC levels of the DNA fractions in which the
genes were localized (filled circles) and of 3’
flanking sequences further than 500 bp from the
stop codon (open circles; the solid and the broken
lines are the regression lines through the two sets
of points); or

(d) GC,;+GC, values of human sequences.
Diagonals (unity slope lines) are also shown



Recherche des régions codant pour des protéines

. ’ o o 7 ge . x UNIVERSITE
Fonctionnement schématique d’un logiciel de prédiction de génes TOULOUSE Ili

PAuL SABATIER it

Séquence génomique

l l l MESURES

Informations
de type contenu/ signal/ similarité

\ J
l INTEGRATION
Modele
de structure de genes
l ALGORITHME
Prédiction

de la structure optimale




Méthode statistique JSSLS%EEE";
Traitement de lI'information de type contenu

Utilisation de méthodes statistiques prenant en compte ces biais d'utilisation
des codons. Plus réecemment avec 'augmentation des données pour établir les
systemes de référence, prise en compte de la composition en hexanucléotides

(mots de longueur 6).

Les méthodes statistiques couramment utilisées :
e Modeles de Markov
e Modeles de Markov interpolés (IMM)
e Modeles de Markov caché (HMM)



Modele de Markov : Présentation de GeneMark
(Borodovsky et al., Nucleic Acids Res.,22,4756-67) UN,VERS,TE
TOULOUSE Il
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La méthode repose sur le modele probabiliste suivant appelé modele de Markov:

Hypothése 1: La probabilité d'observer une base a une position donnée dépend :
» Régions non codantes
v des bases précédant cette position
v" modélisé par un modeéle de Markov homogéne

» Régions codantes
v des bases précédant cette position
v’ de sa localisation dans le codon
v" Modélisé par un modéle de Markov non-homogéne 3-périodique
(construction de 3 modeles différents un par position)

Hypothese 2: Une région particuliere ne peut étre que dans un des 7 états suivants:
e 1.codant en phase 1 sur le brin direct

codant en phase 2 sur le brin direct

codant en phase 3 sur le brin direct

codant en phase 4 sur le brin indirect

codant en phase 5 sur le brin indirect

codant en phase 6 sur le brin indirect

non-codant

([ ]
No Uk WwWwN

Prédiction : calculer les probabilités d'observer la région dans un état i sachant que I'un des 7 états est
réalisé (formule de Bayes).



Modele de Markov ?3&5’62'&5
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Un modele de Markov d’ordre k appliqué aux séquences ADN est entierement
défini par les deux probabilités suivantes :

- k
PO(Wl ) ——> Probabilité initiale du mot w¥

P(X/Wk) ——> Probabilité d’observer x sachant que le mot wkle
précede

—

Modele probabiliste qui représente une séguence comme un processus qui peut étre
décrit comme une séquence de variable aléatoire X, X,,... ou X;correspond a la position i
de la séquence. Chaque variable aléatoire X; prend une valeur dans I'ensemble des bases
(A,C,G,T). La probabilité que va prendre la variable X, dépend du contexte c’est a dire des
bases immédiatement adjacentes a la base a la position i.



Mise en oeuvre (@)eiictie

Nécessite d’avoir des tables de référence pour calculer la fréguence de chaque mots Annotation
d’un fragment génomique issu d’'une espece bactérienne B :
» Des données sont disponibles dans les bases de données comme GenBank ou EMBL pour
I'espece B ou une espece proche dans I'évolution -> utilisation d’une référence externe
v'  création de deux ensemble d’apprentissage et calcul des tables de référence

Séquences des CDS Séquences des
connues annotées régions non
dans la banque codantes connues
4 ) 4 )
Fréquences des mots Fréguences des mots
caractéristiques d’'une région caractéristiques d’une région
codante(exemple fréquences des noncodante(exemple fréquences
64 triplets si ordre 2) des 64 triplets si ordre 2)
\_ J \ y,

v Prédiction sur notre séquence : comparaison des mots rencontrés dans notre
fragment avec chaque table : calcul de la probabilité que la portion de la séquence
soit dans chacun des 7 états. Choix de |’état le plus probable

» Pas de données disponibles pour |'espéece B :
v Tables obtenues en utilisant un modéle heuristique



Résultat gra ph iq ue de EMBOSS_001 Reversed:. Order 4, Window 96, Step 12, 215
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List of Open reading frames predicted as (CDSs, shown with alternate stafrts
, (regions from start to stop codon w/ coding function >8.58)
Résultat de GeneMark
Left Right DA Coding Avg  Start
sur Ie fragment de end end Strand Frame Prob Prob
B- SUthIIS UNIVERSITEm®m® | 7777777 77777 T T
@ TOULOUSE Il _
PAUL SABATIER Ynivese 187 1194 direct fr 1 8.8% 8.99 — ORF Finder
202 1194 direct fr1 ©0.86 0.9
R . 367 1194 direct fr1 ©0.89 0.10
Entéte du fichier 436 1194 direct fr1 0.88 0.02
481 1194 direct fr 1 0.87 0.01
Sequence: EMBOSS 001 Reversed:
Sequence file: seq.fna 1335 2608 direct fr 3 08.87 @.84 — ORFFinder
Sequence length: 8312 1341 2688 direct fr 3 8.87 8.82
GC Content: 45.19% 1365 2600 direct fr 3  0.89 0.08
Window length: 96 15688 2688 direct fr3 08.95 6.84
Window step: 12 1527 2600 direct fr 3 0.95 8.02
Threshold Value: 0.500 1581 26808 direct fr 3 8.95 B.81
o . . 2631 3896 direct fr 3 9.8 0.75
Matrix: Bacillus subtilis 168 2640 3896 d;:zt F: 3 0.80 0.87
Matrix author: - 2778 3896 direct fr 3 0.82 8.28 —» ORF Finder (ATG only)
Matrix order: 4 2814 3896 direct fr 3 9.81 8.83 2661 start alternatif
2868 3896 direct fr 3 0.80 9.49
. — 3900 4751 direct fr 3 9.74 8.26 — ORF Finder
Fin du fichier : 3912 4751 direct fr 3 0.75 6.e1
_ _ _ 3966 4751 direct fr 3  0.80 0.65
List of Regions of interest 4116 4751 direct fr 3 8.80 ©.27
(regions from stop to stop codon 4137 4751 direct fr 3  9.80 0.85
w/ a signal in between) 4158 4751 direct fr 3 0.79 98.14
LEnd REnd Strand Frame 4770 6833 direct fr 3 9.98 8.82
TTTTTTTT TTTTTTTT TTTTTTTTTTT T 4773 6833 direct fr 3 2.98 8.79 — ORF Finder
181 1194 direct fr 1 4815 6833 direct fr 3 8.92 08.13
1286 1693 complement fr 1 4890 6833 direct fr 3  8.92 08.01
1326 2600 direct fr 3 5226 6833 direct fr 3  ©8.93 8.02
2610 3896 direct fr 3
3894 4751 direct fr 3 6838 8202 direct fr 1 ©.85 0.86 — ORF Finder (ATG only)
4749 6833 direct fr 3 6877 8202 direct fr 1 8.88 ©.71 6835 start alternatif
6820 8202 direct fr 1 6913 8202 direct fr1 0.89 0.74
6925 8202 direct fr1 ©0.89 0.02
6931 8202 direct fr1 0.89 0.01




Interpolated Markov Model (IMM) %gb{gﬁg'g.ﬁ
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Glimmer (Salzberg et al., Nucleic Acids Res.,26,544-48)

Modeéle de Markov d’ordre k :apprendre 41 probabilités

Dans le cadre de la prédiction des CDS prise en compte des 6 cadres de lecture, donc
nécessité d’apprendre 6 * 451 probabilités

Si modele de Markov d’ordre 5 : 4096 probabilités a définir (hexameres)

Si on considere les 6 cadres de lecture : 24 576 probabilité

Plus l'ordre du modele est élevé, moins I'estimation des parametres du modeles va étre
fiable

Pour certains kmers rares méme avec un grand jeu d’apprentissage comme un
génome entier, il peut étre difficile d’obtenir des estimations précises et inversement
pour certains kmers fréquents un modele de markov d’ordre élevé donnera des
estimations plus précises.

Souhait : un modele de Markov qui utilise les ordres les plus élevés quand il y a assez
de données disponibles et des ordres moins élevés dans les cas ou les données sont

insuffisantes.
‘ Interpolation des modeles de Markov



Interpolated Markov Model (IMM) @z

Autrement dit, un IMM utilise une combinaison de toutes les probabilités basées sur 0,
1, 2, ..., k bases précédentes, ou k est un parametre donné a l'algorithme. Dans le cas de
GLIMMER k=8

Donc pour les oligomeres fréquents, le IMM peut utiliser un modele d’ordre 8 alors qu’il
pourra utiliser par exemple un modele d’ordre 5 voir d’un ordre inférieur pour des
oligomeres rares.

Afin de " lisser " ses prédictions, un IMM utilise les prédictions des modeles d'ordre
inférieur, pour lesquels on dispose de beaucoup plus de données, afin d'ajuster les
prédictions faites a partir des modeles d'ordre supérieur.

Donc les poids attribués aux différents modeles vont définir le poids des modeles
inférieurs dans le calcul de la probabilité du modele d’ordre supérieur.

Ces poids sont appelés les parameétres d’interpolation, avec0 <A < 1.



Interpolated Markov Model (IMM) (@) reuistic o

Interpolation linéaire simple : combinaison linéaire des probabilités associées aux mots de tailles
inférieures a k contenus dans w, (par exemple si k = 8 on regarde les mots de taille 1 a 7)

P (il xi— s oy Xim1) = A9 P(x;) + Al(xi_l)P(xilxi—l) + -t Ak(xi_k...xi_l)P(xdxi—k ---xi—l)
Avec 1 =1
20

Les poids peuvent aussi dépendre des données observées. Pour un ordre donné, on peut avoir plus
de données pour estimer certains mots que d’autres.

P (i Xy ooy Xi21) = Ao PO) + Ay, )P Ocili—1) + - + Aoy 0 P (il Ximk o Xi21)

Dans ce cas, A est une fonction des données observées. Pour un ordre donné, on peut
avoir plus de données pour estimer certains mots que d’autres.



Interpolated Markov Model (IMM) @it .

Estimation des valeurs des parametres 4, :

* basée sur la fréquence du mot associé au 4,
— Partir d’'un ensemble d’apprentissage

Probleme quand nouveau génome, comment étre certain que les ORFs sont
réellement codantes.
Solution Glimmer :
v Conserver les séquences présentant des similarités avec des génes connus
d’autres organismes
v Garder les ORFs longs seulement
Procédure :
v’ Identification de toutes les “Open Reading Frames” (ORFs) dans les 6 cadres
avec une longueur > seuil (~ 90 bp par défaut)
v’ Sélection des ORFs qui vont constituer 'ensemble d’apprentissage
= 3 partir de geénes connus (expérimentalement)
= 3 partir du génome ORF longueur > 500 bp
pas chevauchement avec une ORF > 500 bp

Obtenir un ensemble importants de genes “fiables”



Interpolated Markov Model (IMM) @)eiictie

Estimation des valeurs des parametres 4, :

A partir de 'ensemble d’apprentissage :

v’ Calcul de la fréquence des mots de longueurs 1 a 9 (rappel ordre le plus élevé de
Modele de Markov fixé a 8)

v’ Estimer la probabilité d’'observer une base de la séquence en fonction de son
contexte, i.e., en fonction des i bases qui la précédent, avec i <8

Exemple : Probabilité du 5mer ATTCA

f(ATTCA)
F(ATTCA) + f(ATTCC) + f(ATTCG) + f(ATTCT)

P(ATTCA) = P(A|ATTC) =

avec f fréquence observée du mot dans 'ensemble d’apprentissage



Interpolated Markov Model (IMM) T°“L°“SE'"

Estimation des valeurs des parametres 4, dans GLIMMER :
Praama (il X ooy Xi21) = Ao PO) + Aggey )P Oeili21) + - + Aoy ) P (il Ximk o Xi21)
avec Ak(xi—k---xi—l) le poids associé au mot x;_j ... X;_1

Soit c(x;_f ... x;_1) le nombre de mots correspondant a x;_j ... x;_1 dans notre ensemble
d’apprentissage :

v' Sic(xj_g ... x;—1) >400 alors Ay, ,..x; ) =1
v" Sinon utilisation d’un test statistique : le test du y?

Comparaison de l'occurrence des mots entre deux ordres pour savoir si elles dépendent de
I'ordre du modele de Markov



Interpolated Markov Model (IMM) @) seicise

Comparaison des occurrences des mots entre deux ordres pour savoir si elles dépendent de I'ordre du
modele de Markov :

modeéle ordre n + base modele ordre n-1 + base

Xis «--» Xi1, @ Xint1> -5 Xj1s A
Xips «-» Xi1y C Xint1> --+» Xj1s C
Xips « -5 Xj-1s g Xin+1s ++ > Xj-1s g
Xy «s Xjps L Xinsls «+» Xjpy L

Hypothese nulle H,: la distribution des valeurs de .x; est indépendante de I'ordre du modele
Hypothese alternative H, : cette distribution dépend de l'ordre du modele

Utilisation du test du 2 — si la p-valeur est grande, on ne peut pas rejeter H,

Calcul de d avec d=1 — p-valeur

» Si d est petit, pas besoin de prendre en compte l'ordre le plus grand, A vaudra O pour cet ordre
» sinon pondération de d par le nombre de mots pour calculer A



Interpolated Markov Model (IMM)

Résumé de la détermination des poids A dans GLIMMER :

Le poids Ap(x; ,..x;_,) @ssOCié au mot x;_j ...x;_4 vaudra:

( 1 si c(x;_g ...x;_1) > 400
1 _ 0 sid< 0.5
Rlotei-2) = g o Eik - Xic) G ax05
\ 400

UNIVERSITE
TOULOUSE
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Interpolated Markov Model (IMM) @ty

Exemple : Supposons que nous avons les fréquences observées des mots suivants dans
notre ensemble d’apprentissage

“ordre 3 | orare2 | orare1

ATCA 25 TCA 100 CA 175
ATCC 40 TCC 90 | cC 140
ATCG 15 TCG 35 CG 65
ATCT 20 TCT 75 CT 120
total 100 300 500
\ . 4
v test : d=0.857 d=0.140

A3;(ATC) = 0.857 x100/400 = 0.214
A, (TC) =0 (d < 0.5etc<400)
A (C)=1(c>400)



Interpolated Markov Model (IMM) ©)ouisteei

Comment ensuite calculer la probabilité qu’une nouvelle séquence soit codante :

GLIMMER calcule la probabilité que le modele M génere la séquence étudiée Ssoit si la longueur
de la séquence est n:

n
P(S|M) = Z IMMg (S,) ou S, est I'oligomeére se terminant a la position x
x=1

IMMg(S,) est le score du model de Markov interpolé d’ordre 8 et il est calculé de fagon récursive :

IMM,(Sy) = PIMMk(xilxi—k; ey Xi1)
= Akrpoxsy) X POilxioge o Xim1) + [1 = Ak(rpxip] X Prvastyey (il Xi— g1y s Xi-1)



Interpolated Markov Model (IMM) @) seicise

AUL

Rappel : P v n (il Xy oo Xi21) = A (Ximy oe s Xi—1) P Xy ooy Xi21)
+ [1 = A, (i oes Xi— 1) IP i n—1 (i Xi— 15 o0 Xim1)

Si on veut calculer Py 3(G|ATC) :
P, (GIC) = 21(C)P(G|C) + [1 = A1 (O)]Pipm,0(G) = P(G|C) car A,(C) =1

PIMM,Z(GlTC) = Az(TC)P(GWC) + [1 - lz(TC) ]PIMM,l(Glc) = PIMM,1(G|C) = P(G|C)
car A,(TC) =0

Pium,3(GIATC) = A3(ATC)P(GIATC) + [1 — A3(ATC) Py 2 (GITC)

= 0.214 P(G|ATC) + (1 — 0.214) P;pyp 2 (G|TC) car A.(ATC) = 0,214
3 - )

Pium3(GIATC) = 0.214 P(G|ATC) + 0.786 P(G|C)




Interpolated Markov Model (IMM) T°“L°“SE'"

P 3(GIATC) = 0.214 P(G|ATC) + 0.786 P(G|C)

f(C6) > _ 043

P(G|C) = P(CG) = f(CA) + f(CC) + f(CG) + f(CT) ~ 500

F(ATCG) 5 o o1s

P(GIATC) = P(ATCG) = Z0eA) + FGATCO) + FCATCG) + FCATCT) . 100

Py 3(GJATC) = 0.214 x 0.15 + 0.786 x 0.13 = 0.13428



‘%‘b{éﬁé'&ﬁ
Identification des CDS avec GLIMMER

v’ n’utilise pas de fenétre glissante
v’ Identifie en premier les ORF plus long qu’un certain seuil

v" Calcul le score de chacun dans les six cadres de lecture comme suit :

La probabilité que le modele M génére la séquence S est :

Avec S, |'oligomer se terminant a la position x et n |a taille de
la séquence

P(S|M) = ZIMMg(Sx)
x=1

v" Les ORF qui ont un score supérieur a un seuil spécifié dans le cadre de lecture
correct sont sélectionnées pour un traitement ultérieur des chevauchements
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Traitement de I'information de type signal

Différentes facon de représenter la conservation des séquences impliquées dans un processus donné
(promoteur lors de la transcription, ribosome binding site lors de la traduction, jonction d’épissage etc...)

et ensuite de rechercher ces « signaux » dans une nouvelle séquence

Compilation of Bacillus subtilis sigma A-dependent promoter elements
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Petit rappel : Motifs JR,&’LS‘ZSEF.;LJ

Définition : zone d’une ségquence nucléique ou protéique présentant une conservation quand on
compare plusieurs séquences.

e correspondent en général a des zones fonctionnelles

e ADN et ARN : aussi appelé signal, ces zones interviennent souvent dans des systemes de
régulation, ex :
» -10 et -35 des promoteurs chez les procaryotes,
jonction d’épissage,
» boite CRE (catabolite repression element) : aprés mise en évidence de certains génes
soumis a la répression catabolique chez B. subtilis, I'identification du signal permet de
rechercher dans le génome complet les boites CRE et donc les genes qui pourraient étre
soumis a la répression catabolique.

e différents des signaux reconnus par les enzymes de restrictions qui reconnaissent des séquences
exactes, ex: GAATTC pour ECOR1.

e Les motifs et profils présentent une certaine variabilité (souvent impliquée dans la variabilité de la
régulation par une reconnaissance plus ou moins forte des partenaires)

Comment représenter cette variabilité ?
» séguence consensus
» matrice de poids



Représentation : Séquence consensus

Exemples des boites CRE:

acsA
acuA
amyE
gntR
hutP
licS
XylA
XylA
XylA
ackA
consensus

TGAAAGCGTTACCA
TGAAAACGCTTTAT
TGTAAGCGTTAACA
TGAAAGCGGTACCA
TGAAACCGCTTCCA
AGAAAACGCTTTCA
TGGAAGCGTAAACA
TGAAAGCGCAAACA
AGTAAGCGTTTACA
TGTAAGCGTTATCA
TGAAAGCGNTAACA
T TC

UNIVERSITE
TOULOUSE Il
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Représentation : Matrice de poids @)eiictie

Exemples de 242 séquences de promoteurs (-10) chez E. coli :

Matrices des fréquences de chaque base b a chaque position i (f, ;) du
motif -10 (6 positions) :

Pos. 1 2 3 4 5 6
A 0.04 0.88 0.26 0.59 0.49 0.03
C 0.09 0.03 0.11 0.13 0.22 0.05
G 0.07 0.01 0.12 0.16 0.12 0.02
T 0.80 0.08 0.51 0.13 0.18 0.89
Avec | fpi=n,;/ Ny, n,..: nombre total de séquences analysées




Représentation : Matrice de poids position (Position Weight

Matrix, PWM) @) susiees
PAuL SABATIER &l

Exemples de 242 séquences de promoteurs (-10) chez E. coli :

Normalisation de la matrice : log matrice Iogz(fb'i/Pb)

f, ;= fréquence observée de la base b a la position i dans toutes les séquences
P, = fréquence de cette base dans |I'ensemble du génome

Pos. 1 2 3 4 5 6

A -2.76 1.88 0.06 1.23 0.96 -2.92
C -1.46 -3.11 -1.22 -1.00 -0.22 -2.21
G -1.76 -5.00 -1.06 -0.67 -1.06 -3.58
T 1.67 -1.66 1.04 -1.00 -0.49 1.84

Le rapport f, ;/P, est une mesure de I'écart entre fréquence observée et attendue.



Utilisati . ; : . #B‘b{%’f,é'é.ﬁ
ilisation d'une matrice de poids sur une séquence PAUL SABATIER Fi

Pos. 1 2 3 4 5 6

A 1] G2y [a0)] [-29

c -15 | -31  -12  -10 -2 <:::>

G -18 -50 -11 -7 -11 -36

r an [ 10 ] (-5

A CTATAATCG Scorel =-15-17 +1-10+10-29 = -60
AC TATAATCG Score2 =1/7/+18+10+12+10+18 =85

ACT ATAATCG Score3 =-28-17+1+12-5-22 = -59



Théorie de I'information : obtention de Weblogo

Shannon et Weaver (1949). %lu{asz'g.ﬁ :

PAuL SABATIER i

La valeur de l'information /7 a la position j d'un signal est donnée par :

1(J) = Zi fij 100,f; - zi P; log,P;
ou :
P; (/=1 a 4) est la fréquence de la base /dans I'ensemble du génome (probabilité théorique)
f est la fréequence observée de la base 7a la position jd'un signal sur un ensemble d'exemples.

Les P; étant estimées a 0.25 pour chacune des 4 baseson a :

Zi P, log,P; = -2

donc

IG) = 2, f; log,fi; + 2
Les positions du signal qui contiendront de |'information seront celles qui auront une composition tres
biaisées par rapport a ce qui est attendu.
Si a une position jdu signal, présence d'une seule base invariante 7 alors f =1et logzﬁj: 0 donc
f;log,f;= 0 et les fréquences observées des autres bases sont nulles. On aura

I(j) = 2 information maximale
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Compilation of Bacillus subtilis sigma A-dependent promoter elements
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Recherche des signaux d'initiation de la traduction

@ UNIVERSITE
oge 7 TOULOUSE I
Programme utlllse: Scan_For_MatChes PAUL SABATIER i

Motif du Shine-Dalgarno recherché : GGAGG 6...11 DTG correspond a la présence de la
séquence GGAGGa6oull pbenamontd'uncodonAUG, GUG ou UUG.

Résultats:

BS:[189,204] : ggagg cagataca atg -> A
BS:[3175,3192]: ggagg tcgacttttt ttg -> dans le gene C
BS:[3887,3902]: ggagg cataaggt atg -> D
BS:[4760,4775]: ggagg agaatgtg atg -> E
BS:[7501,7516]: ggagg atttgccg gtg -> dans le gene F
Donc:

Geéne A : début en 202
Gene D : début en 3900
Geéene E : début en 4773

Les autres SD des genes B, C et F trouvés avec une autre représentation (matrice de poids) car
ils sont modifiés.

AAGGAGGTG consensus

GAAAGGGTG GTG pourB
AGAGAGGTG GTG pour C
GGGGGGATG ATG pourF
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Unités de traduction prédites

202 1194 direct fr 1 -> A
1335 2600 direct fr 3 -> B SD modifié
2640 3896 direct fr 3 -> C SD modifié
3900 4751 direct fr 3 -> D
4773 6833 direct fr 3 -> E
6877 8202 direct fr 1 -> F SD modifié
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Recherche des unités de transcription

Chez B. subtilis, l'initiation de la transcription fait intervenir le facteur sigma A qui
reconnait une séquence spécifique localisée environ en -10 et -35 pb du +1 de transcription.

Séquence consensus: TTGACA 16...35 TATAAT

Grand nombre de promoteurs de type sigma A identifiés expérimentalement chezB. subtilis :

‘ matrices de poids



UNIVERSITE

Résultats de la recherche des promoteurs JA%LJLS‘:EEEE'E

Utilisation du programme Scan_For_Matches et de la matrice de poids

-35 -10

BS:[1264,1292]: tttaca cattttctcaggcatgc tatatt
BS:[131,158] : ttgaca tttgtgaaaaagaaag taaaat



Liste des logiciels pour la prédiction des promoteurs chez les bactéries
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TABLE 1 General information on the tools used here

No. of E. coill No. of citations
Tool Mathod Tralning sequence data sets sigma factors Avallability ¥r Reference (Google Scholary®
BFROM ‘Weight matrices of different motifs Pasitive: Exparimentally validated To Web server hitpawoenarsoftberry.comi/berny. phtml 20m 33 427
combined with linear promoters from E coli (14) Hopic=bpromé&group=programs&subgroup
discriminant analysis Negative: Inner regionsof protein- =gfindb
coding ORFs.
bTSSfinder Positicn weight matricesfor Pasitive: Exparimentally validated T55s 24 28, 32 38, Stand-alone and Web server httpe/fwaw.chrc 2016 3 25
promoter elements, oligomer from Regulon DB. il Jkaustedu.sa’btssfinder’
frequencies, physicochemical [—200, +51].
properties as features, and Negative: Genomic regions withno
Mahalanobis distance for experimental evidence for the
feature salection and with presence of T55s.
neural network for dassification
BacPP Weighted rules extracted from Puasitive: Regulon DB available 24, 28 32 38, Web server httpa'fwener bacpp bicinfoucs.com/Mhome 2011 17 2
neurzl network promioters. 54 70
[—60, +20].
Negative: randomly generated
sequences (with established
nucleatide frequencies) and
intergenic sequences.
Virtual Footprint PWMs from different available Web server httpa/fwnener prodoric defvipidp 2005 15 E ]
databasas _promater.php
IEBF Image-based and evolutionary Positive: sigma 70 promoters from 70 (expand- Source code https:fgithub.com/hahatcdg/IBPP 2018 ELY 1
approach which generates Reguilon DE. able
“images” (template-image [—60, +20L. approach)
strings that keap features of Megative: randomly generated from
spatial sequence relationships) protein-coding sequences.
iPro70-FMWin 22 595 features extracted from Positive: Regulon DB annotated o Webserver hitp.Vipro70.pythonamywhers.com/ 209 k] 4
sequence and AdaBoost to promoters.
select the mast representatives [—&0, 20].
among then; logistic regression Negative: randomly generated from
classifier protein- coding and intergenic
region sequences.
TOProPred Support vector machine using Positive: promoters from Regulon DE. o Webserver http.Ysarver.malab.cn/70ProPred’ 207 ki) 33
position-spedific tendendies of [—&0, 20).
trinuclentide and electron-ion Megative: randomly generated from
interaction pseudopotentials as coding and nencoding sequences.
faaturas
CNINProm Convolutional neural networks Positive: promoters from Regulon DE. o hitpfwww softbemry.com.bemy. phtmi?topic= 207 34 &0
[—&0, 20]. index&group=programs&subgroup=deeplaarn
Megative: the opposite chain of
randomly selected protein-coding
genss.
MULTIPy Support vector machine using Positive: promoters from Regulon DB. 24 78 32 38, Web server and stand-alone httpe'fagshipnt.enc 209 41 30
biprofile Bayes, KNM features, [—60, 20]. 54 TO -monash.eduMULTIPly,
k-tuple nudectide compositions,
and dinuclectide-based auta-
covariance as features
iPromaoter-2L Multiwindow-based pssudo k-tuple Positive: promoters from Regulon DB. 24 28, 32 38, Web server hitpo/bicinformatics.hitsz.edu.cn/ 2018 40 180
nuclectide composition with [—&0, 20]. 54 70 iPromoter-2L7

physicochemical properties as
features and Random Forest as
a predictor

Negative: randomly extracted from the
middle regions of long coding
sequences and convergent
intergenic region {none of the
promoters in each sat has more
than 08 pairwise sequence identity]

“Positive, pasitive sequences, sequences expected to be promoters. Negative, negative sequences, sequences expected to not include promoters. The interval of the sequence with the boundary numbers related to a TS5
is indicated within brackets ([—60, +20], [—60, +19], or [—200, +51].

Extrait de : Cassiano MHA, Silva-Rocha R. Benchmarking Bacterial Promoter Prediction Tools: Potentialities and

BCitations checked on 3 May 2020

Limitations. mSystems. 2020 Aug 25;5(4):e00439-20. doi: 10.1128/mSystems.00439-20.



Liste des logiciels pour la prédiction des promoteurs chez les bactéries

TABLE 2 Usage characteristics of the tools analyzed here

Shows Score or Uppercase

Tool Multifasta  Big files promoter core  probability  only Output format  Execution time  Follow up Interface Comment(s)

EFROM Mo Yas Yes Yes Mo Teut on screen Fast Progress on screen Webform, simple, intwitive  Multifasta not supported and sequence
boxes are not shown; difficult to
process the results

bT55finder Yes Yas Yes Yes Mo Teut file, GFF Fast Progress on screen Login needed, webform, Flexible configurations of cutoff values;

file, BED file simple, intuitive results saved for 1 week; Linux tool
available for download; it needs a
large promoter sequence (— 200,
+50, related to the putative T55)

BacPP Yes Mo Mo Yes Mo Teut on screen Fast N Login needed, webform, Short tests per time

or teut file simple, intuitive
Virtual Footprint  No Yas Yes Yes Mo Text on screen Medium fast Progress on screen Webform, many fields, Integrated with a large PWM database
and option in the of TFBS; applicable to many species;
SCTEEn limited to the position weight matrix
availzble
IBEF Mo Yas It shows the Yes Mo Teut file Fast Progress on screen Command line Windows 30 only execution; requiras
putative T55 the manual input files; training and
test procedures are separated; fast
for big files; it can be used as an
approach to the initial prediction of
any type of promaoters
iPro70-FMWin Yes Yas Mo Yes Mo Teut on screen Fast No Webform, simple, intuitive  High accuracy

TOProPred Yes Yas Mo No Yes Teut on screen Fast No Webform, simple, intuitive  High accuracy; it does not accept a file
as input, just text on a form

CMMProm Yes Yas Mo Yes Yes Text on screen Long time (for Mo Webform, simple, intuitive  Usaful for large sequences (genomes);

QENDMEs), without a follow-up display;

fast for multifasta not supported and

multifasta sequence boxes are not shown;
difficult to process the results

MULTiPly Yes Yas Mo No Mo Teut on screen Medium time Progress on screen,  Webform, simple, intuitive  Good accuracy; it saves the result;

or teut file job 1D to find time-consuming for lange ssquences
the result later

iPromaoter-2L Yes Yas Mo No Mo Teut on screen Fast Progress on screen Webform, simple, intuitive  Good accuracy

Extrait de : Cassiano MHA, Silva-Rocha R. Benchmarking Bacterial Promoter Prediction Tools: Potentialities and Limitations.
mSystems. 2020 Aug 25;5(4):e00439-20. doi: 10.1128/mSystems.00439-20.
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Recherche des terminateurs de transcription ¥3b¥8€3§'€.ﬁ
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Au niveau séguence, on ne sait modéliser que les terminateurs Rho indépendants.

Mécanisme proposé pour les terminateurs Rho indépendants.
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Terminateurs rho indépendant

Le modele : Formation d'une tige boucle en amont d'une région riche en U qui
déstabilise I'appariement ADN/ARN et conduit au décrochage de I'ARN.

Deux classes de terminateurs:
v’ petite tige de 5 a 7 pb trés stable et d'une boucle de 4 pb suivie d'une région riche en U.

v une longue tige qui peut se décomposer en deux tiges imbriquées 'une dans l'autre.
= La premiéere plus stable doit faire au moins 3 pb de long avec un appariement GC a son
pied.
= Laseconde est incluse dans la premiere et comporte au moins 3 appariements. Elle est
généralement moins stable que la premiéere. La boucle est de 3 a 7 pb de long.

Utilisation de scan_for-matches

Un site éventuel pour prédire les terminateurs de transcription ou au moins vérifier la probabilité
de ceux sélectionnés avec scan_for_matches
http://lin-group.cn/server/iTerm-PseKNC/predictor.php



Résultat de la recherche des terminateurs sur le
fragment de B. subtilis ggg,{gf,g:g,ﬁ
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Prédiction des unités de traduction et de transcription
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( ..................... (

? terminateur rho-indépendant
1 promoteurs de transcription de type sigma

<€ transcrit putatif



Prédictions fonctionnelles

Identification
* homologues
* motifs
 domaines

Localisation cellulaire
e fragments trans-membranaires
* peptide signal

Structure
* secondaire
* tertiaire

Recherche de liens fonctionnelles
* réseaux de régulation
e voies métaboliques
* interactions moléculaires
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Prédiction fonctionnelle

Recherche par similitude dans les bases de données : programme BLAST

=)

e A LACR protéine régulatrice de type Lacl/GalR
B YVFK protéine affine d'un ABC transporteur
C YVFL perméase d'un ABC transporteur

D YVFM perméase d'un ABC transporteur
E
F

LACA galactosidase
YVFO arabino-galactosidase



Synthese des résultats PTSJ”L"“SE",: |
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Fig. 6. Superimposition of results from three different strategies in the Imagene Result Manager (Cartographic Interface). Results obta ined with
the CDS searching strategy are shown in red boxes (CDSs) and green triangles (RBSs), those obtained with the Blastx strategy are shown in blue
rectangles and. finally. the GeneMark© coding predictions are displayed as black curves. The results are given in each of the six frames.
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Modeles de genes : génomes procaryotes

Modeéle de Markov caché (HMM : Hidden Markov Model)

GeneMark.hmm

Direct start
codon

on-coding state
of length n nt

Reverse stop
codon

Atyplf:.al gene of length j nt

Reverse strand coding state:
Typical gene of length k nt
Reverse strand coding state?’
Atypical gene of length m n

Figure 1. Hidden Markov model of a prokaryotic nucleotide sequence used m the
GeneMark.limm algorithm. The hidden states of the model are represented as ovals
in the figure, and arrows correspond to allowed transitions between the states.

Reverse start
codon

(extrait de Nucleic Acids Res. (1998), 26, 1107-1115)
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Modeles de genes : génomes procaryotes
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Graphe orienté sans circuit (DAG : Directed Acyclic Graph) PAUL SABATIER ¥zt

FrameD : Nucleic Acids Res., (2003), 31, 3738-41

Coding +3
Coding +2

Coding +1

G T A :iC T C &®X.T G N C T |
" RBS use log. probability  IMM log. probability Stop penalty.

Figure 1. A simplified view of the directed acyclic graph built for analyzing the sequence CATGAGTACNGA. This view ignores the additional complexity induced
by gene overlapping regions and frameshift modeling. The occurrence of a START codon at position 2 to 4 induces a *signal’ edge that goes from the non-coding
track to the 42 coding track. Similarly, the occurrence of the NGA codon at the end induces a STOP signal edge. Edge weights sources are indicated using dotted

dITOWS.



Modeles de genes : génomes eucaryotes %315{55555'5.5

Pa

Modele de Markov caché (HMM : Hidden
Markov Model)

Exemple du modele de GENSCAN
(extrait de J. Mol. Biol. (1997) 268, 78-94)




Modeles de genes : génomes eucaryotes
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Graphe orienté sans circuit (DAG : Directed Acyclic Graph) UN.VERS.TE

EuGeéne : LNCS, 2066, 118-133. Springer Verlag
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Information de type similarité #&5{562'5.5
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Information externe a la séquence elle-méme (de type extrinseque) contrairement au
contenu statistique ou aux signaux qui sont internes a la séquence (de type
intrinséque)

Comparer la séquence a analyser avec des séquences connues peut permettre de
refléter la présence de genes et donner des informations sur leur structure. Notamment,
la structure en exons/introns pour les genes eucaryotes.

Types de séquences utilisées pour la comparaison :

* les ADNc

* les EST

* les protéines

» des séguences génomiques



Information de type similarité @it

Méthodes prédisant la structure en exons-introns par alighement de la séquence génomique
soit avec un ARNm (ou un ADNc), soit avec une protéine. Parmi les plus utilisés, on trouve :

e | ERd e

BLAT ARNmM ou protéine Genome Research 12(4):656-64 (2002).
sim4 ARNmM Genome Research 8:967-74 (1998).
Scipio ARNmM ou protéine BMC Bioinformatics 9:278 (2008)
GeneWise protéine Genome Research 14(5):988-95 (2004)
GenomeWise ADNCc, EST Genome Research 14(5):988-95 (2004)
WebScipio protéine Bioinformatics 12:270 (2011)

LU'extension du logiciel WebScipio permet de rechercher une forme spécifique d’épissage alternatif
(exons mutuellement exclusifs)



Prise en compte de la similarité !A%%LSC:SEEE";

Avec des séguences protéiques : GENOMESCAN (intégration de cette information dans le
modele GENSCAN.

Combine le résultats d’'une méthode ab initio de recherche de la structure en exons-introns des
genes (GenScan) avec une recherche par similarité avec les protéines connues (BlastX)

Différence par rapport a GenScan (méthode utilisant un HMM) : |la probabilité du chemin est
renforcée si la région prédite comme exon présente un hit avec BlastX et est diminuée dans le
cas contraire

e Les hits de BlastX qui tombent en N-ter ou C-ter de la protéine sont utilisés pour mieux prédire
les codons initiateur et terminateur

e Deux hits BlastX ajacents sur la protéine mais séparés par une distance > 60 pb dans la
séquence génomique sont utilisés pour prédire les régions introniques putatives

e si plusieurs hits BlastX chevauchants (information redondante), les résultats sont pré-traités
pour ne garder que le hit le plus significatif.



Prise en compte de la similarité Eﬁ%@?jﬁfgﬁ

Avec des séguences protéiques : GENOMESCAN (intégration de cette information dans le
modele GENSCAN.

Exemple d’un résultat de prédiction (extrait de Genome Research (2001), 11, 803-816)

Key: B m H B - B B »
e o smesSc nvfial Internal  Terminal Single-Exon
G!t'.'x',;cnd" Avv?):::‘eu ng:.':wsun Bl_’/:\f‘l’x Exon Exon Exon Gene
et — f —H - —
} —H | Ui ==
L ! NI ORI . L IORUT TONReT |
0 9 18 27 36 45
I } } 3 Il 14 il | [ »
¥ U T L} T LaL U f L L4
i — i f H I ==
i L - { ‘% ) : - FEPR SRTOOAL |y
45 ' 54 72 81 90

Hit BlastX faux-positifs -> pas de prédiction d’exon

Exon 7 : prédit par GenomeScan alors que pas prédit par GenScan et pas de hit BlastX -> pas seulement
addition des deux résultats mais fait également sa propre inférence. Utilise le fait qu’il y a une
incompatibilité de phase de I'intron entre les exons 6 et 8 -> nécessite la présence d’un autre exon entre

les deux.



Prise en compte de la similarité (@) eiietie
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Avec des séguences génomiques : TWINSCAN (Bioinformatics (2001), 17 suppl. 1, $140-5148,
intégration de cette information dans le modele GENSCAN.

Exploite la similarité entre deux génomes apparentés : ceci permet de détecter les régions codantes
et les éléments de régulation.

target sequence : séguence a annoter
informant sequence : séquence génomique apparentée

Les répétitions sont masquées. Alignement des deux séquences avec le programme Wu-BlastN

Codage de la conservation

La conservation de la séquence est traduite en symboles sous la séquence ADN :

| = match

mismatch

.=non aligné

Les gaps dans la séquence « target » sont ignorés et ceux dans la séquence « informant » sont
considérés comme des mismatches.

10 20 30
position dans la séquence target 123456789]123456788| 123456789 123456789
séquence target ATTTAGCCTACTGAAATGGACCGUTTCAGCATGGTATCC

sequence conservation R R R RN AR AR R R R AN

Fig. 1. An example DNA sequence together with the corresponding
conservation sequence.
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Calcul de la probabilité

Quand on recherche le chemin le plus probable dans le HMM, calcul de la probabilité que la
séquence soit dans I'état i (par exemple : exons, UTR etc.)

P.(i) = Proba_GeneScan(i) X Proba_Conservation(i)

Calcul de la probabilité de conservation

Modele de Markov d’ordre 5

Estimée par état (codant, UTR, non codant...) a partir de séquences annotées formant I'ensemble
d’apprentissage.



Prise en compte de la similarité ;T’S{,‘{_SSE,SSE.E

Avec des séguences génomiques : TWINSCAN (intégration de cette information dans le
modele GENSCAN.

: Exemple d’un résultat de prédiction (extrait de
: 5:-38500 7 Bioinformatics (2001), 17 suppl. 1, S140-5148)

II
38000 || -36700 ‘ ‘ ‘
|
EREaE N : ‘ | | GenScan ne prédit pas le premier exon et en prédit deux
] || \ ] — , .
| J-aee50 _ | | supplémentaires.
. 37000 ijl] E | . T . .
5 Al 1 TwinScan prédit correctement le premier exon car le niveau de
é ] conservation de séquence a son niveau augmente la probabilité
.1 -365Tm 1
! || R 136600 totale de I'exon.
| 1
36000 || ||' | - L. .
y Exon 3 : mauvais site d’épissage en 5’ choisi par GenScan. Bonne
45500 *j ! U -asss0 prédiction de TwinScan car la conservation de séquence s’arréte
] *" : ] ‘ avant la position de fin de I'exon prédit par GenScan
3—35000 L .
L?ﬁﬂi‘“’sﬁ'ﬁ”
GENSCAN
Annctation

Fig. 5. Detailed view of the annotation, gene predictions and con-
servation at the L44L gene (AABAT245.1) from the Mus muscu-
lus Bruton's tyrosine kinase locus (U58105.1). The magnification at
right shows the region around exon 3. The width of boxes represent-
ing BLAST alignments corresponds to the quality of the alignment.
The image comes from ACEDB.



Evolution de l'intégration des sources d’informations
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LOCALE GLOBALE Deux sources traitées par des méthodes indépendantes (ex : Staden,
signal contenu 1984; Gelfand, 1990)

INTRINSEQUE

Intégration de ces deux sources dans un méme logiciel (ex : Guigo et al.,
1992, logiciel GENSCAN (Burge et Karlin, 1997)

signal contenu

Augmentation des données d’expression, prise
en compte de la similarité de séquences
(Borodovsky et al., 1994, Fickett, 1995)

INTRINSEQUE
contenu

EXTRINSEQUE
similarité
seq. exprimées

Intégration de ces deux types
d’information dans de nombreux
logiciels. GENOMESCAN (Yeh et al., 2001)
résulte de l'intégration de similarité
protéique dans GENSCAN

INTRINSEQUE
contenu

EXTRINSEQUE
similarité
seq. exprimées
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Conservation entre ségquences
génomiques exploitées en
combinaison seulement avec des
informations de type signal

EXTRINSEQUE
similarité
seq. exprimées

Génomique
omparative

Prédictions

COMBINAISON

Génomique comparative intégrée
uniqguement dans des méthodes
intrinseque. Par exemple, TWINSCAN
(Korf et al., 2001) integre la
génomique comparative dans
GENSCAN.

EXTRINSEQUE
similarité
seq. exprimées

énomique
gmparative

Prédictions

COMBINAISON INTRINSEQUE +

Génomique comparaiife



Environnements intégrés pour I'lannotation des génomes procaryotes
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v" RAST server (BMC Genomics. 2008 Feb 8;9:75. doi: 10.1186/1471-2164-9-75) P’““ SABATIER S
DESCRIPTION:
We describe a fully automated service for annotating bacterial and archaeal genomes. The
service identifies protein-encoding, rRNA and tRNA genes, assigns functions to the genes,
predicts which subsystems are represented in the genome, uses this information to
reconstruct the metabolic network and makes the output easily downloadable for the user
(https://rast.nmpdr.org/)

v" Prokka (Bioinformatics. 2014, 30:2068-69)

DESCRIPTION:

Prokka, a command line software tool to fully annotate a draft bacterial genome in about
10min on a typical desktop computer. It produces standards-compliant output files for
further analysis or viewing in genome browsers.

Tool (reference) Features predicted Méthodes utilisées dans Prokka
(issu de Bioinformatics. 2014,

Prodigal (Hyatt 2010) Coding sequence (CDS) 30:2068-69)

RNAmmer (Lagesen er al., 2007) Ribosomal RNA genes (rRNA)

Aragorn (Laslett and Canback, 2004) Transfer RNA genes

SignalP (Petersen er al., 2011) Signal leader peptides

Infernal (Kolbe and Eddy, 2011) Non-coding RNA




Prokka pipeline (simplified)
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Environnements intégrés pour I'annotation des génomes

procaryotes

v" ConsPred (Bioinformatics. 2016, 32:3327-29)

DESCRIPTION:

We present ConsPred, a prokaryotic genome annotation framework that performs intrinsic
gene predictions, homology searches, predictions of non-coding genes as well as CRISPR
repeats and integrates all evidence into a consensus annotation. ConsPred achieves
comprehensive, high-quality annotations based on rules and priorities, similar to decision-
making in manual curation and avoids conflicting predictions. Parameters controlling the
annotation process are configurable by the user.



Environnements intégrés pour I'lannotation des génomes procaryotes
Exemple de ConsPred (Weinmaier et al., 2016, Bioinformatics, 32:3327-29)
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Figure S1. ConsPred workflow

Coding sequences (CDS) are predicted by combining different ab initio gene predictions, and conserved open reading frames (ORFs)
detected by homology search against the NCBI nr database. Database entries from closely related taxa are excluded to prevent possible
misannotations due to low phylogenetic distance. Putative pseudogenes are exported for user inspection. From all predicted non-
protein-coding elements (NCE) those that biologically must not overlap with CDS are considered blocking NCE. CDS overlapping with
blocking NCE are removed. Filtered consensus CDS are obtained from predicted CDS and conserved ORFs by using predefined weights
and rules and subsequent removal of CDS that overlap with blocking NCEs. Filtered consensus CDS are functionally annotated and then
merged with the NCE into the final annotation files.
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Ensembl is a genome browser for vertebrate genomes that supports research in
comparative genomics, evolution, sequence variation and transcriptional regulation
Ensembl annotate genes, computes multiple alignments, predicts regulatory function and
collects disease data. Ensembl tools include BLAST, BLAT, BioMart and the Variant Effect
Predictor (VEP) for all supported species

Ensembl Release 104 (May 2021)

& Update to the Ensembl Canonical transcript set

# Human and mouse gene sets updated to GENCODE 38 and GENCODE M27
respectively.

# Retirement of gene names derived from BAC clones

More release news @ on our blog

Ensembl Rapid Release

New assemblies with gene and protein annotation every two weeks

Note: species that already exist on this site will continue to be updated with the full

range of annotations

The Ensembl Rapid Release website provides annotation for recently produced
publicly available vertebrate and non-vertebrate genomes from biodiversity initiatives
such as Darwin Tree of Life, the Vertebrate Genomes Project and the Earth
BioGenome Project

Rapid Release news & on our blog

Other news from our blog

® 23 Aug 2021: Job. Outreach Officerd
® 16 Aug 2021: Free Ensembl Browser and REST AP virtual workshops in Septemberg?

e 10 Aug 2021: Job: Bioinformatician &

Find a Data Display. Use my own data in Ensembl

o PP

C'est un projet conjoint de I'European Bioinformatics Institute (EBI) et
https://www.ensembl.org/index.html| du Wellcome Trust Sanger Institute dont I'idée centrale est d'organiser
de vastes champs d'information biologique autour de séquences

génomiques.



