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1. Identification des transcrits par les EST
2. Diversité du transcriptome: travaux 

récents
3. Diversité des extrémités 3’



I. Principes de l’identification des 
transcrits par les EST



Combien de gènes dans le génome 
de mammifère?

Humain/souris 2005: 22000 
gènes annotés

Est-on proche de la fin?
Si peu de différence avec la 

mouche (15000 gènes) ou C. 
elegans (18000) ?

Une page Ensembl



Prédiction de gènes

Modèles purement bioinformatiques (HMM): 
<50% des gènes correctement prédits (difficulté 
de prédire les gènes complets)
Très nombreux exons prédits en dehors des 
gènes reconnus: faux positifs?
Conservation inter-espèce: 200.000 séquences 
conservées en plusen plus des 200.000 exons connus



Réponse: Identifier les transcrits

+ facile à isoler et 
séquencer



Les EST (expressed sequence tags): le 
premier outil d’annotation des génomes

Normalisation
•Pour éviter de réamplifier sans cesse les transcrits les plus fréquents: réhybridation 
(normalisation) ou hybrydation contre bibliothèque de référence (soustraction). 

Limitations de l'approche EST
•Chimérisme , Clônes inversés, Priming interne, Rétention d’introns, Formes 
alternatives



EST data: state of the art 

•Human: >5000 libraries 
(>600 cancer)

•Mouse: >500 libraries 
(>30 cancer)



Pourquoi des cDNA pleine longueur?
(full length cDNAs)

Solutions: 
• Long-distance RT 

enzymes
• Cap trapping



Clustering d’EST pour reconstruire les 
transcrits (désuet)

Réalisation de clusters 
d’EST pour 
reconstruire les 
transcrits complets 
(génomes non 
disponibles)

Gautheret et al. Genome Research, 1998
contig 

Cluster d’ESTs



Alignements EST/cDNA contre 
génome

exons introns



Alignement 
EST/génome

Skipped 
exon



Ecueils à la prédiction des transcrits 
par les EST

Priming interne
Rétention d’introns => notion de « spliced EST »
Gènes chevauchants
Mauvaise couverture 5’

• (cf banques full-length cDNAs)



Epissage alternatif

3 gènes de détermination du sexe chez 
la drosophile, épissés différemment 
selon le sexe de l'individu:



Epissage alternatif via EST/cDNA
Nombreux travaux réalisés
Sociétés créées exclusivement sur le thème (par ex. Compugen 
http://www.cgen.com/)
Ex: Modrek B, Resch A, Grasso C, Lee C. Genome-wide detection of 
alternative splicing in expressed sequences of human genes. Nucleic 
Acids Res 2001 Jul 1;29(13):2850-9 :

We have identified 6201 alternative splice relationships in human genes, through a genome-wide analysis of 
expressed sequence tags (ESTs). Starting with approximately 2.1 million human mRNA and EST sequences, we mapped 
expressed sequences onto the draft human genome sequence and only accepted splices that obeyed the standard splice 
site consensus. A large fraction (47%) of these were observed multiple times, indicating that they comprise a substantial 
fraction of the mRNA species. The vast majority of the detected alternative forms appear to be novel, and produce 
highly specific, biologically meaningful control of function in both known and novel human genes, e.g. specific 
removal of the lysosomal targeting signal from HLA-DM beta chain, replacement of the C-terminal transmembrane 
domain and cytoplasmic tail in an FC receptor beta chain homolog with a different transmembrane domain and 
cytoplasmic tail, likely modulating its signal transduction activity. Our data indicate that a large proportion of 
human genes, probably 42% or more, are alternatively spliced, but that this appears to be observed mainly in certain 
types of molecules (e.g. cell surface receptors) and systemic functions, particularly the immune system and nervous 
system. These results provide a comprehensive dataset for understanding the role of alternative splicing in the human 
genome, accessible at http://www.bioinformatics.ucla.edu/HASDB.



ASAP, AltExtron, ASD, SpliceNest…

ASAP interface 
(Lee et al. 2003)



II. Travaux récents sur la diversité du 
transcriptome

Full-length cDNA
CAGE
Tiling array



Science, 2005

100,000 Full length cDNAs
+ 1M « CAGE » (sortes de SAGE en 5’)



Utilité des full-lengths

Etude des 
promoteurs 
(impossible avec les 
EST)
TSS alternatifs, 
exons 5’ alternatifs



Principaux résultats de 
« FANTOM3 »

32000 transcrits non-codants
16000 nouveaux transcripts codants
5000 nouvelles protéines
La majorité du génome est transcrit sur les deux brins
La grande diversité des transcrits dans chaque Unité 
de Transcription soulève le problème de la précision 
des puces  ADN conventionnelles, dans lesquelles 
chaque sonde hybride différents transcrits 



CAGE tags: démarrages de 
transcription dans les gènes et en 3’ 



Transcrits et Unités de Transcription

TU: Transcription 
Unit. mRNAs sharing 
at least 1 nt and with 
same location and 
orientation



Exemple 
d’annotation 
CAGE + 
cDNA
Genome Browser
du laboratoire
Riken



Transcrits chevauchants et antisens 



Le Tiling Array

Rosetta: technologie de spottage 
d’oligonuléotides par jet d’encre (inkjet)





Gène bien caractérisé: confirmation des exons 
« refseq » et apparition de nouvelles régions 
transcrites (ici correspondant à un cDNA déjà 
observé) 



Gène prédit: confirmation ou non des exons prédit par Genscan ou
autre.



Apparition de nouveaux gènes dans régions intergéniques sans 
EST ni prédiction bioinformatique.



Que trouve-t-on?

Nouveaux gènes codants
• >2000 transcrits avec ORF non existant dans Ensembl

Nouveaux gènes non-codants
• >10000 transcrits

Transcrits antisens
• >5000 gènes ont transcription antisens

Isoformes de gènes connus
• Au moins 40% à 60% des gènes selon auteurs
• Comprend également extensions (parfaois très longues) en 3’

Artefacts
• biologiques: « bruit » transcriptionnel
• expérimentaux: hybridation non-spécifique, contamination 

génomique…



Science, 2005

Technologie: Affymetrix
25-mères espacés de 5bp
polyA+ et polyA-
Noyau et cytoplasme
8 lignées cellulaires différentes



Etat de polyadenylation

Parmi tous les transcrits observés:
• 19% polyA+
• 44% polyA-
• 37% polyA+ et polyA-

• Donc la moitié du transcriptome humain est polyA-

• Important, car les transcrits qu’on regardait jusqu’à présent n’étaient 
que les polyA+!

La plupart des polyA- nucléaires sont introniques (normal)
Mais >50% des transcrits cytoplasmiques sont polyA-



Position des transcrits

60% des loci exprimés présentent des évidences de 
transcription sur 2 brins
Beaucoup de transcription dans l’intergénique:

• 50% des polyA- cytoplasmiques et 25% des polyA- nucléaires 
sont intergéniques

• 41% des polyA+ nucléaires sont intergéniques

Derniers résultats approfondis sur régions ENCODE, multi-tissu: 
93% du génome serait transcrit!!



III. La polyadenylation alternative



La polyadénylation alternative

Cleavage + polyA-addition site

AUUAAAAAUAAA CA      GUUGU
3' UTR

PolyAdenylation 
Signal

CA     GUUGU

Pre-mRNA

Coding sequence

To 5' end

AAAAAAAAA...

AAAAAAAAA...

mRNA alternative transcripts



PAS Discovery through EST/mRNA Alignment

mRNA or EST-contig

ESTs

5’ESTs

3’ESTs

First observation in 1998: 189 cases of alternative polyadenylation

Gautheret et al. (1998) 
Genome Res. 8, 524



2000: ~1000 Genes Observed w/ Alt PAS
(estimation: at least 22% of genes)

Beaudoing et al. (2000) 
Genome Res. 10, 1001
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Tissue-specific
sites
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Fisher’s Exact: P=0.00003

1942 biases in 951 different 
human 3’UTR

Beaudoing & Gautheret (2001) 
Genome Res. 9, 1520



Improved Definition of PAS signals

How does the polyA machinery tells a true cleavage 
site from a random AATAAA?
What other signals help dictate use of specific sites in 
certain conditions?

Upstream Seq. Elemt.
« enhancer element »
Mostly found in viral 
Sequences

Downstream Seq. Elemt
« constitutive »
Poorly defined
Mutations tolerated



Analysis of PAS-flanking regions

Genomic



Most Frequent Hexamers



USE, DSE and Polyadenylation Efficiency

%U

Weak sites

Strong sites

USE
Paired t-test
data: USE weak and USE strong
t = -0.1826, df = 35, p-value = 0.85620.8562

DSE
Paired t-test 
data: DSE weak and DSE strong 
t = -3.5876, df = 35, p-value = 0.0010100.001010

Legendre & 
Gautheret, BMC 
Genomics (2003)

Position (0=polyA signal)



2006EST/cDNA-based 
PAS Map

human mouse chicken

Tot PAS 89,200 72,400 2,900
42,500 37,900 2,400PAS <3K from ENSEMBL Gene 

PAS >10K from ENSEMBL Gene 30043,900 33,600
Genes with no PAS 24% 19% 90%

57% 53% 6%Genes with 2 or more PAS* 

*relative to all genes with 1+ PAS

-> 54% human, 32% mouse
(accept multiple sites for 1 signal,
but refseq UTR only) 



>40,000 polyadenylated sites between 
Ensembl annotated genes !

What are they? 
Background transcription ?
Background polyadenylation ?



What is the actual reach of the 3’ UTR?

Textbook « Human Molecular Genetics 2 » (1999): 
3′ UTR Average of about 0.6 kb (see Zhang, 1998) but this is likely 
to be an underestimate because of underreporting of genes with 
long 3′ UTRs 

Untranslated Regions of mRNA (Mignone et al. 2003) :

!



Several recent papers mentionning 
distal PAS

No systemic study of intergenic sites yet



How can you make sure a PAS is true and 
pertains to the nearest 5’ gene ?

PAS could be just noise (>30000 PAS at >10kb from 
any Ensembl gene)
There could be another gene in the interval



Direct UTR counts



AAUAAA signal usage
R

at
io

 A
A

U
A

A
A

+A
U

U
A

A
A

10
 o

th
er

 s
ig

na
ls

Distance from STOP
Noisy PAS are expected to use random polyA signals
Independent of EST coverage
True PAS appear dominant up to 15kb!



Evaluating PAS quality

Classification tree:
#ESTs, fl cDNA, overlap of transcripts, profile 
score, canonical signal, polyA tail, 5’EST, multiple 
libraries.



Selected PAS or transcriptional leakage?

● 3’ UTR sizes from orthologues (Ensembl)….

----------------------
bp <100 <1k <10k 
----------------------
<100 286 195 99 
<1k 256 4396 1334 
<10k 131 1527 3004 
----------------------

UTR size in mouse
U

TR
 s
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e 

in
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● Chi2 Probability ~ 0!  
● Long UTR in human => long UTR in mouse



High quality PASs:

6000 UTR extensions
3500 intergenic transcripts
16000 signal-free sites

Incidence on: microarray probe design, 
miRNA target search…



Conserved PAS

Define conserved PAS as PAS that is:
Aligned in orthologous UTR regions from human and 
mouse
EST-supported in both species

About 500 genes with 2 or more 
conserved tandem sites
-> most interesting functionally

Tandem sites are generally less 
conserved than single sites



Conserved PAS in human and 
mouse have correlated processing 
efficiencies

conserved sites

1000 pairs of non-
conserved sites



Differentially processed sites are 
most often non-conserved

Alternative splicing is generally species-specific too (Modrek & Lee, 2003)



Selection favors downstream major 
sites

underrepresented

Consistent with a model where novel poly(A) sites arising 3' 
to existing sites tend to be lost more quickly, unless stronger 
than existing 5' sites.



Les besoins actuels

Intégration initiation+épissage+transcription
Etude fonctionnelle (domaines, etc.)
Conservation
Validation expérimentale
Tissu-spécificité

The Alternative Transcript 
Diversity Project (ATD), 6e PCRD



Integrate 
Splice+polyA+Init 
variants
Quality control
Tissue-specific 
Isoforms
Regulatory motifs
Isoform specific 
oligos
RT-PCR validation 
of selected isoforms

The ATD Project

The ATD project is funded by the European Commission within its FP6 Programme, under the thematic area
"Life sciences, genomics and biotechnology for health", contract number LHSG-CT-2003-503329
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