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> Depuis 1995, nous avons acceés a I'information
génétique complete d’un nombre croissant d’or-
ganismes vivants tres divers. Cette explosion d’in-
formations impose des changements profonds
dans de nombreuses disciplines scientifiques, par-
ticulierement en bio-informatique et en génétique
moléculaire. U'un des plus importants défis est de
prédire et d’annoter les fonctions de la plupart des
produits de génes de facon a la fois rapide et
exhaustive, en tenant compte des interactions
moléculaires entre les différents éléments prédits
(expression de la régulation des génes et données
métaboliques). Au-dela de I'information fournie
par la séquence complete des génomes, ces der-
nieres analyses requiérent des données complé-
mentaires issues de I’étude du transcriptome et du
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protéome. Aussi, de nouvelles infrastructures
informatiques, intégrant différents niveaux d’an-
notation de séquences et de prédiction des fonc-
tions biologiques, vont devenir indispensables.
Cette revue est destinée a décrire les démarches
permettant I’annotation in silico des séquences
génomiques d’organismes procaryotes et euca-
ryotes. Un regard spécifique est porté sur les pro-
blemes auxquels se heurte tout annotateur, ainsi
que les voies de recherches actuelles dans ce
domaine. <

logue, les projets de
séquencage des géno-

mes
conduire au cceur du
condition

peuvent nous
vivant, a

toutefois que nous

puissions comprendre les relations fonctionnelles entre
les génes et/ou leurs produits. De ce point de vue, la
systématisation du séquencgage ouvre une voie nouvelle
a la découverte scientifique :
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les hypotheses sur les

Le séquencage des génomes est aujourd’hui pergu
comme un exploit technologique qui pourrait permettre,
a terme, de guérir un grand nombre de maladies asso-
ciées a des genes. 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 reproduc-
tion d’un organisme vivant. Mais au-dela de ce cata-
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fonctions et le r6le des genes sont de plus en plus issues
de I’analyse in silico (c’est-a-dire une analyse entiére-
ment réalisée au moyen de I'ordinateur). Cette analyse
in silico permet alors de débuter une expérimentation
biologique en laboratoire (c’est-a-dire une analyse in
vitro ou in vivo). Uinformatique va donc jouer un role clé
au cours des différentes étapes de I’étude des génomes
qui vont de I’acquisition a "exploitation des données de
séquences et a leur gestion « intelligente ». Cette der-
niere importante facette recouvre le développement de
bases de données de nature trés variée : les séquences
et leurs caractéristiques, les informations sur Ien-
semble des transcrits ou des protéines exprimées dans la
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cellule, les informations sur leurs interactions, ou enco-
re sur les chemins métaboliques et les circuits de régula-
tions mis en ceuvre dans un organisme. Ces derniers
aspects seront traités dans d’autres articles de ce
lexique. La présente synthése porte sur une activité
située en aval de ces problématiques : I'annotation d’un
génome brut. €lle est destinée a donner une idée géné-
rale de la fagon dont le processus d’annotation est
aujourd’hui conduit dans le cas des séquences d’orga-
nismes 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'informa-
tion portée par ces longs textes génomiques.

Qu’est-ce que I’annotation des génomes ?

L'acces a Iinformation portée par un texte génomique

s’est d’abord fait au moyen des techniques expérimen-

tales de la génétique qui, a partir de caracteres obser-

vables (phénotypiques), compare des types altérés

(mutants) au type normal (sauvage). Les phénotypes

observés n’avaient alors pas vraiment de réalité physique.

Aujourd’hui, nous avons directement acces a ce support physique,

I’ADN (donc le génotype d’un organisme), la séquence d’une région

d’ADN étant alors obtenue avant méme de caractériser les genes quiy
sont localisés.

Uannotation d’une séquence

génomique peut étre abordée a diffé-

génomes, la proportion de genes constituant des
«familles conservées» de fonction inconnue tend a
croitre, ce qui suggere qu’elles remplissent des fonc-
tions biologiques importantes.

Décrire I'organisation linéaire d’un génome
constitue une premiére étape de I"annotation, parfois
tres laborieuse, et cependant loin d’étre compleéte. Au-
dela de la simple succession des genes sur un chromoso-
me, on voudrait par exemple prédire également la
compartimentation des protéines dans la cellule, iden-
tifier leur signaux d’adressage, caractériser les facteurs
et les signaux qui contrélent la transcription des genes,
etc. Une seconde étape de I’annotation consiste donc a
identifier les relations entre les objets génomiques mis
en évidence au cours des étapes précédentes
(Tableau [). Ces relations peuvent étre de nature tres
variée : des interactions physiques protéines/ADN, pro-
téines/ARN et protéines/protéines, des réseaux de régu-
lation de I’expression génique, des voies métaboliques,
des synténies conservées entre organismes (voir glos-
saire), ou encore des groupes de geénes dont 'usage du
code génétique est voisin (Figure 1). Avec le séquencage
de génomes entiers, une abondante quantité d’informa-
tions devient potentiellement disponible pour mener a
bien une analyse approfondie de I’ensemble de I'infor-
mation génétique.

rents niveaux d’analyse, une premiere
phase incontournable consistant &
identifier les genes de I'organisme,

GENOTYPE

Identification des genes
et des signaux

, NN L
c’est-a-dire a trouver leur localisation [T p—— ¢ > T e

précise sur la séquence du génome.
Dans une seconde étape, on cherche
ensuite a assigner une (ou plusieurs)
fonction biologique a chacun de ces
génes hypothétiques (Figure 1 et
Tableau I). Cette seconde étape est
généralement conduite par comparai-

Voies métaboliques Groupes de synténie

Fonction biologique
des genes

2N
N

son des séquences des genes hypothé-
tiques avec les séquences de genes de

» PHENOTYPE <

fonction déja connue. Les organismes  Figure 1. Stratégies d’annotation in silico des génomes. U'annotation des séquences génomiques

dont le génome est aujourd’hui entiere-  consiste a extraire, & partir d’outils informatiques, le maximum d’information des données de

ment séquencé nous ont révélé que prés  séquences afin de prédire des caractéristiques phénotypiques permettant de guider le travail

de 40 % des genes déterminés au cours  expérimental. Dans une premiére étape, les régions codantes et les signaux (promoteurs et ter-

de la premiére étape n’ont pas de fonc-  minateurs de la transcription, ribosome binding site ou signal RBS) sont recherchés. Les génes

tion attribuée, soit parce qu’ils ne res- identifiés sont alors traduits en séquences peptidiques et la mise en ceuvre de méthodes fondées

semblent @ aucun gene connu, soit sur la recherche de similarités avec les protéines répertoriées dans les banques de séquences

(pour prés de la moitié d’entre eux) permet de caractériser la fonction biologique de prés de la moitié d’entre eux. On s’intéresse

qu’ils ressemblent a d’autres génes alors, dans un deuxiéme temps, aux relations qui lient ces objets biologiques : caractérisation

mais eux-mémes de fonction inconnue.  des réseaux de régulation, des groupes de synténie, des voies métaboliques, et de 'usage des

Avec le séquencage de nouveaux  codons des génes des organismes étudiés.
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La chasse aux génes

Le premier probléme qui se pose consiste a repérer les
geénes dans le texte brut du génome constitué par I’en-
chainement des nucléotides. Le génome humain, environ
3 milliards de nucléotides, comporte probablement
30 000 a 35000 genes dont les parties codant pour des
protéines ont une longueur moyenne d’environ 1 500
nucléotides. La proportion du texte qui serait ainsi
associée a des fonctions protéiques représenterait seu-
lement 1 % de la totalité du génome. On comprend alors
mieux pourquoi les efforts ont longtemps porté sur
’étude de génomes beaucoup plus compacts comme
ceux des bactéries ou encore de la levure. Les séquences
de certains genes étant tres conservées chez toutes les
espéces, le déchiffrage des génomes d’organismes infé-
rieurs aide alors beaucoup a I'interprétation de ceux des
organismes supérieurs.

Structure des génes

Les séquences génomiques abritent plusieurs types de
genes : les genes codant pour des protéines, mais aussi
des geénes codant pour des ARN structuraux, molécules
indispensables au processus de la traduction des ARN
messagers en protéines. Il s’agit des ARN ribosomiques,
constituants essentiels des sous-unités ribosomiques
impliquées dans le processus de la traduction, et des
ARN de transfert qui permettent d’établir la correspon-
dance entre les codons d’un gene en cours de traduction
et les acides aminés qui composent la protéine finale. Il
existe aussi d’autres genes codant pour de petits ARN
fonctionnels qui interviennent dans le mécanisme d’ex-
cision des introns, ou qui sont impliqués dans la matu-
ration d’ARN ribosomiques ou la régulation de
I’expression génique. Dans la suite de cet article, nous
focaliserons essentiellement notre attention sur les
génes codant pour les protéines.

Annotation in silico

A I’échelle nucléique
» Usage du code génétique des régions codantes
- Statistiques sur les mots (oligonucléotides /
recherche de répétitions)
- Recherche de signaux (régulation, jonctions d'épissage)
et de régions promotrices
» Comparaison avec les banques d’€ST et d’ADNc

A P’échelle protéique
« Comparaison avec les banques de séquences protéiques
+ Recherche de motifs structuraux
« Recherche de régions transmembranaires,
de peptides signaux, ...

- Prédiction de structures secondaires et tertiaires

Tous les genes d’un organisme
« Construction de familles de paralogues
« Interférence de voies métaboliques
« Définition de classes de genes : usage des codons
dans les genes, classes fonctionnelles
« Reconstruction des réseaux de régulation
de 'organisme

Génomique comparative

« Construction de familles d’orthologues

- Analyse de 'organisation génomique en groupe de synténie

+ Reconstruction des voies métaboliques par comparaison
avec des génomes modéles

+ Analyse «différentielle» des genes de I’organisme

avec des génomes modeéles voisins

Objectifs

=> |dentification des genes
=> |dentification des régions de transferts horizontaux

=> |dentification des exons chez les eucaryotes

=» Caractérisation de la fonction biologique des genes identifiés

=> |dentification de duplications, mise en évidence de mécanismes de variabilité
antigénique chez les organismes pathogenes

=>» Approche de la fonction biologique des génes par exploration de voisinage
(similarité en séquence intra-espece, proximité chromosomique, métabolique,
biais de codage)

=> |dentification de structure en opéron ou régulon

=» |dentification des signaux de régulation conservés au voisinage des orthologues

-> £tude des interactions physiques entre genes voisins (interactome)

=>» Approche de la fonction biologique des génes par exploration de voisinage
(similarité en séquence inter-espece, voisinage chromosomique et métabolique)

=» |dentification des fonctions absentes ou spécifiques d’'un génome donné

=» Caractérisations des erreurs d’annotation

Tableau I. Niveaux d'analyse informatique des sé es g

q
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La structure des génes codant pour les protéines
est tres différente chez les organismes procaryotes et
eucaryotes. Chez les bactéries, les processus molécu-
laires fondamentaux se déroulent dans un méme com-
partiment et sont le plus souvent simultanés (Figure 2).
Les génes sont constitués d’une seule piéce, et sont fré-
quemment organisés en opérons (c’est-a-dire en
groupes de génes exprimés simultanément sous le
contrdle d’une protéine régulatrice). Les protéines alors

produites sont souvent impliquées dans un méme processus métabo-
lique, ou peuvent constituer les différentes sous-unités d’une protéine
multimérique qui présentera la fonction biologique requise. Chez les
organismes eucaryotes, les étapes de transcription et de traduction ne
sont que trés exceptionnellement simultanées, la transcription se
déroulant dans le noyau et la traduction dans le cytoplasme (Figure 3).

Par ailleurs, les geénes

Recherche de signaux

Avant méme de se poser la question de la localisation
d’éléments fonctionnels dans une séquence génomique
(sites de fixation des ribosomes, régions promotrices, etc),
il est nécessaire de donner une description précise des
signaux que 'on recherche. Une description tres simple
repose sur la notion de «motif consensus» qui constitue
une sorte de résumé du signal recherché. Par exemple, le
motif consensus [AG]GAG[CG] signifie que le signal a
chercher doit étre de la forme : « une base A ou G, suivi
de G, de A, de G puis des bases C ou G ».

Généralement, le motif consensus est établi a
partir d’'un ensemble de séquences bien caractérisées
dont on sait qu’elles contiennent le signal a caractéri-
ser. Celui-ci est appelé jeu ou ensemble d’apprentissage

eucaryotes présentent une
structure morcelée : ils
sont constitués de régions
non codantes parfois trés
longues, les introns, qui
alternent avec des por-
tions effectivement tra-

duites en protéines, les

TTGACA {164a19pb)} TATAAT {549 pb}

exons. AC Al q?
Lanalyse informa- -35 région -10 région &

tique visant a identifier les I_ cé

gines d’un organisme TRANSCRIPTION (T—U) —p- = guuUy

combine des méthodes qui

permettent d’une part de

caractériser les signaux 6 o L7 ARNm

nécessaires a I’expression -

des geénes (c’est-a-dire \

des motifs particuliers GAGGAG| {3 & 5 bp) 332 23 ggi gﬁ - UACGCUAGGACGUAUUABDGOOAUGECUGARC .

dans la séquence d’ADN, Site RBS cue UAA

Figures 2 et 3) et d’autre Clodon STARTI| Codon STOP Ala Cys Thr lle Glu Met Asp Tyr GIn Cys...

part, de prédire les régions
codantes.

NH,, I CO0H

Protéine 1

N, 1COOH

TRADUCTION (code génétique) ——P>

NH, O 1 COOH

Protéine 2 Protéine 3

Figure 2. Structures des génes chez les organismes procaryotes. Les processus moléculaires associés a la réplication (ADN->ADN), a la transcrip-

tion (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 pro

motrice sur laquelle se fixe ’ARN polymérase pour déclencher

la transcription (boftes -35 et -10) et une région de terminaison (dite indépendante de rho) qui correspond & une structure secondaire en tige-

boucle au niveau de laquelle I’ARN polymérase se décroche (Terminateur). Les génes sont le plus souvent rassemblés en opéron, c’est-a-dire un

groupe de genes exprimés en méme temps sous le contrdle d’une protéine régulatrice. Les mécanismes de transcription et de traduction se pro-

duisent de fagon simultanée : dés que le ribosome peut, au niveau du site RBS (ribosome binding site), se fixer sur la molécule ’ARN messager en

cours 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.
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et est généralement construit a partir de résultats expé-  constitué de quatre lignes correspondant aux quatres

rimentaux. La mise en ceuvre de programmes d’aligne-  bases (A,C,G et T) et d’autant de colonnes qu’il y a de

ments multiples sur ce jeu d’apprentissage permet de  positions dans le signal que 'on souhaite représenter. U'entrée T(b,i)

caractériser des segments de séquences conservés et  de ce tableau indique simplement la fréquence relative d’apparition

d’en déduire le (ou les) motifs consensus. Une autre  de la base b & la position i du motif, observée sur I’ensemble d’ap-

description, plus fine que la précédente, repose sur la  prentissage [1], c’est-a-dire une mesure de I'importance relative de

notion de «tableau poids-positions». Un tel tableau est  cette base dans le motif. Lorsque les séquences de I’ensemble d’ap-
prentissage sont suffisamment

proches ou lorsque le motif recher-
ché est trés conservé, 'alignement
ne pose pas de probléme et la défi-
nition du signal (sous forme de
motif consensus ou de tableau
poids-positions) est généralement
conduite manuellement. Lorsque
ces conditions ne sont pas satis-

GC box.. CAAT box.... TATA box.. ) , )
-90 -75 -30 faites, la «découverte» du motif

TRANSCRIPTION (T—>U) ——» dans "ensemble d’apprentissage
devient plus délicate et nécessite
la mise en ceuvre d’algorithmes

5’ 3’ préARNm

AUG AG GT UAG ou dédiés (on parle alors «d’inférence
Codon START Site Site UGA ou ; '

accepteur donre Usn de mot|f>.>) [2, 3]. Les étapes de

Codon STOP construction de I’ensemble d’ap-

Modifications post-transcriptionnelles prentissage (rdle du bi0|0gi5te) et
Excision-épissage de choix de "algorithme utilisé pour

Coiffe inférer le consensus (rdle du bio-

& AAAA.....AAA 3 ARNm informaticien), constituent les
Séquence codante (CDS) Queue polyA étapes limitatives du processus de

Noyau d’une cellule eucaryote caractérisation de signaux. Recher-
Membrane nucléaire cher. ensuite les occurrences du
motif (consensus ou tableau poids-
(SR position) sur une séquence d’ADN
ne présente en réalité pas de diffi-

culté majeure. Enfin, il convient de

5 AAAA.....AAA 3 ARNm

CDS Queue polyA )

START STOP remarquer que d’autres représen-

| tations, plus sophistiquées, ont
TRADUCTION (code génétique) —» , " ,

également été proposées, notam-

NHo [ COOH

Protéine

Figure 3. Structure des génes chez les organismes eucaryotes. Si la réplication et la transcription se déroulent dans le noyau de la cellule, la tra-
duction, elle, opére au sein du cytoplasme. L'ARN polymérase utilise des signaux particuliers sur la séquence d’ADN pour déclencher le processus
de la transcription qui conduit a la fabrication d’un pré-ARN messager contenant les régions non codantes ou introns, et les régions codantes ou
exons. Les introns sont alors excisés avant la traduction grdce a un ensemble moléculaire complexe (le splicéosome) qui reconnait plusieurs
signaux au niveau de la séquence: les sites donneurs et accepteurs a la jonction des exons et des introns, et le site de branchement responsable
de la structure en lasso que prend Iintron excisé. Un autre signal primordial chez les eucaryotes est celui qui spécifie le codon d’initiation de la
traduction, caril n’y a pas de séquence RBS en amont pour faciliter sa reconnaissance par les ribosomes. Aussi une «coiffe» (ou molécule de gua-
nine monophosphate) est ajoutée & I’extrémité 5’ de la molécule d’ARN messager miire. Elle protége cette derniére des attaques par les nucléases
et permet une meilleure reconnaissance de I’extrémité 5’ par le ribosome. Enfin, la séquence qui pourrait servir de repére de fin de géne a I’ARN
polymérase chez les eucaryotes (séquence AATAAA) serait aussi le signal qui commande I’ajout d’une queue de plusieurs dizaines de nucléotides
A a extrémité 3’ de I’ARN messager. Cette queue polyA joue un rdle dans la stabilité de I’ARNm, dans son mécanisme de sortie du noyau, et dans

la stimulation de I'initiation de la traduction.
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ment celles fondées sur les «modéles de Markov» (voir
glossaire) [4]. D’une maniére générale, ces représenta-
tions constituent un modele du signal recherché. Plus ce
modele est sophistiqué (et donc proche de la réalité)
plus le nombre de parametres augmente et plus la ques-
tion de I’estimation de ces paramétres sur I’ensemble
d’apprentissage (de taille nécessairement limité) se
pose avec acuité. Enfin, il estimportant de noter que les
signaux dont nous avons parlé jusqu’ici sont essentielle-
ment de nature «lexicale» (seule compte I'identité des
bases en chacune des positions). Certains signaux peu-
vent étre de nature plus complexe. Tel est le cas, par
exemple, des signaux «structuraux» dans lesquels
intervient non pas I'identité des bases mais leur facilité
a former une structure secondaire précise (générale-
ment au niveau de I’ARN). Chez les organismes proca-
ryotes, les signaux de terminaison de la transcription
(indépendante de rho) en fournissent un exemple. Ce
motif étant bien décrit (Figure 2) et conservé entre les
espéces procaryotes (eubactéries), I'utilisation du pro-
gramme Pétrin [5] permet d’obtenir une bonne idée du
nombre de séquences transcrites dans une séquence
génomique. Chez les organismes eucaryotes, les
séquences associées aux différents signaux sont sou-
vent trop courtes et/ou trop peu conservées pour consti-
tuer un critére absolu. Les signaux les plus «forts»
seraient les sites donneurs et accepteurs du mécanisme
d’excision des introns : les introns commencent générale-
ment en 5’ par GT et finissent en 3’ par AG (Figure 3).
Cependant, le nombre de mots AG et GT dans une séquen-
ce génomique est trés important, et la seule présence de
ces deux di-nucléotides n’indique donc pas nécessaire-
ment la présence d’un intron. On a alors recours a une
combinaison de stratégies prenant en compte d’autres
séquences plus ou moins conservées voisines des AG et GT,
les caractéristiques des exons selon leur position dans le
gene, ainsi que d’autres signaux comme les sites de fixa-
tion des facteurs de transcription, les Tlots CpG situés en
amont des genes, ou encore le site de reconnaissance
localisé en aval des genes, nécessaire a la poly-adényla-
tion de I’ARN messager (Figure 3). De nombreuses
méthodes informatiques ont été développées pour
rechercher les régions promotrices de la transcription
[6], pour identifier spécifiquement les sites d’épissage
[7, 81, ou encore les sites d’initiation de la traduction
[9]. €Elles n’ont donc pas la prétention de déterminer la
structure des genes, mais seulement d’affecter a chaque
site potentiel un indice de fiabilité.

Prédiction de régions codantes

Une protéine étant codée par une succession de codons,
une stratégie simple pour repérer les genes, au moins

M/Sn°2, vol. 18, février 2002

chez les bactéries, consiste a rechercher les plus longues
phases ouvertes de lecture (ORF : open reading frame),
c’est-a-dire des régions entre deux codons de terminai-
son de la traduction, en phase. Au risque d’ignorer les
plus petits genes, on ne consideére généralement que les
ORF d’au moins 300 nucléotides, la probabilité qu’une
telle ORF soit due au hasard devenant alors suffisam-
ment faible chez la plupart des bactéries. Malheu-
reusement, ces criteres ne suffisent pas toujours a
localiser correctement les régions codantes et, en tout
état de cause, ne permettent pas d’identifier de manie-
re certaine le codon correct de démarrage de la traduc-
tion. On doit alors utiliser une propriété statistique des
régions codantes qui permet de mieux les discriminer
des régions non codantes. |l a en effet été observé que la
distribution des «mots», par exemple la fréquence
d’apparition d’oligonucléotides de longueur 4, 5, ou 6,
est différente dans les régions codantes et les régions
non codantes : ces régions de I’ADN présentent donc des
différences de «style» qui sont mises a profit de fagon
tres efficace par les programmes fondés sur I’utilisation
des chaines de Markov, tels que GeneMark [10] et
Glimmer [11]. La discrimination entre les phases
ouvertes codantes et les autres est facilitée, chez les
organismes procaryotes, par le fait que ces phases sont
généralement longues et dépourvues d’introns.

Chez les organismes eucaryotes, la situation est
plus complexe. Les régions codantes des exons sont
parfois trop courtes pour qu’une simple tendance sta-
tistique permette de les repérer. Par ailleurs, il n’y a
pas de raison pour que leur taille soit un multiple de
trois ni qu’elles soient comprises entre deux codons de
fin de traduction. La structure fine des genes, c’est-a-
dire leur découpage précis en exons et introns ainsi que
leurs extrémités 5’ et 3’, est prédite par des pro-
grammes qui combinent généralement un ensemble de
méthodes. Plusieurs mesures sont utilisées pour rendre
compte des différences entre les régions codantes et
non codantes : des méthodes probabilistes tels que les
modéles de Markov déja mentionnés ci-dessus [12,
13], des méthodes de discrimination tels que les
réseaux neuronaux [14] oules arbres de décision [15].
Ce type de technique a pour objectif de trouver les cri-
téres permettant de discriminer deux ensembles de
données : les exemples (tels que des séquences corres-
pondant a des sites d’épissage fonctionnels), et les
contre-exemples (des séquences qui ressemblent a des
sites d’épissage mais qui n’en sont pas). La mise en
ceuvre de ces techniques va permettre, en général,
d’identifier tous les éléments constitutifs des genes
(exons, sites d’épissage, codons initiateurs) indivi-
duellement. L'assemblage de ces éléments, pour



reconstituer la structure globale d’un gene, est géné-
ralement réalisé par d’autres programmes, fondés, par
exemple, sur des modeles de Markov a états cachés
[16,17]. Outre les approches «intrinséques» que nous
venons de mentionner (c’est-a-dire ne mettant en
ceuvre que les propriétés statistiques de la séquence
d’ADN chromosomique), on peut également recourir,
lorsqu’elles sont disponibles, a des informations expé-
rimentales concernant les genes exprimés dans la cel-
lule. Par exemple, les ADN complémentaires (ADNc)
obtenus par transcription inverse de I’ARN messager ne
contiennent que les parties exoniques d’un gene. Une
autre source essentielle d’information se trouve dans
les EST (expressed sequence tags), obtenus par
séquencage systématique des extrémités d’ADNc. La
mise en ceuvre de programmes de recherche de simila-
rité, a partir de banques d’ADNc [18] ou d’€ST [19],
permet alors de mettre en évidence des régions de la
séquence génomique analysée contenant des exons, et
par la méme les frontiéres intron-exon deviennent plus
aisées a identifier. La nature de cette similarité pose
cependant des problemes car les séquences d’€ST sont
non seulement tres courtes, mais aussi parfois, de plus
mauvaise qualité que I’ADN génomique. Une autre
solution consiste alors a comparer les six séquences
peptidiques, obtenues apreés traduction de la séquence
génomique sur les six cadres de lecture possibles, aux
protéines répertoriées dans une banque de protéines
connues telle que SwissProt [20]. Un des atouts de
cette approche réside dans le fait que la comparaison
entre protéines a toute les chances d’étre plus sensible
que la comparaison ADN/ADN. Les séquences pro-
téiques sont en effet mieux conservées (dégénérescen-
ce du code génétique), et la taille plus importante de
leur alphabet rend les identités fortuites moins pro-
bables. Néanmoins, les méthodes qui reposent sur ce
type de comparaisons ne seront fructueuses qu’a la
condition évidente qu’au moins une séquence suffi-
samment proche soit présente dans les banques.

Les limites des approches actuelles

Uidentification des genes constitue la partie la plus
automatisée du processus d’annotation, en particulier
chez les organismes procaryotes. &t méme si des progres
restent a faire [21-23], les procédures actuelles four-
nissent des résultats tout & fait honorables (on estime
que la probabilité de «manquer» un gene bactérien est
inférieure & quelques pour cent).

Le cas des organismes eucaryotes est, en
revanche, beaucoup plus délicat. U'évaluation des diffé-
rents programmes de prédiction de génes eucaryotes a
révélé que, si plus de 90 % des nucléotides sont correc-
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tement identifiés comme étant codant ou non codant, la
détermination exacte des bornes des exons et leur
assemblage en une séquence codante compleéte et cor-
recte est une toute autre affaire [24, 25]. Un premier
probleme auquel sont confrontées toutes les méthodes
de prédiction est I’extréme diversité de la structure des
genes des organismes eucaryotes : en effet, si la taille
moyenne d’un géne chez I’homme est de 27 kb (régions
introniques incluses) [26], le géne de la dystrophine par
exemple, mesure plus de 2 millions de nucléotides dont
99 % sont des introns de taille parfois supérieure a 100
kb. On comprend aisément que, dans cette situation, les
programmes aient tendance a prédire plusieurs genes au
liew d’un seul. A Pinverse, deux génes peuvent étre vus
comme un seul, notamment lorsque la séquence inter-
génique qui les sépare est courte voire inexistante, ou
dans le cas de genes se recouvrant. Par ailleurs, a
chaque étape de la synthése des protéines sont asso-
ciées des possibilités alternatives pouvant conduire a la
synthése d’une protéine différente : promoteur alterna-
tif, épissage alternatif, polyadénylation alternative et
initiation alternative de la traduction. Les programmes
de prédiction ne savent pas gérer ces différents cas et ne
prédisent généralement qu’une seule structure «opti-
male» de gene. Enfin, d’autres cas particuliers, peu ou
pas pris en compte dans les stratégies de recherche de
geénes eucaryotes, sont les sites d’épissage non-stan-
dards (ne présentant pas le dinucléotide consensus GT
ou AG) ou encore les cas dans lesquels la traduction ne
débute pas sur un codon AUG. Ces exemples montrent a
quel point la coordination de nombreux mécanismes
biologiques est encore mal comprise.

Le probleme de la détection des genes eucaryotes
est donc encore loin d’étre résolu, bien que I’on sache
qu’il doit exister une solution : la cellule, elle, ne se
trompe pas et réalise I"épissage des exons avec une
grande efficacité et une grande précision. Un des pro-
blemes majeurs de "annotation in silico consiste a éla-
borer des prédictions a partir de données de séquences
analysées sous une forme linéaire et « statique », alors
que dans la cellule, cette méme séquence présente des
conformations bien plus complexes (secondaires et ter-
tiaires), et se trouve placée dans un milieu «dyna-
mique».

Du gene a la fonction biologique

Une fois que les génes sont repérés et délimités sur la
séquence, il convient d’affecter une fonction a la pro-
téine correspondante. U'étape de prédiction de la fonc-
tion biologique des genes constitue en réalité le goulot
d’étranglement le plus important de la génomique, la
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majeure partie de I'information étant perdue lorsqu’un
geéne ne peut pas étre décrit correctement.

Recherche de similarités
On procéde donc tout d’abord par similarité, en compa-
rant la séquence de la protéine hypothétique avec des
protéines de fonctions connues et de séquences voi-
sines. Les programmes de recherche de similarités dans
les banques de séquences du type BLAST permettent de
rendre compte de « ressemblances » entre les séquences
[27] et d’opérer un transfert, par similarité, de la fonc-
tion biologique présumée. Mais a partir de quel seuil de
ressemblance entre leurs séquences peut-on considérer
que deux protéines ont probablement la méme fonction?
Malheureusement, trop souvent, une similarité seule-
ment partielle entre les séquences produit une annota-
tion du type putative kinase par exemple. De proche en
proche, on risque ensuite de propager cette information
a d’autres protéines ressemblant de moins en moins a la
premiere. D’une maniere générale, le transfert d’information issue de
I’analyse d’une protéine, méme bien étudiée, est a considérer avec la
plus grande prudence car, d’'une part une similarité en séquence n’im-
plique pas nécessairement une similarité de la structure protéique ou
de la fonction et, d’autre part, 'annotation répertoriée dans les
banques peut étre incompléte ou bien
fausse. Une telle annotation sera alors

pour définir les formats de ces banques et les «styles»
d’annotation destinés a décrire les fonctions biolo-
giques [30]. Uapproche par motifs ne garantit, toute-
fois, pas plus que la comparaison de séquences deux @
deux de I’effet de propagation des erreurs précédem-
ment évoquée. En effet, de nombreuses protéines sont
formées par I"assemblage de plusieurs domaines, plus
ou moins conservés ou bien méme remaniés dans
d’autres protéines non apparentées. Ces mécanismes
évolutifs sont a la source méme de prédictions erronées,
et les banques de motifs protéiques sont, dans ce sens,
a utiliser également avec la plus grande prudence.
Finalement, connaltre la succession des acides
aminés d’une séquence protéique (sa structure primai-
re) ne suffit pas pour comprendre pleinement son rdle
biologique et ses interactions avec d’autres protéines ou
avec ses substrats. Ces chaines se replient sur elles-
mémes et adoptent des conformations secondaires puis
tertiaires qui conférent a la protéine ses propriétés. Si
les méthodes de détection de régions transmembra-
naires, de peptides signaux, et de structures secon-
daires conduisent a des résultats généralement
satisfaisants [24], prédire la structure tertiaire d’une
protéine reste une entreprise beaucoup plus ardue. Il

utilisée a tort pour les annotations ulté-
rieures d’autres génomes, amplifiant ainsi
I’erreur initiale.

U'architecture modulaire de nom-
breuses protéines (c’est-a-dire composée
en domaines protéiques) rend nécessaire
le recours aux banques de motifs.

Paralogues

Plusieurs banques de ce type ont été

constituées. La plus ancienne, PROSITE
2

Orthologues

[28], recense les motifs consensus carac-
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consensus ou de tableaux poids-positions
(comme cela a été décrit précédemment
pour les motifs nucléiques). U'une des
banques les plus utilisée a ce jour est
PFAM, fondée sur la comparaison systé-
matique de toutes les séquences pro-
téiques de la banque SwissProt [29]. Il
existe presque autant de programmes de
recherche de domaines protéiques sur
une séquence qu’il y a de banques de
motifs différentes. Un effort de «stan-
dardisation» a été récemment entrepris
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Figure 4. Intéréts de ’analyse des groupes de synténie bactérienne. Des similarités significatives
(ou parentés) entre génes, au sein d’une méme espéce ou entre plusieurs espéces, vont permet-
tent d’inférer certaines propriétés aux protéines codées. Ainsi, la comparaison du génome Il aux
génomes | et Il révele que le premier ensemble constitué de cing genes contigus contient 4 génes
dont les orthologues ont une méme organisation locale dans le génome Il, et une organisation
proche dans le génome |. On peut envisager que cet ensemble de genes représente une famille de
genes universelle et que le géne situé au centre de cette famille (en blanc) a probablement une
fonction proche du gene rouge situé au méme endroit dans le génome II. Ce type d’analyse per-
met aussi d’identifier des mécanismes évolutifs résultant de la fusion/fission de génes ainsi que

des opérons conservés entre différentes especes.



existe une banque de données trés précieuse, la Protein
Data Bank [31], répertoriant les coordonnées ato-
miques de plus de 1 500 protéines de séquences signifi-
cativement différentes. Cet échantillon permet de
mettre en ceuvre des méthodes de modélisation molécu-
laire qui ont pour objectif de construire un modele
structural en comparant la séquence de la molécule
étudiée avec celle des protéines de conformation 3D
connue. Cette derniére approche reste délicate car, sauf
cas particulier (par exemple les protéines membra-
naires), la liaison entre les classes de repliements et la
fonction de la protéine n’est pas toujours évidente.

Exploration des voisinages

C’est une évidence aujourd’hui : un génome n’est pas
«un sac de génes» mais un ensemble ordonné et struc-
turé d’informations qui permet le bon fonctionnement
de la cellule et qui évolue en fonction des besoins adap-
tatifs des organismes. Notre vision a de fait évolué vers
la notion de réseaux de genes qui répondent de fagon
complexe aux stimulus de I'environnement. Aussi, une

bale consiste a trouver tous les voisins des genes carac-
térisés. Chaque voisinage, c’est-a-dire I'identification
d’objets qui partagent un espace donné, est destiné a
apporter un éclairage spécifique sur le gene étudié, et a
donner des éléments pour la recherche de sa fonction
[32].

Un voisinage naturel est la proximité sur le chro-
mosome. Chez les organismes procaryotes, il existe une
structure de contréle coordonnée, I’opéron, qui montre
que des genes situés a proximité les uns des autres peu-
vent étre reliés fonctionnellement (Tableau I). Plusieurs
bases de données contiennent des informations structu-
rales sur la régulation de I'expression génique, signalant
par exemple I'existence d’un site de fixation d’un fac-
teur de transcription dans la région promotrice d’un
gene, ou définissant un domaine polypeptidique impli-
qué dans les interactions protéines-protéines ou pro-
téines-ADN [33, 34]. Il existe toutefois de nombreuses
unités de transcription qui ne comprennent qu’un seul
gene, et les organismes eucaryotes n’organisent généra-
lement pas la transcription de leurs genes sous la forme

derniére phase de I’annotation des génomes consiste-t-  d’opérons. L'analyse de la ressemblance entre les genes ou plus sou-
elle aidentifier les relations entre les objets génomiques  vent, les produits des genes, permet d’explorer un autre type de voisi-
caractérisés au cours des étapes précédentes, a savoir nage. La création de familles de paralogues ou de familles
d’orthologues (voir glossaire) constitue des exemples d’exploration de
I’espace de similarité en séquence entre les protéines. Les bases de
données COG [35], WIT [36], ColiPage [37], ou encore HOBACGEN [38]

ont pour objectif de décrire de telles familles.

les genes, les protéines et les éléments de régulation.
Sil est tout naturel de prendre les génes comme objets
centraux de "analyse in silico, une exploration plus glo-

Cette étape est un point de départ vers la carac-
térisation de groupes de synténie conservés entre

plusieurs génomes, c’est-a-dire des ensembles
de genes dont les positions respectives ont été
conservées au cours de I’évolution (voir glossaire)
52 (Figure 4). Il est en effet remarquable de consta-

3 ter que, dans de nombreux génomes procaryotes,
il existe une corrélation tres forte entre cette

organisation synténique et 'interaction physique

> o entre les produits des génes voisins [39]. Les

Ehee — _:_gé 0 groupes de synténie sont définis selon des criteres

’ plus ou moins stricts, liés a la similitude des

S5 S5 séquences, la conservation de Iordre des genes

Organisme A Organisme B sur le chromosome, la distance respective des

génes les uns par rapport aux autres, etc (Figure 4).
Plusieurs approches ont été développées, parmi
lesquelles WIT [36] et STRING [40], mais les cor-
respondances multiples entre génes ne sont pas

Figure 5. Reconstitution de voies métaboliques. ’ensemble des enzymes caractéri-
sées au cours de la premiere étape d’annotation autorise une premiére reconstitu-
tion des voies métaboliques de I’organisme étudié (B), le plus souvent par référence
toujours correctement prises en compte. D’un
point de vue fonctionnel, des enzymes peuvent

aux voies métaboliques d’un organisme (A) proche et bien étudié. Ainsi, dans cet
exemple, aucun gene homologue a ceux qui codent pour les enzymes €2 et €5 ne sont
étre voisines parce qu’elles utilisent le méme
substrat, produisent le méme produit, ou encore

retrouvés dans le génome de I'organisme B. Dans I’hypothese ot I’annotation de pre-
mier niveau est correcte et exhaustive, cette observation suggére que les enzymes €2
se succedent dans une méme voie métabolique.
Lexploitation de données métaboliques de réfé-

et €5 n’existent pas chez I"organisme B qui utilise alors des voies métaboliques alter-

natives a découvrir.
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rence [41, 42] constitue alors un outil puissant non seu-
lement parce qu’elle permet de renforcer les résultats de
I"analyse de similarité, mais aussi parce qu’elle autorise
la découverte de fonctions ou voies métaboliques alter-
natives (Figure 5). Il existe, enfin, des voisinages plus
complexes qui produisent des résultats parfois particu-
lierement riches. Les genes sont en effet liés par leur
fagon «d’utiliser> le code génétique. Les codons syno-
nymes (par exemple, les 4 codons CGU, CGC, CGA et CGG
correspondent & I’acide aminé arginine) ne sont pas uti-
lisés avec la méme fréquence, et cette utilisation diffé-
rentielle des codons (ou biais de codage) est
caractéristique de chaque espece. Ainsi, la connaissan-
ce du biais de codage de genes déja identifiés chez I’or-
ganisme étudié va-t-elle permettre de mieux prédire de
nouveaux genes du méme organisme.

Idéalement, I'analyse de ces relations et voisi-
nages devrait faire partie du processus complet d’anno-
tation. Cependant, une telle exploration nécessite
d’autres études expérimentales et informatiques, et les
outils qui apparaissent tout juste dans ce domaine (qu’il
s’agisse de méthodes informatiques ou de bases de don-
nées spécialisées) sont actuellement encore trés disper-
sés dans les différents laboratoires.

Les plates-formes d’annotation

Au milieu des années 1990, face a la croissance du
nombre de séquences, il devenait tentant de développer
et d’utiliser des méthodes automatisées d’analyse. Or,
annotation automatique des séquences génomiques
n’est ni aisée, ni fiable, surtout chez les organismes
eucaryotes. Pour certain d’entre eux, on estime qu’envi-
ron 50 % des prédictions de genes reportées dans les
banques comportent au moins une erreur. Ainsi, si le
développement des premieres plates-formes d’annota-
tion reposait sur la mise en ceuvre strictement automa-
tique de programmes informatiques [43-45], de
nombreux environnements de nature plus interactive
leurs sont aujourd’hui préférés. Ces environnements
proposent, en particulier, une représentation graphique
des résultats d’analyse dont le but est de faciliter I'ex-
pertise finale du biologiste [46-50] (Tableau /). Les
attributions fonctionnelles automatiques combinent de
fagon souvent astucieuse plusieurs résultats d’analyse
afin d’attribuer une fonction unique a la protéine analy-
sée: elles se heurtent alors au probléme de 'accumula-
tion des erreurs d’annotation dans les banques de
séquences, mais aussi a I’organisation souvent modu-
laire des protéines, conduisant alors a des annotations
incompleétes voire fausses [51]. Qu’il s’agisse de ’ana-
lyse de séquences génomiques procaryotes ou euca-
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ryotes, il semble absolument nécessaire que ces anno-
tations fonctionnelles soient validées, au cas par cas,
par des experts biologistes. Il apparait en effet claire-
ment que, parmi I’ensemble des génomes de micro-
organismes aujourd’hui disponibles, la qualité des
annotations est supérieure dans les laboratoires qui
mettent en ceuvre des interfaces graphiques destinées a
Iinterprétation méticuleuse des résultats bruts de
méthodes informatiques [21]. Par exemple, le logiciel
Artemis, développé au Sanger Centre (Tableau /), dis-
pose d’une interface graphique trés conviviale permet-
tant, a partir des résultats de plusieurs méthodes,
d’annoter chacun des objets caractérisés (CDS, introns
et exons, etc.). Quoiqu’il en soit, les annotations seront
inévitablement de qualité variable selon les programmes
utilisés, les données de séquences disponibles au
moment de I"annotation, mais aussi selon les annota-
teurs. De ce point de vue, il parait essentiel que I'effort
d’annotation soit de plus en plus placé sous la respon-
sabilité de groupes d’experts de la communauté, et non
plus sous celle d’un laboratoire ou d’un petit groupe
d’annotateurs.

On assiste ainsi a la mise en place de groupes
et/ou projets d’annotation de génomes dont les résul-
tats sont accessibles sur le web (pour I'instant, il est
vrai, essentiellement en consultation). Pour le génome
humain par exemple, le Sanger Centre développe le pro-
jet Ensembl, et I'Institut Suisse de Bio-informatique, le
projet HPI (Tableau I1). Finalement, I’hétérogénéité des
informations disponibles dans les banques rendant tres
difficile la recherche d’information et les conclusions
sur "annotation fonctionnelle d’un géne, la nécessité
d’une standardisation est aujourd’hui reconnue [30].
Des efforts vont dans ce sens, avec notamment la mise
en place de plusieurs projets : Gene Ontology Project,
Gene Feature Format et GAME (Tableau I/).

Conclusions et perspectives

Uidentification de la fonction des genes nécessite la
combinaison de plusieurs approches expérimentales
qu’elles soient informatiques (analyse in silico) ou bien
de nature biochimique ou génétique (analyses in vivo et
in vitro). Ces différentes approches sont clairement
complémentaires, les conclusions d’une approche pou-
vant étre confirmées ou infirmées par I'autre. Les ana-
lyses in silico doivent en particulier guider
I’interprétation de résultats expérimentaux, mais aussi
suggérer de nouvelles expériences. Pouvoir prédire la
fonction biologique d’un nombre important de genes
ouvre au chercheur un champ d’exploration plus impor-
tant, par exemple dans le choix d’une stratégie d’inacti-



vation des genes: interruption de tous les génes un par
un, ou des génes appartenant a une catégorie fonction-
nelle donnée.

Enfin, il nous semble important d’insister sur le fait
que I'annotation ne se limite pas a I’étude de la séquence
génomique. La génétique inverse, la génomique fonction-

nelle et structurale, I’étude du transcriptome, du protéo-

extraordinaires de connaissances nouvelles, indisso-
ciables de I’étude du génome. Il apparait de plus en plus
nécessaire d’intégrer ces différentes sources d’informa-
tion au sein d’environnements informatiques «globaux»
permettant de croiser, confronter et recouper ces sources
afin d’essayer de franchir un petit pas supplémentaire
vers ce qui constitue 'unité du vivant. ¢

me, et du métabolome sont également des sources

)
w
— o
Description Organisme URL Référence )
Pro. Eu. o
w
Annotation automatique o
PEDANT « Protein Extraction, Description, and ANalysis Tool - E E http://pedant.mips.biochem.mpg.de/ [43]
annotation exhaustive et automatique d’une séquence protéique
ou d’un protéome complet.
MAGPIE + MAGPIE Automated Genome Project Investigation Environment - X |: http://genomes.rockefeller.edu/magpie/ [42]
annotation automatique d’un génome en cours de séquengage
GeneQuiz - Prédiction automatique de la structure et de la fonction X X http://www.sander.ebi.ac.uk/GeneQuiz [44] =
(BioSCOUT)  des protéines http://www.lionbioscience.com o
>
Annotation semi-automatique et manuelle '
GAIA « Analyse et gestion des données de séquences génomiques - |: E http://www.cbil.upenn.edu/gaia2/gaia [45]
visualisation graphique des interrogations de la base
SEALS « A System for Easy Analysis of Lots of Sequences - ensemble de E E http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Walker/SEALS/ [46]
méthodes destinées a guider le biologiste au cours de
I’annotation fonctionnelle des génes
Genotator « Environnement pour ’annotation de séquences et la navigation |: X http://www.fruitfly.org/ nomi/genotator/ [47]
dans les génomes
ImaGene - Plate-forme coopérative d’analyse et d’annotation de séquences X I: http://www.abi.snv.jussieu.fr/imagene/imaintro.htm|  [48]
génomiques - gestion des données biologiques et méthodologiques
Artemis « Environnement d’annotation et de visualisation de X X http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis/ [49]
séquences génomiques
EuGene - Logiciel de prédiction de génes eucaryotes [ X http://www.inra.fr/bia/T/schiex/Export/Eugene2.pdf  [51]
(outils et environnement graphique)
DAS « Distribued sequence Annotation System - architecture client- I: X http://stein.cshl.org/das

serveur destinée a faciliter les comparaisons entre les centres
d’annotation de génomes

Groupes et projets

HAMAP « High quality Automated Microbial Annotation of Proteomes - E |: http://www.expasy.ch/sprot/hamap/
ré-annotation des protéomes de bactéries selon les standards
de qualité de la banque SWISSPROT
Ensembl - Environnement destiné a produire et maintenir les données |: X http://www.ensembl.org/
d’annotation automatique de génomes eucaryotes
HPI « Human Proteomics Initiative - projet d’annotation de toutes |: X http://www.ebi.ac.uk/swissprot/hpi
les séquences humaines selon les standards de qualité
de la banque SWISSPROT
Genome - Site prototype congu par un Consortium d’annotation E E http://compbio.oml.gov/tools/channel/
Channel pour la visualisation des génomes (ORNL)
GASP - Genome Annotation Assessment Project (drosophile) [ E http://www.fruitfly.org/GASP1/ [52]
GenoStar - Environnement informatique de génomique exploratoire E E http://www.inrialpes.fr/helix/projets.html
GOC + Gene Oncology Consortium - définir un vocabulaire contr6lé des |: X http://genome-www.stanford.edu/G0/
fonctions moléculaires, des processus biochimiques et cellulaires
GAME « Genome Annotation Markup Elements - Projet de description X X http://www.bioxml.org/Projects/game/

d’annotations génomiques au format XVL

Tableau Il. Exemples de plates-formes et de projets d'annotation de génomes procaryotes et eucaryotes.
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SUMMARY

In silico annotation of genomic sequences

For the first time in history, we have access to the entire
genetic content of a growing number and variety of
living organisms. This explosive growth of information is
forcing changes in many scientific disciplines, particu-
larly in computational biology and molecular genetics.
One of the challenges is to predict and annotate the
functions of the gene products as rapidly and complete-
ly as possible, taking into account both molecular inter-
actions and higher cellular order processes. The first
level of sequence annotation consists in gene finding
and functional prediction of their products using simila-
rities searching in protein databanks. This step remains
easier in the context of procaryotic genome analysis, the
gene structure of these organisms being much more
simple than the one of eucaryotes. Predicting function
from sequence using computational tools is generally
done for each gene individually. Others levels of annota-
tion, such as the identification of interactions between

Chaine de Markov

genomic elements characterized in the first step, are
more difficult to achieve. If we currently best described
the protein function in the context of molecular interac-
tions, it will be possible in the near future to predict
function in the context of higher order processes such as
the regulation of gene expression, metabolic pathways
and signaling cascades. Besides the information from
the completely sequenced genomes, the latter analysis
also uses additional information from proteomics and
expression data. New infrastructures that integrate
various levels of sequence annotation and function pre-
diction are clearly required. This paper focuses on the
various facets of the in silico sequence annotation,
which is far from being perfect despite the fact that
sequencing itself is highly automated and accurate, and
despite the fact that (or maybe because...) sequence
information is described in simple linear form, using a
four-letter alphabet. There remains a long way to go
until we are able to describe molecular processes quan-
titatively. However, there is no doubt that in silico
sequence analysis is extremely powerful, and the gene-
ration of hypothesis derived by computational methods
will be more and more often the first successful step in
the design of in vivo/in vitro experiments. ¢

Une chaine de Markov est un modeéle pro-
babiliste permettant de représenter des
dépendances entre les observations suc-
cessives d’une variable aléatoire. Dans le
cas d’une séquence d’ADN, qui nous inté-
resse ici, cette variable représente la
nature de la base nucléique (c’est-a-dire
A,C,GouT) et les observations successives
correspondent aux positions successives
sur la séquence (schéma ci-contre). Dans
une chaine de Markov d’ordre k, la proba-
bilité d’apparition d’une base donnée en
une position i ne dépend que de la nature
des k bases qui la précédent (le cas k=0
correspond donc a I’hypothése d’indépen-
dance des positions et la figure représente
le cas k=4). Les parametres du modéle
sont constitués de I"ensemble des proba-

bilités conditionnelles (par exemple, sur la

M/Sn°2, vol. 18, février 2002

figure, la probabilité d’émettre A en posi-
tion i sachant qu’il est précédé de GCAT).
Ces parametres sont généralement diffé-
rents pour des régions de I’ADN codant
pour des protéines (en raison de I'usage
des codons) et pour des régions non
codantes. C’est cette propriété qui est
mise a profit pour discriminer les deux
types de régions.

CG
A T

N1
0000000..

k

Homologie, orthologie et paralogie
On dit de deux genes qu’ils sont homo-
logues lorsqu’ils dérivent d’un géne ances-
tral commun. Suivant la définition

proposée par Fitch [52], on distingue

alors deux cas suivant que I’événement
phylogénétique le plus récent séparant les
deux génes est une spéciation (apparition
des deux espéces) - on dit alors que les
deux genes sont orthologues - ou une
duplication (apparition de deux copies du
gene) - on dit alors que les deux genes
sont paralogues. Le schéma de la page
suivante (adapté de [53]) représente un
arbre de génes. Les cercles (Spl et Sp2)
représentent un événement de spéciation
(la couleur des branches correspond a une
méme espéce) et les carrés (Dupl et
Dup?) représentent un événement de
duplication génique. Les genes RI et SI,
par exemple, sont orthologues (de méme
que R2 et S2 ou R2 et S3). €n revanche, S2
et S3 sont paralogues (de méme que RI et

S2 ouRI et S3 par exemple).



PL
o/
Dupl
Sp2 Sp2
Dup?
RI S1 R2 S2 $3  HI

Cet exemple permet de mettre en évidence
deux propriétés importantes des relations
d’orthologie/paralogie : 1) elles ne sont
généralement pas transitives (par exemple
$2 est orthologue a R2, R2 est orthologue a
$3 mais S2 et S3 ne sont pas orthologues) et
2) elles ne sont généralement pas
bijectives : c’est-a-dire qu’un gene, dans
une espéce, peut présenter plusieurs ortho-
logues dans une autre espéce (par exemple
R2 est orthologue a S2 et S3 et HI est ortho-

logue & n’importe quel Ri et Si).

Enfin, il convient de remarquer que les
définitions précédentes sont de nature
essentiellement phylogénétique et ne font
aucune hypothese quant a la similarité
des séquences ou a la fonction des génes
concernés (méme si de telles hypothéses
doivent parfois étre posées pour parvenir
a reconstruire I’histoire évolutive d’un
gene ou d’une famille de génes). Ainsi,
I’emploi du terme homologue pour indi-
quer que deux genes présentent des
séquences similaires doit étre considéré
comme une impropriété. De méme, le fait
que deux geénes orthologues devraient
présenter la méme fonction doit étre, le
plus souvent, considéré comme une hypo-

these de travail.

Synténies « bactériennes »

On dit de deux génes d’un méme organis-
me qu’ils sont en synténie s’ils sont portés

par le méme chromosome. €tant donné

deux organismes A et B et deux genes en
synténie dans A, on dit que cette synténie
est conservée si les orthologues des deux
genes dans I'espéce B sont également en
synténie.

Chez les bactéries, qui ne possedent géné-
ralement qu’un seul chromosome, les
définitions précédentes n’ont pas grand
intérét puisque, par définition, tous les
genes sont en synténie dans une espéce et
en synténie conservée entre deux especes.
Dans ce cas, on parle alors de «synténie
bactérienne» pour indiquer qu’un
ensemble de génes présente la méme
organisation locale dans une espéce A que
leurs orthologues dans une espéce B.
’exemple typique est celui d’'un opéron
conservé entre deux espéces (Figure 5). 11
faut noter que la définition précise du
terme «organisation locale» différe sou-

vent d’un auteur a 'autre.
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