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Avant propos

Ces travaux ont été effectués sous la co-direction de Olivier Poch responsable du
« Laboratoire de BioInformatique et Génomique Intégratives » au sein de I'lGBMC en France
et de Evelyne Friederich responsable du « Laboratoire de Biologie Moléculaire, d’Analyse

Génique et de Modélisation » au Centre de Recherche Public-Santé a Luxembourg.

Le LBGI développe et applique des programmes dédiées a ’analyse de familles de protéines
centrés autour de l'alignement multiple de séquences protéiques completes et a I'intégration
des données provenant des approches de génomique comparative et fonctionnelle. Le
LBMAGM concentre ses efforts sur I'étude du cytosquelette d’actine et son implication dans
les processus biologiques majeurs, tels que son role dans l'établissement du cancer. Sous
I'impulsion du « Fonds National de la Recherche » a Luxembourg, il a implémentée en 2002

une plateforme nationale de puces a ADN.

L’importance de la bioinformatique dans les études a haut débit ainsi que la connaissance
d’un systeme biologique dédié ont naturellement rapproché les 2 laboratoires autour d’un
projet commun d’analyse du cytosquelette. Le projet commun orienté autour de la biologie a
haut débit vise une étude intégrée du cytosquelette par les techniques de bioinformatiques
récentes. Ces techniques sont génératrices de données a la fois nombreuses et hétérogenes.
La bioinformatique apparait ainsi incontournable pour extraire, stocker et analyser ses
données. Ainsi, au cours de ma these, je me suis attaché a mettre en place I'ensemble des
procédures et des programmes bioinformatiques indispensables au calcul, a ’acquisition, a
la validation et a l’analyse des données et mesures issues des expériences entreprises,

notamment 1'étude des profils phylogénétiques et des profils d’expression.

Ce manuscrit se compose en trois parties. La premiere partie est une introduction consacrée
au cytosquelette et a son importance au sein des cellules eucaryotes, a 'avenement de la
bioinformatique devenue incontournable dans les études de biologie a haut débit, et
notamment, aux développements récents liés a I'émergence de la génomique fonctionnelle et
des méthodes de génomique comparative et des technologies des puces a ADN. La seconde
partie décrit l'environnement dans lequel jai pu évoluer pour développer les outils
bioinformatiques associés aux différentes recherches menées. Le dernier chapitre présente les
résultats obtenus a la fois en génomique comparative et d’autre part en transcriptomique. Ce
travail a donné lieu a 3 publications en premier auteur, ainsi que deux publications

supplémentaires.
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Introduction - Chapitre 1 - Le cytosquelette

Chapitre 1 - Le cytosquelette

« On ne connait pas complétement une science tant qu’on n'en sait pas 1'histoire. »

Auguste Comte

Le cytosquelette est un réseau dense et dynamique de polymeres protéiques présent dans la
totalité du cytoplasme de la cellule (Figure 1) (Machesky et al. 2000). Il existe 3 types de

cytosquelettes, les filaments d’actine, les microtubules et les filaments intermédiaires.

Le cytosquelette fait partie des larges structures cellulaires importantes tant au niveau
fonctionnel que structural (Yates et al. 2005). Présent, a la fois dans le cytoplasme et dans le
noyau de la cellule eucaryote, il interagit avec quasiment tous les organelles (Boldogh et al.
2006; Egea et al. 2006; Shibata et al. 2006). Les protéines qui le composent sont en conséquence

régulierement identifiées comme des composants des protéomes de ces organelles.

Cellule en mouvement

Filaments d'actine

Filaments intermédiaires

Microtubules

Figure 1 Positionnement des 3 cytosquelettes dans la cellule.
Les filaments d’actine sont indiqués en rouge, les microtubules en bleu et les filaments
intermédiaires en vert (adapté de http://cellix.imolbio.oeaw.ac.at/Videotour/video tour.html).
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Ses fonctions sont nombreuses et leurs implications sont majeures pour la vie de la cellule.
En effet, il représente I'échafaudage sur lequel la cellule se repose et participe largement a sa
morphologie et a son développement. Le cytosquelette est impliqué dans bon nombre de
processus biologiques importants pour la vie de la cellule. Ainsi, il joue un role prépondérant
dans la division cellulaire puisque les microtubules constituent le faisceau mitotique
responsable de la ségrégation des chromosomes et que les microfilaments d’actine génerent
I’anneau contractile responsable de la cytodiérese (revue dans (Scholey et al. 2003)). 11 joue
également un role prépondérant dans la motilité cellulaire avec la création de structures
cellulaires comme le flagelle (microtubule) et les lamellipodes (actine) (Small et al. 2002).
Enfin, il est également impliqué dans la méiose, la communication des cellules, la régulation
de la transcription et le transport intracellulaire de leurs constituants, autant de grandes
fonctions cellulaires qui font de ses constituants des éléments d’étude majeurs (revue dans

(Howard et al. 2003; Nelson 2003; Pollard 2003; Schliwa et al. 2003; Scholey et al. 2003)).

De plus, ses constituants sont souvent impliqués dans plusieurs pathologies (Janmey et al.
1995; Fuchs et al. 1998; Moir et al. 2001; Andrieux et al. 2003; Lambrechts et al. 2004; Gerdes et
al. 2005) comme par exemple les cancers, les pathologies musculaires, les pathologies du
systeme immunitaire, de la vision, de l'ouie et de la peau. Ils constituent donc des cibles

potentielles pour I'établissement de nouveaux traitements thérapeutiques (Giganti 2003).

Dans ce chapitre je commencerai par présenter des généralités sur le cytosquelette, puis je
décrirai chacun des 3 cytosquelettes plus en détail, enfin dans un dernier point j’aborderai les

structures cellulaires liées aux cytosquelettes.

1.1 Historique et généralités

La découverte des cytosquelettes (revue dans (Frixione 2000)) remonte a plus de 300 ans,
allant de la découverte de fibres ou de cables dans le muscle a I'analyse fine des éléments
régulateurs de leur dynamique et a la caractérisation des structures 3D des éléments majeurs
de chacun des 3 cytosquelettes. L’actine a été identifiée expérimentalement en 1887 par W.D.
Halliburton (Halliburton 1887) a partir de cellules de muscle comme un élément capable de
coaguler des préparations de myosine et fut désignée comme telle par F.B. Straub en 1942.
Les microtubules également observés des le 19¢me siecle n’ont été nommés ainsi qu’en 1963
(Slautterback 1963). Enfin, les filaments intermédiaires identifiés plus tardivement (Ishikawa
et al. 1968) justifient leur nom par un diametre intermédiaire a celui des filaments d’actine et

des microtubules.
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Identifié initialement dans les eucaryotes supérieurs, le cytosquelette est un élément
beaucoup plus ancien. Relativement bien caractérisé tant au niveau fonctionnel qu’au niveau
du répertoire de genes dans les organismes eucaryotes, 'hypothese de la possible existence
du cytosquelette et donc de sa probable origine dans les organismes procaryotiques a
longtemps été supposée. Bien qu’aucune protéine homologue n’avait pu clairement étre
identifiée, quelques éléments de séquence suggéraient déja quelques candidats (Bork et al.
1992; Mukherjee et al. 1993). C’est récemment que la preuve a été apportée par la mise en
évidence des homologues structuraux et fonctionnels des éléments principaux des 3
cytosquelettes dans la bactérie (pour revue voir (Lowe et al. 2004) et (Shih et al. 2006)). Ce fut
d’abord la tubuline (microtubules) qui fut identifiée dans la bactérie sous la forme de la
protéine apparentée FtsZ (Nogales et al. 1998), puis MreB apparentée a 1’actine (Jones et al.
2001; van den Ent et al. 2001) chez Thermotoga maritima et ParM (van den Ent et al. 2002) et
enfin pour les filaments intermédiaires la crescentine chez les spirochetes (Ausmees et al.
2003). Ces 3 repliements structuraux distincts, conservés de la bactérie aux eucaryotes, sont
la preuve individuelle de l'existence des cytosquelettes chez les procaryotes. Cependant, il
faut noter que la séquence de ces protéines a largement évoluée. La question de savoir si ces
protéines ont divergées a partir d'un ancétre commun ou si cette homologie structurale est

due a une convergence d’ancétres différents reste I'objet d’apres débats (Hartman et al. 2002).

Un autre élément intéressant est la distribution intracellulaire du cytosquelette. 11 est
omniprésent dans la cellule puisqu’on le retrouve a la fois dans le cytoplasme, associé a
certaines structures membranaires (voir 1.3 Structures cellulaires du cytosquelette p 33) et de
facon plus surprenante dans le noyau. En effet, concernant les filaments intermédiaires, les
lamines sont connues depuis longtemps pour apporter un soutien a 1'enveloppe nucléaire
(pour revue voir (Goldman et al. 2002)). Bien que longtemps mise en doute, la présence de
'actine dans le noyau a bel et bien été démontrée (Pederson et al. 2002). La présence d’autres
composants du cytosquelette d’actine dans le noyau suggere des roles divers au sein du
noyau qui peuvent étre directement liés a la transcription et a sa régulation (Blessing et al.
2004; Pederson et al. 2005; Miralles et al. 2006). Selon le type cellulaire, chacun des
cytosquelettes adoptera une organisation spatiale spécifique. Par exemple, dans les cellules
épithéliales, le cytosquelette d’actine est ancré a la membrane plasmique dans les
microvillosités et les jonctions intercellulaires, les microtubules assurent le transport
cytoplasmique d’organelles ou de vésicules et les filaments intermédiaires sont situés autour
du noyau et en connexion avec des points d’adhésion comme les desmosomes (intercellulaire

et avec la lame basale).
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1.2Le3en1l

1.2.1 Les filaments d’Actine

Les filaments d’actine ou microfilaments sont des polymeres protéiques formés de
monomeres d’actine. Ces filaments sont également appelés microfilaments et possedent un

diametre compris entre 3 et 7 nm.

La forme monomérique est nommée, actine G, et les polymeres sont appelés actine F.
L’actine est une protéine d’environ 380 acides aminés qui possedent une poche de fixation de

I’ATP (Figure 2).

L’actine G ayant fixé 'ATP polymérise plus vite en microfilaments et se dépolymérise plus
facilement sous leur forme ADP. Cette polymérisation qui consiste a 1'ajout successif de
monomeres d’actine au filament naissant est précédée par une phase de nucléation. La phase
de nucléation est initiée a partir de nucléateurs (voir ci-dessous). Ces nucléateurs vont
permettre de créer des noyaux de nucléation (dimere ou trimeére d’actine) a partir desquels
les filaments d’actine vont pouvoir se construire. La dépolymérisation consiste en la perte de
monomere a une extrémité. Les microfilaments sont des doubles hélices en apparence de
polymeres d’actine polarisés. Chacune des 2 hélices est orientée de la méme maniere
proposant ainsi a chacune des extrémités une face différente de la molécule d’actine.
Historiquement, la différence entre les 2 extrémités a été faite visuellement par le dessin
particulier en forme de fleche des chaines de myosines attachées aux filaments d’actine. On
distingue ainsi I'extrémité pointue (« pointed end ») ou «-» de l'extrémité barbée (« barbed
end ») ou « +» (Figure 2) qui présentent des propriétés biochimiques distinctes en termes de
vitesses d’association et de dissociation des monomeres. A une concentration donnée de
monomeres d’actine et en présence d’ATP, in vitro, le microfilament s’allonge a l'extrémité
barbée et se dépolymérise a l'extrémité pointue. Cette capacité de remplacement des
monomeres au sein d'un filament, connue sous le nom de « treadmilling » ou tapis roulant
(Wegner 1976), est un des moteurs de la dynamique du cytosquelette puisqu’on le rencontre

également pour les microtubules.
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Extrémité Extrémité "+"
(pointue) (barbée)

Actine F

7 Poche de fixation de I'ATP

@ Actine G @ @

Figure 2 Vue schématique d’un filament d’actine (actine F).
Le filament d’actine est constitué d’'une double hélice d'actine G empilée de la méme maniére et
présentant une méme face de la molécule d’actine a chacune des 2 extrémités.

L'extraordinaire capacité de l’actine, qu'elle soit sous sa forme G ou F, a s’associer a de
nombreuses protéines constitue dans sa diversité une adaptation évolutive unique pour
controler l'assemblage ou le désassemblage des filaments, leur organisation spatiale en
faisceaux ou en réseaux ainsi que leur ancrage a des structures membranaires, en réponse a
des signaux externes. Un grand nombre de ces protéines ont été identifiées depuis 1986
((Pollard et al. 1986) pour revue voir (dos Remedios et al. 2003)). Le répertoire des protéines
liant l’actine ou ABP (Actin Binding Proteins) est divisé en classes fonctionnelles regroupant
des modules structuraux différents (Van Troys et al. 1999). Il convient de noter que certaines

de ces protéines peuvent étre assignées a plusieurs classes.

Ainsi, il existe des protéines dites de coiffe qui se fixent spécifiquement a l'une des 2
extrémités du filament. Elles ont un role dans la nucléation ou I'arrét de la polymérisation
(CapZ, formine, ARP2/3). Des protéines stabilisatrices (tropomyosine) ou de découpage des
filaments (gelsoline, villine). Des protéines de séquestration des monomeres (thymosine béta
4, profiline). Il existe également des protéines de pontage (filamine, fimbrine, fascine) qui
organisent les microfilaments en faisceaux ou en réseau. On retrouve également des
protéines motrices qui permettent de générer des forces ou des déplacements le long des
microfilaments (myosine de type II ou non conventionnelle). Elles ont par exemple, un rdle
majeur lors de la contraction des cellules des muscles ou du cortex dans les cellules non
musculaires et dans le transport d’organelles et de vésicules le long des microfilaments

(Mermall et al. 1998).
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Figure 3 Schéma général de différents types de protéines liant I'actine.
La figure montre les différentes catégories ainsi que quelques exemples de protéines (adapté de
(Winder et al. 2005)).

Ancres a la membrane et ses protéines
alpha actinine, annexine I, alpha caténine, BPAG,
ERM, spectrine, taline, vinculine

Parmi les ABP, les nucléateurs, une classe controlant 1’organisation spatiale du cytosquelette
au sein de la cellule, sont capables d’initier I'assemblage d'un nouveau filament d’actine
(nucléation) (Figure 4). Il existe pour l'instant 3 types de nucléateurs différents. Le plus
connu est le complexe multiprotéique ARP2/3 a 7 sous-unités distinctes. En outre, il est
constitué de 2 ARPs, ARP2 et ARP3, initialement décrites comme des actines non-
conventionnelles qui sont désormais nommées ARP pour « Actin-Related Proteins »
(Machesky et al. 1994). Ces 2 ARPs utilisent leur proximité structurale avec l'actine pour
mimer le début d’un filament permettant ainsi I'initiation d’un nouveau filament (Robinson
et al. 2001; Nolen et al. 2004). La capacité des autres protéines du complexe ARP2/3 a ancrer le
complexe a un filament d’actine déja formé leur confére la capacité de créer des réseaux

branchés de filaments (Figure 4).

La deuxieme classe de nucléateurs comprend les formines, une famille de protéines
présentes dans la plupart des organismes vivants (Faix et al. 2006). Les formines se fixent a
I'extrémité barbée tout en y permettant l'insertion de monomeres d’actine et ainsi
I’élongation du filament par cette extrémité. Elles se distinguent des autres nucléateurs par

leur capacité a rester fixées sur I'extrémité croissante du filament et non au point de départ.
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Plus récemment, la protéine Spire a été identifiée comme le troisieme nucléateur des

filaments d’actine (Quinlan et al. 2005).

a Actine
R — SR
” b Complexe ARP2/3
Actine G w
¢ D
::‘ C Spire
00 000 —> RAVIEESSY

w

d Formine
K — R

Figure 4 Les différents nucléateurs des filaments d’actine
La figure est adaptée de (Goley et al. 2006).

1.2.2 Les microtubules

Les microtubules sont constitués de tubuline, un hétérodimere composé de 2 sous-unités, o
et B formées chacune de 450 acides aminés. Ces molécules de tubuline s'assemblent pour
former des protofilaments en présence de GTP (Figure 5). La sous-unité 3 d'un dimere de
tubuline est liée a la sous-unité a du dimere suivant. Ces protofilaments linéaires disposés
cOte a cote, constituent un microtubule. Un microtubule est généralement constitué de 13
protofilaments et peut avoir une taille de 5 a 50 um pour un diametre de 15 a 25 nm. Parmi
les 3 cytosquelettes, les microtubules sont les seuls filaments qui possedent une lumiere

centrale d’a peu pres 10 nm.

Figure 5 Formation d’un microtubule a partir de 13 protofilaments.
Un protofilament, indiqué en rouge, est constitué d’assemblage de doublets de tubuline alpha et
béta (adapté de (Howard et al. 2003)).

Les microtubules sont des filaments polarisés dont les 2 extrémités, dénommées « + » et « - »,

sont caractérisées in vitro par des vitesses de polymérisation différentes. L'extrémité « + » est
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déterminée par la présence de tubuline [ et par une polymérisation plus rapide que
I'extrémité « - » caractérisée par la présence de tubuline a (Figure 5). Tout comme I'actine, les
microtubules sont capables de réaliser le remplacement de leur composants par le

phénomene du « treadmilling » (Bergen et al. 1980).

Dans la cellule, on observe le phénomeéne appelé « instabilité dynamique des microtubules »
(Mitchison ef al. 1984). L’instabilité dynamique est un comportement particulier qui alterne
des phases dites de « catastrophes» (décroissance brusque) et des phases dites de

« sauvetages » (croissance).

L’organisation et la croissance des microtubules dans la cellule eucaryote animale est initiée
par des MTOC (MicroTubule Organizing Center). Le principal MTOC est une structure unique
appelée centrosome. Il a été décrit en 1888 par Boveri (décrit dans (Sathananthan et al. 2006))
comme un organe important dans la division cellulaire. En effet, le centrosome est a 1’origine
du fuseau mitotique qui permet 1’alignement des chromosomes puis leur ségrégation lors de
la mitose (revue dans (Scholey et al. 2003)). Néanmoins, le centrosome a également un role
dans la progression du cycle cellulaire et ceci indépendamment de son role d’organisateur
des microtubules (Rieder et al. 2001). D'un point de vue structural, le centrosome est
constitué de 2 centrioles perpendiculaires localisés généralement pres du noyau. Un centriole
est une structure cylindrique de 0,4 a 0,5 um comportant 9 triplets de microtubules (voir
Figure 10 p 38). La structure est entourée du matériel péri-centriolaire qui contient tous les
éléments nécessaires a son fonctionnement (Schnackenberg et al. 1999) comme par exemple
une forme de tubuline atypique, la tubuline y (Ou et al. 2004), la péricentrine ou encore la
ninéine (Delgehyr et al. 2005). Dans les plantes, les microtubules jouent également un role
important dans la forme de la cellule. Cependant, les cellules de plantes ne contiennent pas
de centrosomes. La nucléation des microtubules se fait directememnt au niveau du cortex de

la cellule (Shaw et al. 2003) (revue dans (Ehrhardt et al. 2006)).
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Figure 6 Le centrosome.

(A) Vue schématique et en microscopie électronique (a droite) du centrosome dans la cellule
animale. Dans la cellule, il existe un seul centrosome composé de 2 centrioles perpendiculaires
(adapté de Biology 7éme édition par Neil A. Campbell et Jane B. Reece). (B) Illustration dans une
cellule de poumon en mitose par marquage fluorescent de la tubuline (vert) du fuseau mitotique de
microtubules générés par les centrosomes (fléeches blanches) et de I'alignement des chromosomes
(DAPI, bleu) lors de I'étape de métaphase (adapté de
http://www.wadsworth.org/bms/SCBlinks/web_mit2/res_mit.htm).

Tout comme le cytosquelette d’actine, les microtubules interagissent avec un certain nombre
de protéines et notamment des protéines motrices (revue dans (Schliwa et al. 2003)).
L’organisation des microtubules peut étre comparée a de véritables rails orientés et
permettant le transport de vésicules et d’organelles au sein de la cellule (Hirokawa 1998). 11
existe ainsi 2 types de moteurs moléculaires en fonction du sens de circulation ; les kinésines
permettent de maniére générale un déplacement vers I'extrémité « + » des microtubules alors

que les dynéines sont orientées vers I'extrémité « - ».
1.2.3 Les filaments intermédiaires

A la différence des microfilaments et des microtubules, les filaments intermédiaires sont
composés de protéines différentes en fonction du type cellulaire (Tableau 1). Les protéines
sont classées en 6 types et correspondent chez ’homme a pres de 67 genes (Coulombe et al.

2001).
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Type Nom Tissu/Type cellulaire

I Kératine (acide) Epithélium

Il Kératine (neutre et basique) Epithélium
Vimentine Mésenchyme
Desmine Muscle

1l GFAP* Astrocyte
Périférine Neurone
Syncaoiline Muscle

IV Neurofilament (L, M, H)** Neurone
a-internexine Neurone

Vv Lamine Noyau

VI Nestine Cellules souches

* GFAP : Glial Fibrillary Acidic Protein
** | : Low, M : Medium, H : High (poids moléculaire)

Tableau 1 Les différents types de protéines formant les filaments intermédiaires et
leur distribution cellulaire.
La figure est adapté de (Coulombe et al. 2001).

Chaque protéine a une organisation similaire et comprend un domaine central structuré en
hélice o« d’une taille d’environ 310 acides aminés et 2 extrémités de taille et de structure

variables.

La formation des filaments intermédiaires est le résultat d'un assemblage successif de
structures de plus en plus complexes. Ainsi, les unités de base dimérisent entre elles
(domaine coiled-coil), ces diméres forment a leur tour des tétrameres, puis I’assemblage des
tétrameres créent les protofilaments... pour aboutir a un filament intermédiaire qui

correspond a une fibre de 10 nm de diametre environ (Figure 7).

Ces filaments se distinguent des microtubules et des microfilaments sur plusieurs points :
leur assemblage ne requiert ni ATP, ni GTP, ils ne sont pas polarisés et ils ne peuvent

effectuer de « treadmilling ».
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Figure 7 Formation d'un filament intermédiaire.
La formation d’un filament intermédiaire est le résultat de l'association des unités successives
(adapté de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=mcb.figgrp.5550).

IIs ont longtemps été percus comme un réseau statique de filaments nécessaires a la
résistance aux stress mécaniques (Coulombe et al. 2000). Bien que ces fonctions soient bien
réelles, tout porte a croire que les filaments intermédiaires soient également capables d'une
certaine dynamique (commenté dans (Helfand et al. 2004)). Par exemple, la vimentine,
constituant des filaments intermédiaires dans les fibroblastes, est constamment désassemblée
et réassemblée (Goldman et al. 1999; Martys et al. 1999). De plus, un certain nombre de liens
avec les autres cytosquelettes implique les filaments intermédiaires dans des fonctions

communes.

Les filaments intermédiaires ne possedent pas de centres organisateurs connus. Ils sont
cependant localisés autour du noyau de la cellule eucaryote et en fonction du type cellulaire
en lien étroit avec les jonctions cellulaires comme les desmosomes. Ils ont un role majeur
dans le maintien de la structure de la cellule et dans la résistance des tissus au stress

mécanique (Goldman et al. 1996).

Ainsi l'importance des filaments intermédiaires réside également dans leur capacité a
interagir avec les 2 autres cytosquelettes (Fuchs et al. 1998; Chang et al. 2004). Leur

composition moléculaire différente en fonction du type cellulaire les place en position
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centrale face aux 2 autres cytosquelettes si bien conservés pour engendrer des interactions
tissus spécifiques. Cette interaction a des répercutions importantes sur la forme des cellules
générant ainsi une force de cohésion importante entre la membrane de la cellule et son
cytosquelette. Parmi les protéines de liaison avec l'actine et les microtubules, on notera la
desmoplakine, la plectine (Svitkina et al. 1996), BPAG1 (Fuchs et al. 1998) et la myosine V
(Rao et al. 2002).

1.3 Structures cellulaires du cytosquelette

En étroit contact avec la membrane plasmique, le cytosquelette sous-jacent forme des
structures cellulaires ayant des fonctions diverses. Ces spécialisations de la membrane et du
cytosquelette sont fréquemment associées a un type cellulaire ou a un organisme en
particulier. Bien qu’ayant une organisation de base du cytosquelette similaire (p. ex.
extension membranaire), ces structures peuvent assurer des fonctions tres diverses grace a la
présence de protéines dont 1'expression est tissu-spécifique. L’assemblage de ces structures
spécialisées est controlé dans 1'espace et dans le temps par les protéines du cytosquelette. Le
répertoire des genes impliqués dans ces structures doit étre capable d’interagir avec la
membrane plasmique en s’y fixant, d’organiser des faisceaux ou réseaux de filaments,
générer la force nécessaire pour repousser la membrane et assurer le renouvelement et le

maintien de la structure.

Nous nous limiterons ici aux structures impliquant "actine et les microtubules.
1.3.1 Les structures basées sur 1’actine

Le cytosquelette d’actine est a I'origine de plusieurs structures membranaires basées sur des
organisations différentes de ses filaments. Ainsi, il existe des extensions de la membrane qui
s’appuient par exemple, sur des réseaux branchés de filaments d’actine (lamellipodes et
filopodes) ou des faisceaux de filaments paralleles (soies, stéréocils et microvillosités) (Figure
8). Les filaments sont associés entre eux au moyen de différentes ABP (pour une revue voir

(Revenu ef al. 2004)).
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Soie Microvillosité Stéréocil Filopode Lamellipode

Figure 8 Les structures membranaires établies a partir du cytosquelette d’actine.
Pour chaque type de structure, une vue schématique (partie basse) ainsi qu’une photo prise au
microscope électronique (partie haute) sont présentées (adapté de (Revenu et al. 2004)). Les
soies, les microvillosités et les stéréocils sont constitués de faisceaux de filaments d’actine alors
que les lamellipodes sont eux constitués de réseaux de filaments branchés. Entre ces 2 structures,
les filopodes sont constitués de faisceaux de filaments paralléles émergeant d'un réseau de
filaments branchés.

* Les soies sont disposées sur les cellules mécanoréceptrices du thorax de Drosophila
melanogaster. Elles sont constituées de faisceaux paralleles de filaments d’actine,
appelés aussi « bundle », d’environ 400 um de long. Une soie est le résultat de
I’assemblage de 11 faisceaux d’a peu pres 500 a 700 filaments par des protéines dite

de pontage comme la fascine et forked (Tilney et al. 1995).

* Les microvillosités possedent une taille de 1 a 2 pm pour 0,1 um de large et sont
formées a la surface exposée des cellules. Ce sont des protrusions fines contenant
des faisceaux paralleles de filaments d’actine (20 a 30 filaments par faisceau)
organisés par exemple par la villine (Bretscher et al. 1979) ou la fimbrine (Bretscher
et al. 1980). Elles sont localisées dans plusieurs types de cellules polarisées comme
les cellules épithéliales intestinales, les cellules du rein, les hépatocytes, les
lymphocytes et les cellules de Schwann. La fonction des microvillosités des cellules
hématopoiétiques differe de celles des cellules épithéliales. Dans les cellules
épithéliales, elles sont utilisées afin de maximiser leurs surfaces d’échange (dans les

cellules absorptives intestinales ou de rein, elles forment une « bordure en brosse »).
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Dans les leucocytes, les microvillosités participent a I'adhésion a la paroi des

vaisseaux.

* Les stéréocils sont d'une taille de 1,5 a 5,5 um et sont également constitués de
faisceaux paralleles de filaments d’actine pouvant contenir jusqu’a 900 filaments
d’actines (revue dans (Tilney et al. 1992)). Les protéines responsables de leur
assemblage sont I'espine et la fimbrine (Tilney et al. 1989; Zheng et al. 2000). Les
stéréocils sont localisés dans les cellules de l'oreille interne de la plupart des
vertébrés et sur le thorax de Drosophila melanogaster. Ce sont des mécanorécepteurs

responsables par exemple, de la détection des variations sonores.

* Les filopodes sont des protrusions fines contenant des faisceaux de filaments
d’actine paralleles eux-mémes basés sur un réseau branché de filaments. Ce sont des
extensions de la membrane impliquées dans la motilité et dans les interactions avec

les autres cellules.

* Les lamellipodes sont des structures larges et planes enrichies en réseaux branchés
de filaments d’actine. Le branchement des filaments est rendu possible par le
complexe de nucléation ARP2/3 (Svitkina et al. 1999). Ces extensions sont situées
dans la partie de la membrane leader du mouvement de la cellule. Elles sont

instables et hautement dynamiques.

La formation de ces structures est directement liée a la dynamique des filaments d’actines et
a leur polarité. Ainsi 'addition de monomeres aux extrémités proches de la membrane

permet de générer la force nécessaire pour repousser la membrane.

A l'exception des filopodes, le controle de la taille de I'ensemble de ces structures représente
un axe de recherche particulierement intéressant. Par exemple, la taille constante et
homogene de toutes les microvillosités intestinales ou la corrélation entre la taille des
stéréocils et la position des cellules qui les portent sont des illustrations frappantes. Cette
caractéristique est semble-t-il directement liée a la concentration et a la nature des ABPs. En
effet, il a été montré par exemple, que la surexpression de la villine, une protéine
stabilisatrice des microfilaments, provoque lélongation de microvillosités de tailles
identiques a celles des cellules épithéliales intestinales sur la face dorsale de cellules
fibroblastiques (Friederich et al. 1989). De la méme maniere, I’espine semble, par sa capacité a
former des faisceaux paralleles d’actine, contrdler la longueur des microvillosités ou des

stéréocils (Sekerkova et al. 2004; Sekerkova et al. 2006).

En dépit de leur apparente stabilité, ces structures sont a I'image du cytosquelette d’actine,

tres dynamiques. En effet, le treadmilling permet un renouvellement constant des monomeres
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d’actine au sein des filaments (Pollard ef al. 2003). Ceci est notamment le cas pour les
structures (filopodes et lamellipodes) impliquées dans le mouvement de la cellule. Ce
renouvellement a également été décrit pour les microvillosités (Stidwill et al. 1984) et les
stéréocils (Tilney et al. 1992) et plus récemment, vérifié par des expériences de FRAP
(Fluorescence Recovery After Photobleaching) qui ont permis de mesurer le recouvrement de la
fluorescence apres irradiation de zones précises pour chacune des 2 structures (Schneider et

al. 2002; Tyska et al. 2002).

Un certain nombre de pathologies qui sont associ€es a ces structures sont directement liées a
des genes du cytosquelette. Par exemple, le syndrome de Wiscott-Aldrich, une maladie
génétique rare liée au chromosome X et responsable de graves déficits fonctionnels au
niveau des plaquettes et des cellules immunitaires, a pour cause des mutations dans le gene
WASp régulateur de la polymérisation de I’actine (Kenney et al. 1986). Les mutations dans les
protéines de transport comme les myosines non conventionnelles sont également
responsables des pertes d’audition (Gibson et al. 1995; Weil et al. 1995) et de 'acuité visuelle
dans le syndrome de Usher (revue dans (Petit 2001)). Suivant le méme plan de construction,
ces structures de la membrane plasmique et du cytosquelette sont présentes sur de
nombreux types cellulaires spécialisés et ont des rdles fondamentaux dans la vie cellulaire.
Leur dysfonctionnement aboutit souvent a des répercutions fonctionnelles majeures a

I’échelle de I'organisme.
1.3.2 Les structures basées sur les microtubules

Les cils sont des structures riches en microtubules qui ont une morphologie similaire a des
cheveux ou a des antennes. Il existe 2 dénominations pour décrire la méme structure. Ainsi,
le terme générique cil est employé lorsque les cils sont observés en grand nombre a la surface
des cellules et le terme flagelle lorsqu’il n'y en qu’'un seul ou un petit nombre. Les flagelles
correspondent également a une forme de cil dédiée a la motilité des cellules. Les cils existent
dans les eucaryotes unicellulaires, dans les spermatozoides ou encore dans les cellules
épithéliales (Figure 9). Leur fonction est généralement associée a la motilité ou a la

perception de stimuli a la fois chimiques ou mécaniques.

Leur apparition est extrémement précoce dans 1l'évolution des eucaryotes. Les cils sont
présents dans la plupart des organismes eucaryotes (voir

http://www.bowserlab.org/primarycilia/cilialist.html). II existe néanmoins quelques

exceptions comme Cyanidioschyzon merolae, Arabidopsis thaliana, Dictyostelium discoideum et

Saccharomyces cerevisiae (Cavalier-Smith 2002) qui ne possedent ni cil, ni flagelle.
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Figure 9 Exemple de cellules ciliées en microscopie électronique.
(A) Des cellules ciliées de la trachée d’une souris (Rosenbaum et al. 2002). (B) Chlamydomonas
reinhardtii un organisme unicellulaire possédant 2 flagelles (Silflow et al. 2001).

La taille des cils est comprise entre 3 et 30 um et jusqu’a 200 um pour les flagelles, leur
diametre étant d’environ 0,2 a 0,3 um. Le cil est composé de I'axoneme qui contient les
filaments longs de microtubules et d'un centrosome ou corpuscule basal a sa base (Figure
10). Au sein de l'axoneme, les filaments sont organisés selon 2 manieres ; la premiere dite
«9+2 » correspond a 9 doublets de microtubules encerclant une paire de microtubules
centrale et la seconde «9+0» correspond a la méme organisation sans la paire centrale
(Figure 10). Chaque doublet périphérique est constitué d’un microtubule A formé de 13
protofilaments et d’'un microtubule B formé de 10 ou 11 protofilaments selon les especes. Le

doublet central est constitué de 2 microtubules de 13 protofilaments chacun.

A T'image des microtubules cytoplasmiques initiés a partir des centrosomes, la formation du
cil est basée sur une structure similaire, le corpuscule basal. Le corpuscule basal est constitué
de 9 triplets de microtubules (A, B et C) a 13 protofilaments a partir desquels les filaments de

l’axonéme vont s’étendre.
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Microtubule B

Doublet central Microtubule A

~
9+2 9+0
Microtubule C
Microtubule B
Axonéme Microtubule A
Corpuscule basal

Figure 10 Représentation schématique de la structure d’un cil.

L'axonéme et le corpuscule basal sont indiqués. Des coupes transversales des types « 9+2 » et
« 9+0 » ainsi que du corpuscule sont représentées. Un cil est constitué de 9 doublets externes de
microtubules et selon le cas d’'un doublet central. Les bras de dynéine sont des protéines
responsables de la force de mouvement générée entre les doublets de microtubules (inspirée de
(Inglis et al. 2006)).

De maniere générale, la forme « 9+2 » est associée a des cils motiles et la forme « 9+0 » a des
cils sensibles aux stimuli. Cette séparation a priori claire est cependant sujette a certaines
exceptions. Par exemple, il a été observé des cils « 9+0 » dans les gameétes des diatomés
(Manton et al. 1970) ou encore chez la souris dans 1’établissement de la polarité droite-gauche
par le déclenchement d’un courant (flux nodal) orienté de la droite vers la gauche ((Nonaka

et al. 2002) et revue dans (Tabin 2006)).

L’'importance physiologique des cils a été longtemps négligée, au point de considérer cette
structure comme un vestige de 1'évolution (Webber et al. 1975). La présence de cellules ciliées
dans des types cellulaires impliqués dans des fonctions majeures d’un organisme, comme les
cellules rénales, les gonades, les cellules de I'oreille interne et les cellules photoréceptrices de

I'ceil, laisse cependant suggérer un role plus fondamental. (Figure 11).
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& L

Figure 11  Répartition des cellules ciliées chez ’'homme.

Aussi, des études récentes ont permis d'une part de montrer son importance fonctionnelle
dans certains tissus (Praetorius et al. 2001) et d’autre part, de révéler que plusieurs de ses
composants sont directement responsables de maladies ayant des conséquences dramatiques
chez 'homme (revue dans (Hildebrandt et al. 2005; Badano et al. 2006)). On citera par
exemple, la nephronophthisis ([OMIM 256100], référence dans la banque de maladies
génétiques OMIM, Online Mendelian Inheritance in Man (Hamosh et al. 2005)), le syndrome
d’Alstrom [OMIM 203800], le syndrome de Meckel-Gruber [OMIM 249000] et le syndrome
de Bardet-Biedl [OMIM 209900].

L’ensemble des points que nous venons d’aborder montre I'importance des cytosquelettes
dans la cellule. Ce systeme, dont les composants majeurs sont identifiés, est régulé de
maniere fine dans le temps et dans l'espace. Dans ce contexte, I'analyse globale des
composants des 3 cytosquelettes par différentes approches, comme les profils
phylogénétiques ou les profils d’expression, est essentielle afin de mieux comprendre les

relations qui existent entre ses différents éléments.
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Chapitre 2 - La bioinformatique

« Je n’ai pas peur des ordinateurs. |'ai peur qu'ils viennent a nous manguer. »

Isaac Asimov

2.1 Définition et historique

La bioinformatique est la discipline scientifique récente qui englobe la collecte, I’organisation
et l'analyse de données biologiques au moyen de loutil informatique. Le terme
bioinformatique, aussi appelé en anglais « computational biology » ou «in silico biology »
regroupe sous le méme mot, 2 approches. La premiere approche correspond a la sensibilité
plus informatique du domaine et consiste en 1'élaboration d’algorithmes et le développement
de programmes pour extraire l'information biologique ainsi que la création de banques de
données. La seconde approche correspond a la bio-analyse dont le but est centré sur 1’analyse
de ces données et leur signification dans un contexte biologique. Ces 2 approches, bio-
analytique et informatique, sont complémentaires et sont naturellement liées I'une a I'autre
dans leur évolution (Tableau 2). En effet, 'étude d’un systéme biologique complet n’est
rendue possible que par l'existence d’outils adaptés et performants et la bonne
compréhension des systemes biologiques permet de mettre au point des programmes

adaptés et efficaces.

La bioinformatique est une discipline jeune qui date de la seconde moitié du vingtieme siecle
(Tableau 2). Elle doit son essor a I'émergence et a la diffusion de 'informatique qui a permis
de disposer d’ordinateurs puissants capables de stocker et de traiter un nombre croissant de
données. La bioinformatique doit également son développement a la compréhension des
objets biologiques majeurs (ADN, ARN et protéine) et 'avenement d’outils de prédictions
(Tableau 2). L’évolution conjointe de ses 2 approches de la bioinformatique en fait

actuellement une discipline indispensable a la compréhension du vivant.
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Date  Auteur Evénement
1953  Watson Modele en double hélice de 'ADN (Watson et al. 1953)
Sanger Détermination de la séquence de la chaine A et B de I'insuline (Sanger et
al. 1953; Sanger et al. 1953)
1956 : La structure tridimensionnelle d’une protéine est fonction de sa séquence
Anfinsen .
(Anfinsen et al. 1956)
1958  Crick Enonciation du dogme central de la biologie moléculaire (Crick 1958)
1961- Nirenberg et Déchiffrage du code génétique (Matthaei et al. 1962)
1965  Matthaei
1965  Dayhoff 1*" atlas de séquences et structures de protéines (Dayhoff 1965)
1967  Fitch Construction d'arbres phylogénétiques (Fitch et al. 1967)
1969
1970 Needleman et Algorithme d’alignement optimal global entre deux séquences de protéines
Wunsch (Needleman et al. 1970)
1974
Algorithme de prédiction de structures secondaires de protéines (Chou et
Chou
al. 1974)
1977  Sanger Méthode de séquencage de séquence nucléique (Sanger et al. 1977)
1978  Sanger Séquencgage du bactériophage phiX174 (5386 pb) (Sanger et al. 1978)
1980 EMBL Création de la banque européenne de séquences nucléiques
1981  Smith et Algorithme d’alignement optimal local de séquences (Smith et al. 1981)
Waterman
1982  GenBank Création de la banque américaine de séquences nucléiques
1983  Mullis Invention de la réaction de polymérisation en chaine (PCR)
1984 ACNUC : logiciel d’interrogation de banques de séquences (Gouy et al.
Gouy
1984)
1985  Lipman et FASTA (Lipman et al. 1985)
Pearson
1986  Swiss-Prot Création de la banque de séquences protéiques
DDBJ Création de la banque japonaise de séquences nucléiques
T. Roderick Apparition du terme « genomic »
1987  Applied Commercialisation du premier séquenceur automatisé
Biosystems
Burke Création du vecteur de clonage YAC (Burke et al. 1987)
McKusick 1° carte génétique du génome humain (McKusick et al. 1987)
Puces a ADN  Apparition de la technologie
1988 HUGO Coordonne le décryptage mondial du génome humain
- CLUSTAL : programme d'alignement multiple de séquences (Higgins et al.
Higgins
1988)
Peterson Utilisation de la Taq polymérase pour la PCR (Peterson 1988)
1989 ., Systeme double-hybride permettant de détecter les interactions cellulaires
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entre deux protéines

1990  Altschul BLAST (Altschul et al. 1990)
Collins Mise au point du clonage positionnel (Collins 1990)
HGP « Human Genome Project » visant a décrypter I'intégralité du génome
humain
1991 Adams 1 séquencage a grande échelle d’ADNc (EST) (Adams et al. 1991)
Roberts GRAIL : programme de localisation de génes
1992 Séquence du chromosome Ill de Saccharomyces cerevisiae
1993 Cohen Premiére carte physique du génome humain (Cohen et al. 1993)
Boguski dbEST : banque de données internationale d’EST (Boguski et al. 1993)
Etzold SRS : logiciel d’interrogation de banques (Etzold et al. 1993)
1995 . Séquencgage du premier organisme vivant, la bactérie Haemophilus
Fleischmann . .
influenzae (Fleischmann et al. 1995)
1996 Walsh Séquencage du premier génome eucaryote Saccharomyces cerevisiae
(Walsh et al. 1996)
Affymetrix Commercialisation de la premiére puce a ADN
1997  Blattner Séquencage de Escherichia coli (Blattner et al. 1997)
1998 Séquencage du 1*" organisme pluricellulaire, Caenorhabditis elegans
(1998)
1999  Dunham Séquence du chromosome 22 humain (Dunham et al. 1999)
2000  Stover Séqguence du génome de Pseudomonas aeruginosa (Stover et al. 2000)
Dennis Séquence du génome d’Arabidopsis thaliana (Dennis et al. 2000)
Adams Séqguence du génome de Drosophila melanogaster (Adams et al. 2000)
Ashburner Création de la banque d’annotation Gene Ontology (Ashburner et al. 2000)
2001 Lander Séquence préliminaire du génome humain par HGP (Venter et al. 2001)
Séquence préliminaire du génome humain par Celera Genomics (Venter et
Venter
al. 2001)
Ensembl Genome browser Ensembl (www.ensembl.org)
NCBI Genome browser du NCBI (www.nchi.nlm.nih.gov/mapview)
2002  Waterston Séquence préliminaire du génome de la souris (Waterston et al. 2002)
Kent BLAT pour la recherche de séquence génomique (Kent 2002)
UCSC Genome browser a 'UCSC (Université de Santa Cruz) (Kent et al. 2002)
2003 Galagan Séquence du génome complet Neurospora crassa (Galagan et al. 2003)
Stein Séquence du 2°™ nématode C. briggsae (Stein et al. 2003)
2004  Gibbs Séquence du génome complet du rat (Gibbs et al. 2004)
. Séquence du génome complet de Tetraodon nigroviridis (Jaillon et al.
Jaillon
2004)
. Séquence du génome complet de 4 nouveaux champignons (Dujon et al.
Dujon
2004)
Hillier Séquence du génome complet de Gallus gallus (Hillier et al. 2004)
Matsuzaki Séquence du génome complet de Cyanidioschyzon merolae une algue

rouge (Matsuzaki et al. 2004)
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2005 Berriman et Séquence du génome complet de 2 trypanosomes (Berriman et al. 2005;

El-Sayed El-Sayed et al. 2005)
- Séquence du génome complet de Dictyostelium discoideum (Eichinger et
Eichinger
al. 2005)
Abrahamsen  Séquence de génomes complets de 2 Cryptosporidies (Abrahamsen et al.
et Xu 2004; Xu et al. 2004)
Ivens Séquence compléte de Leishmania major (lvens et al. 2005)
Loftus Séquence compléte de Entamoeba histolytica (Loftus et al. 2005)
Do ProbCons : programme d’alignement multiple (Do et al. 2005)
2006- Séquencage de plusieurs primates, du cochon, de la vache, du cheval, du

kangourou, de I'éléphant, du mouton, du chien, du chat, du lapin, de la
grenouille, du poisson zébre, etc. (soit plus de 600 génomes eucaryotes
complets en cours de séquencage)

Tableau 2 cChronologie non exhaustive des événements marquants en biologie,
informatique et bioinformatique.

Les événements de la biologie, de linformatique et de la bioinformatique sont représentés
respectivement en noir, jaune et vert (traduit et adapté de
http://bio.cc/Bioinformatics/history of bioinformatics.html,
http://villemin.gerard.free.fr/Wwwgvmm/Histoire/Informat.htm).

Depuis 1'énoncé du dogme central en biologie moléculaire en 1958 par Francis Crick (Crick
1958; Crick 1970) marquant les fondements de la biologie moléculaire et la définition des
objets majeurs en biologie jusqu’a la publication des séquences completes du génome de la
levure Saccharomyces cerevisiae et de ’'homme a la fin du XX¢re siecle de grands changements

ont été opérés en biologie.

ADN ARN Protéine :
F‘O o'. ”',,.“:

r L)
R TTTT I

Figure 12 Dogme central de la biologie moléculaire énoncé par Francis Crick en 1958.
Les fleches de couleurs représentent les voies « normales » de l'information, les fleches noires
représentent d’autres voies possibles.

En a peine 50 ans, la recherche en biologie est passée de I'étude d’un seul gene a I'étude de
génomes et de protéomes d’organismes complets. Ce bouleversement a nécessité des moyens
de calculs de plus en plus importants, le rassemblement des banques de données existantes
comme GenBank/EMBL/DDBJ, le développement de programmes performants (BLAST,
BLAT, ProbCons) et le développement de nouvelles techniques (les puces a ADN). Cette
nouvelle échelle a bouleversé les méthodes d’analyse et généré de plus en plus de données.

L’analyse de cette grande quantité de données n’est rendue possible que par 'utilisation de
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la bioinformatique. En effet, la bioinformatique est un élément essentiel pour le passage de la

biologie a I’ere post génomique et aux études a haut débit.

2.2 Les banques de données de séquences : la pierre angulaire

Le besoin d’accéder rapidement et facilement a I'information a toujours été une demande de
la part des biologistes et un moteur de développement de la bioinformatique. Ce besoin s’est
fait encore plus pressant depuis l'utilisation de technologies a haut débit et notamment du
séquencage a haut débit de génomes ou de séquences exprimées par les organismes. Cet
acces rapide, et donc forcément organisé, se traduit par la création de banque de données.
Les premieres banques de données de séquences en biologie moléculaire sont apparues
d’abord sous la forme de livres. Rapidement, le choix du support informatique s’est imposé
de lui méme pour pouvoir réaliser des recherches et des analyses plus rapides et
particulierement via des programmes informatiques dédiés. Au début des années 70, il
existait uniquement des banques de séquences protéiques et de structures
tridimensionnelles. Il faudra attendre la fin des années 70 pour voir apparaitre les premieres
banques nucléiques. Déja s’esquisse la séparation entre les banques généralistes, dans
lesquelles sont stockées les séquences correspondantes aux objets de bases en biologie
moléculaire (ADN, ARN et protéine) provenant de tous les organismes, et des banques a
valeur ajoutée qui concentrent leurs efforts sur des points particuliers comme un organisme

en particulier ou une thématique donnée, en y apportant des informations supplémentaires.

Actuellement, les maitres mots des banques de données sont «lunification», la
standardisation et I'interconnexion. En effet, de gros efforts sont réalisés pour standardiser
puis unifier les banques entre elles. L’exemple le plus récent est I'unification de toutes les
banques protéiques majeures sous une seule appellation, UniProt (United Protein Databases)
que nous présenterons dans le chapitre suivant. Bien entendu, ces unifications impliquent
des efforts colossaux au niveau international entre tous les organismes impliqués dans le
stockage et la diffusion de ces données. Néanmoins, la fusion des banques n’est pas toujours
applicable, ce sont alors les efforts d’interconnexion entre les banques qui sont importants
avec des liens dits croisés entre 2 banques qui traitent du méme objet biologique, mais

contiennent des informations complémentaires.

Dans ce chapitre, nous aborderons, dans un premier temps, les banques de données dites

« généralistes » et dans un deuxiéme temps, les banques de données a valeur ajoutée.
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2.2.1 Les banques dites « généralistes »

Cette section présente les principales collections généralistes de séquences nucléotidiques et

protéiques ainsi que les centres de saisie qui leur sont associés.
2.2.1.1 Les banques de nucléotides

I existe actuellement trois banques généralistes de séquences nucléotidiques publiquement
accessibles de par le monde : la banque de 'EMBL ou EMBL-Bank (Hamm et al. 1986; Baker
et al. 2000 Kanz, 2005 #282) en Europe, GenBank (Benson et al. 2000; Benson et al. 2006) aux
Etats-Unis et la DDBJ (Tateno et al. 2000; Okubo et al. 2006) au Japon. EMBL-Bank a été créée
en 1980 a Heidelberg (Allemagne) et est maintenue depuis 1994 par I'EBI (European
Bioinformatic Institute), a Cambridge (Angleterre). GenBank a été mise en place en 1979 au
LANL (Los Alamos National Laboratory), a Los Alamos (Etats-Unis). Depuis 1992, elle est
maintenue au NCBI (National Center for Biotechnology Information), a Bethesda (Etats-Unis).
Enfin, la DDBJ a débuté son activité en 1984. Cette banque a été créée, et est toujours
maintenue, au NIG (National Institute of Genetics) a Mishima (Japon). Ces trois centres ont

également en charge la saisie et la distribution des données.

Un effort collaboratif important a toujours été de mise entre ces 3 banques qui constituent les
plus grands centres de dépot et de consultation de séquences nucléotidiques du monde. En
effet, depuis la formalisation de leur entente en février 1987 sous la forme de 1'International

Nucleotide Sequence Database (http://www.insdc.org), un nombre impressionnant de

séquences a été soumis (Figure 13). En aofit 2005, un nouveau cap symbolique fut franchit

puisque l'information stockée au sein des 3 centres atteignait 100 Gigabases (100 000 000 000

bases) (http://www.nlm.nih.gov/news/press releases/dna rna 100 gig.html).

Les données proviennent en quasi-totalité de soumissions directes effectuées par les auteurs,
ceci par lintermédiaire du réseau Internet. En effet, la plupart des revues de biologie
moléculaire n"acceptent de publier des articles se référant a des séquences que si celles-ci
sont dotées d’un numéro d’accession fourni par les banques. Il convient donc, dées 1’obtention
d’une nouvelle séquence, de soumettre celle-ci a 'un des trois centres de saisie. Les données
restantes sont extraites de la littérature scientifique (essentiellement a partir de documents
tels que des livres ou des theses). Il existe également des procédures de soumission

automatique pour des séquences provenant de brevets.

La collaboration accrue entre les 3 banques se traduit par des échanges de séquences
quotidiens assurant une synchronisation quasi parfaite entre les 3 centres de dépodts. La

conséquence de ces échanges est qu'en pratique, ces trois banques n’en font qu'une. Ceci
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amene régulierement les responsables des centres de saisie a se poser la question de 'utilité
de la maintenance de trois banques différentes. Il existe ainsi depuis longtemps un projet de
fusion d’EMBL, de GenBank et de la DDBJ en un seul systeme.
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Figure 13 Evolution du nombre d’entrées et du nombre de nucléotides stockés par la
banque GenBank depuis 1982.
Les données sont extraites du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/genbankstats.html).

EMBL, GenBank et la DDBJ sont distribuées par les centres sous la forme d’un ensemble de
fichiers plats regroupant les séquences en fonction de criteres taxonomiques (procaryotes,
Virus, Primates, ...) ou de leur origine (EST, STS et brevets). A l'intérieur de ces fichiers,
chaque séquence est contenue dans une structure appelée « entrée », une entrée comprenant
une quantité variable d’informations liée a la séquence considérée. Les informations en

question sont introduites au niveau de « champs » bien définis.

Le format de stockage utilisé peut étre différent d’'une banque a I'autre. Citons I'exemple des
banques EMBL (Annexe 1) différent de celui de GenBank et de la DDBJ] (Annexe 2).
Cependant, cette différence ne porte que sur la facon de représenter les données. Le format
EMBL facilite, par la simplicité de sa structure, le développement de programmes accédant
de fagon automatique aux données des banques (voir 2.3.1 La recherche textuelle). En effet,
dans ce format, les champs sont identifiés a 'aide d’un code a deux lettres localisé dans les

deux premiéres colonnes du fichier (par exemple « ID » correspond au nom de I'entrée).
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De nouvelles versions de ces banques sont proposées avec une périodicité de deux mois pour
GenBank et de trois mois pour EMBL-Bank. Par ailleurs, les trois centres de saisie procedent
a des mises a jour quotidiennes de leurs banques respectives. Il est important de noter que
chaque séquence soumise est de fait archivée par ces banques de séquences et ne pourra étre

modifiée que par les auteurs de la dite séquence.
2.2.1.2 Les banques de protéines

La premiere banque informatique de séquence de protéines date de la fin des années 70 avec
la création de la NBRF/PIR (Protein Identification Resource) grace au Georgetown University
Medical Center et de la National Biomedical Research Foundation, résultant de la version
imprimée de 1'Atlas of Protein Sequence and Structure de Margaret Dayhoff (USA). En 1986,
une version reformatée et corrigée de la NBRF/PIR nommée Swiss-Prot voit le jour a 'EMBL
(Amos Bairoch). Depuis plus de 30 ans, I'importance de ces banques de séquences n’a fait
que croitre et elles constituent désormais la pierre angulaire de la compréhension des

fonctions des protéines dans la vie cellulaire.

A Tl'image de l'association des 3 grandes banques de séquences nucléiques, le National
Institute of Health (NIH) annoncait, en octobre 2002, le financement d'une base de
connaissance unique et universelle sur les protéines. Totalisant 15 millions de dollars pour
un programme d’une durée de trois ans, qui a d’ors et déja été renouvelée, cette subvention
devait permettre la création d’une base de données unique sur les protéines en associant les
deux groupes européens le Swiss Institute of Bioinformatic (SIB) et I’European Bioinformatics
Institute (EBI) et un groupe américain, la National Biomedical Research Foundation. Cette
association récente comparée a celle effectuée par les banques GenBank, EMBL et DDBJ va
cependant plus loin car une véritable banque unique existe et est distribuée sous le nom de
UniProt. UniProt (United Protein Databases) est la réunification des trois banques de
séquences protéiques majeures (Swiss-Prot, TrEMBL et PIR) en une seule et unique ressource

(Wu et al. 2006). Dans les points qui suivent je décrirai les différents composants d’UniProt.
2.2.1.3 Swiss-Prot

La banque Swiss-Prot, créée en juillet 1986 par Amos Bairoch a Genéve, est maintenue et
distribuée conjointement par le SIB et I'EBI. Cette banque de données de séquences
protéiques se veut un atlas des protéines et constitue la référence des banques de protéines
annotées. Le format de données adopté par Swiss-Prot suit de trés pres celui en vigueur a

I"EMBL (Annexe 3).
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Chaque entrée de Swiss-Prot n’est pas annotée par les auteurs de la séquence, mais par les
annotateurs de Swiss-Prot eux-mémes, ceci permettant de donner une cohérence beaucoup
plus grande a son contenu. Les séquences présentes dans cette banque proviennent de quatre
origines : la traduction des genes annotés dans EMBL, certaines protéines issues d’autres
banques protéiques, la consultation de publications scientifiques et quelques soumissions

directes par les auteurs.

Une des caractéristiques principales de Swiss-Prot est la qualité extrémement élevée de ses
annotations. Les différentes catégories d’informations figurant dans la banque comprennent
notamment la ou les fonctions des protéines, les modifications post-traductionnelles
connues, les mutations, les sites et domaines structuraux ou fonctionnels identifiés, les
références bibliographiques, les structures secondaires et quaternaires, les similarités avec
d’autres protéines, les positions conflictuelles pour chaque entrée, etc. Toutes ces annotations
proviennent a la fois d’une consultation réguliere de la bibliographie et de l'apport

d’informations par des « experts » sur certaines familles de protéines.

Une autre qualité de cette banque est sa redondance minimale, en effet les différentes
versions d’une méme entrée sont fusionnées et ne portent qu'un seul identifiant. Un autre
atout de cette banque est également 'introduction d’un nombre tres important de références
croisées avec d’autres banques de données (>60) comme par exemple avec les banques
nucléiques (GenBank/EMBL/DDB]J) ou vers la banque de structure 3D (PDB). Cette spécificité
se révele particulierement utile avec le développement des systemes d’interrogation de

banques (voir 2.3.1 La recherche textuelle).

La banque Swiss-Prot constitue ainsi une véritable exception dans le monde des banques de
séquences généralistes dans le sens ou elle privilégie la qualité et la richesse des annotations
a l'exhaustivité de sa collection de séquences. Ainsi, dans I'état actuel des connaissances, elle
ne comprend pas a elle seule toutes les protéines d'un organisme. Elle ne contient, par
exemple, que 14573 séquences de protéines humaines pour environ 24000 a 30000 genes

potentiels.

Cependant, I'arrivage continuel de nouvelles séquences issues de projets de séquencage de
génomes pénalise la banque Swiss-Prot dont la richesse des annotations ne peut suivre une
telle explosion de données. Ces éléments se refletent parfaitement dans la croissance quasi

linéaire du nombre d’entrée dans cette banque (Figure 14).
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Figure 14 Evolution du nombre d’entrée de la banque Swiss-Prot depuis sa création
en 1986.
Les données sont extraites du site Expasy (http://www.expasy.org/sprot/relnotes/#SPstat).

2.2.1.4 TrEMBL

Introduite en 1996, la banque TrEMBL pour Translation from EMBL est décrite comme un
supplément de Swiss-Prot. En effet, TTEMBL, distribuée par 1’EBI, contient la traduction de
toutes les parties codantes annotées figurant dans la banque EMBL, a l'exception des
protéines figurant dans Swiss-Prot. TTEMBL constitue ainsi un dépot de séquences non
validées et faiblement annotées, qui vont par la suite étre examinées par les annotateurs de
Swiss-Prot pour y étre intégrées. Sa croissance est fulgurante et correspond au flux important

de données générés par les projets de séquencgage des génomes complets (Figure 15).
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Figure 15 Evolution du nombre d’entrée dans la banque TrEMBL depuis sa création en
1996.

Les données sont extraites a partir de la documentation disponible sur le site de I'EBI
(http://www.ebi.ac.uk/trembl/Documents/old trembl rel notes.html).

TrEMBL se caractérise ainsi par une redondance importante, des séquences annotées
automatiquement et des séquences souvent incompletes et se veut désormais un

complément parfait de Swiss-Prot.
2.2.1.5 PIR

Comme nous l'avons indiqué plus haut, les origines de la banque PIR (Protein Information
Resource) sont anciennes puisque la toute premiere version remonte au milieu des années 60.
Depuis 1988, cette banque de données a pris une dimension internationale puisqu’elle est
maintenue, publiée et distribuée conjointement par la NBRF (National Biomedical Research
Foundation) aux Etats-Unis, le MIPS (Munich Information Center for Protein Sequences) en

Allemagne et la JIPID (Japon International Protein Information Database) au Japon.

Le but de cette collection est de fournir des informations exhaustives et non redondantes
organisées selon des criteres taxonomiques et de similarité (Wu et al. 2003). Si I'exhaustivité

semble effectivement atteinte, il reste encore un taux de redondance non négligeable.

Les données proviennent de trois sources : les publications scientifiques, les soumissions des
auteurs et la traduction des parties codantes annotées présentes dans les banques

nucléotidiques. Quelques références croisées ont été mises en place avec les banques de
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séquences nucléotidiques et quelques banques a valeur ajoutée, mais en nombre nettement

moins important que dans Swiss-Prot.

Alors que dans Swiss-Prot, la classification des protéines en familles est réalisée
essentiellement en utilisant les motifs PROSITE, PIR utilise une approche bien différente
pour construire ses superfamilles. Cette approche est basée sur des similarités de séquence

mais aussi de fonction (Barker et al. 1996).
2.2.2 Les banques dites a valeur ajoutée

2.2.2.1 PDB

La PDB (Protein Data Bank) est la principale banque internationale de structures
tridimensionnelles (Kouranov et al. 2006). Cette banque a été fondée en 1971 par le BNL
(Brookhaven National Laboratory) et contenait 7 structures. Depuis 1998, elle est sous la tutelle

du RSCB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics).

Les structures de protéines constituent 1'essentiel des entrées de la PDB avec 38096 entrées en
aotit 2006, mais on y trouve également des structures de molécules d’ARN (511) et d’ADN
(1068), de complexes protéines-acides nucléiques (1519). Ces structures sont déterminées
expérimentalement par cristallographie aux rayons X, par RMN ou encore microscopie
électronique. On peut noter que plus de 90% des structures déposées dans la PDB sont

résolues par la technique de cristallographie aux rayons X.

Les entrées de la banque comprennent des informations sur les structures primaires et
secondaires des molécules considérées, les coordonnées atomiques, souvent des détails des
expériences (conditions de cristallisation, empilement cristallin, statistiques d’affinement,

etc.) ainsi que des références bibliographiques.

Bien que le nombre de structures de macromolécules biologiques connues a I'heure actuelle
soit tres inférieur a celui des séquences (38096 structures dans la banque PDB contre 222289
protéines dans la seule banque Swiss-Prot en aofit 2006), celui-ci croit actuellement a une
vitesse comparable a celle observée pour les séquences protéiques il y a quelques années
(Figure 16). Cependant, il faut noter une redondance importante dans la PDB car plusieurs
structures 3D peuvent correspondre a la méme séquence selon les conditions d’obtention de

la structure ou la finesse de sa résolution.
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Figure 16 Evolution du nombre d’entrée dans la banque de structures 3D, la PDB.
Les données sont extraites a partir du site web de la Protein Data Bank pour le mois de juin 2006
(http://www.rcsb.org/pdb/contentGrowthChart.do?content=total&seqid=100).

2.2.2.2 RefSeq

RefSeq pour Reference Sequence database est une collection de séquences distribuée et générée
par le NCBI depuis 2003, regroupant a la fois des séquences protéiques et des séquences
nucléiques (Pruitt et al. 2005). L’idée est de distribuer des séquences de référence stables et
utilisables pour différentes études fonctionnelles et médicales. Le point fondamental de cette
banque est la validation constante appliquée aux séquences. La banque est disponible par
organisme ou par taxon et permet donc de disposer d'une collection plus ou moins complete
des séquences exprimées par un organisme donné ('homme par exemple). Au niveau
nucléique, RefSeq dérive de la banque GenBank, mais se distingue de cette derniere par
plusieurs points. En effet, a la différence de GenBank qui se veut étre un dépot de toutes les
séquences nucléiques existantes et contient de ce fait une redondance importante et
nécessaire pour garder le caractere original des séquences soumises, RefSeq contient des
séquences validées, annotées, non redondantes et reflete la synthese des connaissances
actuelles pour chacune de ses entrées. Au niveau protéique, la méme politique de validation

est appliquée.
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2.2.2.3 UniGene

UniGene est une collection de séquences d’ESTs (Expressed Sequence Tags) et d’ARNm
complets organisés en clusters et représentant chacun un gene unique connu ou inconnu
pour un organisme donné. UniGene est distribuée par le NCBI depuis 1995 et représente une
vue unifiée du transcriptome d’un organisme. Une entrée UniGene contient des données
liées a son expression, une liste de protéines similaires, une localisation génomique et la liste
des séquences qui constitue le cluster. Elle est constituée de 2 banques ; UniSeq qui contient
les séquences consensus identifiées par cluster et UniGene a proprement dit qui contient les

clusters calculés.
2.2.2.4 Gene Ontology (GO)

L’ontologie est une description formalisée des concepts d'un domaine de la connaissance.
Elle contient des concepts (ou classes), des propriétés (ou attributs) de chaque concept
décrivant les caractéristiques et les attributs d’une classe et des restrictions sur les propriétés
(ou restrictions de rdles). La Gene Ontology (GO) (Ashburner et al. 2000)

(http://www.geneontology.org) a vu le jour en 1998. Son objectif principal, comme son nom

l'indique, est la gestion des informations liées aux genes. GO est un systeme suffisamment
large pour décrire I'ensemble des fonctions biologiques de toutes les especes et suffisamment
profond pour distinguer les spécificités d"une protéine particuliere des autres membres de la

famille.
GO est subdivisée en trois parties principales :

* Molecular Function : la (ou les) fonction d'un produit de géne (exemple : electron

transporter activity). Elle décrit la tache accomplie par les protéines individuelles.

» Biological Process: le (ou les) role biologique général de complexes et de fonctions
moléculaires (exemple : electron transport). Il décrit le processus biologique dans

lequel intervient le produit du gene considéré.

* Cellular Component : la (ou les) structure subcellulaire, localisation ou complexe
macromoléculaire (exemple : extracellular space) dans lequel intervient le produit

du gene considéré.

GO est devenue le standard dans I'annotation des génomes et est intégré comme référence

croisée dans bon nombre d’autres banques de données, notamment Swiss-Prot.

Le vocabulaire controlé de GO permet des requétes a différents niveaux. Il est ainsi aisé de

rechercher tous les produits de genes de la souris impliqués dans la transduction du signal.
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2.2.2.5 Interpro

Interpro est une banque intégrée constituée d’informations sur les familles de protéines, les
domaines et les sites fonctionnels identifiés (Apweiler et al. 2001). Elle est distribuée par 1"EBI
depuis 1999. La 13 release permet de couvrir pres de 75% des protéines disponibles dans la
banque de protéines UniProt. Les éléments identifiés dans Interpro pour des protéines
connues peuvent ensuite étre utilisée pour décrire des protéines inconnues. Interpro est

connectée avec GO et UniProt.
2.2.3 La qualité des données disponibles

Apres des années de mise en place des moyens de collecte et d’interrogations efficaces et
d’unification des données de séquences, se posent de plus en plus le probleme de la mise en
place de procédures pour assurer la qualité des données. Ceci se heurte a un certain nombre

de problémes

Il est important de souligner les efforts colossaux entrepris pour construire et maintenir a
jour I'ensemble de ces banques de données. 1l est également important de rappeler que, dans
un grand nombre de cas, les séquences protéiques sont uniquement des prédictions a partir
des séquences nucléiques déposées dans les banques et des efforts sont nécessaires pour
valider ces prédictions. En bioinformatique, nous avons tendance a utiliser le maximum de
ressources différentes pour valider les prédictions effectuées. Ainsi la diversité des banques

peut étre un atout mais également une contrainte.

La question du format des banques qui sont presque spécifiques a chaque banque est un
frein évident si on ne dispose pas des outils adéquats. La constance de chaque format est
également un probleme. Un des exemples probant est la décision dans UniProt de fusionner
en une seule entrée 'ensemble des séquences identiques correspondant au méme gene chez
plusieurs organismes (par exemple les actines). Ce changement majeur n’aura pas duré tant
les conséquences étaient désastreuses sur les programmes utilisant les banques et sur
I'analyse de leurs données. D’autres conséquences sont apparues plusieurs mois apres la
décision de re-séparer ces entrées puisqu'un certain nombre de données ont été perdues,

notamment pour les actines.

Du point de vue des efforts consentis pour améliorer la qualité des données disponibles, on
citera, par exemple, SwissProt (incluse dans UniProt) et RefSeq. En créant RefSeq, le NCBI a
entrepris récemment des efforts importants pour assurer la haute qualité de ses séquences en
les validant manuellement. Cependant, cette banque bien que tres utilisée n’en reste pas

moins isolée par le manque de liens vers les autres banques déja existantes. Ceci pose un
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autre probleme dans le monde des banques de données, I'utilisation d’identifiants différents

entres les différentes entrées pour un méme gene ou une méme protéine.

Enfin, un dernier point est la constance des identifiants des banques. La banque UniGene est
un exemple de la versatilité des banques de données. UniGene est constituée de 2 banques
ayant chacun leur identifiants ; les clusters d’un coté et les séquences de 'autre. Ainsi, il est
fréquent de perdre, d'une version a une autre de la banque, le lien entre les identifiant de

séquence et des clusters.

Les banques de données en biologie sont des outils fondamentaux et leur utilisation en
bioinformatique est incontournable. Néanmoins, une connaissance approfondie de ces objets
est essentielle afin les exploiter au maximum et éviter toute surprise. Ce probléme est
particulierement pernicieux dans les approches a haut débit, ou I'introduction d’erreurs ou
d’approximations non-détectées a une étape quelconque du processus peut avoir des

conséquences dramatiques pour l'interprétation finale.

2.3 La fouille de données

Depuis 1994, l'extraordinaire développement d’Internet a entrainé des modifications
fondamentales dans les possibilités offertes aux utilisateurs et permet en particulier
d’accéder aux banques de données et aux outils mis a disposition par les grands centres de
bioinformatique. Cependant, bien que ces outils restent utilisables pour 1'étude d'une petite
quantité de séquence, des analyses a haut débit nécessitent souvent des développements
supplémentaires. Ainsi des versions locales des banques de données sont indispensables a la

réalisation de procédures d’analyses automatiques et systématiques.

Ainsi, afin de rendre les bases de données plus facilement exploitables et permettre aux

utilisateurs d’en extraire de I'information, des logiciels spécifiques ont été développés.

Une entrée dans une banque de données biologique est définie par 2 entités; les
informations liées a la description de I'entrée, par exemple sa définition (« Actin béta »), et sa
séquence. L’exploitation de ses données se fait classiquement de 2 manieres; la premiere
appelée recherche textuelle permet de rechercher par mots clés directement dans les champs
des entrées stockées dans les banques, la deuxieme, la recherche par similarité, utilise
uniquement les séquences des entrées et permet de déterminer la ou les séquences les plus

proches d’une séquence dite « appat ».

55



Introduction - Chapitre 2 - La bioinformatique

2.3.1 La recherche textuelle

L’ancétre de ces systemes d’interrogation est le systeme ACNUC développé au Laboratoire
de Biométrie et Biologie Evolutive il y a plus de vingt ans (Gouy et al. 1984). Ce systeme
permet de structurer les informations de toute banque de séquences utilisant les formats
GenBank, EMBL, Swiss-Prot et PIR et de les interroger sous la forme de requétes

multicritéres.

Le systeme SRS (Sequence Retrieval System) développé au début des années 1990 par Etzold et
al a ’'EMBL, a ensuite été racheté par LION bioscience et plus récemment par biowisdom. Il
permet d’interroger a 'aide d’'une méme interface pratiquement n’importe quelle collection
de séquences disponible sous la forme de fichiers texte (Etzold et al. 1993). A I'heure actuelle,
plus de 1300 banques de données différentes dispersées sur pres de 40 sites Web publics sont
interrogeables sous SRS. La liste des serveurs SRS dans le monde est disponible

(http://downloads.lionbio.co.uk/publicsrs.html) et on peut citer en particulier ceux de 1'EB],

de Pasteur, du Sanger et bien entendu de 'IGBMC et trés prochainement du Centre de

Recherche Public-Santé a Luxembourg.

Les concepteurs de SRS ont développé leur propre langage de programmation, ICARUS
(Interpreter of Commands and RecUrsive Syntax) qui permet d’indexer toute collection
structurée. Les fichiers a plat des banques de données sont parcourus par des interpréteurs
syntaxiques et les champs contenant les données sont alors indexés. Ces index sont ensuite
directement utilisés par « getz », le programme d’interrogation associé a SRS. SRS permet
également s’il existe des champs en communs de réaliser des liens croisés entre les banques.
Ces liens peuvent étre directs comme par exemple entre GenBank et Swiss-Prot ou indirects
comme par exemple entre GenBank et la PDB qui nécessitera de « passer » par une banque

intermédiaire (Swiss-Prot) (Figure 17).
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Figure 17 Relations entres les banques de données disponibles sur le serveur SRS a
I'IGBMC.
Certaines banques présentes dans ce schéma ne sont pas décrites dans cette thése. PFAM et
PROSITE sont des banques de motifs et de sites fonctionnels. VarSplic est une sous-banque de la

banque UniProt (SwissProt et TrEMBL) qui contient les séquences protéiques des variants
d’épissage connus.

SRS peut étre utilisé en mode ligne de commande au moyen de getz (utile pour I'incorporer
dans des scripts automatiques) ou au travers de son interface web, SRSWWW et le
programme « wgetz ». C'est cette derniere interface qui est la plus utilisée par les biologistes

pour accéder aux informations d'une entrée.

Les requétes sous SRS peuvent étre extrémement complexes car utilisant une syntaxe qui
permet la combinaison de criteres et de banques, des associations multiples et des liens
croisés. En outre, SRS permet de réutiliser les résultats d'une requéte pour en effectuer une
autre. Il est a noter que la suite de programme d’analyse de séquence EMBOSS (Rice et al.

2000) est désormais accessible et intégrée a SRS.
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2.3.2 La recherche de similarité

La recherche de similarité ou la comparaison entre une séquence inconnue et toutes les
séquences d'une banque de données est une des premieres étapes a laquelle un biologiste est
confronté s’il veut identifier ou mieux caractériser sa séquence d’intérét. La recherche de
similarité fait appel a I'alignement d"une séquence contre une autre, processus par lequel les
séquences sont comparées afin d'obtenir le plus de correspondances (identités ou similarités)
possibles entre les lettres qui les composent. La recherche de similarité fait appel aux
alignements 2 a 2 ou « pairwise » entre une séquence appat et une séquence d’une banque. Il
s'oppose a l'alignement multiple qui contient plusieurs séquences (voir 2.4 L’alignement

multiple).

Les alignements de séquences visent a établir des liens entre les séquences (voir 2.5 Un

exemple d’application : I'annotation des protéines pour plus de détails).

Il existe plusieurs programmes basés sur des méthodes optimales, qui cherchent a trouver
I'alignement du meilleur score. Ces algorithmes de Needleman-Wunsch (Needleman et al.
1970) ou Smith-Waterman (Smith et al. 1981) sont extrémement sensibles, mais bien trop lents
et couteux en mémoire. Des programmes basés sur des méthodes dites heuristiques
permettent, a partir d’a priori, d’obtenir un résultat satisfaisant et rapidement. Ils privilégient
la recherche de régions de forte identité et accélerent ainsi la recherche. A la fin des années
1990, 2 programmes majeurs, FASTA et BLAST, ont été décrits et constituent les outils de
base de la recherche de similarité dans les banques de séquences. IIs combinent a la fois

efficacité et rapidité de leurs requétes.
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2.3.2.1 FASTA

Le principe de I'algorithme FASTA proposé par Pearson et Lipman (Lipman et al. 1985) est

de ne considérer que les séquences présentant une région de forte similitude avec la

séquence recherchée. Il applique ensuite localement a chacune de ces meilleures zones de

ressemblance un algorithme d’alignement optimal. Cet algorithme se décompose et se

déroule en quatre étapes (Figure 18) :

(A) Les régions les plus denses en similarités entre les deux séquences sont
recherchées. Ces régions sont appelés points chauds ou «hot spots ». Clest le
parametre «ktup » qui détermine le nombre minimum de résidus consécutifs
identiques. Généralement: ktup = 2 pour les protéines - ktup = 6 pour I'ADN.
Recherche des meilleures diagonales : plusieurs "hot spots" dans une méme région
génere des diagonales de similarité sans insertion ni délétions. Ces diagonales sont
les régions ayant le plus de similarité. Elles sont représentées par un graphique de

points ou « dotplot ».

(B) Les dix meilleures diagonales sont réévaluées a l'aide d'une matrice de
substitution et les extrémités de ces diagonales sont coupées afin de conserver les
régions ayant les plus hauts scores seulement. Cette recherche de similitude est faite
sans insertion ni délétion. Le score le plus élevé obtenu est appelé le score « init1 ». Il

est attribué a la région ayant le plus fort score parmi les 10 analysées.

(C) Les diagonales trouvées a l'étape 1 dont le score dépasse un certain seuil
(« cutoff »), sont reliées entre elles pour étendre la meilleure similarité. Ces
nouvelles régions contiennent des insertions et/ou des délétions. Le score des
nouvelles régions est calculé en combinant le score des diagonales réunies diminué
d'un score de pénalité de jonction des diagonales. Le score le plus élevé obtenu a
cette étape s'appelle le score «initn ». Cette étape permet d'éliminer les segments

peu probables parmi ceux définis a 1'étape précédente.

(D) La région initiale qui a généré le score « initl » est de nouveau évaluée avec un
algorithme de programmation dynamique sur une fenétre de résidus dont la largeur
est déterminée par le parametre « ktup ». Le nouveau score est « opt ». Les séquences
de la base de données sont classées selon leurs scores «initn» ou «opt». Les
séquences sont alignées avec la séquence cible a I'aide de l'algorithme de Smith &

Waterman : le score final est le score Smith & Waterman.
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Figure 18 Algorithme du programme FASTA.

Cet algorithme a toutefois un inconvénient, bien que plus rapide que les algorithmes
optimaux il n’en reste pas moins plus lent que BLAST. Cependant, sa sensibilité accrue le
rend plus apte a la comparaison de séquences nucléotidiques et l'identification d’une

séquence nucléotidique « appat » sur un génome complet, par exemple.
2.3.22 BLAST

BLAST (Basic Local Alignement Search Tool) (Altschul et al. 1990) est le programme de
recherche de similarité le plus utilisé pour les comparaisons protéine-protéine. Il fait la

méme hypothése que pour FASTA, c'est-a-dire que les meilleurs alignements doivent
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contenir quelque part des petits segments strictement identiques ou de score tres élevé. Ces
éléments constituent les points d'ancrage a partir desquels l'alignement est étendu.
L'algorithme initial de BLAST ne permet ni les insertions ni les délétions, mais il est tres
rapide et attribue une valeur statistique au score obtenu. L'algorithme initial a été modifié
plusieurs fois pour répondre a différents besoins. Ainsi, BLAST2 autorise les insertions et les
délétions (mais la statistique n'est plus exacte) alors que PSI-BLAST est une version qui
construit des motifs consensus stockés sous forme de matrices qui seront utilisés lors de

recherches et d’alignements itératifs (Altschul ef al. 1997).

De plus, des filtres comme les programmes SEG (Wootton et al. 1996) et DUST (Tatusov et
Lipman données non publiées) ont été congus pour éliminer les régions répétitives et
segments de « faible complexité » qui bruitent les résultats. Pour cela, la séquence « appat »
est tout d'abord comparée a une banque de données contenant des séquences représentatives
des familles surreprésentées dans les banques. Les sous-fragments de la séquence « appat »
appartenant a ces familles ainsi que les régions poly X sont alors masqués (et ne seront pas

utilisés) avant d'effectuer la recherche de similitude sur la banque complete.
Du point de vu algorithmique BLAST se décompose également en quatre étapes (Figure 19) :

* (A) La séquence a aligner est décomposée en « mots » d’une longueur W fixe (3 par
défaut pour les protéines, 11 pour les nucléotides) et une banque de mots proches

ou similaires aux mots de la séquence initiale est créée.

* (B) Chacun de ces mots est alors recherché a I'identique dans toutes les séquences de

la base.

* (C) Les alignements autour de ces mots trouvés sont alors étendus tant que le score
de cet alignement ne chute pas d’une valeur X ou qu'une extrémité ne soit atteinte.
Les alignements sont alors appelés HSPs (High-scoring Segment Pair). Le HSP de plus
haut score est appelé MSP (Maximal Segment Pair).

* (D) Enfin, les HSPs qui ont un score supérieur a un seuil S sont sélectionnés et

affichés. Si il existe plusieurs HSPs par séquence détectée leur score sont combinés.
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(A) Trouver une liste de hauts scores de mots d'une longeur W sur la séquence inconnue

Séquence inconnue de longueur L

Maximum de L-W+1 mots

T— Tt (W=3 pour les protéines,
- W=11 pour les acides nucléiques)
Pour chaque mot de la séquence inconnue

moins de T avec la matrice de paire de scores.
Pour les paramétres typiques, il y a environ
50 mots par résidus de la séquence inconnue.

{ trouver la liste des mots ayant un score au

(B) Comparer la liste des mots A une banque et identifier les "hits" exacts

Banque de séquences

Homologie exacte des mots de la liste

(C) Pour chaque "hit", étendre l'alignement dans les 2 directions afin de trouver
des alignements qui ont un score plus grand que celul d'un seuil S

J

HSPs (High-scoring Segment Pair) et MSPs (Maximal Segment Pair)

(D) Identification et sélection des meilleurs HSPs. Il peut y avoir plusieurs HSPs entre
2 séquences, leur score est alors combiné

Figure 19 Algorithme de BLAST.

Enfin, 'interprétation des résultats ou I’analyse de la signification des alignements est un
point capital. Cette signification est évaluée statistiquement en fonction de la longueur et de
la composition de la séquence, de la taille de la banque et de la matrice de scores utilisée.
BLAST calcule ainsi un score, I'« E-value » qui correspond a la probabilité d'observer au
hasard cet alignement dans les banques de séquences considérées. Ainsi plus la « E-value »
est faible, plus l'alignement est significatif (Tableau 3). Cependant, la décision finale repose

aussi et (peut-étre surtout ?) sur une inspection visuelle du résultat par 1'expérimentateur.
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E-value Signification
E<1e™® appariement exact, méme séquence, méme origine
1619 ¢ £ < 165 séggences guasiment identiques (alleles, mutations, espéeces
voisines)
16 < £ < 0.1 un éventuel lien entre la séquence requéte et celles qui ont été
’ trouvées
E>01 séquences de l'alignement a rejeter, sans lien avec la séquence
' requéte

Tableau 3 Interprétation des valeurs d’expect calculés par BLAST.

On peut noter que pour des séquences requétes tres courtes, la "E-Value" est tres faible, on ne
peut donc pas se baser sur ces valeurs pour estimer la signification des alignements (par
exemple pour des alignements d’oligonucléotides). Les séquences alignées et détectées par

BLAST sont appelés également « Subject » ou « hit ».
2.3.2.3 Les différentes possibilités

Les programmes FASTA et BLAST permettent de comparer l'ensemble des types de
séquence a 'ensemble des types de banques (Tableau 4). Les programmes utilisés dépendent

de la séquence appat, de la banque a testée et surtout de 1'utilisation souhaitée.

Programme Séquence appat Banque Exemple d'utilisation

BLASTP/FASTA Protéine Protéine Recherche de protéines homologues
BLASTN/FASTA ADN ADN Recherche d’ARNm proches
TBLASTN/TFASTA Protéine ADN* Localiser une protéine sur un génome
BLASTX/FASTX ADN* Protéine Définir les cadres de lecture
TBLASTX/TFASTX ADN* ADN* idem que TBLASTN et BLASTX

*traduit en séquence protéique dans les 6 cadres de lecture

Tableau 4 Les différents programmes BLAST et FASTA ainsi que leurs utilisations.

2.4 L’alignement multiple

L’étude d'une séquence protéique dans le contexte de sa famille constitue une étape cruciale
dans les possibilités offertes au bioanalyste. Cet outil est malheureusement souvent négligé.
Dans ce cadre, 'alignement multiple de séquences completes ou MACS (Lecompte et al.
2001), est donc un outil central dans la biologie moderne, mais a quoi correspond ce type
d’alignement ? Un alignement multiple est I'alignement de plusieurs séquences en méme
temps. Il tient en général compte de la totalité de la longueur des séquences. Il s’oppose aux
alignements 2 a 2 (voir 2.3.2 La recherche de similarité). Dans un alignement multiple, si les
séquences ne sont pas suffisamment similaires sur certaines parties ou si leurs longueurs

sont différentes, il faut introduire des insertions créant ainsi des lacunes ou « gap » (Figure
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20). Généralement, il contient les séquences d'une famille de protéines en y intégrant, s’ils
existent, les membres issus du méme organisme que la séquence initiale et ceux issus de

différents organismes.

Un MACS permet en outre d’intégrer pour chaque séquence a la fois une analyse horizontale
en tenant compte de sa longueur totale et une analyse verticale en l'intégrant dans son

contexte évolutif.

Suite de lettres alignées (séquence)

insertion

Liste de séquences

Figure 20 Vue schématique d’un alignement multiple de séquences.

L'alignement multiple contient des séquences alignées sur toute leur longueur. Les séquences
d’'une famille de protéines peuvent contenir des protéines issues de plusieurs organismes.
L'alignement des protéines sur toute leur longueur, peut selon les cas, nécessiter la création
d’insertion dans un groupe de séquence correspondant a des lacunes ou « gaps » dans d’autres.

L’alignement multiple permet d’adresser bon nombre des questions de la biologie moderne

comme :

* La visualisation de l'organisation en domaines de la protéine et la présence

d’insertions ou de délétions.

* La validation de la séquence protéique en permettant de détecter les erreurs de
séquencage, les décalages du cadre de lecture, les erreurs de prédiction de la

structure du gene (codon initiateur, site d’épissage exon/intron).

* De replacer la protéine au sein de sa famille et donc dans son contexte évolutif

(Phillips et al. 2000).
* De distinguer les paralogues des orthologues.

* De prédire la fonction par la propagation de ce type d’information a des séquences

non annotées.
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* De préciser les prédictions de structures secondaires aussi bien au niveau 2D (Lee et

al. 2006) qu’au niveau 3D (Yang et al. 2000; Al-Lazikani et al. 2001).

» D’analyser les conservations au sein d'une famille de protéines, notamment les
résidus strictement conservés dans toutes les séquences (résidus ou motifs
contenant une importance structurale ou fonctionnelle) ou encore les résidus
conserveés spécifiquement dans un sous-groupe de séquences (résidus discriminants

de ce sous-groupe) (del Sol Mesa et al. 2003).

2.5 Un exemple d’application : ’annotation des protéines

Une des applications majeures de 'ensemble des banques et des outils décrits précédemment
réside dans I’annotation des séquences. L’annotation d’une séquence nucléique ou protéique
consiste a lui attribuer des éléments qui vont permettre de la définir, de la classer, de mieux
comprendre son role dans la cellule, son fonctionnement moléculaire et ses interactions avec

d’autres protéines, par exemple.

On distingue plusieurs stratégies d’annotation, la premiere dite « classique » s’appuie sur la
recherche de similarité, la deuxieme consiste a intégrer la séquence dans le contexte de sa
famille de genes ou de protéines, enfin une troisieme consiste a utiliser les propriétés

communes a d’autres séquences.
2.5.1 Stratégie classique

De maniére classique, la premiére étape de 1’annotation consiste a comparer les séquences
protéiques inconnues, ou prédites a partir de nouvelles séquences nucléotidiques, a une
banque généraliste de séquences protéiques bien caractérisée et a transférer la fonction des
protéines similaires aux séquences inconnues. Pour cela, on utilise l'ensemble des
programmes définis précédemment (voir 2.3 La fouille de données p55) (BLASTP, FASTA,
ou encore PSI-BLAST, ce dernier permettant de détecter des similarités entre des protéines
tres éloignées). Seuls les alignements présentant une valeur d’expect inférieure a une valeur
seuil sont pris en compte. Cette valeur seuil, fixée arbitrairement, est extrémement variable
d'un protocole a l'autre. De la méme maniere, le transfert de la fonction peut obéir a

différentes regles :
* transfert pur et simple de la fonction du meilleur « hit » a la séquence a annotée.

* comparaison des meilleurs hits pour en vérifier la cohérence et choisir la plus

informative.
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 attribution d'une fonction plus ou moins précise suivant le degré de similarité,
allant de la description précise de la fonction moléculaire (par exemple, le numéro
complet d’'une enzyme suivant la classification officielle) a une description tres

générale (« actin » ou « actin-like »).

Le report automatique de la fonction d’une protéine a une autre sur la base d’un alignement
local peut générer de nombreuses erreurs (Galperin et al. 1998; Devos et al. 2001). L'un des
problemes majeurs est I'absence de prise en compte de 1’organisation en domaines de la
protéine. L’intégration des informations fournies par l'alignement multiple ainsi que les
données complémentaires (domaines fonctionnels, mutations, structures secondaires...) sont

des outils totalement complémentaires et indispensables a cette approche.
2.5.2 Une famille de protéine

La prédiction de fonction par similarité repose sur I’hypothese que des genes « suffisamment
proches » sont susceptibles d’étre homologues, c’est-a-dire dériver d’'un méme gene
ancestral, et d’avoir conservé la méme fonction ou, a tout le moins, le méme repliement
tridimensionnel. Pratiquement, ceci veut dire que la proximité phylogénétique entre deux
séquences est proportionnelle a leur similarité. Les séquences possedent ainsi une séquence
ancétre commun a partir de laquelle des mutations, insertions et délétions se sont
accumulées au cours de I'évolution pour aboutir a ces 2 protéines. L’homologie entre deux
séquences peut laisser supposer, mais sans le prouver, que les protéines codées assurent une
fonction similaire ou proche. Or, l'évolution d’une famille de genes peut comporter de
nombreux événements. Des 1970, Fitch (Fitch 1970) a introduit différents termes pour classer

les différents types d’homologie :

* genes orthologues : genes homologues ayant évolué a partir d'un gene ancestral

(gene Xo) par spéciation (genes Xi et Xz de la Figure 21).

* genes paralogues : genes homologues ayant évolué a partir d'un gene ancestral par

duplication (genes Yo et Zo de la Figure 21) au sein de la méme espece.

* genes xénologues : génes homologues présents chez un méme organisme, I'un ayant
été hérité verticalement, 1'autre par transfert horizontal, c'est-a-dire acquisition du

matériel génétique d’une autre espece (génes X et Y de la Figure 21).
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Orthologie

ancétre

Xo

espece 0

spéciation

Xo

X

espéce 1 espéce 2

Figure 21 Les différentes relations d’homologie.

2.5.3 D’autres méthodes

D’autres approches permettent de générer des informations précieuses sur la protéine. Le
« diagnostique de séquence », selon 1'expression de Tsoka et Ouzounis (Tsoka et al. 2000),
consiste a prédire certaines caractéristiques de la protéine en se basant sur sa seule
composition (présence d’hélices transmembranaires...). Enfin, une nouvelle catégorie de
méthodes rassemblées sous 'expression générale « prédiction par non-homologie » ont vu le
jour (revues dans (Eisenberg et al. 2000) et (Marcotte 2000)). Ces méthodes reposent
principalement sur l'utilisation du contexte génomique ou de la distribution phylogénétique

des genes pour inférer des fonctions ou, tout au moins, des liens fonctionnels entre protéines

espéce0

(voir 3.2 Les outils de la génomique comparative).

Xénologie

geéne ancestral

transfert horizontal
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Chapitre 3 - La génomique comparative

« Les espéces qui survivent ne sont pas les espéces les plus fortes,
ni les plus intelligentes, mais celles qui s’adaptent le mieux aux changements. »

Charles Darwin

La génomique comparative est I'analyse et la comparaison des génomes de différentes
especes. Son but est une meilleure compréhension de l'évolution des especes, la
détermination de la fonction des genes, 1'organisation des éléments d’un génome (taille des
genes, structure des genes...) et la mise en évidence de genes d’intéréts comme de nouveaux

genes impliqués dans des maladies infectieuses ou héréditaires (Figure 22).

Comparaison au niveau des séquences génomigques

Alignements des chromosomes Eléments de régulation, variation des éléments
complets ou de régions génomiques structuraux, insertions/délétions ponctuelles, ...

. . N Réarrangements chromosomiques, zone de
Comparaison de 'orde des génes e A . A -
plasticité, synténie, duplication, délétion

Recherche de similarité
Relations d'homologie

Comparaison au niveau de groupe de génes ou protéines

. , . Diversité ou non, analyse soustractive et lien
Comparaison des répertoires s - Wi~y A
fonctionnel ("Distribution phylogénétique")

Arbre phylogénétique — Evolution des génes

3 Perte, aquisition, duplication, réorganisation

Organisation en domaines . . N B
9 et lien fonctionnel ("Rosetta Stone")

Figure 22 Schéma représentant certains niveaux de comparaison en génomique
comparative.

La recherche de similarité et les relations d’homologie apparaissent centrales pour I'ensemble des
applications de la génomique comparative.

Les éléments cruciaux au développement de la génomique comparative sont la disponibilité

des séquences completes de génomes et de protéomes d’organismes couvrant un maximum
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de branches de l'arbre de la vie, la possibilit¢ de comparer de facon rapide et fiable des
séquences similaires et d’établir les relations d’homologies entre les séquences. Son
importance dans la biologie post-génomique est indéniable tant le nombre d’applications

auxquelles elle contribue sont essentielles.

Nous verrons donc dans ce chapitre tout d’abord, la matiere premiere indispensable a la
génomique comparative c'est-a-dire les génomes et les enseignements que nous pouvons en
dégager, puis nous nous attarderons sur certaines des techniques de génomique comparative

et leurs applications.

3.1 Les génomes complets

Disposer de la séquence complete du génome d’un organisme est un évenement majeur
puisqu’il permet a priori de disposer de l'ensemble des informations nécessaire a sa
compréhension. Cette information est non seulement utile pour replacer 1'organisme en
question dans 'arbre du vivant et comprendre son évolution mais elle permet également de
contribuer a une meilleure compréhension des autres organismes complets en les
comparants entre eux. En 1990, Woese et al. ont proposé (Woese et al. 1990) une séparation
du domaine du vivant en 3 grands domaines différenciant ainsi les archées (Archaea), les

bactéries (Bacteria) et les eucaryotes (Eukaryota) (Figure 23).

Alphaptoteobacteria
Betaproteobacteria

Thermoplasmata
,  Gammaproteobacteria

Methanomicrobia, Deltapratesbacteria
\ { -~ -
) ‘Epsilonprotecbacteris e ——
Archaea | . B eroksiax
\ E - Chiorobi
J & ” Adidabacteria
Bacteria 4 K Firmlcutes
' Actinobacteria
Fun f g ’_ =
ungi _— -
i F § o Cyanobacteria
Metazoa ¢ ' / ’ —
Eukar\fota 2 i 4 Chiorofiex|
-, f A y '\
Viridiplant / P P ;
iridiplantae . / ‘:(‘: Deinococcus-Thermus
L

Heterokonta

Figure 23 Arbre de la vie
L'arbre comprend les 3 grands domaines de la vie ; les bactéries, les archées et les eucaryotes
(source http://genome.jgi-psf.org/tre home.html)
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Les points qui suivent nous permettront d’aborder le nombre de génomes complets
disponibles, la taille et la structure des génomes, le nombre et la structure des genes. Au
cours de ces 3 parties, nous couvrirons I'ensemble des regnes du vivant tout en favorisant

I'étude des organismes eucaryotes.
3.1.1 Les génomes eucaryotes

Chez les eucaryotes supérieurs, le caractere « complet» d'une séquence génomique est
difficile a apprécier en raison de l'importance de régions centromériques et télomériques
essentiellement constituées de séquences d’ADN fortement biaisées en composition et
hautement répétées. Fonctionnellement, ces séquences se trouvent souvant dans
I'hétérochromatine qui se définit comme l'ensemble des régions trés condensées de la
chromatine, inactives pour la transcription et répliquées tardivement. Ainsi, la taille estimée
du génome nucléaire de Drosophila melanogaster est d’environ 180 Mb dont un tiers est
représenté par de I'hétérochromatine localisée dans les régions centromériques (Adams ef al.

2000).

En raison de leur composition, les régions hétérochromatiques peuvent étre difficiles a cloner
et a séquencer, la plupart des programmes de séquencage de génomes d’eucaryotes
supérieurs ne s’intéressent par conséquent qu’a la portion euchromatique. L’euchromatine se
définit comme l’ensemble des régions non condensées dans la chromatine. Il est bon de
souligner que les génomes complets publiés n’ont pas tous le méme stade d’avancement de
séquengage et d’assemblage, leur statut allant du « draft » comme dans le cas par exemples,
de Gallus gallus, de Plasmodium yoelii ou d’Orysa sativa a la séquence complete comme dans le
cas de Saccharomyces cerevisiae. Par ailleurs, de nombreux génomes de mitochondries et de

chloroplastes ont également été totalement séquencés.

Le génome de la levure S. cerevisiae a été le premier génome eucaryote séquencé entierement,
au terme d’une collaboration internationale entre plus de 600 chercheurs (Goffeau et al. 1996).
Depuis, un nombre important d’autres génomes nucléaires d’eucaryotes ont été séquenceés

plus ou moins completement et rendus publiques (Tableau 5).
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Tableau 5 Liste des génomes eucaryotes complets.

Taille du  Nombre de
Organisme génome genes Référence
(Mb) estimés
Chordé . (Lander et al. 2001)
Homo sapiens 2900 23299 (Venter et al. 2001)
Mus musculus 2600 24948 (Waterston et al. 2002)
Rattus norvegicus 2750 21022 (Gibbs et al. 2004)
Gallus gallus 1000 23000 (Hillier et al. 2004)
Xenopus laevis 3100
Xenopus tropicalis 1700 28000
Tetraodon nigroviridis 342 27918 (Jaillon et al. 2004)
Danio rerio 1626,1 21503
Takifugu rubripes 320 22208 (Aparicio et al. 2002)
Ciona intestinalis 162 14182 (Dehal et al. 2002)
Echinoderme Strongylocentrotus purpuratus 800 27350
Arthropode Drosophila melanogaster 122 13676 (Adams et al. 2000)
Anopheles gambiae 278,2 13683 (Holt et al. 2002)
Nématode Caenorhabditis elegans 103 19893 (Consortium 1998)
Caenorhabditis briggsae 102 19507 (Stein et al. 2003)
Ascomycete Schizosaccharomyces pombe 12,5 4929 (Wood et al. 2002)
Saccharomyces cerevisiae 12,2 5807 (Goffeau et al. 1996)
Candida glabrata 12,3 5283 (Dujon et al. 2004)
Kluyveromyces lactis 10,6 5329 (Dujon et al. 2004)
Ashbya gossypii 9,2 4718 (Dietrich et al. 2004)
Debaryomyces hansenii 12,2 6906 (Dujon et al. 2004)
Yarrowia lipolytica 20,5 6703 (Dujon et al. 2004)
Aspergillus fumigatus 29,4 9926 (Nierman et al. 2005)
Neurospora crassa 38,6 10082 (Borkovich et al. 2004)
Basidiomycéte  Cryptococcus neoformans 19,2 7302 (Loftus et al. 2005)
Microsporidie Encephalitozoon cuniculi 2,5 1997 (Katinka et al. 2001)
Mycetozoa Dictyostelium discoideum 34,0 12500 (Eichinger et al. 2005)
Amibe Entamoeba histolytica 23,8 9938 (Loftus et al. 2005)
Straménopiles Thalassiosira pseudonana 34 11242 (Armbrust et al. 2004)
Eugléne Trypanosoma brucei 26,1 9068 (Berriman et al. 2005)
Trypanosoma cruzi 60,4 23216 (El-Sayed et al. 2005)
Leishmania major 34 8272 (Ilvens et al. 2005)
Alvéolates Plasmodium falciparum 22,9 5268 (Gardner et al. 2002)
Plasmodium yoelii 231 5878 (Carlton et al. 2002)
Cryptosporidium parvum 9,1 3952 (Abrahamsen et al. 2004)
Cryptosporidium hominis 9,2 3994 (Xu et al. 2004)
Theileria parva 8,3 4035 (Gardner et al. 2005)
Tetrahymena thermophila 106 27400
Diplomonodie Giardia lamblia 11,7 9649
Dicotylédons Arabidopsis thaliana 125 25498 (Arabidospis 2000)
Monocotylédons Oryza sativa 430 42653 (Goff et al. 2002; Yu et al.
2002)
Rhodophyte Cyanidioschyzon merolae 16,5 5331 (Matsuzaki et al. 2004)
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3.1.2 Nombre de génomes

En juin 2006, la communauté scientifique dispose de 405 génomes dont la séquence est dite
complete (consultation du site GOLD en juin 2006) qui se répartissent en 27 archées, 337
bactéries et 41 eucaryotes (Liolios et al. 2006). Ces informations ainsi que la liste des projets
en cours sont répertoriées sur un certain nombre de sites web de grands centres de

séquengage ou de sites dédiés aux génomes (Tableau 6).

Nom du site Adresse du site

GOLD http://www.genomesonline.org

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=genomepr;j
EBI http://www.ebi.ac.uk/genomes

TIGR http://www.tigr.org/tdb

SANGER http://www.sanger.ac.uk/Projects

JGI http://www.jgi.doe.gov

Tableau 6 Liste non exhaustive des sites internet majeurs regroupant l'information
sur les génomes séquencés ou en cours de séquengage.

Depuis la révolution introduite par le séquengage de génomes comme celui de 'Homme ou
de la drosophile, le séquencage de génomes complets est devenu un outil banalisé.
Cependant, la publication ou la disponibilité de la séquence complete d'un génome constitue
encore un événement majeur car il est considéré comme un élément indispensable a la
compréhension des grands processus biologiques de I'organisme étudié, voire des maladies
qui l'affectent. Ainsi, en juin 2006, d’apres le site GOLD pas moins de 1665 projets de
séquengage sont en cours de réalisation. Parmi ces projets, on distingue 57 projets d’archées,
979 projets de bactéries et 629 projets eucaryotes. On peut ainsi apprécier la croissance quasi

exponentielle que prend la courbe du nombre de projet en cours de séquencgage (Figure 24).
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Figure 24 Evolution du nombre de projets total en fonction du statut final (juin
2006).

L’analyse un peu plus détaillée de la répartition du nombre de projets référencés sur le site
GOLD montre que cette croissance est majoritairement due aux projets bactériens et

eucaryotes (Figure 25).

A eucaryote
B bactérie
B archée

Nombre de projets

@“ﬁoﬁ««%f%@ﬁ&j@@ $f$§§$§$§$$§$§$

Figure 25 Evolution du nombre de projets disponibles sur le site GOLD en fonction du
groupe phylogénétique (juin 2006).
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3.1.3 Structure et taille des génomes

L’organisation générale ainsi que la taille des génomes est classiquement liée aux types
d’organismes. En effet, les procaryotes possedent des génomes de petites tailles souvent
organisés en un unique chromosome circulaire, complémenté éventuellement par un ou
plusieurs plasmides. Toutefois, il est possible de trouver plusieurs contre-exemples. Ainsi,
les génomes bactériens Vibrio cholerae (Heidelberg et al. 2000) et Agrobacterium tumefaciens
(Goodner et al. 2001) possedent deux chromosomes dont un, dans le cas d”Agrobacterium est
linéaire. Chez les eucaryotes, le génome est généralement d’une taille beaucoup plus

conséquente et compacté sous la forme de plusieurs chromosomes.

Cependant, on observe une extraordinaire variabilité de la taille des génomes (Figure 26)
couplée a une forte hétérogénéité du nombre et de la taille des chromosomes au sein des

étres vivants connus.

En général, les plus petits génomes sont observés chez les organismes intracellulaires ou
symbiotiques telles que, Buchnera aphidicola (Tamas et al. 2002) (641 Kpb), Wigglesworthioa
glossinidia (Akman et al. 2002) (697 Kpb), Encephalitozoon cuniculi (Katinka et al. 2001),
Guillardia theta (551 Kpb) (Douglas et al. 2001) ou Nanoarchaeum equitans (Waters et al. 2003)

(500 Kpb). Leur petite taille est généralement attribuée a leur mode de vie intracellulaire.

La séquence contenue dans les plasmides ou « mégaplasmides » constitue également pour
certaines especes un matériel génétique non négligeable tant au niveau de la taille que de la
fonction (Mikesell et al. 1983). Nous pourrions ainsi citer le cas de la bactérie Xylella fastidiosa
(Van Sluys et al. 2003) dont un des deux plasmides de 51 Kpb possede 64 ORFs. De méme,
Borrelia burgdorferi (Fraser et al. 1997) possede, outre un chromosome linéaire (910 Kpb), sept
plasmides circulaires (de 9 a 32 Kpb) et dix linéaires (de 17 a 56 Kpb) représentant au total
plus de 530 Kpb d’ADN non chromosomique, soit plus d'un tiers de la quantité totale

d’information génomique.
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Figure 26 Taille des génomes complets séquencés.
L'échelle est logarithmique et regroupe les 3 domaines du vivant ; bactéries (bleu) archées (rouge)
et eucaryotes (jaune).

Quelques exemples de génomes eucaryotes, Ashbya gossypii, Cryptosporidium hominis,

Cryptosporidium parvum, Encephalitozoon cuniculi et Guillardia theta ont une taille de génome

nucléaire inférieure a certain procaryotes. Néanmoins, la Figure 26 permet d’observer que de

maniere générale la taille des génomes eucaryotes métazoaires est considérablement plus
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grande que celle des procaryotes et semble globalement corréler avec le degré de complexité

des organismes.
3.1.4 Structure et nombre de génes

Une des particularités des procaryotes est l'organisation de leurs genes en opérons. Un
opéron (Jacob et al. 1961) est un groupe de genes positionnés consécutivement sur le génome,
comprenant un opérateur (accepteur d’un facteur de transcription), un promoteur commun,
et un ou plusieurs genes controlés pour produire un seul transcrit ou ARNm
polycistronique. Fréquemment, les genes transcrits sont impliqués dans un méme processus
biologique et leur localisation dans un méme opéron permet de coordonner simplement leur

expression.

Le gene eucaryote présente une structure beaucoup plus complexe que son équivalent
procaryote et est qualifié de discontinu ou mosaique (Figure 27). A I'exception du nématode
C. elegans (Blumenthal et al. 2002) ou de certains genes impliqués dans des processus bien
définis (développement, systeme immunitaire...), il n’existe pas ou peu de genes organisés
en opéron chez les eucaryotes. Les genes impliqués dans les mémes processus biologiques se
trouvent en des points disparates du génome, souvent dans des chromosomes différents, ce
qui implique que des mécanismes tres élaborés seront mis en jeu pour obtenir I'expression

coordonnée de ces genes.
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Figure 277  Structure du géne eucaryote de I’/ADN génomique a la protéine.

Le gene est transcrit de sa forme ADN a sa forme transcrit primaire. L'épissage permet ensuite de
supprimer les introns (bleu) pour obtenir le transcrit mature ou ARNm. L’ARNm, composé
uniquement des exons (orange), contient la région codante et 2 zones non codantes (5’ et 3’ UTR).
Une coiffe est ajoutée en 5’ du transcrit. Le clivage (site de clivage) et I’'ajout de queue poly A (site
de polyadénylation) sont également réalisés en 3’ du transcrit. Enfin, ’ARNm est traduit en
protéine. Le codon initiateur de la traduction (Ci) et le codon Stop ou d’arrét de la traduction (Cs)
sont représentés.

La structure d’un gene eucaryote est ainsi qualifiée de discontinue car la séquence transcrite
est constituée d’exons et d’introns (Figure 27). L’étape d’épissage permet de retirer les
introns et de ne conserver que les exons qui contiennent la partie codante ou CDS (CDS pour
CoDing Sequence) de la protéine. On peut noter que les exons contiennent également des
régions non codantes aux extrémités 5" et 3’ de '’ ARNm qui sont nommées respectivement

«5 UTR » et « 3 UTR » (UnTranslated Region).

L’épissage alternatif consiste a manipuler, pour un gene donné, son répertoire d’exons afin
d’obtenir des ARNm différents. Ce processus permet d’augmenter le nombre de protéines
codées par un méme gene et donc, potentiellement, de fonctions d’un gene (Figure 28). Il
peut avoir lieu dans le CDS et entrainer la production de protéines différentes, mais
également dans les régions 5" et 3’UTR avec comme conséquence possible, une instabilité du
transcrit mature et une baisse du niveau de production de la protéine. Ce phénomene

d’épissage alternatif est loin d’étre une exception mais plutdt une regle générale puisque,
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selon diverses estimations de 50% a 80% des genes humains possedent un ou plusieurs
variant d’épissage (Modrek et al. 2002; Johnson et al. 2003; Kampa et al. 2004). Cet ensemble
contribue ainsi a I'augmentation du répertoire des possibilités d’un organisme, sans avoir

besoin de multiplier le nombre de genes.

Exon 1 Exon 2

5 ':'ﬁ D000( 3" Aon

Epissage alternatif

Variant 1 Variant 2

— | ARNI

Protéine

Figure 28 Exemple de I'épissage alternatif.

Ce mécanisme permet a partir d'un gene, d’obtenir plusieurs transcrits matures de tailles et de
composition différentes. Ces ARNm seront ensuite traduits en protéines qui auront potentiellement
des activités et/ou des interactions différentes. L'obtention des variants d’ARNm est réalisée par la
composition alternative en exons. Dans I'exemple, le « Variant 1 » est composé des exons 1, 2 et 3
alors que le « Variant 2 » est composé uniquement des exons 1 et 3.

Tout en demeurant dans le cadre du dogme central énoncé par Crick (Crick 1958; Crick
1970), la découverte de cette structure particuliere de gene ainsi que celle de 1'épissage
alternatif (Berget et al. 1977; Breathnach et al. 1977; Chow et al. 1977) ont révolutionné la

compréhension de la biologie moléculaire en conférant une place plus importante a I’ARN.

L’analyse globale du nombre de genes chez les organismes séquencés montre effectivement
que les organismes eucaryotes ont en général plus de genes que les procaryotes. Ainsi, chez
les procaryotes, le nombre de genes varie de 468 pour Mycoplasma genitalium a 8702 pour
Burkholderia xenovorans alors que chez les eucaryotes, on observe de 464 pour Guillardia theta

a 42653 genes pour Oryza sativa. Il existe cependant certains paradoxes qui ne permettent pas
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d’expliquer les différences d’évolution entre le nématode et 'homme ou entre ’homme et le

riz sur la simple base du nombre de geénes.
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Figure 209 Nombre de génes estimés dans les génomes complets séquencés
Les 3 domaines du vivant sont représentés ; bactéries (bleu) archées (rouge) et eucaryotes
(jaune).
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Les pseudogenes sont des copies endommagées et souvent, mais pas toujours, inactives de
genes existants. Ils peuvent s’assimiler aux fossiles de notre génome (Jacq et al. 1977; Vanin
1985; Mighell et al. 2000). Il existe deux types de pseudogenes formés par des mécanismes
différents (Figure 30) :

* Les pseudogenes dit non-processed correspondent a des duplications partielles ou
completes de genes. Seule une petite fraction de ces pseudogenes garde sa
fonctionnalité génique (Prince et al. 2002). Le découpage intron/exon est ainsi

conserve.

* Les pseudogenes processed qui sont formés par la rétrotransposition d’ARNm
matures aléatoirement intégrés dans le génome. A priori, ils ne possedent donc pas
de régions promotrices ni la structure intron/exon. Cependant, quelques cas de
genes «actifs» ne possédant aucun intron et ayant une origine
rétrotranspositionnelle ont été décrits dans de nombreux organismes (Brosius 1999).

Ces pseudogenes sont alors appelés rétrogenes (Torrents et al. 2003).

Duplication et mutation

Promoteur |
— N Y | |
YO0 | | 00X - 000
ADN | : | Wy l | |
Pseudogeéne dupliqué
(non-processed) o
Transcription inverse
Transcription et mutation

-

| | Epissage | |

Figure 30 Processus de fabrication d’'un pseudogéne.

La distribution des pseudogenes sur le génome est pour le moment considérée comme
aléatoire. L'homme dont le nombre de pseudogenes est estimé entre 14000 et 19000 avec
environ 60% de pseudogenes processed (pour une revue (Zhang et al. 2004)) compte parmi les
organismes qui possedent le plus de pseudogenes. Il en existe également chez certains
procaryotes mais dans une moindre mesure. Au niveau de leur distribution, il semblerait
que les familles de genes les plus exprimées dans la cellule aboutissent a plus de

pseudogenes. De facon intéressante, parmi les familles de genes qui dénombrent le plus de
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pseudogenes, on observe les génes codants pour des protéines ribosomales ou des facteurs
de transcription mais également pour des familles de protéines comme les chaperonines et
celles impliquées dans le cytosquelette (Zhang et al. 2003). En particulier, on notera ’actine
béta et I’actine gamma, les kératines 18 de type I et 8 de type II qui comptent respectivement

15, 17, 61 et 31 pseudogenes (Zhang et al. 2003).
3.1.5 Les enseignements : ce que les génomes ont a nous dire

Le séquencage des génomes d’organismes a pour cible des organismes aussi divers qu'une
algue rouge, une bactérie vivant au fin fond des océans, un vers rond ou encore la vache.
Cette diversité de projets de séquencgage est nécessaire pour disposer d'un panel

représentatif de la diversité biologique.

La premiere chose qui nous frappe lors de I'étude des génomes est a la fois cette grande
diversité des phénotypes des organismes décrits, des éléments qui les composent et la

grande proximité des éléments de base.

L’analyse de la taille des génomes et du nombre de genes montre une hiérarchie entre les
eucaryotes et les procaryotes (Figure 26 et Figure 29). Ainsi, les génomes eucaryotes sont
plus complexes et plus grands que les génomes procaryotes. Néanmoins, il existe, a la
frontiere entre les deux, une zone floue ou certains organismes eucaryotes possedent moins

de genes ou ont des génomes moins grands que certains procaryotes.

La différence entre ces génomes est donc en partie révélée par la taille des génomes.
Cependant, si on compare le rapport entre le nombre de genes et la taille d"un génome pour
ces deux groupes, il est intéressant de noter que s’il existe une relation linéaire entre la taille
d’'un génome et son contenu en genes chez les bactéries et les archées (Figure 31), cette
relation n’est plus vraie chez les eucaryotes (Figure 32). Pour les eucaryotes, on distingue en
particulier deux grands groupes ; a gauche les organismes unicellulaires et plus simples (les
levures, les algues...) qui ont une relation quasi linéaire entre le nombre de genes et la taille
de leurs génomes, et a droite les organismes pluricellulaires et plus complexes ('homme, les
poissons, les insectes, les plantes...) qui ont, de fagon évidente, perdu toute relation linéaire

entre le nombre de genes et la taille de leurs génomes.
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Figure 31 Nombre de génes prédits en fonction de la taille du génome de bactéries et
d’archées disponibles.

Les données de bactéries sont illustrées en bleu (triangle et traits bleus) alors que les archées sont
montrées en rouge (carrés et traits rouges). Les deux droites de régression montrent la relation
linéaire existante entre le nombre de génes et la taille des génomes procaryotes.
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Figure 32 Nombre de génes prédits en fonction du logarithme de la taille des
génomes eucaryotes disponible en juin 2006.
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En effet, le rapport entre la fraction codante et non codante des génomes eucaryotes varie
dans des proportions considérables, sans commune mesure avec ce qui est observé chez les
procaryotes. Les génomes procaryotes sont extrémement compacts et possedent peu de
régions intergéniques. Dans les grands génomes, tels que le génome humain (plus de 3 Gb),
la fraction codante ne représente qu’'une part tres réduite du génome tandis qu’elle constitue

I'essentiel d"un petit génome (2,9 Mb) comme celui d’E. cuniculi.
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Figure 33 Relation entre l'estimation des fractions codantes et non codantes de
différents génomes eucaryotes.

Cette différence entre les génomes procaryotes et eucaryotes s’explique par un certain
nombre de mécanismes distincts qui ont amené a une complexification de la structure et des

éléments présents dans ces génomes.

Comme décrit précédemment, la structure du gene eucaryote et l'épissage alternatif
permettent certainement d’expliquer en partie ces différences, ces deux mécanismes

contribuant par ailleurs a augmenter le répertoire des possibilités a partir d"un seul gene.

D’autres éléments peuvent expliquer les différences entre procaryote et eucaryotes, la
présence de pseudogenes de fagon plus systématique chez les eucaryotes en est notamment
une illustration. L’augmentation des régions intergéniques et de la taille des introns (Berget
et al. 1977; Chow et al. 1977), la présence de zones ou d’éléments répétés sont également des

éléments distinctifs des organismes eucaryotes.
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3.2 Les outils de la génomique comparative

La séquence complete d'un génome est une formidable source de données pour comprendre
'organisme étudié. La comparaison des éléments essentiels des génomes d’organismes des 3
domaines du vivant nous a déja permis de faire certaines hypotheses sur leur évolution et
leur complexification (voir 3.1.5 Les enseignements : ce que les génomes ont a nous dire).
Cependant, si la séquence, la carte et la définition des éléments génétiques peuvent étre
potentiellement parfaitement décrites, leurs implications dans la génese d’un phénotype ou
dans un grand processus biologique sont loin d’étre comprises. L’analyse comparative des
génomes et protéomes d’organismes différents permet d’aborder différents types de

questions (Hardison 2003) au travers d"un choix pertinent d’organismes (Figure 34).

l Temps

Organismes

comtemporains ’:‘ I

} Quelles séquences définissent

le coeur protéiques des
organismes multicellulaires?

Quelles séquences définissent
spécifiquement un organisme?

Quelles séquences montrent
une signature particuliere
indiquant un lien fonctionnel?

Figure 34 La comparaison de génomes d’organismes possédant des distances
phylogénétiques différentes peuvent répondre a des probléeémes différents (adapté de
(Hardison 2003)).

Les outils ou méthodes développés pour répondre a ses questions sont dites de «non-
homologie » car elles ne se basent pas directement sur les relations établies entre les

séquences mais sur d’autres principes que nous verrons dans les chapitres suivants.
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Dans ces chapitres, nous décrirons brievement 2 méthodes essentielles dans le cadre des
travaux présentés : la « soustraction de génomes » et la « distribution phylogénétique », enfin

certaines méthodes de « non-homologie » seront rappelées.
3.2.1 Soustraction de génomes

La soustraction de génome est basée sur 'idée que les genes responsables d’un phénotype
particulier sont présents au sein des organismes partageant ce phénotype (qu’ils soient
proches ou non!) et absents dans les organismes qui ne le présente pas. Ainsi, la différence
entre 'ensemble des genes communs aux organismes ayant le phénotype et 'ensemble des
genes communs aux organismes qui ne ’ayant pas, doit révéler un groupe de genes enrichis

en fonctions impliquées dans ce phénotype (Huynen ef al. 1997).

Plusieurs applications ont démontrées lintérét de cette méthode, par exemple la
comparaison des séquences codantes de Helicobacter pylori a celles de Haemophilus influenzae
et Escherichia coli a permis de mettre en évidence une liste de 594 genes dont 398 de fonctions
inconnues et 123 impliquées dans les interactions avec I'hote (Huynen et al. 1998).
Considérant la capacité de survie dans un environnement gastrique de Helicobacter pylori par
rapport aux 2 autres organismes, cette liste de genes est enrichie en facteurs potentiellement
responsables de cette adaptation. Une autre application majeure de cette méthode est
lIidentification de genes responsables d'une structure cellulaire : le cil. En effet, a partir d’une
question simple : « Quels sont les génes impliqués dans le cil? » et la disponibilité de
génomes d’organismes pouvant y répondre, le choix judicieux de la comparaison
d’organismes ciliés a des organismes non ciliées (Chiang et al. 2004; Li et al. 2004) a permis de
déterminer non seulement les génes potentiellement importants pour le cil, mais surtout de
mettre en évidence un lien fonctionnel inédit avec une maladie génétique, le syndrome de
Bardet-Biedl ou BBS. Ainsi, Li et al. ont identifiés 688 genes codant souvent pour des
protéines liées a la fonction ciliaire, au sein desquels ils ont pu identifier le gene BBS5. Ce
résultat a été obtenu en «soustrayant» des genes de 2 génomes ciliés, I'homme et
chlamydomonas, a ceux présents dans un organisme non cilié, d’Arabidopsis thaliana

(Figure 35).
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Figure 35 Exemple de génomique soustractive.

Diagramme de Venn montrant |'approche comparative pour la création d’un groupe de génes
enrichi en fonctions liées au cil. Les protéomes de I'Homme et de Chlamydomonas ont été
comparés, donnant lieu a l'identification de 4348 protéines communes. Ces protéines ont ensuite
été filtrées par le protéome de la plante Arabidopsis pour aboutir a 688 protéines spécifiques a
I'Homme et a Chlamydomonas, enrichies en fonction liées au cil (adapté de Li, 2004 #2443}).

Cette approche a cependant certaines limites, ainsi si 'on reprend I'exemple ayant trait aux
cils, certains genes ciliaires exclus, telles que, la tubuline, impliquée clairement dans la
fonction du cil, mais conservée chez tous les organismes, ou encore, les genes apparus au

cours de I'évolution apres Chlamydomonas et impliqués dans le cil y sont exclus.
3.2.2 Distribution phylogénétique

La distribution phylogénétique ou « Phylogenetic profiling » a été introduite par Pellegrini ef
al. en 1999 (Pellegrini et al. 1999) et correspond a un bilan de Présence/Absence des genes
dans un ensemble d’organismes (Figure 36). Cette méthode est fondée sur I"hypothese que
les protéines qui font partie de complexes structuraux et/ou qui sont impliquées dans une
méme voie métabolique ont une évolution semblable. Ainsi, au cours de 1’évolution les
partenaires d’un complexe sont co-présents dans les mémes orgnismes. Inversement, si le
complexe n’est plus utile pour un organisme alors les protéines de ce complexe doivent étre

co-absentes de cet organisme.
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Figure 36 Schéma représentant la méthode du profil phylogénétique.

Cas hypothétique, a partir de 4 génomes (X. tropicalis, M. musculus, T. nigroviridis et H.
sapiens) contenant un échantillonnage des protéines P1 a P7, on construit leur profils
phylogénétiques. Le profil est caractérisé par un « 0 » pour une absence dans un génome donné et
par un « 1 » pour la présence. Une étape de « clustering » permet de regrouper les profils proches.
Dans ce cas, bien que ni P2 et P7, ni P3 et P6 ne partagent de similarité de séquences, elles
partagent le méme profil phylogénétique et sont donc fonctionnellement liées (adapté a partir de
(Pellegrini et al. 1999)).

Une des applications intéressantes de la « Distribution Phylogénétique » est I’annotation de
séquences inconnues. Ainsi, en dépit de 1'absence de similarité de séquences entre des
protéines participant a une méme voie métabolique ou a un méme complexe, le fait que ces
protéines présentent le méme profil de présence/absence dans un ensemble d’organismes,
permet de mettre en évidence leur lien fonctionnel. Cette technique est ainsi qualifiée de

méthode d’annotation par non-homologie.
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La distribution phylogénétique peut également étre utilisée pour mieux comprendre un
groupe de genes liés par un caractere particulier (p. ex. les genes du cytosquelette). En effet,
les profils pourront nous aider a filtrer les genes et définir ainsi des sous-groupes de genes
présents/asbents dans certains phyla. On peut, par exemple, définir parmi ces genes ceux qui
sont communs a tous les organismes ou qui « apparaissent » au cours de I'évolution dans

certains groupes d’organismes (p. ex. les levures, les vertébrés...).
3.2.3 Brievement : autres méthodes

Un certain nombre d’autres méthodes basées indirectement sur les notions d’homologie et de
recherche de similarité permettent de déterminer s’il existe un lien fonctionnel entre des

protéines et d’'inférer des fonctions par corrélation :

* la méthode de la « fusion de genes » ou « pierre de Rosette » (Enright et al. 1999;
Marcotte et al. 1999) est fondée sur le fait que des protéines A et B distinctes chez un
organisme peuvent potentiellement interagir ensemble et étre fonctionnellement
reliées si elles sont retrouvées sous la forme d’un seul polypeptide AB chez un autre

organisme.

* la méthode des genes voisins (Dandekar et al. 1998; Overbeek et al. 1999) s’inspire de
I'organisation des genes procaryotes en opéron qui est souvent le reflet de
I'implication de ces genes dans un méme processus, voire un méme complexe. Cette
méthode permet d’inférer une relation fonctionnelle entre protéines dont les genes
sont retrouvés en opéron ou au voisinage 'un de l'autre dans les génomes de

. \ . , 4 .
plusieurs especes. La conservation de l'ordre des éléments sur le génome est

également appelée « synténie ».
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Chapitre 4 - La transcriptomique

« Former un couple c’est n’étre qu'un ; mais lequel ? »

Oscar Wilde

Le transcriptome se définit comme l'ensemble des genes transcrits en ARNm dans un
organisme. Un certain nombre de techniques permettent son étude tel que i) le séquencage
des ESTs pour « Expressed Sequence Tags » qui correspond au séquencage massif de petits
fragments d’ADNc (~500 bases), ii) le « Differential Display » qui est une des premieres
méthodes décrites d’analyse de 1’expression des genes basée sur le protocole d’amplification
PCR (Polymerase Chain Reaction) d’ADN(, iii) la technique du SAGE (Serial Analysis of Gene
Expression) basée sur le séquencage de étiquette ou tags (environ 10 bases) issus de la
dégradation d’ADNc par une enzyme et enfin, iv) les puces a ADN. Ce sont les puces a
ADN, qui permettent de quantifier le niveau d’expression relatif d'un grand nombre de
genes exprimés simultanément dans une cellule, auxquelles nous nous intéresserons plus

particulierement.

4.1 Historique

Les premieres puces a ADN sont apparues au début des années 1990, mais leur concept date
de 1987 (cité dans (Bellis et al. 1997)). Dérivée de méthodes classiques de la biologie
moléculaire comme le northern blot ou le southern blot, la technique des puces a ADN repose
sur le principe développé par Southern (Southern 1974; Southern 1975) de détection par
hybridation d’acides nucléiques d’intérét (typiquement des génomes ou des chromosomes,
des ARNm ou des ADN complémentaires des transcrits d'une cellule). Ce principe stipule
que deux fragments d’acides nucléiques peuvent s’associer et se dissocier de facon réversible
en fonction de la température et de la concentration en sel. Les puces a ADN ont ainsi vu le
jour par les efforts combinés de plusieurs technologies comme I’électronique, la robotique et
la chimie (technique de dépot, préparation des lames et greffes de sondes oligonucléotides
ou synthese in situ), 'analyse d’image (acquisition des données), I'informatique (stockage
des données) et la bioinformatique (interprétation des données). Depuis leur apparition, les
puces a ADN suscitent un intérét considérable avec pour preuve, I'explosion du nombre de

publications qui leur sont dédiées depuis 2001 (Figure 37).
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Figure 37 Nombre de publications concernant les puces a ADN de 1993 a 2005.
Données recueillies a partir d'une recherche PubMed utilisant les mots clés : « microarray » ou
« DNA chip ».

Fondamentalement, on distingue 3 méthodes d’analyse, les macroarrays, les microarrays et les
« véritables » puces a ADN. Les macroarrays utilisent des clones d’ADN complémentaire
(ADNCc) disposés sur des membranes de nylon et les cibles (ADNc a étudier) sont marquées
radioactivement. Cette technique posséde une densité moyenne. Les microarrays, appelées
ainsi par opposition aux macroarrays car elles proposaient une densité plus importante,
comportaient plusieurs milliers de genes issus de produits de PCR, déposés et fixés sur une
lame de verre et des cibles marquées par des molécules fluorescentes. Enfin, les « véritables »
puces a ADN associent a un gene, un ensemble d’oligonucléotides synthétisés in situ et
possédaient une densité élevée. Ces 3 méthodes différentes se distinguent par des supports,
des sondes, des techniques de dépdt et des marquages différents. Aujourd’hui, méme s'il
existe toujours des clivages entre les techniques, le terme général des puces a ADN ou
microarray est communément utilisé pour décrire n'importe qu’elle type de puce. Les
différences qui les caractérisaient sont maintenant combinées en fonction des besoins et des
applications. On distinguera désormais les types de puces en fonction du type de sonde, de
la méthode de dépots, des applications etc. On notera que 'on trouve dans la littérature,
différents termes synonymes plus ou moins utilisés comme « DNA chip» ou « DNA

microarray », et en frangais « biopuce » ou « micro-réseau ».
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4.2 Principe des puces a ADN et applications

Le principe des puces a ADN est tres simple. Il s’agit de disposer, sur un support de
quelques centimetres carrés, des fragments d’ADN (les sondes) représentatifs des genes
étudiés. Ce dispositif est ensuite mis en contact avec des ARNm ou ADNCc cibles, couplés a
un marqueur radioactif ou fluorescent. Les conditions expérimentales (concentration en sel,
température, temps d’incubation, etc) sont telles que la formation d’hybrides (phénomene
d’hybridation) est possible et peut d’étre quantifié grace aux marqueurs qui leurs sont

associées (voir Figure 38 et Figure 39).

On notera que bien que la méthode des puces a ADN constitue un northern blot inversé, il
existe une confusion de termes. En effet, dans le cas du northern blot on appelle « sonde »
I'acide nucléique libre et marqué et « cible » I’acide nucléique fixé alors que dans le cas des
puces a ADN, c’est I'inverse. Ainsi, la nomenclature depuis 1999 (éditorial de janvier dans
Nature Genetics par Phimister) est la suivante ; la sonde ou « probe » correspond aux acides
nucléiques fixés sur la puce complémentaires aux cibles potentielles ou «targets » qui

représentent I’ensemble des acides nucléiques libres étudiés.

La mesure du transcriptome, c'est-a-dire des niveaux d’expression des genes se fait de 2
facons selon le type de puces utilisées. La mesure absolue du signal est rendue réalisable sur
les puces fabriquées par Affymetrix qui mesure un seul échantillon par puce et qui combine
une analyse statistique approfondie pour permettre la comparaison des résultats fournis par
différentes puces correspondant a différents tissus, stades de développement, états
physiologiques... Le protocole général de plateforme Affymetrix est décrit dans la Figure 38.
Les puces comprennent de 10 a 20 sondes de petites tailles (25 nucléotides) par gene. De
plus, a chaque sonde est associée des sondes PM (Perfect match) et des sondes MM
(MisMatch) dont la séquence est identique a la sonde PM a I'exception de la base centrale qui
est mutée. Cette stratégie du nombre de sondes par genes et de la combinaison PM/MM
permet de quantifier d’une part, le signal aspécifique (sonde MM) et d’autre part, d’estimer

et de valider le niveau d’expression d'un gene.
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Figure 38 Principe de la technologie des puces a ADN appliquée par Affymetrix.

Au préalable, la fabrication de la puce a ADN nécessite la synthése directe des sondes sur la puce.
Les ARNm sont extraits des échantillons biologiques a comparer, les ADNc sont obtenus par
transcription inverse et marqués par la biotine (B sur fond blanc), fragmentés puis mélangés sur la
puce a la streptavidine couplée a fluorescéine pour |'étape d’hybridation (B sur fond rouge). La
lecture des lames est réalisée par un scanner qui permet de quantifier le signal d'un seul
échantillon. Les données sont ensuite analysées et interprétées et le signal est quantifié (adapté de
http://www.scq.ubc.ca/?page_id=247 par Jiane Long).

Dans les cas des autres puces a ADN, la mesure du signal est relative. Ceci permet de
mesurer les variations de niveau d’expression d'un organisme dans 2 conditions différentes.
En effet, dans ce cas, il est possible d’hybrider 2 échantillons sur la méme puce et ceci est
rendu possible par l'utilisation de 2 marqueurs distincts (2 fluorochromes par exemple)

(Figure 39).
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Figure 39 Principe de la technologie des puces a ADN pour les puces a 2 canaux.

La fabriquation de la puce a ADN nécessite le dépbt des sondes sur le support. Les ARNm sont
extraits des échantillons biologiques a comparer, les ADNc sont obtenus par transcription inverse et
marqués (fluorescence ou radioactivité) puis mélangés a la puce pour I’étape de d’hybridation. La
lecture des lames est réalisée par un scanner qui permet de quantifier le signal des 2 marqueurs
simultanément. Les données sont ensuite analysées et interprétées (adapté de
http://www.scq.ubc.ca/?page id=247 par Jiane Long).
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Basés sur ces principes de nombreuses applications sont possibles et sont résumées dans le
Tableau 7 (Gerhold et al. 1999; Walter et al. 2000). Ces puces sont dédiées a des organismes en
particulier et permettent non seulement de mesurer les profils d’expression mais également
le criblage de mutation, les réarrangements chromosomiques et les zones homozygotes

communes entre patients malades.

Technique Sonde Cible Application
CGH? ADN génomique ﬁzlﬁglggqeennti;qlque Gain ou perte chromosomique

CESH® ADN génomique ARNm (ADNg) ~ CXPression relative fonction de
la localisation chromosomique

Cartographie de ADN génomique

Cc z .
zones d’homozygotie SNP (Fragment) Genotypage, polymorphisme
Profils d’expression ADNc/oligonucléotide ARNm (ADNCc) Expression relative des genes
ChIP on chip® ADN Protéine Site de fixation sur 'ADN

4CGH : Comparative Genomic Hybridisation

PCESH : Comparative Expressed Sequence Hybridisation
°SNP : Single Nucleotide Polymorphism

dChIP on Chip : Chromatin ImmunoPrecipitation on chip

Tableau 7 Les différentes applications des puces a ADN en biologie.

4.3 Conception d’une puce a ADN

Basé sur un principe commun, il existe pourtant un nombre important de possibilités
différentes pour concevoir une puce a ADN (Freeman et al. 2000; Holloway et al. 2002). Nous
aborderons dans cette partie les éléments essentiels a la conception d’'une puce a ADN.
Chacun de ses composants sont des éléments cruciaux et contribue a la qualité de la puce a

ADN et donc a la qualité des analyses effectuées.
4.3.1 Le support

Le support est généralement une lame de verre comme les lames de microscope et doit étre
parfaitement conditionné pour permettre une fixation optimale des sondes. Les qualités des
lames de verre sont leur rigidité, leur surface plane et le faible bruit de fond associé a la
fluorescence. Bien que les lames de verre offrent des qualités intrinseques a méme d’étre
utilisables pour les puces a ADN, il n’est est pas moins vrai que les sondes ne peuvent
adhérer ou se fixer sur la lame sans prétraitement. Ce prétraitement chimique ou « coating »
prend différentes formes selon la chimie utilisée (groupements amine, poly-Lysine,

groupements époxy, groupements aldéhyde) (Microarray Handbook édité par Amersham
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http://wwwb.amershambiosciences.com/aptrix/upp00919.nsf/content/list all handbooks et

http://www.arrayit.com).

4.3.2 Les sondes

4.3.2.1 Les sondes spécifiques de génes

Les sondes sont des séquences nucléiques capables de s’hybrider a d’autres séquences
nucléiques. Indépendamment de leur utilisation, en dép6t ou directement synthétisées sur le
support, elles peuvent étre de différentes tailles en fonction de la problématique biologique,
des contraintes expérimentales et des moyens disponibles dans le laboratoire. Les sondes
sont un des éléments essentiels pour garantir la qualité de la puce a ADN. Une analyse
bioinformatique est nécessaire pour optimiser les parametres de choix des sondes comme la
spécificité et les parametres thermodynamiques (stabilité de I'hybride formé entre la sonde et
la cible).

La société Affymetrix utilise une technologie spécifique faisant appel a des oligonucléotides
courts dont la taille est de 25 nucléotides. Ces sondes sont caractérisées par une spécificité
tres forte mais une sensibilité faible. Affymetrix utilise le modele du PM/MM (voir 4.2
Principe des puces a ADN et applications) et plusieurs sondes pour un méme gene pour

palier a ce probleme. Ce type de sondes ne sera pas détaillé dans cette these.

Dans le cadre de I'étude du transcriptome, il existe 2 grandes familles de sondes utilisées
pour la conception de puces a ADN: d'une part, les sondes obtenus par amplification
d’ADNCc par PCR qui ont des tailles comprises entre 200 et 2000 bases et une sensibilité
maximale mais une spécificité réduite (Kothapalli et al. 2002; Zhu et al. 2005), et d’autre part,
les oligonucléotides de synthese dont la taille peut varier de 30 a 70 bases (oligonucléotides

longs) et qui combinent a la fois une bonne spécificité et une bonne sensibilité.

D’un point de vue purement pratique la premiere approche requiert généralement la
maintenance et la reproduciton a l'identique d’une banque de clones, tandis que dans la
seconde approche implique la synthese d’oligonucléotides. D’un point de vue qualitatif, si
aucune différence n’est appréciable au niveau de la sensibilité entre les 2 technologies (pour
des produits de PCR d’une taille <400 bases et des oligonucléotides de 50 bases) (Kane et al.
2000), au niveau de la spécificité l'utilisation d’oligonucléotide présentent plusieurs
avantages (Hughes et al. 2001). Le premier concerne la possibilité de cibler une zone en
particulier pour chacun des transcrits. Liées a la structure du gene et au phénomene
d’épissage alternatif (voir 3.1.4 Structure et nombre de genes) le choix de régions

particulieres pouvant détecter un ou plusieurs variants peut se révéler particulierement utile
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(Kane et al. 2000). Un second avantage est de pouvoir choisir des parametres favorisant la
réaction d’hybridation (Tm, GC). Ce choix peut étre réalisé dans des intervalles proches, voir
identiques, pour I'ensemble des sondes a définir. Ceci permet d’obtenir un comportement
homogene au sein de la puce lors de I'étape d’hybridation, ce qui n’est pas le cas des sondes
a base d’ADNc qui sont de tailles variables. De fagon pratique, il a ét¢ montré que des
oligonucléotides d'une taille de 60 bases combinent le meilleur rapport entre spécificité et

sensibilité (Hughes et al. 2001)
4.3.2.2 Les controles

Un des avantages des puces a ADN est la possibilité de disposer sur le méme support a la
fois de sondes permettant de détecter un signal biologique et a la fois de sondes contrdles

internes a I'expérience.

Les controles négatifs permettent de mesurer le bruit de fond d’une expérience (Selinger et al.
2000). Ils peuvent prendre la forme de spots vides ou de sondes issues d’un autre organisme.
Ces sondes sont choisies pour ne détecter aucune des séquences de 1'organisme en question,
par exemple des séquences d'une plante comme Arabidopsis thaliana pour une puce humaine.
Si un signal est détecté par ce type de sondess ceci indique généralement des conditions

d’hybridation pas assez stringentes.

Les témoins positifs permettent de valider une expérience et correspondent souvent a des
genes exprimés constitutivement par tous les types cellulaires (genes de ménage). Un
manque de signal de la part de ces controles indique des problemes lors de I'hybridation,
une étape de lavage trop forte ou un probleme de marquage. Enfin, des contrdles appelés
« Spike controls » permettent de mesurer I'étendue dynamique de la puce. Les sondes utilisées
sont souvent des séquences d'un autre organisme. Les séquences complémentaires aux
sondes sont synthétisées puis ajoutées a des concentrations différentes pendant l'étape de

marquage a ’échantillon biologique (Wang et al. 2003).
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4.3.3 Le positionnement des sondes sur le support

Il existe 2 approches différentes pour effectuer la fixation des sondes sur la puce a ADN. On
distingue ainsi les techniques par synthese directement sur le support (synthese in situ) et la
fixation par dépot de sondes déja synthétisées. Dans les deux cas cependant, il est essentiel
de déposer les sondes en exces par rapport a la concentration en cibles utilisée pour assurer

une détection optimale et éviter toute saturation du signal.
4.3.3.1 La synthese in situ

La méthode dit de « synthese in situ » permet de synthétiser directement sur le support les

sondes. Il existe 2 techniques différentes :

* La premiere technique mise en ceuvre est un processus d’impression calqué du
procédé utilisé par les imprimantes a jet d’encre. Elle repose sur la propulsion de
tres petites spheres de fluide dont le volume est inférieur au nanolitre (Hughes et al.

2001).

* La seconde technique appelée photolithographie (Lipshutz et al. 1999) a été
développée par la société Affymetrix. Elle procede par dépots de couches successives
des quatre nucléotides sur le support. Le support et les nucléotides ajoutés sont
couplés a des groupements photolabiles. Un masque, dont la configuration varie
pour chaque couche déposée, assure l'activation par la lumiere et la succession

correcte des bases (Figure 40).
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Figure 40 Schéma représentant le processus de photolithographie
La synthése progressive des sondes est obtenue par I'application successive d’'un masque, d'une
base et d’une source lumineuse (source http://www.scg.ubc.ca/?page id=247 par Jiane Long).

4.3.3.2 Le dépot de sondes synthétisées

La méthode de fabrication des puces imprimées a été développée par I'équipe de P. Brown a
I'université de Stanford aux Etats-Unis (DeRisi et al. 1996; DeRisi et al. 1997). Cette méthode
bien établie aujourd’hui permet de déposer sur une lame de verre contenant des sondes
oligonucléotidiques synthétiques (30 a 60 bases), des produits de PCR ou de banque
d’ADNc. L"utilisation d’aiguilles permet de cibler des points particuliers du support (spot) et
de définir un plan de dépdt précis. Bien que les plans originaux du modele expérimental

défini par J. DeRisi soient toujours disponibles sur internet
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(http://cmgm.stanford.edu/pbrown/mguide/index.html), bon nombre de compagnies privées

ont développé des modeles de robots de dépot ou « spotter ».
4.3.4 Le marquage

L’étape de marquage est une étape importante qui permet d’incorporer aux sondes un
composé radioactif ou fluorescent qui peut par la suite étre détecté. En général, ce sont des
composants fluorescents qui sont utilisés, comme les cyanines Cy3 et Cy5, qui émettent apres
excitation a une longueur d’onde spécifique, un signal fluorescent respectivement dans le

vert ou dans le rouge.

Les protocoles classiques utilisent la séquence poly-A présente a l'extrémité 3° des ARNm
pour ancrer une amorce poly-T permettant la synthese d’ADNCc par la reverse transcriptase.
Cette premiere étape est essentielle pour I'étape de marquage mais constitue, pour le choix
des sondes, une étape non moins importante. Effectivement, du fait du rendement des
enzymes utilisées, la taille des ADNc ne dépassera que rarement les 3000 bases. Ceci restreint

donc les zones de choix d’une sonde aux 3000 bases en 3’ du transcrit initial.

L’étape de marquage a proprement dite peut avoir lieu en méme temps que la reverse
transcription, on parle alors de marquage direct avec incorporation de nucléotides portant
les fluorochromes. Le marquage indirect quant a lui implique d’abord l'incorporation d'un

nucléotide modifié puis une étape de fixation de la molécule fluorescente.

On peut également marquer directement les ARNm ou ARN total. Enfin, Affymetrix utilise le
systeme d’affinité biotine-streptavidine, combinant un premier marquage des ADNc par la
biotine puis le dépdt, apres l'étape d’hybridation, de la streptavidine couplée a la

fluorescéine (composé fluorescent), pour mesurer la fluorescence du signal (Figure 38).

4.4 De l'intérét d'une puce dédiée

Selon la finalité scientifique, différentes approches sont envisageables pour 1’obtention des
données d’expression par la technique des puces a ADN. Elles reposent sur l'utilisation de
différents types de puces : les puces pangénomiques (puce globale ou génome complet) ou
les puces «dédiées» (puce thématiques). Sans rentrer dans les arguments et contre-
arguments qui traversent la communauté scientifique a propos des avantages et

inconvénients de chaque type de puces, on peut citer quelques éléments du débat.
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Figure 41 Approche globale versus approche ciblée.

Les puces pangénomiques proposent lI'analyse d’'un génome (ou de ces produits) complet. Les
puces « dédiées » ciblent un sous-ensemble en particulier. Les geénes d'intérét des puces
« dédiées » ont été identifiés par l'analyse de la littérature, I'analyse des résultats de puces
pangénomiques et/ou la construction de banques différentielles.

Les puces pangénomiques dites « généralistes» proposent des jeux de sondes
oligonucléotidiques représentant I'ensemble des genes d'un génome. Ainsi, il existe des
puces a ADN contenant plus de 30000 sondes représentant les quelques 25000 genes du
génome humain. L’avantage des puces pangénomiques réside dans leur exhaustivité. Elles
sont utiles pour une analyse globale des génomes et des classifications a haut débit par
hybridations systématiques. En revanche, sur ce type de puces, chaque sonde n’est
généralement déposée qu'une seule fois sur le support (limite essentiellement
technologique). Aucune validation statistique objective des mesures ne peut donc étre
réalisée a I'intérieur de la puce, ce qui altere sensiblement la validité des résultats obtenus. La
réalisation d’une puce dédiée permet par contre de choisir plus précisément plusieurs sondes

spécifiques pour chaque gene et de modifier la composition a fagon.

Les puces dédiées sont constituées d’'une collection de genes spécifiquement (voire
exclusivement) liés a un tissu, une pathologie et/ou une thématique. Elles permettent de
mieux cibler les transcrits pertinents pour 1'étude envisagée. En effet, parmi les 10000 a 20000
transcrits potentiellement exprimés dans une cellule spécialisée, seuls 4000 a 6000 d’entre eux
sont souvent caractéristiques de ce type cellulaire. Les transcrits d’intérét peuvent étre

obtenus de différentes manieres, souvent complémentaires :
* sélection expérimentale par criblage (screening) de puces a ADN pangénomiques.

* connaissances biologiques a priori, provenant de l'analyse de la littérature et/ou

d’interrogations des bases de données publiques.
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» constitution de banques différentielles par approches soustractives (Diatchenko et al.
1996), séquengage systématique et analyse de banques d’EST ou de banques SAGE.

\

Les premiéres générations de puces a ADN dédiées étaient issues des institutions
académiques, les sociétés commerciales n’étant pas convaincues dans un premier temps, par
une telle approche. Les sondes sont alors principalement des produits de PCR ou
d’oligonucléotides longs; a titre d’exemple on peut citer CardioChip (Barrans et al. 2001),

MitoChip (Maitra et al. 2004) ou encore ApoChip (Magnusson et al. 2005).

Finalement, I'intérét de ce type de puces réside dans la possibilité de proposer des puces a
ADN de haute qualité avec un soin particulier pour le choix des genes et des sondes déposés
sur les lames. La taille réduite de ce type de puce simplifie leur analyse et permettent a terme
une analyse automatique de leurs résultats. Ces avantages sont généralement compatibles
avec des applications médicales, notamment pour le diagnostique de maladies. Néanmoins,

ce type d’applications intégrées nécessite une connaissance approfondie des genes choisis.
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Chapitre 5 - Ressources informatiques et bioinformatiques

Ma these s’est partagée entre Strasbourg et Luxembourg et le soutien respectif de la

plateforme de bioinformatique de Strasbourg (http://bips.u-strasbg.fr) et la plateforme de

bioinformatique de Luxembourg (http://www.bioinformatics.lu).

5.1 Equipement informatique et réseau

L’équipement informatique et son bon fonctionnement ont une part importante dans le
déroulement d'une these. Les 2 paragraphes suivants décrivent I’environnement
informatique dans lequel s’est déroulé I'ensemble de mes travaux de recherche. Le nom des

machines est indiqué en italique.
5.1.1 IGBMC

Nous disposons a I'IGBMC de plusieurs serveurs dédiés a la bioinformatique et aux calculs
intensifs. Le serveur web est installé sur titus ; beaufort et star constituent les serveurs de

calculs.

Titus est un serveur SUN E450 quadri-processeurs UltraSPARC II cadencés a 400 MHz de 1

Go de mémoire vive. L’architecture est de type 64 bits et dispose d’une installation Solaris 9.

Beaufort est un cluster de six machines Compaq quadri-processeurs Alpha ev67 cadencés a
667 MHz disposant de 16 Go (ouragan) ou de 4 Go (blizzard, cyclone, tempéte, tornade et trombe)
de mémoire vive reliée par Memory Channel. L’architecture est de type 64 bits et dispose

d’une installation Tru64 UNIX en version 5.1.

Notre derniere « étoile », le serveur star est composé d’un cluster de 6 machines SUN V40Z
quadri-processeurs Optéron cadencés a 2,6 GHz et dispose de 32 Go (star1-2) ou 16 Go (star4-
6) de mémoire vive. L’architecture est de type 64 bits et dispose d"une installation Solaris 10

(star1-2) ou Linux (star4-6).

L’ensemble des machines dispose de 5 To d’espace disque pour stocker les données.
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5.1.2 CRP-Santé

Nous disposons au CRP-Santé d’un serveur dédié a la bioinformatique (CRPBIO) et d’un

serveur web en cours d’installation.

Le CRPBIO est un serveur SUN V880 quadri-processeur UltraSPARC III cadencés a 900 MHz
de 4 Go de mémoire vive et de 712 Go d’espace disque pour le stockage des données.

L’architecture est de type 64 bits et dispose d"une installation Solaris 8.

L’acces au CRPBIO de l'extérieur, par exemple de I'IGBMC, et I'exécution de programmes
sont hautement optimisés par l'utilisation d'un serveur d’application citrix qui autorise un

transfert optimal des fenétres graphiques et une souplesse de travail tres appréciable.

5.2 Les banques de données biologiques

Plusieurs banques, généralistes et a valeur ajoutée, sont installées et mises a jour de maniere
automatique sur les serveurs de 'IGBMC et du CRP-Santé. Ces banques sont disponibles au
format GCG (voir ci-dessous), au format BLAST et sont également interrogeables grace au
systeme SRS (Sequence Retrieval Software) (voir 2.3.1 La recherche textuelle) qui permet des
requétes portant sur les champs indexés pour chaque entrée des différentes banques ainsi
que des requétes croisées exploitant les liens existant entre les différentes banques. Ces

requétes peuvent étre faites de maniere interactive (http://bips.u-strasbg.fr/srs) ou sous

forme de commandes sous UNIX.
5.2.1 Les banques généralistes
Au cours de notre travail, nous avons utilisé de maniere routiniére les banques généralistes

installées localement sur les serveurs du laboratoire :

* La banque de séquences nucléiques GenBank qui regroupe l'ensemble des

séquences nucléiques déposées par la communauté scientifique internationale.

* La banque de séquences protéiques Swiss-Prot et son complément TrEMBL,
récemment réunis en une banque unique UniProt. L’ensemble des séquences de ces

banques constitue une banque protéique peu redondante.
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5.2.2 Les banques a valeur ajoutée

Nous avons également utilisé certaines banques plus spécialisées telles :

* Labanque de structures tridimensionnelles PDB (Protein Data Bank) (Kouranov et al.
2006), collectant les structures déterminées expérimentalement par rayons X ou

RMN, est installée localement sur nos serveurs.

* La banque de séquences nucléiques et protéiques RefSeq qui disposent de
I'ensemble non redondant des séquences annotées de référence pour chaque
organisme. Nous avons notamment utilisé la banque contenant les ARNm humains
pour le design de sondes pour la puce Actichip (Chapitre 14 - Actichip une puce

dédiée au cytosquelette).

* La banque UniGene qui représente une vue organisée du transcriptome a été
utilisée pour le design de sondes spécifiques pour la puce a ADN Actichip (Chapitre
14 - Actichip une puce dédiée au cytosquelette). Elle est constituée de 2 banques :
UniSeq qui contient les séquences consensus identifiées et UniGene proprement dite

qui contient les clusters calculés.

A ces banques, il faut également ajouter toutes les banques de séquences des génomes
complets installées localement et mises a jour par la plateforme de bioinformatique de

Strasbourg (http://bips.u-strasbg.fr)

Certaines analyses ont nécessité 1'utilisation de banques telles, que la banque de

connaissances Gene Ontology (http://www.geneontology.org) (Ashburner et al. 2000).

5.2.3 Interrogation des banques

La plupart des banques généralistes et a valeur ajoutée décrites ci-dessus sont installées et
mises a jour sur les serveurs de I'IGBMC. Ces banques sont disponibles au format GCG (voir
chapitre 5.3.1) et blast pour la plupart et sont également interrogeables grace au systéme SRS
(en version 7.1.3.2) qui permet (voir 2.3.1 La recherche textuelle) des requétes portant sur les
champs indexés pour chaque entrée des différentes banques ainsi que des requétes croisées
exploitant les liens existant entre les différentes banques. Ces requétes peuvent étre faites de

maniere interactive sur le serveur web de 'lGBMC (http://bips.u-strasbg.fr/srs) (Figure 42)

ou sous forme de commandes sous UNIX.
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Figure 42 Capture d’écran de la page d’'accueil sur serveur web SRS de I'IGBMC.

5.2.4 Les explorateurs de génomes ou « genome browser »

La recherche de protéines ou leur prédiction pour un organisme par la recherche de
similarité aboutissent a des positions ou localisations sur leurs génomes. Afin de valider ce
type de recherches, nous avons parfois besoin d’outils et d'information complémentaires a la
simple séquence du ou des génomes. En effet, ce positionnement inscrit nos résultats de
recherche de protéines dans un contexte, c'est-a-dire les éléments biologiques (genes, ...).
Dans ce cadre, les grands centres de bioinformatique mettent a disposition pour un certain
nombre de génomes des « genome browser » qui correspondent a des outils intégrés
contenant, en plus de la séquence nucléique, le positionnement de nombreuses données ou
résultats de prédictions (par exemple les cytobandes, la présence de mutations, les
prédictions Genscan, les ARNm ou encore les ESTs). Nous avons régulierement utilisé les

« genome browser » de 'UCSC (University of Santa Cruz, http://genome.ucsc.edu), d’Ensembl

(http://www.ensembl.org) et parfois, celui du NCBI (National Center for Biotechnology

Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Figure 43).
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Figure 43 Les « Genome browser ».
Apercu de la méme région du chromosome 12 du génome humain dans les « genome browser » du
NCBI (A), d’Ensembl (B) et de I'UCSC (C).

5.3 Les suites de programmes d’analyse de séquence

5.3.1 GCG

GCG Wisonsin package (Genetics Computer Group) est une suite de logiciels regroupant
plus d’une centaine de programmes d’analyse de séquences commercialisée par Accelrys

(http://www.accelrys.com/products/gcg). GCG est installée sur nos serveurs (la version 10

sur le serveur ftitus a 'IGBMC et la version 11 sur le serveur CRPBIO au CRP-Santé) et
permet de manipuler, de visualiser, d’analyser et de comparer les séquences des banques

installées localement et disponibles au format GCG.
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5.3.2 EMBOSS

EMBOSS (European Molecular Biology Open Software Suite) est une suite de programmes

non commerciale (http://emboss.sourceforge.net) dédiée a l’analyse de séquences et

distribuée en Open Source. Il contient les outils majeurs d’analyse de séquence et permet une
installation sur différents supports (Unix et Windows) ainsi qu'une interface web. EMBOSS
peut étre couplé a SRS et accéde ainsi directement aux banques de séquences indexées par
SRS. EMBOSS et I'interface web sont installés sur tous les serveurs a I'lGBMC et au CRP-

Santé.

5.4 Le savoir-faire du laboratoire

5.4.1 GScope : I’0ossature bioinformatique au service du laboratoire

L’annotation de Pyrococcus abyssi (Lecompte et al. 2001) étant le premier projet s'inscrivant
dans le développement d'un axe de génomique au laboratoire, il a donné lieu au
développement d’une plateforme logicielle de manipulation, de visualisation et d’analyse de

données massives, GScope (Ripp et al., manuscrit en préparation) (Figure 44).

GScope est une plateforme de génomique dédiée a I'étude de données massives qu’il s’agisse
de génomes complets ou d'un ensemble de genes ou de protéines. Elle est développée au
laboratoire en grande partie par Raymond Ripp, qui maintient la cohérence générale de cet
outil, et agrémentée par tous les programmes individuels de chaque utilisateur ou
développeur de GScope. La plateforme est écrite en Tcl/Tk et gere des fichiers ascii. Une

interface Web est également utilisable.
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Figure 44 Interface graphique de GScope.

Illustration d’une région du 2°™ chromosome de V. cholerae. Les génes sont représentés sous la
forme de rectangle dans leurs cadres de lecture respectifs (-1, -2, -3, +1, +2, +3). Les génes et
intergénes (formes ovales) sont coloriables en fonction de différents résultats. Une coloration
additionnelle est possible pour les génes dans la banniére supérieure. Une fiche descriptive
contenant les informations calculées ou exportées est accessible pour chaque élément du génome.

Le gene et son produit étant au coeur de nombreux projets biologiques, GScope effectue des
traitements bioinformatiques universels basés sur des programmes bioinformatiques
« classiques » applicables a tous types de projets (tels que les traitements liés aux séquences)
et sur des outils originaux développés dans le laboratoire. Son architecture modulaire permet
l'utilisation de nouveaux modules dédiés a des activités d’analyse spécifiques en intégrant

des programmes externes ou les nouveaux développements réalisés au sein du groupe.

Compte tenu de I'étendue des possibilités offertes par GScope, nous ne citerons que quelques

exemples des modules disponibles dans le cadre de I'étude des génomes dans GScope :

* La prédiction de genes dans les séquences génomiques par l'utilisation des
programmes GLIMMER 1.0 et 2.0 (Salzberg et al. 1998; Delcher et al. 1999) pour les
génomes procaryotiques.

» L’extraction des informations et la classification des genes par la recherche de
similarité dans les banques de séquences par l'utilisation des programmes BLAST et

la réalisation d’alignements multiples de séquences completes (PipeAlign).
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» Lavalidation des codons initiateurs (Lecompte et al manuscrit en préparation).
» L’étude de la distribution phylogénétique des genes dans les génomes complets.

Le point commun de tous ces traitements est I’aspect qualitatif associé a chaque information

récoltée par 'utilisation de validations croisées et/ou statistiques.

L’objectif de GScope, rappelons-le, est de prendre en charge 1'analyse automatique de
nombreuses données a haut-débit quelque soit leur origine (données liées a un génome,
provenant d’expériences de protéomique, de transcriptomique, liées a une maladie ...).
Initialement dédié a la génomique comparative procaryotique, GScope a été adapté et
diversifié afin d’étendre son champ d’action et de gérer tous les divers types de projets de

génomique fonctionnelle.

GScope est également une fantastique plateforme de développement a laquelle toutes les
personnes du laboratoire peuvent contribuer par 1'ajout de fonctions ou de modules. C’est
dans cette optique que RetScope, la plateforme d’analyse de séquences eucaryotiques s’est
intégré au coté de GScope. Ce meéme cadre s’est appliqué a l'ensemble de mes
développements qui se sont intégrés a GScope pour servir 'ensemble du laboratoire mais
également par l'extraction de certains programmes dédiés et permettre ainsi leur

distribution.

J'ai donc pu bénéficier de la longue expérience du laboratoire dans le développement

d’outils bioinformatiques intégrés dans GScope afin de contribuer a son expansion.

5.4.2 RetScope : la plateforme d’analyse de séquences biologiques

eucaryotes

Dans le cadre de la construction de la banque Actinome ainsi que de maniere générale dans
tous les développements informatiques, nous avons toujours été en étroite relation avec la
plateforme d’analyse RetScope développée par Frédéric Chalmel au sein du laboratoire. Ceci
a permis d"une part, de tester les programmes et d’autre part, de fournir des cas tests pour le
développement de nouvelles applications. Le protocole de RetScope représente 1'ensemble

des modules dédiés a I'analyse et a I’annotation de séquences biologiques eucaryotes.

Je présenterai brievement le protocole de RetScope et BlastPanel, un des outils majeurs

utilisés lors de ma theése.
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5.4.2.1 Le protocole

L’aspect analyse de séquences nucléiques et protéiques est constitué d'un ensemble de
protocoles reliés les uns aux les autres. Dans chacun d’eux, l'objectif est d’extraire des
informations diversifiées des banques de données afin de caractériser un gene ou une
protéine de la maniere la plus complete possible. La plateforme RetScope a été développée
dans le but d’assurer la qualité des séquences a analyser et de proposer différentes
annotations (domaines, GO). A partir de séquences nucléiques, Retscope va déterminer
parmi I'ensemble des ARNm disponibles pour un gene dans la banque GenBank, celui qui
sera le plus complet. Ceci se traduit par une partie codante complete et par des régions non
transcrites (UTR) les plus longues en 3’ et en 5. A partir de ses séquences nucléiques,
RetScope va également attribuer une séquence protéique. Une validation croisée permet

d’assurer que la séquence protéique et la séquence nucléique sont bien attribuées.
5.4.2.2 BlastPanel

Un nombre important de développements au sein de cette these est lié a 'utilisation de la
recherche de similarité dans les banques de séquences tant au niveau nucléique que
protéique et ceci notamment, par l'utilisation du programme BLAST (voir chapitre 2.3.2.2
BLAST p60). Les résultats d'une recherche au moyen du programme BLAST génére une liste
de séquences détectées ainsi que différents scores (E-value, pourcentage d’identité) et des

alignements.

Il apparait ainsi fondamental de disposer d’un outil pouvant manipuler ces données. Ceci est
réalisé par BlastPanel qui est un programme écrit en Tcl/Tk contenant un analyseur
syntaxique ou « parser » du format de sortie du BLAST, des fonctions d’analyses avancées et
une interface graphique avancée de visualisation des résultats. Son code source a été intégré

et utilisé abondamment dans toutes les applications développées.

Parmi les fonctions les plus utilisées on peut citer, outre le « parser », les calculs du
« Pourcentage d’Identité Globale » et des « Pourcentages de Recouvrement » qui ont été
intégrées dans ARPAnno, CADO4MI et Comlcs. Le calcul de ces différentes valeurs sont

décrites dans la Figure 45 :
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@ MSP Séquence Initiale (SeqIni)
CCTGTTGCATCGATGTAATCOTAGCGEATCCTCT I GATAGCGCTAGC GATTGTAAACAGTC
[ L Trrern |

CEATATTAAGATGACCAATTICAACGCATATCTTAGCCOATCETAT| Une des séquences du BLAST (SeqB)

¥(11101111011111101 ) = NRA (=14)
X(11111111111111111) = NRM (=17)
T(1111111111111111111111111111111111 ) = NRR (=34)
PdR=@:£=4l,2% P[:&:E:@A%
NRR 34 NRM 17
NRA: Nombre de Résidus Alignés dans le MSP (Maximum Segment Pair)
NRM: Nombre de Résidus dans le MSP
NRR: Nombre de Résidus dans le Recouvrement des deux séquences
PI: Pourcentage d’Identité (Calcul classique de BLAST)

PdR: Pourcentage de Recouvrement de deux séquences

Séquence Initiale (SeqIni)

¥(11111111111111111111111111111111) = NRMT de la SeqlIni (=32)
¥(11101111011111111111011110101111) = NRAT de la SeqIni (=27)

ATCGETAGCGGATCATCT COTCTATGCGCGTATAGCTE
[CE e el :MSP1 e reer e :MSP2
ATCTTAGCCGATCGTAT CTTCTATGAGCGTCTGGCTE
Eg ilioiilioililiiiol 10111111011110101111 ) = NRMT de la SeqB (=30)
2( 11111111111111111 11111111111111111111 ) = NRAT de la SeqB (=37)
Une des Séquences du BLAST (SeqB)
PIG de SeqIni = NRAT de Seqlni =£=84,4% PIG de SeqB = NRATdeSeqB _ 30

NRMT de SeqIni 32 NRMT de SeqB 37

NRMT: Nombre de Résidus dans les MSP (Maximum Segment Pair) Total du BLAST

NRAT: Nombre de Résidus Alignés Total
PIG: Pourcentage d’Identité Globale

Figure 45 Schéma illustrant les calculs du « Pourcentage d'Identité Globale » et des

« Pourcentages de Recouvrement ».
Figure issue de la thése de Frédéric Chalmel 2004.

* Le Pourcentage de Recouvrement (PdR) entre deux séquences qui se définit comme

le rapport entre le Nombre de Résidus Alignés (NRA) et le Nombre de Résidus dans
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la région de Recouvrement entre les deux séquences (NRR). Ce calcul est
notamment capital pour le module de validation de la présence de la séquence dans
CADO4MI (9.9.2 Validation de la séquence appat) et constitue un critere de
sélection dans ARPAnno (8.1.2 Protocole du serveur ARPAnno).

* Le Pourcentage d’Identité Globale de SeqIni (ou SeqB) comme étant le ratio entre
NRAT (I'ensemble des résidus de Seqlni alignés correctement dans au moins un
MSP avec SeqB) de Seqlni et NRMT (Nombre de Résidus dans les MSP Total) de
Seqlni. L’avantage de ce calcul est que contrairement au calcul PI du BLAST, celui-ci
tient compte de l'ensemble des segments (MSP). Il permet donc de calculer un
pourcentage d’identité entre une SeqA et une SeqB sur toute la surface de SeqA et

non pas uniquement sur la surface d'un segment du Blast.

5.5 Autres programmes utilisés

5.5.1 Recherche de motifs

Les programmes Findpatterns de GCG ou Fuzznuc et Fuzzpro d’EMBOSS permettent de
rechercher spécifiquement un motif protéique ou nucléique dans une banque de séquences a
partir d'une séquence consensus. Le motif peut étre défini de fagon stricte ou ambigué. La
recherche peut étre elle-méme assouplie par l'utilisation du parametre « MISmatch » qui
définit le nombre de mésappariements autorisés entre le motif et les séquences de la banque.
Ce type de recherche a été en particulier utilisé pour vérifier et affiner la définition des motifs
caractéristiques des familles d’« Actin-Related Protein » ou ARP et pour rechercher les

protéines appartenant a ces familles.
5.5.2 La recherche par la méthode des profils

Pour rechercher des homologues éloignés de la protéine BBS10, nous avons utilisé la
méthode du profil qui permet de détecter des similarités protéiques plus faibles que la
comparaison deux a deux des séquences. Le profil est en effet une matrice de scores position-
spécifique qui reflete la probabilité pour chaque acide aminé de se trouver en une position
donnée d’un motif. Elle est construite a partir des fréquences d’occurrence des acides aminés
a chaque position d’un alignement multiple et des probabilités de mutation des acides

aminés suivant une matrice de substitution.

Cette méthode est utilisée dans le programme PSI-BLAST (Altschul et al. 1997) qui permet de

comparer une séquence protéique a une banque de séquences protéiques. La premiere étape
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est une recherche BLASTP « classique ». Les séquences atteignant une valeur d’Expect seuil
sont utilisées pour construire un profil qui sera a son tour comparé aux séquences de la

banque, et ainsi de suite de maniére itérative.
5.5.3 Edition et mise en forme des alignements multiples

La correction manuelle des alignements multiples, en se basant sur la conservation de la
structure secondaire par exemple, a été réalisée dans l'interface graphique Seqlab du package
GCG qui permet de visualiser, de manipuler et d’éditer les alignements multiples de maniere
conviviale (Figure 46). Pour la mise en forme des alignements multiples en vue de

publication ou de présentation des résultats, nous avons eu recours au programme Genedoc

(http://www.psc.edu/biomed/genedoc) et au programme Jalview (http://www jalview.org)

(Clamp et al. 2004).
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Figul'e 46 Capture d’écran de 2 éditeurs d’alignements multiples.
Les 2 éditeurs présentés sont Seqlab (A) et Jalview (B).
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5.5.4 Edition et mise en forme d’arbres phylogénétiques

L’étude approfondie de certains arbres phylogénétiques a été réalisée grace au programme
PHYLO_WIN (Galtier et al. 1996) qui offre une interface graphique conviviale. Il permet de
définir facilement les positions d’un alignement multiple retenues pour la construction d'un
arbre et offre la possibilité d'utiliser plusieurs méthodes de construction ainsi que de tester la
robustesse de l'arbre par la méthode du Bootstrap. Nous avons essentiellement utilisé
PHYLO_WIN avec la méthode de « Neighbour Joining » en « global gap removing » et la
robustesse des arbres construits a été testée par 500 « bootstraps ». Pour la mise en forme des
arbres phylogénétiques, nous avons utilisé principalement 2 programmes TreeView (Page

1996) pour les arbres sans racine et ATV (Zmasek et al. 2001) pour les arbres avec racine.
5.5.5 Visualisation et mise en forme des structures tridimensionnelles

Nous avons utilisé le logiciel PyMOL (http://pymol.sourceforge.net) pour représenter et

déplacer les molécules dans l'espace. Des fonctions permettent de visualiser et d’explorer les
différentes parties ou propriétés d'une molécule. PyMOL est capable d’importer tous les
formats de modeles moléculaires disponibles et peut étre contrdlé au moyen de scripts. La
qualité et la diversité des représentations disponibles ainsi que les possibilités offertes a un

utilisateur averti font de ce logiciel un outil indispensable a I’analyse des structures.

5.6 Ecriture de programmes

5.6.1 Le Tcl/Tk

Le Tcl/Tk (http://www.tcl.tk) est un langage de programmation développé par John
Ousterhout, de 'université de Californie, Berkeley en 1988. Il est composé de 2 parties ; le Tcl
(Tool command language) qui est un langage de commandes et Tk (Toolkit) qui est une
extension graphique de haut niveau. Le Tcl/Tk est, comme le Perl ou le Python, un langage

de script, ou encore de programmation dynamique qui autorise un développement rapide.

Tcl/Tk a permis le développement de 1'ensemble des applications qui sont présentées dans

cette these. Ce langage informatique possede des nombreux avantages :

* Le Tcl/Tk est un langage de script interprété, il ne nécessite donc aucune

compilation.

* Cest un langage multi-plateforme (Windows, MacOS et tout systeme Unix ou

Linux) qui ne nécessite aucun changement de code source pour étre exécuté.
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* Lelangage et sa documentation sont open source et donc distribués gratuitement.

» Il est tres adapté pour la lecture et la manipulation des fichiers car en Tcl/Tk, toutes

les variables sont des chaines de caracteres (langage non typé).

* Le Tk est une extension graphique avancée et extrémement complete pour

développer des interfaces graphiques indispensables pour les biologistes.

* Enfin, le Tcl/Tk est un langage dont la syntaxe riche et simple ajoute a sa souplesse

des qualités pour un développement rapide.
5.6.2 La philosophie

L’ensemble des programmes développés au cours de cette these s’inscrit dans la biologie a
haut débit et donc, dans le traitement d’informations nombreuses et hétérogenes. Autour de
I'architecture classique des programmes écrits de maniere séquentielle (Figure 47 A) qui
comprennent un module central ou cceur du programme et une interface graphique
(Graphical User Interface ou GUI), nous avons associés des contrdleurs a chaque type de
donnée a utiliser. Le fonctionnement des contrdleurs réside dans le fait que ce sont eux seuls
qui détiennent l'information et qui la transmettent au moment choisi (Figure 47 B). Ces
fonctions sont généralement appelées  «Interroge...» ou  «Ask..».  Ainsi
InterrogeLesInfosDeLOligo permet d’interroger l'intégralité des informations stockées dans un
fichier « .oligo » généré par CADO4MI. Pour cela, lors du premier acceés a une information
par l'utilisation d’une procédure Interroge, cette derniere appelle une fonction « Charge... » ou
« Load... » qui permet de lire I'intégralité des informations du fichier et de les indexer dans
un tableau conservé en mémoire (variable globale en Tcl). Les fonctions Charge sont des
« parser » ou analyseurs syntaxiques. Une fois les informations indexées et laissées en
mémoire, Interroge peut étre utilisée indéfiniment sans jamais avoir besoin de relire le fichier
pour répondre tres rapidement aux interrogations de lutilisateur si ces dernieres
correspondent a une indexation dans le tableau. Une fois l'utilisation du fichier terminée,
Interroge permet également d’effacer toutes les informations stockées dans la mémoire. Selon

I'utilisation, il est possible de manipuler plusieurs fichiers du méme type simultanément.
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Figure 47 Organisation générale des applications développées ainsi que I'utilisation
des controleurs.

Les fleches rouges indiquent des requétes alors que les fleches bleues indiquent des réponses. (A)
L'interface graphique (GUI) transmet les données soumises par |'utilisateur au programme (cceur)
qui exécute les instructions (Ins1-4), puis retourne un résultat a l'utilisateur. Les instructions (Ins)
font appel aux données au travers de contr6leurs (C1 et C2). (B) Un contrGleur recoit une requéte
qu'’il traite la premieére fois (fleches en pointillée) par le chargement (Fonction Load) des données et
retourne la réponse. Toute nouvelle requéte ne nécessitera plus cette étape de chargement et
accedera directement aux informations stockées en mémoire par le contréleur.

Cette architecture a plusieurs avantages, d’une part, un acces controlé par un seul point
d’entrée et d’autre part, une optimisation du temps de requéte pour accéder a I'information.
Cette maniere de procéder peut également s’apparenter a de la programmation objet

puisqu’on accede aux données d'un objet au travers d"une fonction.
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Chapitre 6 - Actinome

6.1 Une collection de séquences

Actinome est une banque de données bioinformatiques créée par GScope et RetScope,
construite autour du cytosquelette. Elle contient des séquences nucléiques et protéiques, les
résultats de recherche de similarité dans les banques de séquences généralistes, I’alignement
multiple pour chaque famille de protéines et les annotations de la Gene Ontology. Cette
banque de séquences est a la base de I'ensemble des données générées au cours de cette
theése, notamment pour le design de sondes pour Actichip et pour I'étude des profils

phylogénétiques.
6.1.1 Historique

Actinome a été élaborée a partir de plusieurs stratégies successives combinant recherche
bibliographique et bioinformatique. Chacune des étapes a permis d’enrichir la banque en
nombre de séquences liées aux cytosquelettes. Son nom est lié a la premiere version de la

banque qui était centrée sur le cytosquelette d’actine.

Ainsi, la premiere version de la banque est issue d’une recherche bibliographique et des
connaissances des biologistes spécialistes du cytosquelette au LBMAGM. Ils ont dans un
premier temps focalisé la recherche sur les genes impliqués dans le cytosquelette d’actine et
certains composants majeurs des 2 autres cytosquelettes (microtubules et filaments
intermédiaires). Cette recherche a permis de collecter 1164 séquences d’ARNm issues de la
banque nucléique GenBank. Le protocole RetScope a ensuite été appliqué a ces 1164
séquences et a permis d’attribuer une séquence protéique et une séquence nucléique
validées. RetScope a également permis par exemple, la création d’alignements multiples
pour chaque entrée de la banque et de déterminer l’annotation de ses protéines par
I'attribution de termes GO. La localisation chromosomique et la carte exonique de chacun

des genes ont également été déterminées.

La seconde version de la banque correspond a l'extension d’Actinome a I'ensemble des
protéines du cytosquelette présentes dans les banques de protéines. En effet, a partir de
’analyse des annotations GO calculées par RetScope, nous avons déterminé un ensemble de

termes ou access GO qui nous ont permis par la suite d’identifier les protéines
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correspondantes. Ainsi, cette recherche a conduit a la détection de 1513 protéines. La
répartition des protéines détectées pour les 3 cytosquelettes est variable: 48% pour le
cytosquelette d’actine, 44% pour les microtubules et seulement 8% pour les filaments

intermédiaires.

Enfin, une mise a jour supplémentaire a permis a partir d'un travail bibliographique
supplémentaire d’ajouter des protéines marqueurs de certains tissus et des protéines des

voies de signalisation comme les petites Rho GTPases.

La banque complete en version 3 compte ainsi 3061 entrées initiales (Figure 48).

1164 1513 384
Actinome I V1.0 V2.0 I V3.0 I
327 1272 143

Figure 48 Les différentes versions de la banque Actinome.

Les chiffres au-dessus et en-dessous des versions indiquent respectivement le nombre d’entrées
soumises et le nombre d’entrées retenues aprés traitement de la redondance. En gris sont
indiquées les limites de numéros d’acces utilisés.

Au travers des différentes analyses de RetScope, il est apparu que la premiere version de la
banque dénombrait des doublons. En conséquence, nous avons décidé de traiter la
redondance pour cette version et pour toutes les mises a jour suivantes. Ainsi, a chaque
nouvelle mise a jour les nouvelles séquences sont comparées avec les entrées de la version
précédente de la banque. Le protocole de traitement des doublons est basé sur la
comparaison des séquences entre elles a la fois au niveau nucléique et au niveau protéique.
En conséquence, si la version initiale comptait 3061 entrées, la version 3 traitée pour la
redondance ne compte plus que 1742 entrées. A titre d’exemple, la version 2.0 contenait 241

séquences déja présentes dans la premiere version.

D’un point de vue pratique, chaque entrée se voit attribuer un numéro d’acces de la forme
ACTXXXX, X étant un nombre (par exemple ACT0004, correspond a l'isoforme d’actine
appélée « alpha skeletal muscle »). L’acces a la banque se fait par Iinterface commune aux

projets GScope ou par des programmes écrits en Tcl/Tk.
6.1.2 Des catégories de génes

Le premiere version de la banque contient un maximum de séquences liées au cytosquelette
d’actine, cependant les différentes mise a jour ont permis de construire une banque dédiée a

I'ensemble du cytosquelette et contient par exemple :
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* Les acteurs majeurs des 3 cytosquelettes ; les isoformes d’actine, les tubulines et les

protéines responsables des filaments intermédiaires (kératines, vimentine, lamine...)

* Les protéines de nucléation (complexe Arp2/3, VASP) qui initient la polymérisation

de I'actine pres de la membrane plasmique.

* Les protéines de «coiffe» (p.ex. gelsoline, adséverine) qui, en s’associant a
I'extrémité « plus» du filament, inhibent l'addition des monomeres d’actine et

restreignent ainsi la polymérisation de I’actine a des sites précis.

* Les protéines qui, en déstabilisant les filaments d’actine (p. ex. cofiline, ADF) ou en
séquestrant les monomeres d’actine (p. ex. thymosine, profiline), assurent la

continuité du cycle de polymeérisation.
* Les protéines motrices comme les myosines, les kinésines, la dynactine.

* Les protéines de structuration (p. ex. alpha-actinine, filamine, plastine) qui, en
organisant les filaments d’actine en faisceaux ou réseaux, participent a la
structuration du cortex cellulaire et ainsi, au modelage de la forme cellulaire, au

mouvement et a ’assemblage de noyaux de signalisation.

* Les protéines d’«échafaudage » (p. ex. zyxine, ezrine, diaphanous) qui sont
capables d’interagir avec plusieurs composants du cytosquelette et integrent les

signaux motogenes.

* Les petites GTPases de la famille rho, leurs facteurs régulateurs et leurs cibles.
Situées en aval des récepteurs kinases des voies motogenes (EGF, HGF), elles
contrdlent non seulement l'organisation du cytosquelette et la polarité cellulaire

(réponse aux signaux chémotactiques), mais également la transcription.
* Les protéines de lien entre les cytosquelettes.
* Les récepteurs des jonctions adhérentes (cadhérines, caténines, taline et vinculine).

* Les marqueurs des cellules épithéliales ou mésenchymateuses (kératines, vimentine)
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Chapitre 7 - ComlIcs

7.1 Une plateforme de génomique comparative

Comlcs, I'abréviation de « Comparative Genomlcs », est une plateforme d’analyse dédiée a
la génomique comparative. Elle a pour but de rassembler des outils de calcul, d’analyse et de
visualisation des résultats ayant trait a la génomique comparative. Comlcs a été développé
en Tcl/Tk et utilise les programmes BLAST, getz et Fastacmd ainsi que les banques de
protéines généralistes (au format BLAST pour les recherches de similarité et au format SRS
pour les requétes visant les informations attachées aux séquences) et les banques de
séquence des génomes eucaryotes complets. Le programme est focalisé sur la définition des
profils phylogénétiques, c'est-a-dire la distribution des geénes ou protéines au sein d'un

groupe d’organismes.
7.1.1 Philosophie générale du programme

La philosophie de Comlcs s’articule autour de la notion de projet. Un projet d’analyse doit
étre paramétré, sauvé, exécuté et ses résultats étudiés. Ceci se traduit au niveau de l'interface
centrale du programme (Figure 49) qui permet de définir un projet Comlcs, d’effectuer les
actions choisies ou d’accéder a la visualisation des résultats. Le panneau central est
également accompagné d’un panneau de log qui permet de visualiser les parametres stockés

et définis par l'utilisateur, mais également de lui fournir certaines indications.
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Gestion des actions a effectuer
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Comics version 0.6
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Copyright (C) 2006 Jean Muller

A program for Comparative Genomics analysis.
Information is available through documentation or
bubble help.

Please feel free to contact us for any suggestions or
bug reports.

email: jean.muller@igbmec.u-strasbg.fr

. mm

Figure 49 Panneau central de ComIcs.

Panneau du log

Un projet Comlcs est défini a partir de séquences « appats », des criteres de recherche de

similarité et d’analyse de ces recherches. Les parametres peuvent étre sauvés dans un fichier

«.comics ». Ce fichier peut étre chargé ultérieurement et permet par exemple de scinder

I'exécution des taches dans le temps ou I'analyse ultérieure des données. L’ensemble des

parametres est accessible au travers du panneau principal (Figure 50).
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€— Partie Protéome
Critéres de recherche (BLASTP)
Criteres d'analyse

€— Partie Génome

Critéres de recherche (TBLASTN)

Critéres d'analyse

Figure 50 Panneau de configuration de ComIcs

Le panneau central de Comlics est représenté avec l'affichage des tous les volets de sélection des
parametres de recherche. Ceci constitue le point de départ des recherches dans les protéomes et
dans les génomes.

7.1.2 Nomenclature

Dans le but de clarifier I'emploi de certains termes dans I'interface de Comlcs, voici quelques
définitions; Query ou SeqlD désigne la séquence appat, BID ou Subject désigne une
séquence ou un identifiant détecté dans une banque au moyen de BLAST, PID le
pourcentage d’identité, CoverQ pour le pourcentage de recouvrement de la Query vis-a-vis

d’un Subject et CoverS le contraire.
7.1.3 Les fichiers d’entrée et de sortie

Les fichiers d’entrée sont des fichiers de séquences au format FASTA (voir Annexe 4).
L’utilisateur peut soumettre directement un ou plusieurs fichiers ou un répertoire contenant

I’ensemble de ses séquences au format FASTA (Figure 51).

128



Matériel et méthodes - Chapitre 7 - Comlcs

Fichiers d'entrée

i

fasta

. =

Fichiers de sortie
L~
CG blastp
== o

"~ UniProt %.report

= .blastp
RefSeq
— .report

— -
TBlasth s

p—
| Homo_sapiens D .tblastn

— —
~— | Mus_musculus \E .tblastn

Figure 51 Organisation des fichiers d’entrée et de sortie dans ComIcs.

Pour réaliser une analyse avec Comlics, |'utilisateur définit les séquences appats en choisissant un
répertoire contenant les fichiers des séquences au format FASTA ou directement un ou plusieurs
fichiers séparés. Les fichiers de sortie et leur arborescence sont gérés entierement par Comlcs a
partir du choix de l'utilisateur.

La gestion des fichiers de sortie se fait a partir d’'un point de l’arborescence choisi par
I'utilisateur. Comlcs organise alors les fichiers de sortie en fonction des actions demandées
(Figure 51). Le répertoire « BlastP_CG » contient les résultats des recherches de similarité
dans les banques de protéines et le répertoire « TBlastN_CG » contient les résultats de
recherche de similarité dans les génomes. Les fichiers générés sont des fichiers au format
BLAST, « .blastp » ou « .tblastn » (recherches BLASTP et TBLASTN) et des fichiers d’analyse
des BLASTs «.report ». Le fichier «.report» est un fichier séparé par des tabulations qui
contient une ligne par organisme et 'ensemble des identifiants retenus ainsi que les valeurs

calculées lors de I’analyse des résultats de la recherche de similarité (cf Figure 53).

Les fichiers de résultats sont des fichiers a plat qui peuvent éventuellement étre consultés par
l'utilisateur, mais une interface de visualisation permet de rendre leur analyse totalement

transparente.
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7.1.4 La liste des organismes et leur gestion

La définition des profils phylogénétiques est réalisée a partir d'une liste d’organismes dont la
séquence géomique complete est disponible. Nous avons ainsi répertorié 41 génomes
d’organismes eucaryotes : Homo sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus, Gallus gallus,
Xenopus tropicalis, Tetraodon nigroviridis, Brachydanio rerio, Takifugu rubripes, Ciona intestinalis,
Strongylocentrotus purpuratus, Drosophila melanogaster, Anopheles gambiae, Apis mellifera,
Caenorhabditis elegans, Caenorhabditis briggsae, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces
cerevisiae, Candida albicans, Candida glabrata, Kluyveromyces lactis, Ashbya gossypii, Debaryomyces
hansenii, Yarrowia lipolytica, Aspergillus fumigatus, Neurospora crassa, Cryptococcus neoformans,
Encephalitozoon cuniculi, Dictyostelium  discoideum, Entamoeba histolytica, Thalassiosira
pseudonana, Trypanosoma cruzi, Leishmania major, Plasmodium falciparum, Cryptosporidium
parvum, Cryptosporidium hominis, Theileria parva, Tetrahymena thermophila, Giardia lamblia,
Arabidopsis thaliana, Oryza sativa et Cyanidioschyzon merolae. La séquence génomique de
chacun de ces génomes est rendue disponible et mise a jour quotidiennement sous la forme
de banques au format BLAST par la plateforme de bioinformatique de Strasbourg. Les
séquences sont téléchargées a partir de différents sites web généralistes (NCBI, JGI, UCSC,
Ensembl...) ou spécialisés (Dictybase, CryptoDB...).

La cohérence des différents noms d’organismes et leur utilisation sont totalement
transparentes au sein de Comlcs. Nous utilisons a la fois le nom scientifique, le nom abrégé
(utilisé par UniProt) et le TaxId (identifiant de la taxonomie établie par le NCBI). La liste de

tous les abrégés (http://www.expasy.org/cgi-bin/speclist) ainsi que l’ensemble des

identifiants de la taxonomie (ftp:/ftp.ncbi.nih.gov/pub/taxonomy) sont intégrés dans ComlIcs

et permettent par exemple, d’identifier le génome humain a la fois par Homo sapiens (nom

scientifique), HUMAN (nom abrégé) et 9606 ou 63221 (TaxId).
7.1.5 Définition des profils phylogénétiques

La stratégie employée par Comlcs est basée sur la recherche de similarité dans les banques
protéiques pour une ou plusieurs séquences appats (Figure 52). Les séquences requétes sont
alignées au moyen du programme BLASTP et les résultats sont analysés en fonction de
plusieurs criteres (voir ci-dessous) et les profils phylogénétiques sont ainsi déterminés pour

chaque organisme.
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Figure 52 Stratégie utilisée pour la détermination des profils phylogénétiques.

7.1.5.1 BLASTP

La détection des séquences protéiques pour chacun des organismes est réalisée par le
programme BLASTP appliqué aux banques de protéines généralistes UniProt et RefSeq (voir
2.2.1.2 Les banques de protéines). Les parametres principaux sont accessibles au travers de
l'interface (Figure 50) permettant a l'utilisateur de spécifier par exemple, une limite d’expect
et/ou de nombre de séquences. Il faut noter qu’il n’existe pas de banque dédiée a chacun des
protéomes des organismes utilisés et qu’il faudra donc extraire 1’organisme attaché a la

séquence traitée (voir ci-dessous).
7.1.5.2 Analyse des résultats

L’analyse des résultats de la recherche de similarité fait appel aux programmes développés

par Frédéric Chalmel (voir 5.4.2.2 BlastPanel) et consiste a trier les séquences détectées en
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fonction de 2 criteres : proximité entre la séquence appat et une séquence « subject» et

appartenance ou non de la séquence « subject » a un organisme de notre liste.

Pour ce faire, nous utilisons :

d’une part l'analyseur syntaxique pour extraire les identifiants des séquences qui
remplissent les criteres choisis par 'utilisateur. Ces criteres sont la valeur d’expect,
le pourcentage d’identité (PID) et les 2 pourcentages de recouvrement (CoverQ et

CoverS) (voir 5.4.2.2 BlastPanel).

d’autre part, l'extraction de l'organisme d’origine de chaque séquence. Cette
extraction dépend de la banque utilisée. Pour UniProt, ce sont les Noms Abrégés de
I'organisme qui sont utilisés puisque depuis 2005 'ensemble des identifiants (ID)
UniProt sont de la forme XXX_Abrégé, par exemple l'actine béta humaine est
référencée sous le nom ACTB_HUMAN. Dans le cas de RefSeq, nous utilisons le
TaxId. Le TaxId est extrait des entrées de la banque RefSeq en utilisant des requétes
SRS et des expressions régulieres ou bien au moyen d’un script ICARUS qui permet

d’extraire directement le TaxId.

On obtient alors pour une Query donnée une liste d’identifiants de séquences (BID) et leurs

valeurs calculées qui seront sauvegardées dans le fichier « .report » (Figure 53).

Liste des organismes (Abrégés) Liste des séquences détectées et filtrées

HUMAN
MOUSE
RAT
CHICK
XENTR
TETNG
BRARE
FUGRU
CIOIN
STRPU
DROME
ANOGA
APIME
CAEEL
CAEBR
SCHPO
YEAST

RCAST_HUMAN:1e-103:90.1:90.1:90.1 Q6R3F1_HUMAN:2e-97:89.7:85.4:89.7  Q5Y8C7_HUMAN:1e-96:90.1:90.1:74.4
RCAS1_MOUSE:1e-101:88.3:88.3:88.3

RCAS1_RAT:6e-98:85.0:85.0:85.0 , ) ,
Q5ZHS9_CHICK:3e-51:81.4:45.1:81.4 Séparateur:double point
NP_001017088:2¢-80:72.8:72.8:72.8 Séparateur: tabulation

Q4SSW9_TETNG:3e-74:70.4:70.4:70.4

Q7ZWA8_BRARE:6e-80:70.9:70.9:71.2

XP_797186:2e-15:36.8:34.7:32.0 XP_800203:6e-10:37.8:33.3:29.2

Q7QI09_ANOGA:3e-06:34.4:20.7:25.4

BID Expect PID CoverQ CoverS

Figure 53 Exemple de fichier au format « .report ».
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7.2 Interface d’analyse des données

7.2.1 Bilan de présence/absence

Les profils phylogénétiques ou bilan de présence/absence sont affichés sous la forme d'un
tableau dont les entétes de lignes correspondent aux noms des organismes et les entétes de
colonnes correspondent aux identifiants des séquences appats (« SeqlD ») (Figure 54).
L’intersection d’une ligne et d'une colonne permet d’afficher un rectangle de couleur
correspondant a la présence (rectangle vert) ou a I’absence (rectangle rouge) d"une séquence
similaire a la séquence appat dans un organisme donné. On obtient ainsi par colonne, le
profil phylogénétique d'une séquence dans les 41 organismes de référence. La présence ou
I’absence est déterminée a partir des criteres définis par l'utilisateur au début du projet.
Cependant, l'interface graphique permet de changer dynamiquement ces criteres pour

observer leurs effets sur les résultats affichés.

Panneau central de visualisation des résultats

/ Comlcs - Presonce and Abscnce repoet - Chuster] - 107 106 and A1 organisn. PR

=al=
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[petos AVIL_ SRR Ravillse paa_

[pozoass  swavizz mmen Villin-Iixe Frocein
[nctoas: aptrosdins BoviN  Supervaliin

[roToass  swineMa_eomey Dempzin _Erytirocyte membrane protein basd £.9
[RCTO3SS  SFT:Q5TOTI_BUHAN Gelnclsn _hayioidonsis, Finnish type

[RCTOZE2  SWIADSY. HOMAN Adseverin _Scinderin_

[roToaTs  mWiERRT_Wmew frrin pAl_ _Cytowillin  $illin—3_

[RETOSTE S :MOES HIMAN Hosrin Meshcame-crgacisisg swsension spike pratein
[BeTosTr  SiMERL_ADMAN Herlin ) e protain_
[ACTIDEZE  SPTIQSDGOT_HUMAN protein

[ASTO843 SETIQ6IMHI MUMAN  Growrh arrest-specific €

[ACTOSSL SWiCALI WUMRN Calicin

[FCTOSSZ SPT4QSTZI9. FUMAN  Annexin A1 _ANXAL provain_

[RCTEISS  SETIgERSAD. FONFY proteln

[sctosss  swidmcas o Mnpeatm A3 _Xnnexin IET hpucun—.m $IT__Siecental
AcTosen SPTiQTHES HUMAN  fypochatical prstedn ANKAS _Pragmens

[ACTOS61  SET:QSTOME_FUMAN - Annexin AT _ANMAT protesn_

[ACTOSE4 SWiDGE_HTHAN Annexin AE _Annexin VITI_ WVascular antincagulant-be
[ictoses seTigRTOES MOMAN  Annextn Aid

[ReTosTL  mian0es MTHRH Antenin A13 Ansewin NITI_ _Aanenin, iscestine-speci
{BoTos16  sPTiqeesSI FUMAN  CTWNDI proceln _Fragment

[AoTOE1s  SWicTNDL EoME Catenin delta-1 pl3D oateain _pli0 cco  Cadnerin
[ACTOTO0R SETQSeMFE MUMAN  CDMA FLIMI432 fis, clone Sm!!ﬂ-ﬂlll‘l ruuhly =imils
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[RSTO743  SPT:QBTCHO HUMAN  Werulin-related anchoring protein

lroTo7ir  swinEsT Emew Ferulin

[rcToses  SeTigsiNBT Mt Mypothecical protein FLOIOI4T MME4RZ  WISi-datezac
[AGIDS1S SPT:Q2NEE3 HUMAN  Tight jumcrion protein I, isofarm e

[ACTi028 SWiTF7Ld_HUMAN Teanscripsion Sactor T-like 2 HMG Box trasscripricn

[ROT1108 SWIHAPL HIMAN funtingciz-assoctated protein 1 _HAF-1 _Weoroan i
[icT1123 SPT:Q2TANT MUMAN  Fpichelial proneis dost in necplass beta
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’ Profils phylogénétiques . Boutons d'actions (Zoom, meilleure définition, tri...)

Figure 54 Interface de visualisation et d’analyse des profils phylogénétiques.
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Différentes informations et outils sont accessibles a l'utilisateur afin d’analyser les données
générées. L'utilisateur peut ainsi aisément déplacer des séquences (colonnes) ou des
organismes (lignes) entre eux pour mieux organiser les résultats. Les changements peuvent

étre annulés, sauvés et rechargés.

A chaque rectangle est associée une série de données calculée lors de l'analyse du fichier
BLAST (pourcentage d’identité, Expect et les pourcentages de recouvrement de la meilleure
séquence détectée ainsi que le nombre de séquences détectées pour cet organisme et cette
séquence) qui peuvent toutes étre visualisées (voir I'infobulle Figure 54). Outre la possibilité
de réarrangement manuel, l'utilisateur peut trier automatiquement et indépendamment les
profils en fonction de chacune des valeurs décrites plus haut. On peut ainsi trier par ligne en
cliquant sur un organisme ou par colonne en cliquant sur un SeqID. Enfin, afin de comparer
directement un profil a tous les autres, une fonction de tri basée sur la distance euclidienne
est implémentée. La distance euclidienne mesure la distance qui sépare 2 vecteurs (2 profils).
Ainsi, plus cette distance est faible plus les vecteurs sont proches. Pour 2 « Query » XetY, la

distance euclidienne entre leurs 2 profils (DExy) est calculée de la maniere suivante :

DE,, = Z(Xi —Yi)2 avecil’organisme

Les profils sont ensuite triés du plus proche au plus éloigné par rapport au profil

initialement choisi (Figure 55).
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Figure 55 Exemple d’un tri de profils phylogénétiques.
6 SeqIDs ont été triés en fonction de la distance euclidienne. Cette méthode permet de regrouper
les profils phylogénétiques similaires.

Toutes les fonctions de tri sont accessibles au moyen de la souris en cliquant sur I'un des
objets actifs (« SeqID » ou « Organisme »). Une interface permet de configurer I'ensemble des
possibilités pour chaque bouton et pour chaque objet (Figure 56). L’utilisation des trois
boutons en combinaison ou non avec des modificateurs tel que « Shift » ou « Control »

permet de disposer potentiellement de 9 actions pour un seul objet.

135



Matériel et méthodes - Chapitre 7 - Comlcs

Bouton 2

Bouton 1 Bouton 3

Objet associé
aux fonctions

{ Mouse Parameters

3
+
- 3
+
CoverQ :l .ltwers _%_' 3
1 T 9 fonctions
Modificateurs T Infobulle d'aide
. , sur la fonction
Liste des fonctions:
None aucune SeqCount Tri par le nombre de séquences détectées
Flag marque l'objet PID Tri par le pourcentage d'identité
SwitchlD  échange 2 SeqlDs CoverQ Tri par le pourcentage de recouvrement
SwitchOrga echange 2 Organismes CoverS Tri par le pourcentage de recouvrement
Euclidean  Tripar la distance euclidienne BlastFile  Affiche le fichier BLAST
Expect Tri par la valeur d'Expect BlastView Visualisation graphique du BLAST

Figul'e 56 Interface de gestion des actions disponibles.

Un soin particulier a été apporté a I'interface de gestion des profils et sa capacité a soutenir
une charge importante d’information notamment lors des tris et des mises a jour. En effet, un
controleur permettant de charger toutes les informations pour chaque séquence appat et une
gestion maitrisée des moments de mise a jour réduisent grandement le temps d’affichage.
Nous avons également opté pour une immobilité des rectangles qui mettent
automatiquement a jour leurs informations (couleur, et données a afficher) en s’adressant
directement au controleur en fonction de leurs entétes de ligne et de colonne. Ainsi par
exemple, I’optimisation du temps de chargement permet d"un part de charger 1742 Query et

les résultats associés sur un PC récent (processeur centrino 2GHz) en 1 minute environ et
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d’autre part de calculer, classer et mettre a jour les 1742 profils en fonction de la distance
euclidienne (par exemple) en 15s. Cependant, une telle quantité de données nécessite une

quantité de mémoire vive non négligeable.
7.2.2 Informations liées a la recherche par BLAST

Afin de faciliter I'interprétationdes résultats de la recherche de similarité dans les banques de
séquences, nous avons implémenté une interface de visualisation sous la forme de
graphiques. L'utilisateur peut ainsi afficher pour un gene (« Query ») ou un groupe de genes
plusieurs valeurs (moyennées ou non) sur la meilleure séquence détectée dans le BLAST ou

sur toutes en fonction du nom de la séquence (« SeqID ») ou des organismes (Figure 57).

—  Sélection des séquences Query a utiliser. Le bouton "File" permet d'utiliser
un fichier contenant une liste de query (ex: un cluster)

¢ Graph SISt = kY

Graph selection

Query | File ||UniProt 3:

€— Sélection de la banque de données

€— Sélection des valeurs en X (SeqlID, Organismes, ID BLAST)

[~ SeqCount ||SeqlD -

[~ PID i €— Précisions sur les valeurs a utiliser:

| allBld  pour considérer toutes les séquences
[~ CoverQ [ all Bid détectées (moyenne)

[~ Covers [~ all Query all Query pour considérer toutes les Query en

méme temps (moyenne)
r o |

L Sélection des graphes a visualiser:

SeqCount Nombre de séquences détectées PID Pourcentage d'identité
CoverQ  Recouvrementde laséquence appat  Expect Valeur d'Expect du BLAST
CoverS Recouvrement des séquence détectées

Figure 57 Interface de sélection des graphiques a visualiser.

Les graphiques sont ensuite affichés selon les modes choisis, par exemple les graphiques de
la Figure 58 représentent la moyenne des valeurs pour un cluster de 50 séquences Query en
fonction des organismes et tiennent compte pour chaque séquence Query de toutes les

séquences détectées dans le BLASTP.
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o Graphique représentant le pourcentage d'identité (PID) moyen et les pourcentages de
recouvrement (CoverQ et CoverS) moyens d'un ensemble de séquences détectées par organisme,

e Graphigue représentant le nombre de séquences détectées (SeqCount) par organisme

o Fenétre indiquant les informations sur les séquences et les méthodes utilisées
(moyenne ou non, nom des séquences, quel graphe...)

Figure 58 1Interface de visualisation des données liées au BLAST.
Dans un premier temps, cette interface ne permet que de visualiser les données, mais a terme
elle permettra d'utiliser les graphiques pour sélectionner des seuils et des séquences afin, par

exemple, de les inclure dans les profils ou dans un alignement multiple.

7.3 Perspectives :

7.3.1 Validation au niveau génomique

La définition des profils phylogénétiques a partir des banques de protéines est grandement
dépendante de l'effort consenti pour la caractérisation et la validation des séquences
provenant d'un organisme donné. Certains organismes, comme I’homme ou la souris, sont
mieux représentés que l'abeille par exemple. La disponibilité des séquences génomiques est
une opportunité importante pour assurer sans ambigiiité la présence d'une protéine
homologue dans un organisme. Néanmoins, ceci nécessite de mettre en place un protocole
particulier pour la détection et la caractérisation automatique des séquences. La premiere

partie de ce protocole, c'est-a-dire la gestion de la recherche dans les banques de séquences (1
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par génome) en automatique, est déja intégrée. Elle utilise le programme TBLASTN et les
criteres principaux de recherche sont disponibles (voir Figure 50 p128). L'utilisateur peut

ainsi effectuer des recherches, mais il doit valider lui-méme les alignements détectés.
7.3.2 Validation par I’alignement multiple

Le profil phylogénétique permet de définir les membres d’une famille de protéines présents
dans chacun des organismes et constitue de ce fait une base idéale pour définir la liste des
protéines a intégrer dans un alignement multiple des séquences completes représentatif de
sa famille. Comlcs sera de ce fait connecté avec l'ensemble des outils développés au
laboratoire et permettra de basculer directement a 1’alignement multiple. Le bénéfice sera
alors réciproque car l'alignemant multiple permettra également de valider les différents

homologues d'une famille.
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Chapitre 8 - ARPAnno

ARPAnno est une application directe des résultats que nous avons obtenus pour mieux
caractériser les Actin Related Proteins (ARPs) (Muller et al. 2005). Notre analyse se base sur
une connaissance approfondie de l'alignement multiple des séquences completes des
homologues des ARPs et des actines. Cet alignement multiple nommé ARP-MACS est
disponible pour consultation ou téléchargement via une page web (http:/bips.u-
strasbg.fr/ARPAnno/ARPMACS.html). Dans le but de rendre nos résultats disponibles pour

la communauté scientifique et de caractériser de nouvelles séquences, nous avons développé
un service web d’annotation automatique des sous-familles d’ARP appelé ARPAnno
(http://bips.u-strasbg.fr/ARPAnno).

8.1 Le serveur ARPAnno

ARPAnNno est un serveur web (Figure 59) qui permet a un utilisateur de tester I’appartenance
de sa séquence a une des sous-familles d’ARPs. Il utilise les informations collectées et
analysées au cours de l'étude approfondie de cette famille de protéines, notamment la
diversité des séquences extraites des banques de protéines, la présence de résidus
discriminants et la présence d’insertion ou de délétions par rapport a la séquence d’actine

conventionnelle, notre référence.
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g

ARPANnNo {Actin Related Proteins Annolation server) is a web tool that automatically annolates pratein sequences according to the ARF classification. Positioning the query
protein in its aligned functional ARF family represents a key step to obtain highly refiable prediction
'The Multipls Alignment of Complate Sequences of all ARPs is available here.

1- Input your protein sequence

Please enter or "cut and paste" here your protein sequence in FASTA format. You may use the following examples extracted from UniProt (ex | ACTZ HUMAN and
Q5ZM58 CHICK)
—

or Enter your session 1D (Results will be available dunng 1 week)

Jean Muller, Yukako Oma, Laurent Vallar, Evelyne Friederich, Olwier Poch, and Barbara Winsor
Sequence and comparative genomic analysis of Actin-Related Proteins.
Mol Biol Cell. 2005 Dec; 16{12)5736-48. Epub 2005 Sep 29

Help and Supplementary information

Figure 59 Capture d’écran de la page d’accueil d’ARPanno.
Le serveur web ARPANno est disponible a I'adresse http://bips.u-strasbg.fr/ARPANNo.

8.1.1 Fonctionnement général et conception modulaire

ARPAnno est constitué de 2 modules principaux (Figure 60) ; une partie dite « client » qui
représente toute la partie visible (la partie web) et utilisable par l'utilisateur et une partie
« serveur » qui contient les fonctions d’analyse du programme. Cette conception modulaire
permet d’utiliser la partie serveur comme un programme a part entiere et autorise donc son

intégration dans des scripts pour une utilisation a haut débit.

La partie « client » est constituée d'une page html et d'un script cgi. Le coeur fonctionnel
d’ARPAnno est écrit en script Tcl/Tk et fait appel a 2 programmes externes BLASTP et
ClustalW. II utilise également 3 fonctions développées par Julie Thompson (aln_pos, aln_res
et aln_insert) qui remplissent la fonction d’analyseur syntaxique ou «parser » des

alignements multiples.

ARPAnno fonctionne de la maniere suivante (Figure 60); un utilisateur soumet une
séquence protéique au serveur web installé sur titus (partie «client») (formulaire
ARPAnno.html), le script cgi (ARPAnno.cgi) exécute le programme d’analyse (voir 8.1.2

Protocole du serveur ARPAnno) sur le serveur de calcul (Beaufort). Le résultat est ensuite
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retourné au script cgi qui génere a la volée une page html (Results.html) contenant le résultat

des prédictions ainsi que des liens vers les éventuels BLASTP et alignements multiples.

Client Serveur

——)(ARPAnno.htmD

( ARPANno.cgi ) :_)

C Utilisateur ARPANnno )

(—( Results.html )

Figure 60 Schéma décrivant I'organisation du serveur ARPAnno.

Le détail de la partie « Serveur » est indiqué dans la Figure 61. Les parties exécutées sont
indiquées en orange, la requéte soumise par l'utilisateur est indiquée par des fleches rouges et la
réponse générée par ARPAnno par des fléches bleues.

8.1.2 Protocole du serveur ARPAnno

ARPAnNno est un programme informatique développé en script Tcl/Tk et en langage C ANSI
pour certaines fonctionnalités. Il utilise également les programmes BLAST et ClustalW. La

stratégie utilisée dans ARPAnno est divisée en 3 étapes (Figure 61) :

* Premierement, ARPAnno aligne la séquence requéte contre chacune des sous-
familles présentes dans ARP-MACS (actine, 11 sous-familles d’ARPs et les
orphelins) au moyen du programme BLASTP (banques BLAST dédiées). ARPAnno
utilise 2 criteres pour filter les sous-familles et sélectionner celles qui passeront a la
seconde étape. Le premier critére est le pourcentage d’identité global (GID) d'une
séquence contre une autre, qui est calculé comme le ratio entre le nombre total de
résidus identiques et le nombre total de résidus dans tous les HSPs (High Scoring
Pairs voir 2.3.2.2 BLAST) de la séquence requéte. Le deuxieme critere est le
pourcentage de recouvrement (pCover) qui est défini par le ratio entre le nombre de
résidus identiques et le nombre de résidus qui auraient pu étre alignés entre les 2

séquences.
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* Deuxiemement, la séquence requéte est alignée contre les sous-familles choisies et
présentes dans ARP-MACS avec ClustalW en mode profile. L’alignement multiple
obtenu est ainsi filtré en utilisant les criteres discriminants définis lors de 1’analyse
approfondie de l’alignement complet des ARPs (résidus discriminants et les
insertions délétions) (Muller et al. 2005). Pour chaque sous-famille choisie, 2
nouveaux scores sont ainsi calculés: le pourcentage d’insertions discriminantes
détectées (pDI) et le pourcentage de résidus discriminants détectés (pDR) pour la

sous-famille.

* Un score final compris entre 0 et 100 est calculé pour chaque sous-famille en

combinant I’ensemble des scores calculés dans les étapes précédentes.

Les poids attribués pour chaque score sont définis empiriquement afin d’optimiser la
séparation des sous-familles d’ARP définies dans ARP-MACS. L’alignement de la séquence
requéte contre chaque sous-famille choisie est disponible au format XML et/ou MSF. Chaque

élément discriminant est colorié de fagon différente.
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(Séq uence requéte]

!

(BLASTP (alignement Iocal))

CGID (pourcentage d'identitéD G}Cover (pourcentage de recouvrementD

Actin ARP2 ARP4 ARP6 ARP8
CD | &0 | OO | €O | & | &S
@rpharl \ARP1 \ARPB L»‘\RPS

@LUSTALW (alignement multipIeD

Filtre de connaissances

@DR (pourcentage de résidus discriminantsD

(pDI (pourcentage d'insertions spéciﬁques))

(Calcul du ScoreARD

G’Am: =02GID,p, +0.1pCover,y, +0.4pDR ;) +0.3pDIARD

?ARP?

Figure 61 Schéma représentant le protocole du serveur ARPAnno.

Les 3 grandes étapes sont représentées ; I'alignement local et le calcul des 2 premiers critéres de
sélection sur chaque sous-famille testée, I'alignement global sur les meilleures sous-familles est
filtré en fonction des critéres de connaissance, enfin le calcul du score final pour chaque sous-
famille.
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Chapitre 9 - CADO4MI

Dans la conception d'une puce a ADN, il existe un nombre important d’étapes essentielles.
Le choix de sondes ou oligonucléotides spécifiques représente une telle étape puisqu’elle
détermine la spécificité de détection de cette puce. Le design de sondes est également une
des étapes de conception faisant appel a la bioinformatique. Il consiste a définir des régions
complémentaires de la séquence des ARNm que l'on veut détecter afin qu’elles possedent
des caractéristiques propres a une hybridation spécifique et homogene pour I'ensemble de la

puce.

CADO4MI pour « Computer Assisted Design of Oligonucleotide For Microarray » est un
programme écrit en Tcl/Tk pour réaliser le design de sondes pour puces a ADN. Ce
développement a été rendu nécessaire par la présence de genes dans le cytosquelette
partageant une identité de séquences tres forte, susceptible de générer des hybridations

croisées.

Nous verrons dans un premier temps, les différents éléments qui permettent de définir une

sonde pour puce a ADN et dans un deuxieme temps, le programme et son utilisation.

9.1 La sonde et le transcrit

Le principe des puces a ADN repose sur I'hybridation entre 2 acides nucléiques, I'un étant
défini comme la cible ou « target », ’autre étant défini comme la sonde ou « probe » (4.3.2.1

Les sondes spécifiques de genes).

Une sonde est une séquence d’acide nucléique de taille variable (25 a 2000 bases) en fonction
du type de puce a ADN utilisée. Elle doit étre complémentaire d’une partie de la séquence
cible a détecter. Dans notre cas, nous nous somme focalisés sur des sondes de tailles courtes

ou moyennes (entre 25 et 60 bases).

La cible est en général I’ARNm d’un gene que 'on cherche a détecter, apres transformation

de I’ARNmM en ADNc marqué.
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9.2 La spécificité

La spécificité d'un oligonucléotide pour un gene X est définie par la capacité de
I'oligonucléotide a s’hybrider seulement au gene X. L’hybridation croisée correspond aux
hybridations établies entre I'oligonucléotide et d’autres séquences que celle du gene X. Selon
Kane et al. (Kane et al. 2000), ce type de signal peut étre évité, ou du moins réduit au bruit de
fond, en choisissant des oligonucléotides qui ne possedent pas une similarité trop importante
avec d’autres séquences. Les limites de similarité ont été déterminées expérimentalement
pour des sondes de 50 bases de long par Kane et al. (Kane et al. 2000) et de maniere similaire
pour les 60mer par Hughes et al. (Hughes et al. 2001). Elles sont ainsi exprimées selon 2 regles

dites des « regles de Kane » :
* Pourcentage d’identité entre la sonde et une autre séquence inférieur a 75-80%

* Nombre de nucléotides successifs identiques avec une séquence autre que la

séquence cible inférieur a 15 bases

9.3 Température de fusion

La température de fusion ou Tm (Temperature of melting ou plus exactement Temperature of
mid-transition) est une mesure directe de la stabilité de 1’association de deux brins d’acides
nucléiques en solution (Figure 62). Il s’agit de la température a laquelle la moitié des acides
nucléiques est sous forme double brin. En l'absence d’agents déstabilisants, comme la
formamide ou l'urée, le Tm dépend principalement de la nature des acides nucléiques, du
taux de GC, de la concentration en acides nucléiques et de la concentration en sels. Ces trois

facteurs augmentent en effet le Tm en stabilisant '’hybride formé.
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\VAV/

simple brin

Absorbance a 260nm

J000(

double brin

Tm

k. 4

Température (°C)

Figure 62 Exemple de la courbe de fusion obtenue pour un oligonucléotide.

La dénaturation d’'une molécule d’ADN s’accompagne d’une augmentation de [‘absorption
lumineuse a 260 nm appelée aussi effet hyperchrome. Cette dénaturation s’effectue généralement
dans une zone de température restreinte dont le point médian correspond a la température de
fusion ou Tm.

Le calcul du Tm est un critere important pour le design de sondes pour puces a ADN. En
fonction de la taille de la molécule il existe plusieurs méthodes pour calculer le Tm. II est
important de noter que l'ensemble de ces formules sont développées pour des acides
nucléiques en solution or dans notre cas (puces a ADN) I'un des partenaires (la sonde) est
fixé sur un support. En dépit de cette approximation et du manque d’un modele spécifique
aux acides nucléiques fixés sur support et dédiés aux puces a ADN, il est important d'utiliser
une seule méthode et de choisir un Tm optimal pour un set d’oligonucléotides. Un set
d’oligonucléotides ayant une distribution de Tm proche disposera de propriétés
d’hybridation similaires et garantira une hybridation homogene pour l'ensemble de la puce.

L’ensemble des méthodes décrites ci-dessous sont implémentées dans CADO4MI.
9.3.1 Modele thermodynamique du plus proche voisin

Actuellement, le modele le plus complet pour étudier les rendements d’hybridation des
sondes sur les cibles est le modele thermodynamique dit du plus proche voisin (Nearest
Neighbor Model). Au sein d’'une molécule d’ADN double brin, ce modele définit des
interactions de voisinage entre deux nucléotides successifs qui permettent de prendre en
compte a la fois la nature et la place des nucléotides. Ces paires de nucléotides sont associées

a des valeurs distinctes d’enthalpie, d’entropie et d’énergie libre pour 1’association des deux
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brins d’ADN (Doktycz et al. 1995). En 1998, SantalLucia (SantaLucia 1998) a proposé des
valeurs unifiées de ces énergies (Tableau 8) calculées d’apres 1'ensemble des études menées
auparavant (Gotoh et al. 1981; Vologodskii et al. 1984; Breslauer et al. 1986; Delcourt et al.
1991; Doktycz et al. 1992; SantaLucia et al. 1996; Sugimoto et al. 1996; Allawi et al. 1997). Des
études complémentaires ont montré que le marquage des nucléotides ne modifie pas la
valeur de ces énergies. Ce modele thermodynamique peut donc s’appliquer a I'analyse des
hybrides formés entre sondes et cibles marquées lors d’expérience de puces a ADN (Griffin

et al. 1998). Ainsi le Tm est calculé par la formule suivante :

T 1000x AH

" AS+ Rxln([DANfA]j

-2735

R représente la constante des gaz parfaits (R=1,987 cal/K.mol), [DNA] la concentration en

ADN (défaut a 1e® M), AH est la somme des enthalpies et AS est la somme des entropies.

En accord avec le modele du plus proche voisin, le calcul des AH et AS peuvent étre

décomposés en plusieurs termes (Breslauer et al. 1986 ; Sugimoto et al. 1996; SantaLucia

1998) :

AHtotal = Z AHl +AH initialisation5' +AH initialisation3' +AH symeétrie
AStotal = z ASI + AS|nitia1|isation5‘ + AS|nitia|isa1tion3' + ASsymétrie
Séquence AH AS
kcal/mol kcal/mol

AAITT -7.9 -22.2

AT/TA -7.2 -20.4

TA/AT -7.2 -21.3

CAIGT -8.5 -22.7

GT/CA -8.4 -22.4

CT/GA -7.8 -21.0

GA/CT -8.2 -22.2

CG/GC -10.6 -27.2

GC/CG -9.8 -24.4

GG/CC -8.0 -19.9
Initialisation GC 0.1 -2.8

Initialisation AT 2.3 4.1

Symétrie 0 -1.4

Tableau 8 Paramétres thermodynamiques unifiés décrits par SantaLucia.
Ces parametres sont utilisés dans le calcul du Tm avec modeéle du plus proche voisin pour 1M de
NaCl (SantalLucia 1998).
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La table des parametres thermodynamiques est chargée en mémoire par un controleur et le

programme CADO4MI y accede de la maniére suivante :

Oligonucléotide A-T-G-G-A-C-G
v
2¢Me hase
altG[c
A
1)
s 8|7
» O
g |G
e

Table des interactions indexées en mémoire

Figure 63 Méthode de lecture d'un couple de bases dans la séquence d'un
oligonucléotide dans la table contenant les données thermodynamiques d’énergie
d’interaction.

Sur la séquence, pour chaque couple de bases contigués, la premiere base est lue en ligne et la
deuxieme base en colonne.

Cette méthode permet de calculer des valeurs pour le Tm de maniere efficace et rapide.
9.3.2 La régle de « Wallace »

Parmi les méthodes de calcul du Tm qui sont les plus connues, la méthode de calcul du Tm
selon Wallace est certainement I'une des plus utilisées par les biologistes (Wallace et al. 1979).
Elle est cependant limitée aux sondes d’une longueur inférieure a 30 bases et dans le cas

contraire, surprédit la valeur de Tm.
T, =2x(A+T)+4x(G+C)

(A+T) représente la somme du nombre de bases A ou T dans la séquence et (G+C) la somme
des bases G ou C.

9.3.3 Autres méthodes

D’autres méthodes ont également été décrites qui sont plus adaptées aux oligonucléotides de
grande taille (>70mer) et tiennent compte du pourcentage de GC, de la concentration en
acides nucléiques, de la longueur de la séquence et du pourcentage de formamide (Bolton et
al. 1962; Casey et al. 1977, Howley et al. 1979; Meinkoth et al. 1984; Bodkin et al. 1985). Elles

sont différentes en fonction du type de molécules en présence :
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 ADN-ADN

T, =815+16.6% (logM )+ 41x (%GC) - 062(%F )-500'S

 ADN-ARN

T, =798+185x(logM )+584x (%GC)+11.8%(%GC)* - 050(%F )-820'S

* ARN-ARN

T, =798+185x(logM ) +584x (%GC)+11.8x(%GC) — 035%F )-820'S

M représente la concentration molaire de sel (défaut 1 M), GC le pourcentage de bases GC

dans la séquence, S la longueur de la séquence et F le pourcentage de formamide.

9.4 Autres critéres d’intérét pour le choix des sondes

D’autres parametres, moins importants que la valeur du Tm, peuvent influencer la stabilité

de I'hybridation.
9.4.1 Distance de ’extrémité 3’ du transcrit

La distance a I'extrémité 3’ du transcrit est un critere simple, mais extrémement important,
dicté par le protocole de fabrication des ADNc. En effet, la production des ADNc marqués et
déposés plus tard sur la puce nécessite souvent une étape de transcription inverse a partir
d’amorces poly-T. La taille des transcrits ainsi générés est dépendante du rendement de
I'enzyme utilisée. Par exemple, si les ADNc marqués ne dépassent pas la taille de 2000 bases
et que, pour 'un des genes (d'une taille supérieure a 2000 bases) présent sur la puce, une
sonde a été choisie au-dela de cette limite, la sonde n’aura aucune chance de détecter sa cible

pourtant bien présente.
9.4.2 Taux de GC

La stabilité d’'un ADN double brin dépend du nombre de liaisons hydrogene formées. Les
hybridations impliquant des séquences riches en GC sont donc plus stables (von Ahsen et al.
1999). En pratique, un taux de GC compris entre 40 et 65 % semble assurer un rendement
d’hybridation optimal et limite les risques d’hybridation aspécifique (Luebke et al. 2003; Talla
et al. 2003).
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9.4.3 Séquence prohibées

Les séquences prohibées sont des séquences qui ne doivent pas étre trouvées dans les sondes

designées comme, par exemple, des sites de restriction ou une succession de bases identiques

(par exemple GGGGGGG) qui peuvent poser probleme notamment lors de sa synthese.

9.5 Le protocole de CADO4MI

Le protocole de design de sondes est séparé en 4 étapes décrites dans les paragraphes

suivants et illustrés par la Figure 64.

+pas

Séquence requéte

CEIimination de la queue ponA)

(BLASTN (alignement))

d

(Analyse dela séquence)

Fenétre coulissante sur la séquence de 5' vers 3'
Début: début d'une zone de design
Fin:Début + taille de la sonde
Stop: Fin hors zone de design

Séquences prohibées |

—Bf— ou

L 2

Pourcentage GC |

—JBf— ou

L2

Cl'empérature de fusion (TmD

—JB— oui

L 2

Spécificité '
n+1 n+1

£ nséquence alignée ¢——n
Séquence détectée
par l'oligonucléotide

Pourcentage d'identité ——

l

Nombre de bases
identiques successives

{

CSéIection du meilleur oligonucléotide)

Figure 64 Schéma du protocole du programme CADO4MI pour le design de sondes.
Les 4 grandes étapes sont indiquées dans les cartouches vertes.
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9.5.1 L’élimination de la queue poly-A

Le masquage des séquences est une étape qui consiste a remplacer une ou plusieurs bases
(ou acides aminés) de la séquence par un caractere (« N » ou « X » en général) pour qu’elles
ne soient pas traitées par les programmes, dans notre cas BLAST. Pour le design de sondes,
nous utilisons des ARNm qui possedent le plus souvent des queues poly-A en 3" de la
séquence. Dans le but d’utiliser le maximum des séquences cibles pour choisir des sondes,
les résultats de BLAST ne sont pas filtrés. Dans ce cas, un ARNm poly-A est potentiellement
capable de détecter tous les autres ARNm poly-A de la banque de donnée. Ces régions
nécessitent un traitement particulier. Nous avons ainsi remplacé toutes les queues poly-A

d’une longueur supérieure a 15 bases par des « N ».
9.5.2 Recherche de similarité : BLASTN

La recherche de similarité entre la séquence appat et les séquences stockées dans les banques
de séquences nucléiques est réalisée au moyen du programme BLASTN. La recherche de
similarité nous permet d’obtenir des alignements entre les séquences appats et les séquences
tests qui sont analysés pour caractériser la spécificité des oligonucléotides potentiels (voir ci-
dessous). Les parametres usuels de BLASTN comme la valeur d’Expect, le nombre de
séquences que 'on veut aligner au maximum, la taille des mots et 'option de filtrage sont

paramétrables dans I'interface de CADO4MI.
9.5.3 Analyse de séquence

L’analyse de la séquence appat complete est effectuée de maniere séquentielle a partir d'une
« fenétre coulissante » déplacée le long de la séquence. La fenétre posseéde une longueur
correspondant a la taille des oligonucléotides designés (dans notre cas 60 bases) et elle est

déplacée selon un pas de 10 bases (valeur par défaut).
Le programme évalue dans un premier temps, les zones de design (s’il y a des zones
spécifiques choisies par l'utilisateur), puis procede a I’analyse en 4 étapes :

* Premierement, la séquence contenue dans la fenétre est testée pour la présence de
séquences prohibées (séquence choisie par l'utilisateur comme ne devant pas se
trouver dans les oligonucléotides, i.e. GGGGGQG). Dans le cas de la présence de

telles séquences, I'oligonucléotide est rejeté et la fenétre coulissante est déplacée.
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* Deuxiemement, le pourcentage de bases GC de la séquence contenue dans la fenétre
est comparé a l'intervalle spécifié par l'utilisateur. Si I'intervalle n’est pas respecté,

I'oligonucléotide est rejeté et la fenétre coulissante est déplacée.

* Troisiemement, le Tm de la séquence contenue dans la fenétre est calculé et comparé
a l'intervalle des températures spécifié par l'utilisateur. Si l'intervalle n’est pas

respecté, I’oligonucléotide est rejeté et la fenétre coulissante est déplacée.

* Quatriemement, la spécificité de chaque séquence de la banque détectée par la
recherche BLASTN est calculée et filtrée au moyen des 2 regles de Kane. Ainsi pour
chacune des séquences alignées le pourcentage d’identité et le nombre de bases
successives identiques sont calculés. Pour chaque oligonucléotide potentiel, on
obtient une liste filtrée ne contenant que les séquences capables de potentiellement

s’hybrider a cette sonde sur la puce (0, 1 ou plusieurs séquences).
9.5.4 Sélection du meilleur oligonucléotide

Parmi la liste des oligonucléotides générés par les étapes précédentes, CADO4MI propose
une solution basée sur le nombre de séquences potentiellement détectées par la future sonde
et sa distance a 'extrémité 3’ du transcrit. Il choisit ainsi 1’oligonucléotide ayant le moins de
séquences détectées et le plus proche du 3’. Une autre sélection appellée « Selection croisée »

permet de combiner la selection en parallele sur 2 résultats de banques.

9.6 Les fichiers d’entrée et de sortie

9.6.1 Les fichiers d’entrée

D’une part, CADO4MI requiert des séquences appats qui correspondent a un ou plusieurs
fichiers contenant des séquences au format FASTA. Ces fichiers contiennent une ou plusieurs
séquences correspondant aux genes d’intérét, c’est-a-dire les séquences que l'utilisateur

souhaite représenter par des sondes sur la puce.

D’autre part, I'évaluation de la spécificité des oligonucléotides par CADO4MI nécessite le
choix d’un programme de recherche de similarité et de l'utilisation de banques au format
approprié. Nous avons fait le choix de BLASTN, car ce programme est rapide et parce que
nous disposons des programmes de BlastPanel pour analyser et décomposer les résultats
obtenus. Son utilisation requiert des banques au format BLAST. Les banques utilisées pour

tester la spécificité des oligonucléotides doivent contenir l'ensemble des séquences
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exprimées par les cellules d'un organisme. Nous avons dans notre cas utilisé les banques

RefSeq et UniGene pour I’'homme.
9.6.2 Fichier de sortie

CADO4MI génere plusieurs fichiers de sortie. Ces fichiers correspondent a chacune des

étapes du design et permettent de contrdler les résultats obtenus (Tableau 9).

Etape ou fonction Extension Format
1- Elimination queue poly-A  .masked FASTA
2- Recherche de similarité .blastn BLAST
3- Analyse de séquence .log Texte
.oligo FASTA
4- Selection de la sonde .selection FASTA
Temporaire .working Texte
Texte séparé par des
- .parameters :
tabulations
Résulat global ) Texte s_éparé par des
tabulations
Sélection croisée .croisee FASTA

Tableau 9 Les différents types de fichiers générés par CADO4MI.

Le fichier de la séquence appat est sauvegardé apres I'élimination de la queue poly-A et
correspond au fichier « .masked ». Le fichier « .blastn » contient le résultat de la recherche de
similarité et peut étre réutilisé plusieurs fois (cas de redesign). Le fichier « .log » contient le
suivi et le résultat des analyses (Tm, %GC, spécificité...). Les séquences des oligonucléotides
sont stockées dans le fichier «.oligo». Le fichier «.selection» contient la séquence de
I'oligonucléotide retenue. Le fichier «.working » est un fichier temporaire qui permet de
savoir si le design pour une séquence appat donnée est toujours en cours. Tous les

parametres du design sont stockés dans un fichier « .parameters ».

De plus, l'utilisateur peut générer 2 autres types de fichiers de résultats. Un premier type de
fichier correspond a une sélection de sondes combinant le résultat de 2 designs en méme
temps («.croisee »). Cette sélection particuliere est appelée « Selection croisée ». Elle a par
exemple été utilisée pour le design des sondes de la puce Actichip en combinant les résultats
des banques RefSeq et Unigene (14.2.2 Les parametres du design). Le second type est un
fichier de résultat global qui contient les informations d’un design pour un ensemble de
séquences (un set d’oligonucléotide). Ce dernier est un fichier dont le contenu est séparé par

des tabulations (ou TSV pour Tab Separated Value), qui peut étre lu dans un tableur.
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9.7 Une interface graphique

9.7.1 Philosophie du programme

A T'image de Comlcs, CADO4MI est également organisé autour de la notion de projet. Ainsi,
lI'interface centrale (Figure 65) permet de définir un projet de design, d’effectuer les actions
choisies ou d’accéder a la visualisation des résultats. Le panneau central est également
accompagné d'un panneau de log qui permet de visualiser les parametres stockés et définis

par l'utilisateur, mais également, de lui afficher certaines informations.

i

Panneau principal 2ot Barameters Run Dispay 2
g Mi1.0

Affichage des résultats
Gestion des actions a effectuer
Gestion des parametres
Gestion de projets (sauvegarde et chargement)

=101

CADO4MI version 1.0 ]

Copyright (C) 2006 Jean Muller

A program for oligonucleotide design.

{Information is available through documentation or
bubble help.

Please feel free to contact us for any suggestions or
ihug reports.

email: jean.muller@igbmec.u-strasbg.fr
Panneau du log

. mm

Figure 65 Panneau central de CADO4MI.

Un projet CADO4MI est défini a partir de séquences appats et des criteres de design choisis
par l'utilisateur. Les parametres peuvent étre sauvés dans un fichier «.parameters». Ce
fichier peut étre chargé ultérieurement et permet, par exemple, de scinder I'exécution des

taches dans le temps, pour une analyse ultérieure des données ou encore pour refaire un
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design (en changeant par exemple l'un ou l'autre des parametres). L’ensemble des

parametres est accessible au travers du panneau principal (Figure 66).

=101

RN EEEEE

Figure 66 Panneau de configuration de CADO4MI.

-~

-

seennmmennnnnns Parametres de desian

Séquence(s) appat(s)
Distance de l'extrémité 3'
Longueur de la sonde
Nombre de sondes
Intervalle de Tm
Intervalle de %GC
Séquence(s) prohibées
Banque BLAST
Répertoire de résultat

Méthode de calcul duTm

sennnnnnnnnennn Parametres avances

€— Validation des séquences appats

—

Critéres de spécificité

Criteres de Tm

Critéres du BLAST

Le panneau central de CADO4MI est représenté avec I'affichage des tous les volets de sélection des

parameétres de design.

Afin de mieux appréhender la ou les séquences pour un design, chaque séquence peut étre

visualisée dans une fenétre d’information qui permet de vérifier les criteres de base de la

séquence comme sa composition en nucléotides (A, T, G, C, pyrimidine et purine) et son Tm

global (Figure 67). Cette fenétre permet également de définir graphiquement, et donc

simplement, des zones de design restreintes.
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Zones de design restreintes

Séquence

Walimce
DHA-THA
DHA-RNA
A~ A
Hearest Neighbor 102.2 °C Im = 1000

i i

Figure 677 Fenétre d’information d’une séquence soumise 3 CADO4MI.

Elle permet de visualiser la séquence, sa composition en bases, les Tm sur la taille totale ainsi que
les profils associés a une certaine fenétre. Des zones de design restreintes peuvent étre définies
par I'ajout et la sauvegarde de point.

9.7.2 Fenétre de résultats

J'ai implémenté dans CADO4MI une interface graphique de visualisation des résultats de
design afin de permettre une meilleure compréhension des oligonucléotides trouvés et
faciliter le traitement des cas problématiques (Figure 68). Cette interface est dynamique et
permet d’afficher I'ensemble des sondes calculées et d’accéder a des fonctions ou aux détails

du design.
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' CADO4MI - Design for ACTDO04 =100 x|

= Design for ACT0004
@

sl b \’L\/
%GC [
1 1694
= | | | | | | =
= [ ] ] -
|| | ] =
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Figure 68 Interface de visualisation des résultats de design.

La fenétre de résutat est composée de 3 parties centrées autour de la séquence appat (rectangle
rouge avec bordure noire) ; une partie (A) pour |'affichage des profils (dans cet exemple le Tm est
représenté en orange, le %GC en noir, le %ID en rouge et le nombre de séquences détectées en
bleu), une partie (B) pour la séquence requéte et le placement des oligonucléotides potentiels et
une partie (C) regroupant les boutons pour les différentes actions possibles.

La fenétre de résutat est organisée en 3 parties (Figure 68) :

* Une partie pour afficher des profils de données le long de la séquence appat. On
peut ainsi visualiser les Tm (calculés selon plusieurs méthodes), les %GC, le

pourcentage d’identité et le nombre de séquences détectées par BLASTN.

* Une partie pour visualiser les sondes par rapport a la séquence appat. Les sondes
sont coloriées selon un code couleur décrit dans la Figure 69. Les positions en
nombre de bases par rapport a la séquence appat sont visualisables ainsi qun

résumé des informations pour un oligonucléotide.

* Une partie regroupant les boutons pour toutes les actions disponibles comme par

exemple, zoomer, afficher la sonde choisie, afficher le résultat du BLASTN...

Nombre de séquences détectées

0 2
3-5 6-8 M >8

Figure 69 Schéma regroupant les colorations des sondes.
La coloration est faite en fonction du nombre de séquences retenues dans le BLASTN.

CADO4MI permet également de visualiser les résulats de plusieurs designs effectués en
parallele pour une méme séquence appat. Cette stratégie permet de réaliser un design de
sondes plus précis en tenant compte de plusieurs banques de séquences aux propriétés
différentes. La Figure 70 montre un exemple de visualisation de 2 designs pour une méme

séquence (I'un avec la banque RefSeq et 'autre avec la banque Unigene) et illustre I'intérét
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de ce type de stratégie. En effet, 'utilisation de la banque RefSeq seule aurait conduit au
choix de loligonucléotide en position 1331 (par rapport a la séquence appat) alors que
I'utilisation combinée des 2 banques a permis de choisir 1'oligonucléotide en position 71. La
Figure 70 permet également de visualiser un certain nombre d’autres fonctions disponibles

au travers de l'interface.

£ CADO4MI - Design for BCD12597 =101}
® Design for BC012597
%GC
551 I 720 ] 1331 S9008 1350
Id: BCOL2597 0ligeS BCO1ZSS? o=
Directory:Unigens -
Davanase: UniGene Hs
length: 60 ntis)
GC: E6.7 %
Tu: 93.4 degrantsl L L
Ex-Ta: 89.1 degreeis)
Begin: 91 / 1694 nris) L
End: 150 / 1694 mmis) -
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BCHIZ5T_Oligo1s_BCOT283T from BCHISST in RefSaq TOGGTATGG0TE AGALACATTCCTACST ST et GAGACOTATOCTOACCCTOAAGTRCCCTR
.'_! [TOEAGCACGEE AT ATCACOARCTEOEATELC ATOOAGAAGATO TESCACC ACACCTTO TAC AACEAGI TTOGCCTOECT
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[ICAGACOT T A A C TGO COGCCATETAC S T AT CAGO LG TE TG TO OO TC TACOCC TOCRE AMGEACCATEGGEA
[REHUN: NGODDB4E 1
Zo s Selected [Reset [Save  |rocreoragy, ACAACOTEECCATTTATCACOC TACGCOCTGO06E ACGECATOATEEED
Zou b ik Hooba a (Selected /Reset | Save  |oegycc TCTCACCOACTACCTOATGAAGATCCTEATTS TACTCCTTCOTOACCACATE
2ot R RO 100 no I X ITGA AGATCGT ACATCAAGGAGARGE TG TGC TACGTGAC L TR AC TTICGAGRACGAGATGOE CACGECTG
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FANURINAUOLE14 [ACCOERTEC A KRG AGATCACCGEEC TS HSCACCATE ARG ATE kMG ATC RTCEC COCRCEGEAGEEE RARTAC
EOHIBEHIS RS T3 TECGTGT TCCATECTRGECTO4C TETECACE TTCCAGCAGATOTOATEACC AMGCAGS AGTACGACEA
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Figure 70 Exemple de visualisation d’'un design pour une méme séquence dans 2
banques de séquence différentes.

(A) Résultat pour la banque RefSeq, (B) résultat pour la banque UniGene. Le meilleur
oligonucléotide pour chaque banque est indiqué avec une bordure en pointillés noir alors que le
meilleur oligonucléotide des 2 banques combinées (« Selection croisée ») est indiqué par une croix
noire. A partir d’un oligonuléotide, on peut afficher la liste de ses propriétés (D) comme par
exemple le Tm ou son %GC, obtenir la liste des séquences détectées (E) et une séquence en
particulier (F) pour effectuer d’autres actions (BLAST par exemple). Une fonction de recherche
textuelle permet également de rechercher une sonde par son identifiant (oligonucléotides avec une
bordure pointillée mauve).
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9.8 La ligne de commande

Afin de rendre CADO4MI encore plus flexible a l'utilisation et favoriser son incorporation

dans des scripts d’automatisation, jai implémenté un interpréteur de commandes

permettant d’utiliser des arguments pour piloter et paramétrer le programme.

Argument Action ou parametre
-g (Query) Séquence appat au format fasta [Texte]
-I (Length) Longueur de I'oligonucléotide
-de (Distance) Distance de la fin 3’ (zone de design restreint)
-ar (Area) Liste de couples de positions (zone de design restreint)
ex: 1 300 500 800 will allow design only within the two ranges
-nb (nboligo) Nombre d’'oligonucléotide & conserver en fin de design (défaut 100)
-t (Tm) Seuil pour la valeur de Tm [Flottant]

-r (TmRange)
-m (TmMethod)

-gl (GCLower)
-gu (GCUpper)

-p (Prohib)

-b (Database)

-w (WorkingDir)
-gc (QueryCheck)
-st (Step)

-sp (Specificity)
-nc (Contiguous)

-ts (Salt)

-tf (Formamide)
-tc (DNA)

-ev (BlastExpect)
-bw (BlastWord)

-ba (BlastNbAligned)

-bs (BlastStrand)
-bf (BlastFilter)

Ecart de Tm (ex: 5) [Flottant]

Méthode de calcul du Tm [Texte]

NearestNeighbor (défaut), Wallace, DNADNA, DNARNA ou RNARNA
Le % minimum de GC accepté (ex: 35.0) [Flottant]

Le % maximum de GC accepté (ex: 70.0) [Flottant]

Séquence prohibée (ex: AAAATTTTT)

Banque BLAST (ex: .nsq) [Texte]

Répertoire de sauvegarde des résultats [Texte]

Activation du module de validation (1 or 0) [Entier]

Valeur de déplacement de la fenétre d’analyse (défaut 10)
Spécificité 1, pourcentage d’identité (défaut 70.0) [Flottant]
Spécificité 2, nombre de bases successives identiques (défaut 15)
[Entier]

Concentration en sel (défaut 1.0) [Flottant]

Formamide (défaut 12.3 %) [Flottant]

Concentration en acides nucléiques (défaut 0.000001) [Flottant]
Seuil de valeur d’Expect du BLAST (défaut is 100) [Flottant]

Taille de mot pour BLAST (défaut 15) [Entier]

Nombre de séquences a aligner dans BLAST (défaut 2000) [Entier]
Blast option forward (1, défaut), reverse (2) or both (3) strands
Filtre de BLAST, T pour activer (défaut), F pour désactiver [Texte]

Tableau 10 Liste des arguments disponibles pour paramétrer CADO4MI en ligne de

commande.
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9.9 Autres modules de CADO4MI

9.9.1 Estimation de parameétres (Tm et GC)

Le design de sondes utilise certains criteres de stabilité comme le Tm ou le %GC qui peuvent
étre tres différents d'une séquence a I’autre. Ces 2 critéres sont tres importants pour garantir
une hybridation homogene de la cible sur sa sonde. A 1’échelle d’une puce entiere, la valeur
optimale du Tm d’une séquence peut étre différente de celle de I'ensemble du set auquel elle
appartient. Ainsi, afin d’obtenir une hybridation homogene pour l'ensemble des sondes
présentes sur la puce, il est primordial d’estimer leur valeurs de Tm et de %GC optimaux.
Ceci est possible en déterminant I'intervalle de valeurs permettant de choisir le maximum de

sondes.

Nous avons ainsi implémenté une fonction permettant le calcul et la comptabilisation de
I'ensemble des valeurs de Tm ou de %GC pour une liste de séquences soumises a
CADO4MLI. La visualisation et linterprétation de ses valeurs permet ensuite de choisir
I'intervalle optimal (Figure 71). L'utilisateur peut également paramétrer la taille de la fenétre

de calcul pour correspondre avec la taille de ses sondes.
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Figure 71 Exemples de résultats de I'estimation de paramétres.

L'interface permet de visualiser un graphique indiquant le nombre de valeurs en fonction de la
valeur calculée. (A) Estimation des valeurs de Tm avec la méthode du Nearest Neighbor pour une
fenétre de taille 60 déplacée toutes les 10 bases pour une seule séquence (NM_001100). (B)
Estimation dans les mémes conditions que pour (A) en utilisant la totalité des séquences de la
banque RefSeq (release 16) (>40000 séquences).

Le graphe visualise les valeurs (axe des abscisses) et leur décompte dans la population testée
(axe des ordonnées). La moyenne est indiquée et permet, par exemple, de choisir un
intervalle de plus ou moins 5°C dans le cas du calcul du Tm. Le graphe étant interactif
l'utilisateur peut définir des intervalles différents et les sauver. Les résultats de ces calculs
peuvent également étre sauvés dans un fichier TSV (Tab Separated Value ou fichier délimité

par des tabulations) afin de comparer différents parametres au moyen d’un tableur.
9.9.2 Validation de la séquence appat

Dans le cas idéal, un geéne correspond a un transcrit dans les banques de séquences et a une
sonde choisie. Cependant dans la réalité, nous devons faire face a 'hétérogénité des genes
auxquels peuvent correspondre plusieurs transcrits et a 1'hétérogénité des banques de
séquences qui peuvent contenir des versions différentes des mémes transcrits. Ce type de
probleme a été rencontré lors du design de sondes avec CADO4MI. Cette différence se

traduit par plusieurs cas distincts révélés lors de I'étape de recherche de similarité, comme

163



Matériel et méthodes - Chapitre 9 - CADO4MI

I'absence totale ou partielle de la séquence appat dans la banque testée (plusieurs cas
possibles voir Figure 72). Ces situations sont responsables d’un design erroné par un
mauvais positionnement des sondes dont les conséquences sont des sondes trop éloignées de
I'extrémité 3’ (cas « D » ou « E » Figure 72) ou des sondes limitées a des zones de spécificité

délicates (plusieurs séquences détectées).

®

Q [— LN |
S [ [N |
© [ @ [
l — [ — |
®[_| [
[ | [ .

S Subject ou séquence détectée (BLASTN) Q Query ou séquence appat

P Zone alignée entre Q et S avec >95% d'identité [ | Zone non alignée

Figure 72 Schématisation des différents cas de figure rencontrés en comparant une
séquence appat a une banque de séquences.

Le résultat de l'alignement, entre la séquence appat ou « Q » et la meilleure séquence ou « S »
dans la banque de données, est représenté. Les zones vertes correspondent aux zones réellement
alignées et les zones blanches correspondent aux zones non alignées. (A) représente une séguence
détectée par BLAST parfaitement équivalente a la séquence appat. (B) représente le cas opposé de
(A) avec une séquence absente de la banque (seule une petite portion résiduelle est alignée). (C)
et (D) montrent I'existence dans la banque d’une séquence plus longue respectivement en 5’ et en
3’. (E) illustre le fait que Q peut étre incluse dans une séquence de la banque testée. (F)
représente le cas particulier de Q segmentée dans le S.

Pour minimiser les conséquences de ces différences, nous avons développé un module
permettant de vérifier si la séquence appat est présente dans la banque de séquence utilisée
pour le design des sondes. Ce module est basé sur des criteres de séquence, comme le
pourcentage d’identité et le pourcentage de recouvrement (5.4.2.2 BlastPanel). Le seuil pour
le pourcentage d’identité global entre les séquences détectées et la séquence appat est
positionné a 95% et celui pour le pourcentage de recouvrement de la query par rapport aux
séquences detectées est positionné a 70%. Ces informations sont également disponibles dans

le fichier de résultat global généré par I'utilisateur.
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Chapitre 10 - Autres outils développés

Dans le contexte du développement de la plateforme de transcriptomique du Luxembourg et
pour la mise en place d’Actichip, divers outils et protocoles bioinformatiques ont été
développés pour remplir des taches dédiées. Ces outils permettent par exemple de comparer
les séquences de différentes puces entre elles, de reformater un fichier FASTA en modifiant

son entéte ou encore de gérer les fichiers issus de programmes comme GenePix.

10.1 DbFastER

DbFastER « DataBase Fasta HeadER modification » est un outil de modification des entétes
de fichiers FASTA fournis par le NCBI. Il permet ainsi de simplifier les entétes et la lecture
des résultats d'une recherche par le programme BLAST. Cet outil est développé en Tcl/Tk et

comporte une interface minimaliste (Figure 73).

i

Fasta Header Management €e=rmennnnnnnns Gestion des fichiers FASTA

Browse Chargement d'un fichier FASTA
' Reformatage des entétes

Browse

-II _l ] Ajout d'un préfixe
=

---- Welcome to DBFastER 1.0 ----

D atab ase Fasta HeadER modification, a program
to modify fasta header.

Flease use Help button for more informations.
Flease feel free to contact us for arw suggestions

ar bug reports. _ Qe Fenétre de Log
email: j[gan.muller@igbrmc. u-strasbg.fr

-| Reset Log Iﬂl

Figure 73 Interface du programme DbFastER.
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L’utilisation de BLAST pour la recherche de similarité nécessite 1'utilisation de banques de
de séquences au format adéquat, c'est-a-dire au format BLAST. La création de banques de
données au format BLAST est basée sur la conversion d'un fichier de séquences au format
FASTA au moyen du programme formatdb également distribué par le NCBI. Au cours de ce
processus, l'entéte de chaque séquence FASTA est utilisée pour décrire cette séquence dans
un résultat d’une recherche de similarité. Pour une utilisation simplifiée et une analyse plus
rapide des résultats de BLAST, les entétes doivent étre simples et dans 1'idéal contenir
uniquement l'identifiant de la séquence et sa définition, et éventuellement un préfixe pour
préciser la banque de séquences utilisée (par exemple RS pour RefSeq ou UG pour
UniGene...). Cependant, les fichiers de séquences des banques de séquences comme RefSeq

(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/refseq/H sapiens/mRNA Prot) ou UniGene

(ftp://ttp.ncbi.nih.gov/repository/UniGene/Homo sapiens) proposés par le NCBI possedent

des entétes particulieres, qui ne sont pas directement fonctionnelles (Figure 74). J'ai
développé un petit outil qui permet de convertir de fagon rapide et efficace ces fichiers et
éventuellement, d’ajouter un préfixe. Un exemple de ce type de conversion est illustré par la

Figure 74.

Entéte du NCBI

>gi|47078293|ref]NM_001100.3| Homo sapiens actin, alpha 1, skeletal muscle (ACTA1), mRNA.

Entéte modifiée

>RSHUM:NM_ 001100 Homo sapiens actin, alpha 1, skeletal muscle (ACTA1), mRNA

Préfixe pour la banque RefSeq humaine

Figure 74 Exemple de conversion de I’entéte donnée par le NCBI par DbFastER.
Les éléments indiqués en orange sont identifiés et éliminés.
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10.2 GalActicA

Le programme GalActicA pour « Galfile Automatic Annotation » a été developpé dans le
cadre des outils mis en place pour la plateforme de puce Actichip. Cet outil permet la gestion
des fichiers GAL (GenePix Array List) et la gestion des fichiers TSV (Tab Separated Value ou
fichier délimité par des tabulations). La plateforme de puce a ADN utilise les logiciels

d’Axon (http://www.moleculardevices.com) pour créer les plaques, scanner les puces et

analyser les images brutes (logiciel GenePix). Axon utilise et génere un format de fichier
appelé ATF (Axon Text Format) décliné en 2 types de fichiers ; le fichier GAL (GenePix Array
List) et le fichier GPR (GenePix Result). Ce format est caractérisé par une entéte décrivant la
structure des données qui vont suivre et par la liste des données organisées en colonnes
séparées par des tabulations. Ces données peuvent étre des chiffres ou du texte, mais dans ce
cas, elles ne doivent pas contenir de caracteres « spéciaux » («, », «;»...). Cette limitation

peut étre levée par 'utilisation de « guillemets » pour « protéger » le texte.

Le fichier GAL est un fichier texte contenant des informations spécifiques sur la localisation,
la taille et le nom de chaque spot d’une puce. Il contient 'ensemble des informations utilisées
pour la création de la puce. Typiquement les données d'un fichier GAL, en plus des
coordonnées sur la puce (numéro de bloc, de ligne et de colonne), sont le nom (nom de gene
par exemple) et une définition pour le spot. Le fichier GPR est le fichier de résultats
d’analyse de GenePix. Ces 2 types de fichiers peuvent étre édités par des tableurs comme,
par exemple, Excel, mais sont souvent sources d’erreurs et de corruption du format (par

exemple la perte des guillemets).

Le fichier TSV est un type de fichier utilisé couramment par les plateformes de
bioinformatique ou de transcriptomique car elles permettent de stocker plusieurs
informations ordonnées pour un élément (par un exemple un gene) par ligne. Ainsi, les
fichiers d’annotation des éléments des puces a ADN sont souvent distribués sous cette

forme.

La gestion informatique, sur la plateforme de puce a ADN, de ces types de fichiers par un
programme dédié est essentielle pour en garantir la bonne utilisation. GalActicA permet
ainsi d’ajouter et de supprimer les guillemets a une colonne de données, d’ajouter ou de
remplacer une colonne par une autre. Le remplacement d’une colonne permet notammement
de mettre a jour une colonne par de nouvelles données (par exemple une mise a jour des
définitions des genes). La mise a jour ou I'ajout d’une colonne combine les fichiers GAL (ou

GPR) avec un fichier TSV. Outre cette possibilité d’enrichir les informations d’un fichier
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GAL, GalActicA permet également de fusionner 2 fichiers TSV ayant des références

communes.

=1olx]

€ ernemnnnnennee Gestion des fichiers ATE

Browse

Brawse Chargement d'un fichier,
Ajout, suppression de colonnes,
Ajout de guillemets a une colonne

Qrmrrnnnnnnns «== Gestion des fichiers TSV

Chargement d'un fichier TSV,
Ajout, remplacement d'une colonne
dans un fichier TSV ou ATF

Chargement d'un second fichier
TSV, fusion de 2 fichiers TSV

----WWelcome to Galbcticd 1.2 -

& pragram for Gal file Automatic Annaotation.
Please use Help button for moare informations.
Pleaze feel free to contact us for any suggestions
or bug reports.

email: jgan. mulleri@igbme. u-strasba.fr Gssissninssanss Eenétre delog

-

Figure 75 Interface du programme GalActicA.

D’un point de vue informatique, le chargement en mémoire de n'importe quel type de fichier
supporté par le programme met a jour automatiquement son interface pour proposer la liste
des colonnes disponibles. Ceci est rendu possible par lI'implémentation d'un analyseur
syntaxique indépendant des noms de colonnes et des données, et I'utilisation d"un seul point

de référence géré par l'utilisateur via une boite de dialogue.
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10.3 Comparaison de puces

Dans le cadre du développement de notre puce dédiée au cytosquelette, Actichip, nous
avons comparé les résultats d’Actichip avec les résultats d’autres plateformes de puces a
ADN. Pour pouvoir réaliser cette comparaison, il est nécessaire de connaitre la liste des
genes partagés par les plateformes. En conséquence, nous avons développé un certain

nombre de procédures informatiques dont le but est de répertorier les genes en commun.

L’approche choisie combine a la fois une recherche textuelle en comparant des listes
d’identifiants de séquences et une recherche de similarité en comparant les séquences

disponibles pour les différentes plateformes (Figure 76).

Identifiants Puce 1 E Séquences Puce 1

\ ( Intégration Puce 2 ) /

Données initiales 55: > . Banque de séquences
-1Ds _ —
- Séquences FASTA BLAST

BLASTN

Liste d'identifiants Liste de séquences

E_iste compléte des génes communs aux 2 plateformes)

Figure 76 Processus d’intégration et de comparaison des données d’une puce.

Le cadre Orange délimite la zone d‘intégration qui comprend un analyseur syntaxique qui extrait
les identifiants et les séquences associées ainsi qu’'une banque BLAST associée aux séquences
extraites. La comparaison se fait ensuite a 2 niveaux, d'une part, les listes des identifiants des 2
puces sont comparées et d’autre part, les séquences des 2 puces sont alignées et analysées. Au
final, on obtient une liste de génes communs aux 2 puces.
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Les différentes plateformes de puces commerciales fournissent rarement la liste des
séquences sondes utilisées, mais plutot une liste d’identifiants dans les banques nucléiques
(GenBank ou RefSeq). A partir de ces identifiants, nous recherchons les séquences associées

par des requétes SRS.

Les programmes développés permettent d'une part, I'extraction des données importantes
(identifiant de séquence et/ou séquences) par la création de parsers spécifiques a chaque
plateforme, et d’autre part, de comparer leurs identifiants et/ou leurs séquences. La
comparaison de séquences utilise le programme BLAST ainsi que les différents parametres
décrits plus haut comme le pourcentage d’identité et les pourcentages de recouvrement.

Selon le type de plateforme et les types de séquences comparées, les limites seront ajustées.
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Chapitre 11 - Une approche globale : Actinome

« On ne doit pas escamoter l'incompréhensible,
mais non plus s’en servir comme d’une explication. »

Jean Rostand

Le cytosquelette est un systeme complexe composé de multiples familles de protéines dont
certaines interactions avec d’autres membres du cytosquelette sont connues. Cependant, les
implications de ces familles de protéines dans I'établissement du cytosquelette demeurent
souvent inconnues. La génomique comparative cherche a mieux comprendre 1'évolution des
genes et de leurs fonctions. En particulier, les profils phylogénétiques permettent, a partir
d'un bilan de présence/absence dans plusieurs organismes, d’établir des liens entre les

protéines qui ne partagent pas nécessairement de similarité de séquences.

Une étude préliminaire des profils phylogénétiques de l’ensemble des genes du
cytosquelette participe de la réflexion autour de la génomique comparative au sein du
laboratoire. Elle permettra de développer les outils automatiques et les protocoles standards

nécessaires a sa mise en place.

Elle s’articule autour de la banque Actinome qui permettra dans le cadre de cette approche
globale et automatique de fournir l'ensemble des séquences protéiques attachées aux
cytosquelettes. Dans une seconde approche, centrée sur les ARPs (Chapitre 12 - Les Actin-

Related Proteins), elle fournira un sous ensemble de données dédiées.

A terme, cette étude vise a identifier les génes susceptibles de participer, au sein du
cytosquelette, aux mémes complexes protéiques ou a des fonctions proches. Elle devrait
également permettre d’identifier les groupes de genes fonctionnels apparus au cours de

I’évolution représentée par les 41 génomes eucaryotes utilisés (de ’algue a 'Homme).

Pour construire les profils phylogénétiques de 1'ensemble des genes du cytosquelette nous
avons ainsi utilisé le programme Comlcs développé pour I'occasion. Ce programme décrit
dans la partie Matériel et Méthodes (Chapitre 7 - ComlIcs) permet de construire des profils
phylogénétiques a partir de la recherche de similarité dans les banques de séquences

protéiques.
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11.1 Stratégie retenue

11.1.1 Séquences appats et ComlIcs

Les séquences appats considérées dans cette étude correspondent a I'ensemble des 1742

séquences protéiques contenues dans la version 3.0 d”Actinome (6.1.1 Historique).

Comlcs a été paramétré pour rechercher un maximum de séquences dans les banques de
protéines. Ainsi, BLASTP a été utilisée avec une limite d’expect a 10 et un maximum de
séquences alignées et retenues a 5000. La présence d'une séquence dans un organisme est

uniquement décrite si elle vérifie une valeur d’expect inférieure a 10-.
11.1.2 Banques protéiques utilisées

Nous avons utilisé 2 banques de protéines : UniProt qui contient des séquences annotées de
haute qualité (pour la partie correspondant a Swiss-Prot) et RefSeq qui contient des
séquences validées. L'utilisation de 2 banques permet de compenser d’éventuelles lacunes

dans les couvertures de chacune de ces banques pour les différents organismes.
11.1.3 Clustering

Le regroupement ou « clustering » des profils les plus proches a été réalis€ au moyen de 2

méthodes :

* Par une Analyse en Composantes Principale. Cette analyse a été développée par
Nicolas Wicker au sein du laboratoire. L’analyse en composantes principales,
communément appelée ACP, est une méthode statistique multidimensionnelle qui
permet de synthétiser un ensemble de données en identifiant la redondance dans
celles-ci. Dans notre étude, les données correspondent a un tableau de 41 lignes

(organismes) x 1742 colonnes (séquences).

* Par le logiciel DPC (Wicker et al. 2002) pour Density of Point Clustering. 11 est
notamment utilisé au laboratoire pour différentes taches comme le clustering

d’alignement multiples ou de données de puces a ADN.
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11.2 Résultats et discussion

11.2.1 ComlIcs

Le premier résultat de cette analyse est la création et la validation du programme ComlIcs qui
permet la définition de maniere automatique de nombreux profils phylogénétiques.
L’application de ces stratégies au travers de son utilisation a permis d’obtenir les 1742 profils

phylogénétiques.

Cette analyse automatique nécessite pour chaque mise a jour 8710 fichiers répartis pour
chaque banque (UniProt et RefSeq) en 1742 fichiers BLAST et 1742 fichiers « .report ». A cela
s’ajoute 1742 fichiers «.report» pour la fusion des résultats des 2 banques. Ces fichiers
représentent environ 2 Go de données stockées sur les serveurs. Au niveau du temps de
calcul, 'ensemble des BLASTP peut étre réalisé en 48H et ’analyse d"un seul de ces BLASTP
peut prendre entre 10 secondes et 10 minutes (pour les BLASTPs les plus importants) sur les
machines les plus puissantes disponibles (notamment star, voir le chapitre 5.1.1 IGBMC). Les

résultats présentés ici concernent la derniére mise a jour effectuée en juin dernier.

L'interface graphique est capable de supporter les 1742 profils simultanément et permet la
réalisation des différentes taches (tris, mises a jours) dans des temps rapides. Ceci valide les
différents choix de programmation décrits dans la partie Matériel et Méthodes (Chapitre 7 -

Comlcs).
11.2.2 Bilan général de cette analyse

Dans un premier temps, dans le but de mieux comprendre les objets que nous manipulons,

nous avons analysé les résultats de maniere globale.

En lien avec la stratégie établie par défaut dans Comlcs, nous avons délibérément paramétré
le programme BLASTP dans le but de détecter un maximum de séquences dans les banques
de protéines. Les valeurs limites d’expect (option —e du BLAST) et du nombre de séquences
alignées (options —v et -b du BLAST) ont été définies de maniére a ce qu’elles soient le moins
restrictives possible. Les parametres sont donc pour l'expect et le nombre de séquences
retenues, de 10.0 et 5000 respectivement. La présence d'une protéine dans un organisme est
définie dans une premiere approche par l'utilisation de la valeur d’expect. Ce seuil a été
placé a 10° par défaut. L'utilisation de différents seuils pour les valeurs d’expect nous

permet d'un coté d’étre plus spécifique (E= 10?) et de ’autre de conserver les résultats d'une
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recherche exhaustive par le programme BLASTP (ces alignements de séquences pourront

étre questionnés par la suite).

L’utilisation de 2 banques de séquences protéiques (UniProt et RefSeq) est issue des
observations effectuées lors d’analyses préliminaires et qui montraient ’absence de certaines
protéines dans l'une ou l'autre banque. Ainsi, leur association nous permet de couvrir un
plus grand nombre de protéines des organismes a génome complet retenus pour cette étude.
La comparaison du nombre total de séquences détectées par les BLAST effectués sur
I'ensemble des 1742 protéines en fonction des organismes et dans chacune des 2 banques,
nous permet de mieux comprendre les différences de résultats observées (Figure 77). Il faut
d’abord noter que ces chiffres sont a prendre avec beaucoup de précaution puisqu’ils
représentent les résultats de la recherche d'un groupe de séquences tres particulier, les
protéines du cytosquelette, qui recouvrent des fonctions a la fois treés anciennes et tres
récentes et dont les profils de présence/absence peuvent étre tres variés. Ainsi, une détection
de peu de séquences dans un organisme peut refleter la faible représentativité de cet
organisme dans la banque ou le fait qu’il existe peu d’homologues des protéines du
cytosquelette dans cet organisme. Néanmoins, la comparaison d'une banque par rapport a
l'autre nous permet de lever en partie ce type d’ambiguité. Par exemple, la distribution
générale du nombre de séquences semble étre comparable, puisque les organismes les mieux
décrits dans la littérature sont les mieux représentés dans les 2 banques (’homme, la souris,
la mouche, le poisson zebre, arabidospis et le riz). La différence est focalisée sur certains
organismes en particulier ; '’homme est mieux représenté dans UniProt alors que la souris
I'est beaucoup plus dans RefSeq. Ceci est du au nombre plus important de séquences

prédites de la souris dans RefSeq.

Certains organismes ne sont pas représentés dans RefSeq; c’est le cas pour Tetraodon
nigroviridis, ~Caenorhabditis briggsae, Debaryomyces hansenii, Cryptococcus neoformans,
Thalassiosira pseudonana, Tetrahymena thermophila et Cyanidioschyzon merolae. Cette observation
est compréhensible, dans certains cas, comme celui de Tetrahymena thermophila, dont le
génome est moins bien annoté, mais pose un probleme pour les autres. A l'inverse, RefSeq
semble plus complet sur certains organismes comme 1'abeille (Apis mellifera), le rat, le poulet

et 'oursin (Strongylocentrotus purpuratus).
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Figure 77 Nombre de séquences détectées au total pour chaque organisme.

Nombre de séquences détectées au total dans les 1742 BLASTPs par organisme en considérant une
valeur d’expect de 1073 pour chacune des 2 banques utilisées. Les fléches rouges indiquent pour la
banque UniProt les organismes les moins représentés et pour RefSeq les organismes absents. Liste
des organismes et des abrégés correspondants présentés de gauche a droite sur l'axe des
organisme : Homo sapiens (HUMAN), Mus musculus (MOUSE), Rattus norvegicus (RAT),
Gallus gallus (CHICK), Xenopus tropicalis (XENTR), Tetraodon nigroviridis (TETNG),
Brachydanio rerio (BRARE), Takifugu rubripes (FUGRU), Ciona intestinalis (CIOIN),
Strongylocentrotus purpuratus (STRPU), Drosophila melanogaster (DROME), Anopheles
gambiae (ANOGA), Apis mellifera (APIME), Caenorhabditis elegans (CAEEL), Caenorhabditis
briggsae (CAEBR), Schizosaccharomyces pombe (SCHPO), Saccharomyces cerevisiae
(YEAST), Candida albicans (CANAL), Candida glabrata (CANGA), Kluyveromyces Ilactis
(KLULA), Ashbya gossypii (ASHBA), Debaryomyces hansenii (DEBHA), Yarrowia lipolytica
(YARLI), Aspergillus fumigatus (ASPFU), Neurospora crassa (NEUCR), Cryptococcus
neoformans (CRYNE), Encephalitozoon cuniculi (ENCCU), Dictyostelium discoideum
(DICDI), Entamoeba histolytica (ENTHI), Thalassiosira pseudonana (9STRA), Trypanosoma
cruzi (TRYCR), Leishmania major (LEIMA), Plasmodium falciparum (PLAFA),
Cryptosporidium parvum (CRYPV), Cryptosporidium hominis (CRYHO), Theileria parva
(THEPA), Tetrahymena thermophila (TETTH), Giardia lamblia (GIALA), Arabidopsis thaliana
(ARATH), Oryza sativa (ORYZA) et Cyanidioschyzon merolae (CYAME).

0.0

Organisti 0.0

Une premiere conclusion de cette analyse réside dans l'importance de l'utilisation des 2
banques de protéines disponibles. Leur complémentarité permet de couvrir au maximum le
protéome de chaque organisme afin d’assurer la détection d’au moins un homologue (s’il

existe) dans un organisme.

Une valeur d’expect égale a 10° est en général une limite acceptable pour assurer un lien
entre 2 séquences alignées par le programme BLASTP. Cependant, l'organisation en

domaines de certaines familles de protéines peut fausser ces résultats. Afin de mieux
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observer l'effet de la valeur d’expect retenue comme significative sur la décision de la
présence ou de l'absence d’une protéine dans un organisme, nous avons fait varier la limite
de décision entre 10 et 10'%°. Les 1742 profils ont été affichés et classés en fonction de la
distance euclidienne appliquée sur le profil de la séquence ACT0004 correspondant a une
isoforme d’actine présente dans tous les organismes. Les profils sont ainsi classés du plus
complet (présent chez tous les organismes) au moins complet (présent uniquement chez

I’homme) (Figure 78).

Les zones les plus rouges correspondent aux parties des profils qui restent identiques
quelque soit la valeur d’expect utilisée (Figure 78). Elles dénotent de la détection constante
dans les résultats du BLASTP, d’homologues ayant une valeur d’expect tres faible (10-1%).
C’est le cas, par exemple, des zones 1 et 2 (voir Figure 78 B). Les profils de la zone 1
correspondent aux protéines les plus fortement conservées dans l'ensemble des organismes
comme les actines, les tubulines ou certaines myosines. Les profils de la zone 2 sont ceux

conserveés chez les métazoaires et plus particulierement les organismes vertébrés.

Liste des 1742 profils
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Figure 78 Impact de la valeur d’expect du BLASTP dans la détection des séquences.
(A) Schéma général représentant les valeurs d’expect a partir desquelles la détection de la
présence d'un homologue dans un autre organisme est effective. La Iégende est indiquée a droite.
(B) Vue réduite et annotée des différentes zones de la partie (A).
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Les zones bleues foncées correspondent aux parties des profils qui ne détectent aucune

séquence pour les organismes considérés. C’est le cas de la zone 3 de la Figure 78 B.

Enfin la zone 4 correspond a une zone d’incertitude ou I'affirmation de la présence d'un

homologue de la protéine considérée dans un organisme n’est pas certaine.

On peut remarquer, sans que cela soit réellement une preuve, que I'utilisation de I'expect 10
est possible dans une premiere approche pour déterminer les profils phylogénétiques des
organismes eucaryotes puisque la majorité des séquences ont des expects supérieurs a 10°.

Cependant pour certaines zones ou familles de protéines ceci ne sera pas suffisant.
11.2.3 Analyse intégrée des clusters

Dans le cadre d’une analyse plus avancée des 1742 profils phylogénétiques, nous avons
introduit une étape supplémentaire. Cette étape consiste a définir des groupes ou des
clusters contenant les profils phylogénétiques les plus proches. L'utilisation de 2 méthodes
de clustering développées par Nicolas Wicker au laboratoire, 'une basée sur une ACP et
I’autre sur le programme DPC (Density of Point Clustering), a permis d’obtenir respectivement
13 et 64 clusters. La comparaison des 64 clusters obtenus par DPC montre une tendance a la
surestimation du nombre de clusters sur ce jeu de données. En effet, beaucoup de clusters
sont redondants et contiennent des profils trés proches. Au contraire, I'analyse par ACP
semble caractériser un nombre de clusters plus proche de la réalité. Seul un cluster semble
abérrant en regroupant 2 profils tres distincts et 2 clusters pourraient étre fusionnés sur la

vue de la proximité de leurs profils respectifs.

L’analyse du contenu des clusters et leur interprétation n’en est encore qu’a un stade
préliminaire mais cependant, un certain nombre de points semblent se dégager. Le nombre

de profils ou de protéines est relativement différent (Tableau 11).
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Numéro de cluster  Nombre de protéines

Cluster 0 97
Cluster 1 107
Cluster 2 103
Cluster 3 385
Cluster 4 93
Cluster 5 265
Cluster 6 40
Cluster 7 119
Cluster 8 72
Cluster 9 168
Cluster 10 231
Cluster 11 60
Cluster 12 2

Tableau 11 Nombre de protéines par cluster.
Les 13 clusters obtenus par le clustering par ACP sont indiqués avec leur nombre de profils ou de
protéines.

La composition des différents clusters est relativement homogene (Figure 79) du point de
vue des différents profils regroupés et des protéines ou fonctions qu’ils représentent. Ainsi,
certains types de profils sont clairement définis. Par exemple, le cluster 3 contient les
protéines universelles, le cluster 5 est composé de profils restreints aux métazoaires. Le
cluster 8 est clairement spécifique des organismes vertébrés. Le cluster 9 propose des profils

dont les protéines sont absentes des parasites et des algues.
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plakophiline, les caténines alpha) et dans des fonctions liées au muscle (les troponines, les

tropomyosines), des fonctions exclusivement observées dans les organismes multicellulaires.

11.3 Les limites d’une telle approche

Bien que ces analyses soient prometteuses, certains problemes ou limitations sont néanmoins
apparus. Ces problemes doivent étre résolus ou minimisés pour obtenir automatiquement
des profils phylogénétiques de grande qualité. Cette étape est essentielle afin de pouvoir
analyser cette grande quantité de données. En particulier, les familles de protéines tres
conservées (actine) ou qui contiennent de longs domaines (protéines moteur) ou motifs
(coiled-coil) conservés posent des problemes de détection de faux positifs. La superfamille
des actines est un exemple clair dont les profils phylogénétiques montrent une présence

ubiquitaire (Figure 80).

Actines ARPs actin-like

Figure 80 Profils phylogénétiques des membres de la superfamille des Actine.
Extrait du cluster 3 contenant les membres de la superfamille des actines
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L’actine est connue pour son extréme conservation de séquence et sa présence dans
I'ensemble des organismes eucaryotes. Cette distribution universelle n’est pas
nécessairement partagée par les autres membres de cette famille comme les Actin-Related
Protein (Goodson et al. 2002). L’analyse détaillée des résultats de la recherche de similarité
montre effectivement la complexité de ce type de famille puisque ce sont pres de 800
séquences qui sont simplement détectées avec une valeur d’expect inférieure a 10°. Au-dela
du nombre important de séquences détectées, le probleme vient de l'impossibilité de
différencier certaines actines éloignées ou orphelines d’'une ARP1, sur la seule base de la
valeur d’expect. Dans le but de mieux répondre a ce type de problématique et de définir les
véritables profils phylogénétiques de cette famille de protéines, une étude plus approfondie

a été réalisée et est décrite dans le chapitre suivant (Chapitre 12 - Les Actin-Related Proteins).

Les faux négatifs sont également problématiques dans la définition des profils. Ils incitent a
croire a tort en l'absence d’une protéine dans un organisme. Ce probléeme n’est pas
directement lié aux caractéristiques des familles de protéines. En effet, une des raisons
possibles est la mauvaise couverture des protéomes de certains organismes dans les banques
protéiques. Toutefois, ce probleme n’est pas irréversible car plusieurs solutions existent. La
premiere consiste a attendre que les banques de protéines soient complétées au fur et a
mesure des nouvelles versions. Cette solution n’est cependant pas tres satisfaisante. La
seconde solution consiste a revenir aux sources de 'information, c'est-a-dire le génome. En
effet, la validité d’une absence ne peut etre assurée que par une recherche exhaustive
directement dans le génome des organismes considérés. Cependant, ce type d’approche
implique que 'on soit a méme de différencier automatiquement les différents homologues

d’un gene ou I'éventuelle présence de pseudogene.

11.4 Conclusion et perspectives

Ce travail préliminaire a permis de développer une plateforme d’analyse de génomique
comparative sous la forme d'un programme (Comlcs) capable de créer des profils
phylogénétiques et de les analyser. Nous avons ainsi appliqué cette plateforme aux protéines
du cytosquelette décrites dans la version 3.0 de la banque Actinome. Sur la base des valeurs
d’expect et l'utilisation des banques UniProt et RefSeq, 1742 profils phylogénétiques ont pu
étre établis de maniere automatique dans 41 génomes eucaryotes. L’analyse de la derniere
mise a jour de ces profils phylogénétiques en est encore a un stade préliminaire, mais un

certain nombre de points ont pu étre traités et des problemes identifiés.

Dans notre cas, nous avons utilisé une valeur d’expect de 102 ce qui est peu restrictif mais a

permis d’obtenir des résulats relativement cohérents. L’analyse des clusters de profils
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requiert encore un travail important de validation et d’interprétation. L’interprétation sera
effectuée en couplant des informations issues de 1'expertise des biologistes au laboratoire et
de I'enrichissement en annotations diverses comme les termes GO, les voies métaboliques ou
de signalisation (KEGG). Cette analyse devra permettre de révéler des grands mouvements
dans l’évolution des cytosquelettes, comme par exemple, 'apparition de telle ou telle
fonction dans les vertébrés. Elle devra également révéler des associations entre certaines

protéines co-présentes dans les mémes organismes.

Dans toute expérience biologique ou bioinformatique, seule la présence d’un signal doit étre
considérée. En effet, I’absence de signal ne refléte pas forcément un non-signal mais parfois
une limitation de la technique ou des données utilisées. Dans le contexte de la génomique, la
présence d’une protéine (ou la fonction qu’elle représente) dans un organisme est liée a la

detection d’une similarité.

Bien que l'utilisation des valeurs d’expect soit préconisée pour les procaryotes et pour S.
cerevisiae leur utilisation peut poser un certain nombre de problemes (Snitkin et al. 2006). Les
profils phylogénétiques restent difficilement applicables ou tout du moins limités dans le
cadre d’une analyse automatique (Snitkin et al. 2006). Il est ainsi important de connaitre les
limites de chaque technique et de définir des criteres bornés en fonction de ce que 1'on veut
faire. Comlcs permet également d’utiliser le pourcentage d’identité et/ou le recouvrement
pour discriminer les différents résultats. Une approche combinée de l’ensemble de ces

parametres pourront sans doute affiner les résultats.

Dans le cadre de familles de protéines tres conservées, comme le cytosquelette en contient, la
présence d’une protéine peut étre faussement révélée. Une connaissance plus approfondie de
ces familles de protéines doit alors étre utilisée pour discriminer les résultats. Cependant ce
type d’information est rarement connu ou disponible. L’alignement multiple peut alors étre
un filtre intéressant pour enrichir les informations disponibles. Ce travail constitue le point
de départ de I'analyse approfondie de la superfamille des actines. Cette nouvelle analyse,
décrite dans le prochain chapitre, s’inscrit dans la stratégie générale du laboratoire a savoir
une compréhension des limitations des analyses automatiques en bioinformatique couplée a
des solutions manuelles fines qui devront conduire a l'amélioration des traitements

automatiques initiaux.

Un autre probleme majeur représenté par les faux négatifs et nécessitent 1'intégration d'un
niveau de recherche supplémentaire, la recherche dans les génomes. Nous avons déja
développé dans Comlcs les étapes initiales de l'intégration de ce niveau, avec la possiblité
d’effectuer des recherches dans les 41 genomes complets (par le programme TBLASTN). La

mise a disposition des séquences des génomes complets et leur mise a jour a été le fruit d'une

187



Résultats - Chapitre 11 - Une approche globalginame

collaboration avec la plateforme de bioinformatique de Strasbourg. Un protocole de
détection automatique des séquences dans les génomes devra encore y étre intégré pour

parfaire la définition des profils phylogénétiques.

Un nombre important de développements peut encore étre attaché a la plateforme Comlcs.
L’intégration de la recherche génomique en est un. Une approche utilisant plusieurs
séquences intiales issues de plusieurs organismes éloignés permettrait de s’abstraire des
problemes de détection liés a l'utilisation d'une seule séquence d'un organisme en
particulier. L’intégration des outils récents, comme MACSIMS (Thompson et al. 2006)
combinant I'alignement multiple et la détection automatique des domaines peut également

aider a valider la présence des protéines dans certains organismes.
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Chapitre 12 - Les Actin-Related Proteins

« Rien en biologie n'a de sens, si ce n'est a la lumiére de I'évolution »

Theodosius Dobzhansky

Les Actin-Related Proteins ou ARPs sont des membres d’une large famille de protéines
homologues nommée superfamille des actines. Cette superfamille constitue le coeur du
cytosquelette d’actine. Elle est caractérisée par une conservation importante des séquences
qui la compose a la fois au sein d’'un méme organisme, mais également entre les séquences
d’organismes distincts. Cette conservation de séquences constitue un véritable bruit de fond
dans les recherches de similarité. Ce bruit de fond devient un probleme pour clairement
distinguer les ARPs entre elles ou méme une ARP d’une actine. Comme nous l’avons dans le
chapitre précédent, une autre conséquence est la création de profils phylogénétiques erronés
par la détection de faux positifs. Cette famille de protéines pose donc de nombreux

problémes bioinformatiques nécessitant un traitement particulier.

Ce travail a donné lieu a une publication en 2005 (Muller et al. 2005) présentée a la fin du
chapitre. Apres la présentation de la superfamille des actines, je présenterai les données
obtenues et préciserai certaines hypothéses émises au moment de la publication. Je discuterai

également de certains aspects de l"utilisation du serveur web ARPAnno.

12.1 La superfamille des Actines

La superfamille des actines est une famille essentielle du cytosquelette d’actine. Cette
superfamille est constituée des actines a proprement parlé, des Actin-Related Proteins (ARP)
et de plusieurs Actin-Like Proteins (ALP). Les ALPs bien que de plus en plus nombreuse
sont souvent spécifiques d’un seul organisme et ne seront pas traitées dans ce manuscrit
(Chadwick et al. 1999; Eichinger et al. 2005; Gordon et al. 2005; Kuribara et al. 2006). Elles sont

souvent assimilées a des membres orphelins de la superfamille.

La molécule d’actine constitue le composant principal des microfilaments. L’actine est une
protéine ubiquitaire de 375 acides aminés trouvée dans tous les organismes vivants. Selon les
organismes, il peut exister une ou plusieurs isoformes ; 'Homme par exemple dispose de 6

isoformes qui sont exprimées de fagon tissu spécifique (Khaitlina 2001) (Tableau 12).
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Définition Nom de géne HUGO Numéros d’accession (RefSeq)
actin alpha 1 skeletal muscle ACTA1 NM_001100
actin alpha 2 aortic smooth muscle ACTA2 NM_001613
actin beta ACTB NM_001101
actin alpha cardiac muscle ACTC NM_005159
actin gamma 1 ACTG1 NM_001614
actin gamma 2 enteric smooth muscle ACTG2 NM_001615

Tableau 12 Liste des isoformes d’actine chez I'homme.

Une des caractéristiques principales des actines réside dans l’extréme conservation des
séquences a la fois intra-especes, puisque les isoformes partagent de 93 a 99% d’identité, et a
la fois inter-especes puisque par exemple 'actine alpha de muscle squelettique humaine est

strictement identique a celles de la souris, du rat, du beeuf et du lapin.

Au niveau nucléique, la conservation est également tres importante puisque les ARNm des
différentes isoformes d’actine chez 'homme partagent jusqu’a 99% d’identité sur leurs
parties codantes (CDS) (Tableau 13). Cette caractéristique constitue notamment une difficulté
lors du choix de sondes effectué lors de la réalisation de la puce a ADN Actichip (Chapitre 14

- Actichip une puce dédiée au cytosquelette).

Gene Taille (bases) % identité % recouvrement % identité
MRNA MRNA CDS/mRNA CDS

ACTA1 1509 100,00% 100,00% 100,00%
ACTB 1793 86,00% 61,29% 97,43%
ACTG1 1919 86,00% 57,22% 97,34%
ACTC 1512 85,00% 68,32% 91,09%
ACTG2 1345 84,00% 83,57% 99,38%
ACTA2 1330 85,00% 80,68% 94,70%
Moyenne 87,67% 75,18% 96,66%

Tableau 13 Pourcentage d’identité (au niveau nucléique) des différentes isoformes
d'actine chez I'homme.

Les pourcentages d'identité ont été calculés a la fois sur la partie codante (la partie la plus
conservée) et sur la séquence compléte des ARNm. Les pourcentages d’identité ont été caclulés en
utilisant une seule et méme référence, l'actine de muscle squelettique humaine (ACTA1l). La
fraction de la partie alignée entre la séquence de l'isoforme d‘actine et la référence est exprimée
par le recouvrement.

Cette grande identité de séquence est d’autant plus intéressante qu’elle se traduit par la
conservation au cours de l'évolution d’une méme architecture structurale appelée « actine

fold » (Figure 81) (Bork et al. 1992; Holmes et al. 1993; Kabsch et al. 1995). L’actine fold

consiste en 2 domaines organisés autour d’une poche centrale de fixation de 'ATP.
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b (4)

b (3)

Figure 81 Structure de I'actine.

La structure tridimensionnelle de l'actine représentée est celle de la levure S. cerevisiae (code
PDB 1lyag) dans son orientation standard. Les 4 sous domaines sont représentés ; Ia ou 1 en bleu,
IIa ou 2 en jaune, Ib ou 3 en rouge et IIb ou 4 en vert. La molécule d’ATP est représentée en gris
foncé en position centrale dans la poche de fixation du nucléotide.

Les 2 domaines nommés I et II sont divisés en 4 sous-domaines; Ia ou 1, IIa ou 2, Ib ou 3 et
IIb ou 4 (Figure 81). Les domaines 1 et 3 définissent la face de la molécule présentée a
I'extrémité barbée d'un filament d’actine alors que les domaines 2 et 4 définissent 1'extrémité

pointue du filament (voir 1.2.1 Les filaments d’Actine).

L’actine est une protéine du cytosquelette qui possede un nombre important de partenaires.
Le répertoire des ABP est composé de plusieurs architectures structurales déclinées dans
plusieurs familles de protéines différentes avec des effets différents sur I’actine (Van Troys et
al. 1999). Une des faces de contact majeures de l'actine avec ses partenaires est la cavité
hydrophobe (revue dans (Dominguez 2004)). Cette partie de la molécule est notamment
responsable de la fixation de la gelsoline, de la Vitamin D-binding protein (DBP), des actin-
depolymerizing factor/cofilin (ADF/cofiline), de la protéine ciboulot et des interactions

actine-actine dans les microfilaments.
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(a) Actin-Gelsolin (b) Actin-Ciboulot €} Actin-Kabiramide C
(1EQY) (1SQK) (1a25)

{1KXP)

Figure 82 La cavité hydrophobe, une interface de fixation avec les ABPs.

(A) Mise en évidence des interactions existantes entre l'actine et certaines ABPs (gelsoline, Vitamin
D-binding protein, ADF/cofiline, ciboulot et des interactions actine-actine) au travers de la cavité
hydrophobe (Dominguez 2004). (B) Mise en évidence des régions participant a la définition de la
clé hydrophobe (rouge). La partie C-terminale (orange) pourrait également participer a la définition
de cette région (Dominguez 2004).

12.2 Les ARPs

Les ARPs sont des protéines similaires a I'actine retrouvées dans plusieurs organismes. La
classification unifiée des ARPs a été proposée en 1994 par Schroer et al. (Schroer et al. 1994) et
complétée en 1997 par Poch et Winsor (Poch et al. 1997). Cette seconde étude est basée sur la
séquence complete du génome de la levure S. cerevisiae et a permis de définir 10 sous-familles
d’ARP. Cette classification s’appuie sur les pourcentages d’identité et de similarité des
différentes ARPs par rapport a une séquence d’actine conventionnelle. Ainsi, ARP1 est la
séquence la plus proche de 'actine alors qu”ARP10 en est la plus éloignée. En 1997, seules les
ARP1 a 3 étaient définies par plusieurs séquences issues de différents organismes. Les
familles d’ARP4 a 10 étaient basées sur uniquement 1 ou 2 séquences. Ces familles ont été
depuis validées a plusieurs reprises dans des organismes modeles différents (Eckley et al.
1999; Harata et al. 2001, Goodson et al. 2002). A ce jour, cette classification semble se
maintenir. Une seule nouvelle famille d’ARP, ARP11, a été identifiée par Eckley et al. chez les

métazoaires (Eckley et al. 1999). ARP11 est, a I'image d’ARP10, tres éloignée de l'actine. Il
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faut également noter qu’ARP7, ARP9 et ARP10 sont uniquement présents dans les

champignons (comme S. cerevisiae).

A la vue de la proximité de séquences des ARPs avec l’actine, il était raisonnable de penser
que l'architecture structurale (actine fold) soit également conservée. Ceci a été vérifié
récemment pour ARP2 et ARP3 dont les structures ont été résolues dans plusieurs états
(Robinson et al. 2001; Volkmann et al. 2001; Nolen et al. 2004; Rodal et al. 2005) (Figure 83).
Cette conservation est d’autant plus intéressante que certaines ARPs possedent des
insertions de séquences plus ou moins conséquentes (de 10 a quelque centaines de résidus).
Ces insertions, initialement observées chez S. cerevisize (Poch et al. 1997), ne sont pas
identifiées clairement pour chaque sous-famille d’ARP et leurs fonctions sont encore
inconnues. Néanmoins, la présence d’insertions chez les ARPs peut d"une part, constituer un
élément distinctif par rapport aux actines, et d’autre part, conférer une certaine plasticité a

I"actine fold.
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Actine ARP2 ARP3

Figure 83 Comparaison des structures de I'actine, ARP2 et ARP3.
(A) Structure de l'actine de muscle squelettique de lapin (code PDB 1ATN). (B) ARP2 (code PDB
1K8K). Les sous domaines 1 and 2 ne sont pas présents dans la carte de densité électronique et
ont ainsi été modélisés a partir de I'actine et positionnés en fonction de la structure du complexe
ARP2/3. (C) ARP3 (code PDB 1K8K). Les insertions sont matérialisées en vert. Les zones absentes
des cartes de densité sont en pointillées (adapté de (Robinson et al. 2001)).

D’un point de vue fonctionnel, les ARPs sont impliquées a la fois dans des mécanismes
classiques du cytosquelette (nucléation et transport) et dans des mécanismes totalement
différents, comme la régulation de la transcription. Ces nouvelles fonctions permettent

d’étendre la palette des possibilités du cytosquelette d’actine.

Ainsi, on retrouve ces protéines a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau. ARP1-3 et, plus
récemment ARP10 et ARP11 sont essentiellement localisées dans le cytoplasme (Schafer et al.
1999; Machesky et al. 2001, McKinney et al. 2002). On les qualifie alors d’ARPs
cytoplasmiques. A l'opposé, les ARP4-9 sont qualifiées d’ARPs nucléaires car elles sont

localisées majoritairement dans le noyau de la cellule. Elles participent notamment a des
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fonctions comme le remodelage de la chromatine et la régulation de la transcription (Weber

et al. 1995; Grava et al. 2000; Harata et al. 2000; Olave et al. 2002; Blessing et al. 2004).

Les ARPs sont rarement monomériques et jouent souvent un role prépondérant au sein de
complexes multi-protéiques. Elles sont en général associées par paires. Ainsi, ARP1 et ARP11
sont des constituants du complexe dynactine (composé de 11 sous-unités) impliqué dans le
transport de cargos et d’organelles le long des microtubules (Eckley et al. 1999; Eckley et al.
2003). ARP2 et ARP3 sont les principaux constituants du complexe de nucléation des
microfilaments. Le complexe ARP2/3 contient 7 sous unités. Pour les ARPs nucléaires, les
combinaisons sont un peu plus complexes puisque autour d’ARP4, on associera différents
partenaires en fonction de l'organisme et du complexe (Tableau 14). ARP4 est donc co-
présent avec ARP5 et ARPS, avec ARP6 et avec I’actine. Bien que le role des ARPs nucléaires
soit encore peu connu, elles sont cependant essentielles a l'activité enzymatique des
complexes auxquelles elles appartiennent (Galarneau et al. 2000; Gorzer et al. 2003; Shen et al.
2003). ARP7 et ARP9 ont également été décrits comme des partenaires obligatoires chez S.
cerevisize mais leur activité n’est pas essentielle au complexe RSC (Remodel the Structure of
Chromatin) (Szerlong et al. 2003). A l'inverse des ARPs cytoplasmiques, les mécanismes
fonctionnels des ARPs nucléaires et leur emplacement dans les complexes n’ont pas encore
été élucidés.

L’analyse de la famille des ARPs est un exemple des difficultés existantes en
bioinformatiques pour caractériser un ensemble de protéines. C’est une famille extrémement
intéressante qui autour d'une architecture spatiale commune a su développer au sein de la

cellule des fonctions diverses et majeures.
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Tableau 14 Les différentes associations d’ARPs dans les complexes nucléaires.

L'ensemble des données sont extraites des publication suivantes (Cairns et al. 1998; Papoulas et al. 1998; Peterson et al. 1998; Zhao et al. 1998;
Galarneau et al. 2000; Ikura et al. 2000; Nie et al. 2000; Shen et al. 2000; Fuchs et al. 2001; Kuroda et al. 2002; Olave et al. 2002; Kitagawa et al.
2003; Mizuguchi et al. 2004; Mohrmann et al. 2004; Cai et al. 2005).

Organisme Type Complexe actine ARP4 ARP5 ARP6 ARP7 ARP8 ARP9

S.cerevisiae chromatin remodeling complex SWI/SNF
RSC
Ino80
SWR1

complexe HAT NuA4

D.melanogaster  chromatin remodeling complex BAP
PBAP

H.sapiens chromatin remodeling complex ~ BAF, SWI/SNF-A

SWI/SNF (bBAF)
PBAF (SWI/SNF-B)
WINAC
p400
SRCAP

complexe HAT TIP60 _
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12.3 L’alignement multiple de séquences completes

Comme nous l'avions envisagé suite a 'étude globale des profils phylogénétiques (Chapitre
11 - Une approche globale : Actinome), afin de mieux comprendre la famille des ARPs et
pour caractériser chacune des sous-familles, nous avons décidé de construire un alignement
multiple des séquences completes de toutes les ARPs disponibles et de nombreuses actines et
actine-like. Cet outil nous permet d’intégrer les caractéristiques majeures d'une famille de
protéines comme l'organisation en domaines des protéines, la distribution des insertions et
des délétions, la conservation de résidus a des positions particulieres, et la diversité des

organismes disponibles (Lecompte et al. 2001).

Dans ce but, nous avons recherché de maniere exhaustive l'ensemble des séquences
similaires dans les banques de protéines a partir de plusieurs séquences d’ARP et d’actine
distinctes et d’organismes aussi variés que la drosophile, la levure et 'homme. Dans ce type
de recherche, le probleme du bruit de fond lié a la forte similarité devient un avantage et

nous permet d’étre le plus complet possible.

Les séquences ainsi extraites sont alignées par PipeAlign (Plewniak ef al. 2003) afin de
constituer un seul alignement multiple de séquences completes. Cet alignement multiple,
appelé ARP-MACS, a ensuite été corrigé manuellement en tenant compte des structures
secondaires pour obtenir un alignement de haute qualité. L’alignement des ARPs est

disponible sur le site http://bips.u-strasbg.fr/ARPAnno/ARPMACS.html.

ARP-MACS contient 692 séquences dont 148 ARPs. Ces 148 ARPs sont a comparer aux 29
séquences disponibles en 1997 (Poch et al. 1997). L’analyse de ces 148 ARPs a révélé la

consistence de la classification unifiée.
12.3.1 Caractérisation des sous familles

Le bilan des insertions et délétions par rapport a la séquence d’actine humaine prise comme
référence est déterminé pour chaque sous-famille d’ARPs (cf Figure 2 de I'article (Muller et
al. 2005)). Ce bilan des indels mais également des résidus caractéristiques par famille a de
nombreuses retombées : la compréhension de 'evolution séquence/structure de la famille,
une base solide pour faire un profil de présence/absence, une base pour le développement

d’ARPAnno... Il est emblématique des possibilités offertes par ce type d’études.

Ce bilan a mis en évidence le nombre important d’insertions et le nombre réduit de délétions.

D’un point de vue fonctionnel, ces insertions peuvent étre capitales et définir de nouveaux
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domaines. Cependant, a ce jour, aucune donnée bioinformatique ou biologique n’a encore

permis d’élucider précisément les fonctions de ces insertions/délétions.

La distribution de ces insertions sur la séquence de référence a montré leur compatibilité
avec la conservation de 'actine fold car elles sont souvent localisées dans des boucles situées
sur les faces extérieures de la molécule et un regroupement en 4 points chauds. Ces points

chauds constituent a priori des zones de plasticité plus importante de 1’actine fold.

Ce bilan a permis également de déterminer les insertions propres a chaque sous-famille.
Complété par la détermination de résidus discriminants pour certaines familles, ces 2 bilans
(insertions et résidus discriminants) déterminent un ensemble de connaissances essentielles

pour caractériser et filtrer chacune des sous-familles d’ARP.

Ce filtre de connaissances est la base a partir de laquelle nous avons pu définir ARPAnno
(voir Chapitre 8 - ARPAnno). ARPAnno est un serveur d’annotation des séquences proches
de I'actine. Il permet de déterminer, au moyen d’un score et la consultation d’un alignement
multiple, a quelle sous-famille appartient une séquence soumise. Cet outil est devenu un
moyen efficace pour intégrer I'ensemble des connaissances recueillies sur les sous-familles
d’ARPs. Ainsi, nous avons mis a profit la richesse des séquences recherchées dans les

banques de séquences, la qualité de I’alignement multiple et le filtre de connaissances.
12.3.2 Les profils phylogénétiques

Les profils phylogénétiques des ARPs et des actines posent un certain nombre de problémes
par lintroduction de faux positifs, comme nous avons pu le dire précédemment. La
détermination des profils phylogénétiques réels des ARPs a permis de dégager plusieurs

enseignements généraux.
* Premierememt, l'utilisation de I’alignement est un filtre nécessaire et fonctionnel.

* Deuxiemement, la validation des présences et absences dans les genomes est

possible mais fastidieuse.

» Troisiemement, les ARPs constituent un exemple probant de la corrélation possible

entre les profils phylogénétiques et leur biologie.

Ainsi, la caractérisation des séquences d’ARPs au moyen de l'alignement multiple, nous a
permis de déterminer dans les banques de protéines la distribution des différents types
d’ARP par organisme. Néanmoins, pour déterminer de maniere fine leurs profils

phylogénétiques, il est nécessaire de valider leur présence/absence dans les différents
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génomes complets disponibles. ARPAnno a été mis a profit a chaque étape de cette

validation en discriminant les séquences prédites dans les différents génomes.

La comparaison entre les profils initiaux déterminer en automatique et ceux obtenus dans le
cadre de cette étude, illustre la différence flagrante (Figure 84 et Figure 85) qui existe entre

les 2 types de profils.

CRY DY | | | | .-
CRYHO 1| | | ||| ..
THEDZA N | 5| | | ..
TETTH 5| | | | .
(ST AT, A | .
ARATH 0| 5| | | | ..
ORYSA W] 0| | | | ..
CY ANME | ..

Figure 84 Profils phylogénétiques d’une actine et des ARPs humaines.
Les profils sont ceux obtenus de fagon automatique avec Comlcs en utilisant une limite de
détection inférieure & une valeur expect de 10710

L’étude des profils phylogénétiques des sous-familles d’ARP est une illustration parfaite de
la corrélation entre la co-présence ou la co-absence de partenaires d’'un méme complexe
protéique. Ainsi, comme nous l'avons décrit précédemment les ARPs sont souvent présentes

par paires dans les complexes protéiques. Ces paires fonctionnelles connues peuvent étre
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déduites de l'analyse des profils et sont corrélées de maniere quasi parfaite pour ARP2 et

ARP3, ARP4 et ARP6, ARP5 et ARP8, ARP7 et ARP9 (Figure 85).
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Figure 85 Profils phylogénétiques des ARPs

Les ARPs ont été regroupées par paires d’ARPs fonctionnelles (cf les accolades a droite). L'actine
est représentée en position centrale (vert) et délimite la séparation entre les ARPs dites
cytoplasmiques (ARP1, ARP2, ARP3 ARP10 et ARP11) et les ARPs dites nucléaires (ARP4, ARP5,
ARP6, ARP7, ARP8 et ARP9). Les profils des ARP10 et ARP11 peuvent étre regroupés aux vues de
données biologiques récentes.

Dans une moindre mesure, une ARP11 est toujours présente en méme temps qu'une ARP1
(bien qu’ARP1 soit observée dans beaucoup plus d’organismes). Nous avions déja suggéré
dans l'article, I'ambiguité entre les 2 sous-familles ARP10 et ARP11, sans avoir pu décider
(faute d’argument vraiment décisif) entre le fait de les regrouper en une seule sous-famille
ou de conserver cette séparation. En 2005, seule ARP11 avait été clairement identifiée avec
ARP1 dans le complexe dynactine chez les métazoaires. De fagon troublante, bien qu’aucune

indication de séquence ne regroupait les ARP10 et ARP11 (mise a part le fait qu’elles soient
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toutes les deux tres divergentes de l’actine et qu’elles présentent de grandes délétions), leurs
profils phylogénétiques se complémentaient quasi parfaitement. La réponse définitive est
venue en 2006 avec l'identification d’ARP10 dans le complexe dynactine de S. cerevisiae

(Clark et al. 2006). ARP10 et ARP11 ne forment ainsi qu’une seule et méme sous-famille.

Depuis plusieurs années, le nombre d’études décrivant les ARPs nucléaires s’est accrue;
démontrant leur appartenance a des complexes protéiques ou encore leurs implications dans
des fonctions nucléaires majeures. Les ARPs cytoplasmiques, dont les fonctions sont
directement reliées au cytosquelette, ont depuis longtemps retenues l’attention des
biologistes. En particulier, ARP2 et ARP3, responsables de la nucléation et le branchement
des filaments d’actine, apparaissaient indispensables a la cellule eucaryote. Cependant, ces 2
ARPs sont notamment absentes des apicomplexes (Figure 85 et (Gordon et al. 2005)) et de
certaines algues. Or, d’autres nucléateurs (les formines et spires voir 1.2.1 Les filaments

d’Actine) ont été identifiés.

Notre étude amplifie encore I'importance des ARPs nucléaires. En effet, contre toute attente,
nous avons pu identifier ARP4 et ARP6 comme les seules ARPs présentes dans tous les
organismes eucaryotes testés, a l'exception du parasite E. cuniculi. Ainsi, les ARPs
universelles sont des ARPs nucléaires. Parmi ses 2 ARPs, ARP4 apparait centrale si on
considere sa position particuliere dans la composition des complexes nucléaires contenant
des ARPs. Ainsi, on la retrouve dans tous les complexes avec a la fois ARP6, I’actine, ARP5 et

ARPS.

Dans la superfamille des actines, 1'existence de plusieurs membres universels, I’actine ARP6
et ARP4, souleve la question de leur origine et de 'origine de 1’actine moderne dans les
organismes eucaryotes. De part son implication plus large, ARP4 apparait d’autant plus
importante et souleve certaines interrogations. ARP4 et ARP6 aurait-elle un homologue
structurale et fonctionnel chez les procaryotes ? Les ARP4 et les actines ont-elles divergé a
partir d’'un méme ancétre commun ? Ceci est tres probable. Quand a eu lieu cet évenement ?

Avant ou apres la séparation procaryotes/eucaryotes ?
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12.4 De l'utilisation du serveur ARPAnno

12.4.1 Statistiques du serveur

ARPAnNno a été mis en service en juin 2005 et sa publication officielle date de décembre 2005.
Depuis cette date, 363 requétes différentes ont été soumises a ARPAnno concernant 62
utilisateurs différents (Figure 86). Le temps moyen d'une requéte est inférieur a 1 minute et
représente pour l'ensemble des 363 requétes un peu plus de 6 heures de temps de calcul.
L’analyse de la répartition des requétes et du nombre d’utilisateurs montre une corrélation

entre les dates de référencement du serveur au sein de PubMed (octobre 2005) et de sa

publication dans le journal (25 décembre 2005) et les plus fortes demandes.

[ Nombre de requétes
—&— Nombre d'utilisateurs

80

70

Nb requétes
5
Nb utilisateurs

10

juin-05  juil-05  aolt-05 sept-05 oct-05 nov-05 déc-05 janv.-06 féwr-06 mars-06 avr-06 mai-06 juin-08  juil-06 aolt-06

Figure 86 Distribution du nombre de requétes et du nombre d'utilisateurs du serveur
web ARPANno pour la période d’utilisation de juin 2005 a aoiit 2006.

12.4.2 Quelles séquences ? Quels organismes ?
Afin de mieux observer l'utilisation du serveur ARPAnno, on peut analyser le type de
requeétes soumises (Figure 87 A). On notera plusieurs points importants :

* Le serveur a été tres disponible et a traité la plupart des requétes soumises avec

seulement 5 requétes (1,4%) non abouties (catégorie « Problem »).
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* 237 des requétes (2/3) correspondent a des prédictions de séquence appartenant a

des groupes d’ARP (catégorie « Prediction »).

* Le nombre de séquences soumises et identifiées directement (100% identiques)
comme appartenant a la catégorie Actin ou Orphan représente environ 18% (69) des

requétes.

* 42 requeétes (~14%) concerne des séquences n’appartenant pas a la superfamille des

actines.

Il est également intéressant de constater la diversité du type et d’origine des séquences
soumises au serveur ARPAnno (Figure 87 B). En effet, du point de vue des prédictions
déterminées par le serveur (catégorie « Prediction » dans la Figure 87 A), les utilisateurs ont
soumis un bon nombre de familles d’ARP différentes (ARP1-6, ARP8 et ARP11). Seules 3
familles d’ARPs, ARP7, ARP9 et ARP10, n’ont pas encore été soumises par des utilisateurs
mais il est important de noter que ces 3 types d’ARPs sont également les moins représentées
dans les organismes connus. Encore une fois, il est surprenant de voir que bon nombre des
soumissions concernaient des actines conventionnelles. Cependant, ces actines
conventionnelles sont des formes plus éloignées ou nouvellement apparues dans les banques

de séquence protéiques.

Parmi les catégories d’organismes soumis a ARPAnno, on remarquera a la fois des génomes
séquencés et publiés comme Homo sapiens, Gallus gallus, Xenopus tropicalis, Cyanidioschyzon
merolae, Cryptosporidium hominis, Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Dictyostelium discoideum,
Saccharomyces cerevisiae, Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, ou
encore Leishmania major, mais également un nombre important de prédiction de genes a
partir d’organismes en cours d’annotation ou de séquencage comme Paramecium tetraurelia,

Tetrahymena thermophila, Volvox carteri, Dunaliella salina et Chlamydomonas reinhardtii.

On notera également un intérét marqué pour les organismes isolés dont aucun programme
de séquengage n’est en cours, mais qui ont soulevé l'intérét comme des algues ou des
plantes ; Ernodesmis verticillata, Ostreobium quekettii, Boergesenia forbesii, Siphonocladus tropicus,
Caledenia catenata, Coelothrix, Brassica oleracea, Chlamydomonas moewusii, Thalassiosira weissflogii

et Selaginella apoda.

203



Résultats - Chapitre 12 - Les Actin-Related Pratein

65,3%
A 237

I Prediction
Actin

B Orphan

B Unrelated

Il Problem
14%

1,7% 63

2,1%
0,8%

6,3%
15

7,6%
18

5,9%
14

=
X
el
w

15,2%
36

>
=
=

3,4%
8 8,4%

20

Figure 87 Répartition du type de requétes soumises a ARPAnno.

(A) les requétes sont catégorisées en 5 types; « Prediction » (donnant lieu a une analyse
approfondie), « Actin » et « Orphan » (pour une soumission d’une séquence 100% identiques a
I'une de ses 2 catégories), « Unrelated » (soumission d’une protéine n’appartenant pas a la
superfamille des actines) et enfin « Problem » (requéte dont le déroulement s’est interrompue
brutalement, souvent lié a des problemes informatiques). (B) Répartition des résultats des
requétes de la catégorie « Prediction » (A). La contribution de chaque catégorie est indiquée ainsi
que sa valeur réelle.
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12.5 Conclusion et perspectives

La superfamille des actines et en particulier les ARPs, constitue une famille de protéines
problématique en bioinformatique. Bon nombre d’analyses ou de recherches effectuées par
des programmes bioinformatiques automatiques sont faussées par la grande similarité de
séquences partagée par les membres de cette superfamille. Face a cette problématique, nous
avons entrepris une analyse complete de la famille des ARPs. Cette étude nous a permis de
mieux caractériser chacune des sous-familles et de dégager un ensemble de caractéristiques
discriminantes. L’application directe de ces résultats est la mise a disponibilité de 2 outils
essentiels en bioinformatique: ARP-MACS, l'alignement multiple de l’ensemble des
séquences d’ARP et d’actines disponibles et ARPAnno un serveur d’annotation capable
d’identifier les sous-familles d’ARPs. Les efforts consentis pour caractériser de maniere fine
cette famille de protéines montrent 'importance des problemes posés et identifiés par la
génomique comparative. L’utilisation de 1'alignement multiple s’est révélée primordiale
pour résoudre ces problemes. Il constitue une piste sérieuse pour valider 'ensemble des

profils phylogénétiques.

On notera que cette famille de protéines constitue un véritable cas-test ou « benchmark » pour
de nombreuses applications en bioinformatique au laboratoire. Les analyses que nous avons
menées sont des exemples emblématiques de ce que la bioinformatique peut apporter dans

la compréhension d’une famille de protéines.

Depuis 2005, un certain nombre de nouvelles séquences d’ARPs se sont accumulées dans les
banques de séquences protéiques et de nouveaux génomes sont rendus disponibles. Une
mise a jour de l'alignement multiple et la validation du filtre de connaissance doit étre
entreprise. L'ensemble de ces informations sera par la suite intégré a ARPAnno et permettra

une identification encore plus stire des différentes sous-familles.

ARPAnno est un serveur actif depuis maintenant plus d'un an. L’utilisation qu’en font les
biologistes montre la diversité et le nombre des applications couvertes par ARPAnno. Ils
considérent a la fois des séquences issues des projets de séquencages de nouveaux
organismes et des séquences provenant d’organismes modeles dont le génome complet est
disponible. Ceci montre 'importance de ce type d’outils dédié a des familles de protéines

complexes et dont une connaissance approfondie est nécessaire.

Une procédure automatique de recherche de nouvelles séquences a déja été mise en place

par 'utilisation de DbW (Prigent et al. 2005). L’ensemble des séquences ainsi détectées doit
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étre soumis a ARPAnno pour identifier la sous-famille correspondante, puis étre intégré a

ARP-MACS.

Enfin, bon nombre de prédictions émises au cours de ces travaux constituent autant

d’hypotheses sur lesquelles les biologistes pourront baser leurs travaux.
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Chapitre 13 - Application a une maladie génétique : BBS

« Le surnaturel baisse comme un lac qu'un canal épuise;
la science a tout moment recule les limites du merveilleux. »

Guy de Maupassant

13.1 Présentation du syndrome Bardet-Biedl

Observé par Laurence et Moon des 1866, le Syndrome de Bardet-Biedl (BBS) (OMIM 209900)
a été décrit en 1920 par Georges Bardet (Bardet 1920) puis en 1922 par Arthur Biedl (Biedl
1922). Ce syndrome est une maladie autosomique récessive caractérisée par divers signes
cliniques dont les plus importants sont: la rétinopathie pigmentaire précoce, I'obésité, la

polydactylie, I'hypogonadisme, le déficit cognitif variable et les anomalies rénales (Figure
88).

Figure 88 Phénotypes associés au BBS.
(A) Photo d’une patiente atteinte du syndrome de Bardet-Bied| caractérisée par I'obésité. (B) Fond
d’ceil caractéristique d’une rétinite pigmentaire. (C) Exemple de polydactylie.
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Le BBS est une affection rare. Sa prévalence dans des familles européennes est évaluée a 1
enfant sur 150000. Cette prévalence est plus importante dans les familles consanguines et
dans des régions isolées du monde comme le Koweit (1/13500) (Farag et al. 1988; Farag et al.

1989) ou le Newfoundland au Canada (1/18000) (Moore et al. 2005).

Les signes cliniques du Bardet-Biedl sont nombreux et variés. Ainsi, en 1999, Beales et al. ont
proposé une conduite a tenir pour standardiser la définition des signes cliniques du BBS et
améliorer ainsi la détection des patients (Beales et al. 1999). Ces criteres sont décrits dans le
Tableau 15. Il faut noter que le diagnostique est établi a partir de 4 criteres majeurs ou de 3

criteres majeurs associés a des criteres mineurs.

Critéres majeurs Criteres mineurs
Rétinite pigmentaire Myopie sévere, strabisme, cataracte, astigmatisme
Polydactylie postaxiale Syndactylie/brachydactylie
Obésite Ataxie/troubles de la coordination
Spasticité modérée des membres inférieurs
Lenteur d’'idéation Retard psychomoteur
Reins hyperéchogénes ou kystiques Troubles du langage
Hypogénitalisme masculine Polyurie-polydipsie (diabéte insipide néphrogénique)
Hypertension d’origine inconnue Anomale de I'émail dentaire/de I'éruption dentaire

Intolérance glucidique
Hypertrophie du ventricule gauche/cardiopathie
Fibrose hépathique

Tableau 15 Liste des critéres utilisés pour identifier un patient atteint par le syndrome
Bardet-Biedl.

13.1.1 Une maladie hétérogene

BBS est une maladie caractérisée par une hétérogénéité génique impliquant 9 genes (BBS1-9).
Fin 2005, ces 9 genes ne rendaient compte que de 52% des patients connus (Figure 89). Le
gene BBS1 était le gene BBS muté le plus fréquemment observé, puisqu’il représentait plus
de 20% des patients testés. Parmi I'ensemble des mutations de ce géne, la mutation M390R
(Mykytyn et al. 2003) est retrouvée, selon les cohortes de patients, dans 75% des patients BBS
mutés dans le gene BBS1 (Beales et al. 2003). Cette mutation est qualifiée de mutation
récurrente. BBS1 constitue ainsi le gene majeur dans le diagnostique de la maladie. Les autres
genes étaient mutés dans des proportions bien moins importantes, jamais supérieures a 6%

des patients.

Enfin, on notera que la plus grande proportion, 48% des patients, désigne un groupe de
patients pour lequel aucun gene connu n’avait encore pu étre identifié. Classiquement des

études a partir de ces patients permettent d’isoler de nouveaux genes. Les question qui se
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posent sont mulitples : Comment caractériser les genes mutés ? Combien de genes restent-

ils ? Quelles seront les proportions ? Etc...

48%

Il BBS1
I BBS2
BBS3
I BBS4
23% Il BBS5
I BBS6
BBS7
BBS8
BBS9
[ Inconnu
5%

6% * .
2% 4% 2%

Figure 89 Présentation de la proportion de chacun des génes dans la maladie.
Ces données sont issues d’une cohorte de patients frangais séquencés au sein de I'’équipe d'Hélene
Dollfus. Les données pour BBS9 sont basées sur une cohorte américaine (Nishimura et al. 2005).

De fagon surprenante, bien que les 9 genes BBS fussent identifiés comme des genes
responsables de la maladie, peu d’informations fonctionnelles étaient disponibles. En effet,
hormis leurs localisations chromosomiques, les mutations et quelques assignations de
domaines protéiques, il n’existait que peu d’indications sur leurs interactions avec d’autres

protéines ou leur rdle précis dans la cellule (Tableau 16).

Localisation Nombre

Gene HUGO _. . 'z Définition Référence
génomique d’éxons
BBS1 BBS1 11913 17 Bardet-Biedl syndrome 1 protein (Mykytyn et al.2002)
BBS2 BBS2 16921 17 Bardet-Biedl syndrome 2 protein (Nishimuraet al.2001)
BBS3 ARL6 3pl3 9 ADP-ribosylation factor-like 6 (@hget al.2004)
BBS4 BBS4 15022 16 Bardet-Biedl syndrome 4 protein (Mykytyn et al.2001)
BBS5 BBS5 2qg31 12 Bardet-Biedl syndrome 5 protein  Li ef al.2004)
McKusick-Kaufman/Bardet-Biedl  (Katsaniset al.2000)
BBS6  MKKS 20pl2 6 syndromes putative chaperonin (Slavotineket al.2000)
BBS7 BBS7 4q27 9 Bardet-Biedl syndrome 7 protein ad@oet al.2003)
BBS8 TTC8 14932 15 Tetratricopeptide repeat pradein  (Ansleyet al.2003)
BBS9 Bl 7pl4a 25 Parathyroid hormone-responsive BNishfmuraet al.2005)

Tableau 16 Tableau récapitulatif des génes BBS connus fin 2005.
Les noms de génes officiels sont référencés par HUGO (Human Genome Organisation).
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13.1.2 De ’ombre a la lumieére

De maniere remarquable en 2003, apres plus de 100 ans de recherche, un lien fonctionnel
majeur a pu étre mis en évidence reliant le syndrome de Bardet-Biedl a une structure
cellulaire ancestrale, le cil (Ansley et al. 2003; Beales 2005). Le cil est une structure du
cytosquelette constituée de microtubules qui joue un role essentiel dans la motilité et la
perception de stimuli a la fois chimique ou mécanique pour la cellule (voir 1.3.2 Les
structures basées sur les microtubules). Le cil joue un rdle essentiel dans la photoréception,
dans l'olfaction et dans la perception du mouvement de fluides a la surface des cellules
épithéliales du rein (revue dans (Pazour et al. 2002)). La perturbation du fonctionnement ou
de I'établissement du cil conduit ainsi a la perte d'un élément essentiel dans ces processus

sensitifs.

Plusieurs approches ont été nécessaires pour établir cette liaison. Des études fonctionnelles
ont permis de mettre en évidence I'importance de certains des genes BBS dans le maintien ou
la genese de la structure (Blacque et al. 2004; Mykytyn et al. 2004; Snell et al. 2004; Ross et al.
2005). D’autres études ont démontré I'implication des genes BBS dans le transport associé au
cil (Kim et al. 2004) ou leur localisation cellulaire dans le cil (Kim et al. 2005). Parallelement,
une étude de génomique comparative (détaillée dans le chapitre 3.2.1 Soustraction de
génomes) a permis de révéler, par soustraction a des protéomes d’organismes ciliés (Homme
et Chlamydomonas) du protéome d’un organisme non cilié (A.thaliana), la présence du gene
BBS5 parmi des groupes de genes spécifiques aux cellules ciliées (Li et al. 2004). Cette étude a
ouvert de nouveaux horizons pour I'étude bioinformatique de cette maladie. Ainsi depuis
2003 plusieurs études combinant la génomique comparative et des puces a ADN ont permis

d’identifier les genes BBS3 (Chiang et al. 2004) et BBS9 (Nishimura et al. 2005).

La superposition quasi parfaite des phénotypes considérés chez les patients atteints de BBS
et la localisation des cellules ciliées dans le corps humain pour le rein, les yeux et les oreilles,
(Figure 90) ne fait que renforcer ce lien désormais évident. La polydactylie reste encore
énigmatique bien que le cil puisse étre impliqué dans le développement et donc dans
I'établissement des doigts. Concernant une éventuelle affection de l'appareil reproductif,

aucune relation claire n’a pu étre encore établie.
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Patient non atteint Patient atteint par BBS

Figure 90 Comparaison de la distribution des cellules ciliées et des phénotypes
associés aux patients atteint par BBS.
Les phénotypes sont indiqués en violet foncés.

13.2 Identification de BBS10 et BBS12

Dans le contexte d'une maladie rare ou les médecins disposent de peu de patients et avec
I'apport de la génomique comparative dans la caractérisation des derniers genes de BBS,
nous avons décidé de rechercher de nouveaux genes en combinant une approche par
cartographie homozygote sur des familles consanguines isolées et une approche

bioinformatique de caractérisation des genes candidats.

Au cours de cette these, nous avons ainsi appliqué avec succes cette stratégie pour identifier

2 nouveaux genes responsables de BBS, BBS10 et BBS12.
13.2.1 Détection de zones chromosomiques candidates

La recherche de nouveaux geénes candidats pour une maladie génétique dont on dispose de
peu de familles est basée sur une stratégie éprouvée, '« Homozygosity Mapping » ou

cartographie des régions homozygotes.
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Proposée en 1987, cette méthodologie a été décrite comme une stratégie efficiente pour
détecter des genes impliqués dans des maladies rares pour lesquelles le nombre des familles
atteintes sont souvent limitées en nombre et en taille (Lander et al. 1987). Elle est basée sur le
principe que 2 individus atteints issus de la méme parenté peuvent hériter d'un méme allele
responsable de la maladie. Les zones homozygotes entre les individus atteints ont ainsi une
plus forte probabilité de contenir le ou les genes responsables de la maladie. Naturellement,
du fait de la consanguinité, d’autres zones, non liées a la maladie, seront homozygotes chez
les patients atteints. Ces zones homozygotes non liées a la maladie sont éliminées par
comparaison avec des individus sains de la méme famille. Au final, la détection de zones
candidates, revient a détecter des zones homozygotes communes aux individus atteints et

hétérozygotes chez les individus sains.

Cette technique a déja permis de mettre en évidence plusieurs genes responsables de
maladie comme 1’ataxie de Friedreich avec déficit de vitamine E sur le chromosome 8 (Ben
Hamida et al. 1993), I'alkaptonuria, une maladie du métabolisme sur le chromosome 3
(Pollak et al. 1993). Dans notre cas, ce sont 2 genes BBS10 (Laurier et al. 2006; Stoetzel et al.
2006) et BBS12 (manuscrit accepté dans I"’American Journal of Human Genetics) qui on été

identifiés et dont les articles sont disponibles a la fin de ce chapitre.

Pour le gene BBS10, I'analyse d'une famille libanaise hautement consanguine, a permis de
mettre en évidence 2 zones chromosomiques. Cette famille originaire d'un petit village au
Nord du Liban est composée de 5 fratries atteintes de BBS (Figure 91). Une premiere
approche classique de cartographie par microsatellites (400 marqueurs sur tout le génome)
n’avait pas permis d’observer de zones communes. C’est l'utilisation de puces Affymétrix
SNP 10K qui a permis d’obtenir la résolution nécessaire a I'obtention des zones homozygotes
communes aux différentes familles analysées. Ces puces représentent un gain d’information
d’un facteur 8 (10000 SNPs par rapport aux 400 marqueurs microsatellites). Ce sont donc
deux zones d’intérét qui ont été identifiées; une premiere zone sur le chromosome 16
correspondant a la région du gene BBS2 (pour une fratrie) et une seconde zone sur le
chromosome 12 (pour 3 fratries) ne correspondant a aucun gene BBS connu (Laurier et al.

2006).
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Figure 91 Famille libanaise étudiée pour la mise en évidence de BBS10.

Les 5 fratries sont indiquées par les rectangles oranges (A-E). Les individus atteints par le
syndrome sont représentés par des rectangles ou cercles noirs. Les individus décédés sont indiqués
par des barres noires.

Pour le gene BBS12, plusieurs familles consanguines de gens du voyage (roumaines et
libanaises) ont été analysées au moyen des mémes puces Affymétrix. Parmi toutes ces
familles, 3 d’entre elles ont révélé un lien génétique pour une zone homozygote commune
sur le chromosome 4. De maniere intéressante, cette zone contient le gene BBS7 mais aucun
patient ne portait de mutations dans ce gene. On peut noter pour la petite histoire qu’au
final, seules 2 familles se sont révélées étre mutée dans le gene BBS12, ce qui suggere qu’il
existe sans doute d’autres genes inconnus responsables de la maladie chez la troisieme

famille.
13.2.2 Analyse bioinformatique

Dans le contexte de BBS10, I'analyse de la cartographie homozygote avait révélé 2 zones. La
premiéere isolée pour le groupe de patient D (Figure 91) est localisée sur le chromosome 2
(54,88 a 55,11 Mb). Elle est de petite taille (<1 Mb) et contient le gene BBS2. La seconde isolée
pour les patients des groupes A, B et C est localisée sur le chromosome 12 (65,64 a 78,92 Mb).
Elle est de grande taille (13,3 Mb) et contient au moins 57 genes. Des expériences
complémentaires ont permis par la suite de réduire cette zone a 8,7 Mb (de 70,22 a 78,92 Mb).

Cette nouvelle zone ne contient alors plus que 23 genes.

Pour BBS12, une seule région a été identifiée sur le chromosome 4 de 118,87 a 124,7 Mb. Cette
zone de taille comparable a celle de BBS10 contient 46 génes dont le géne BBS7. Cette région
était incluse dans une zone plus grande de 58 Mb déja publiée en 2005 par Nishimura et al.
(Nishimura et al. 2005). Les auteurs avaient alors suggérer 1'existence d'un locus BBS dans

cette grande zone.
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Dans le but d’établir une liste des priorités dans I'étude des cibles potentielles, nous avons en
premier lieu extrait les séquences des 69 (23 et 46) genes présents dans les zones incréminées,
puis appliqué les différents protocoles bioinformatiques disponibles comme RetScope et
Comlcs a ces 2 ensembles de genes. Ceci nous a permis de caractériser les homologues de ces
genes dans les banques de protéines, de construire les alignements multiples, de calculer les
profils phylogénétiques, de définir I’organisation en domaines des protéines, d’étudier leurs

fonctions potentielles, de déterminer les termes Gene Ontology associés, etc.

Tenant compte des récentes découvertes caractérisant BBS comme une ciliopathie, nous
avons choisi de focaliser nos recherches sur 2 approches principales. La premiere approche
est ciblée sur les genes associés aux cils. Pour cela, nous avons comparé les genes de nos
intervalles avec les listes de genes obtenues par la génomique soustractive et enrichies en
protéines du cil (Chiang et al. 2004; Li et al. 2004). Dans la seconde approche, nous avons
recherché les génes annotés comme faisant parti du cytosquelette et plus particulierement
des microtubules. Dans ce but, nous avons analysé les termes Gene Ontology et les
annotations des genes considérés. Dans ce cas, les profils phylogénétiques nous ont permis
d’ordonner les protéines et d’analyser en priorité les genes avec des profils proches de genes

communs aux listes de protéines du cil (Figure 92 et Figure 93).
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Figure 92 Profils phylogénétiques des génes de la zone du chromosome 12,

il cwonww

Les noms indiqués en jaune correspondent aux séquences communes aux listes enrichies en

protéines du cil (Chiang et al. 2004; Li et al. 2004). BBS10 est indiqué en rouge.
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Figure 93 Profils phylogénétiques des génes de la zone du chromosome 4.
Les noms indiqués en jaune correspondent aux séquences communes aux listes enrichies en
protéines du cil (Chiang et al. 2004; Li et al. 2004). BBS12 est indiqué en rouge.

La premiére approche nous a permis d’isoler 4 et 5 genes respectivement pour les zones sur
le chromosome 12 (locus BBS10) et sur le chromosome 4 (locus BBS12) (Tableau 17). Cette
approche n’a pu révéler aucun des 2 genes, puisque le séquengage des genes retenus chez les
patients atteints, n’a identifié aucune mutation. La seconde approche a permis d’isoler des
genes supplémentaires. Le séquencage de ces genes a permis d’identifier les genes BBS10
(FLJ23560) et BBS12 (FL]J35630) comme étant mutés de maniére significative (divers types de
mutations, comme des mutations non sens et des pertes du cadre de lecture) et responsables

de phénotypes observés.
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Chromosome 12 (BBS10) Chromosome 4 (BBS12)
Géne Position Gene Position
(Mb) (Mb)
RAB21 (Ras-related protein Rab-21) 70,4 BBS7 122,9
TPH2 (tryptophan 5-monooxygenase 2) 70,3 PRSS12 (Neurotrypsin) 119,4
TBC1D15 (TBC1 domain family member 15) 70,5 SEC24D (Protein transport protein) 1199
HRB2 (HIV-1 Rev binding protein 2) 74,2 SPATAS 124,06
SPAF 124,07
Loc387869 (similar to microtubule) 73,3 NP_078850 (fibronectin Il like domain)  122,2
. . NP_689612 (Hypothetical protein
NP_078961 (Hypothetical protein FLJ23560) 75,2 FLJ30834) 122,8
T . . NP_689831 (FLJ35630 hypothetical
ZDHHC17 (Huntingtin-interacting protein 14) 75,7 protein LOC166379) 123,9
SYT1 (synaptotagmin-1) 77,8

Tableau 17 Liste des séquences identifiées pour la mise en évidence des génes BBS10
et BBS12.

La partie haute du tableau contient la liste des génes identifiés par la premiére approche. La partie
basse contient les génes identifiés par la seconde approche. Les génes BBS10 et BBS12 sont
indiqués en rouge respectivement a gauche et a droite.

13.3 Analyse manuelle de I’alignement multiple

Les 2 genes BBS10 et BBS12 sont des genes non annotés du génome humain. Ces cadres
ouverts de lecture ont été prédits par les programmes de prédiction de genes lors de
I'annotation structurale du génome humain. Néanmoins, aucune information
supplémentaire quant a une éventuelle fonction ou une interaction avec d’autres protéines
n’est disponible. Hormis les séquences nucléiques et protéiques, il n'y avait initialement
aucune donnée disponible. Dans ce contexte, nous avons ainsi entrepris une analyse de
séquence approfondie par l'utilisation des recherches de similarités dans les banques de
séquences et la caractérisation des familles de protéines au moyen du MACS (2.4
L’alignement multiple), dans le but d’extraire et d’apporter un maximum d’information sur
ces 2 genes. Ces études ont révélé que ces genes encodent pour des membres distants d’une
méme famille de protéines, les chaperonines de type II. Il faut remarquer que le géne BBS6
avait également été identifié comme un membre de cette famille et nous 1’avons ainsi inclus

dans nos analyses (Stone et al. 2000; Kim et al. 2005).
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13.3.1 Les chaperonines

Les chaperonines sont des complexes protéiques capables d’aider d’autres protéines a
obtenir leur conformation spatiale définitive. Il existe plusieurs types de chaperonines. Parmi
les chaperonines cylindriques qui possedent une cavité centrale, on distingue 2 types : les
chaperonines de type I ou GroEL/ES et les chaperonines de type II ou CCT (TRiC). Le type I
est retrouvé chez les bactéries et chez les eucaryotes uniquement dans les organelles
d’origine endosymbiotique (mitochondrie et chloroplaste) alors que le type II est présent des
archées a 'homme. La structure globale du complexe est identique, cependant le type I est
composé de 3 parties (2 anneaux fermés par une coiffe) alors que le type II est composé de
seulement 2 parties (2 anneaux fermés) (Figure 94). L’organisation des sous unités en 3
domaines est la méme (apical, intermédiaire et équatorial), la différence se faisant au niveau
d’un protrusion spécifique au type II qui permet la fermeture de la cavité (Figure 94). Les
substrats des chaperonines de type II sont essentiellement des protéines du cytosquelette
(revue dans (Spiess et al. 2004)), en particulier I’actine et la tubuline (Gao et al. 1992; Sternlicht
et al. 1993).

Chez les eucaryotes, un anneau contient 8 sous unités différentes, nommés de alpha a zéta,
d’une taille d’environ 550 acides aminés chacune (Kubota et al. 1994). BBS6, BBS10 et BBS12

ont respectivement des tailles de 570, 723 et 710 acides aminés.
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Figure 94 Structures des chaperonines de type I et de type II.

(A) et (B) montrent le complexe de type I (GroEL/ES) (PDB 1AON) en vue latérale et apicale
respectivement. Il est composé de 3 domaines, 2 anneaux (GroEL) et une coiffe (GroES). De la
méme maniére le complexe de type II (CCT ou TRIiC) (adapté de (Spiess et al. 2004)) est illustré
par (C) et (D). Une sous unité du complexe est illustrée en rouge dans chacune des vues apicales.
Pour le type II, les 2 états ouverts et clos correspondent a I'absence (E) ou non (F) de la molécule
d’ATP. Le détail de l'organisation d'une sous unité en 3 domaines (apical, intermédiaire et
équatorial) est illustré en (G). La différence majeure entre les 2 types complexes est représentée
par la petite extension (partie verte de la sous unité) (G) qui permet aux complexes de type II de
se fermer.

13.3.2 Organisation en domaines

L’alignement multiple complet (http://bips.u-strasbg.fr/BBS) de tous les types de sous-unités

de chaperonines de type II incluant les 3 genes BBS (BBS6, BBS10 et BBS12), nous a permis
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d’identifier les 3 domaines connus de ces protéines a savoir le domaine apical, intermédiaire
et équatorial (Figure 94). Il faut noter que la similarité entre ces protéines et les chaperonines
de type II canonique est faible. Il semble ainsi que seule 1'organisation en domaines et
I'organisation structurale (« fold ») de ces protéines soient conservées. Leur architecture est
qualifée de discontinue, puisque les domaines structuraux sont composés de parties non

linéaires dans la séquence primaire.

L’alignement multiple a permis de corriger les prédictions faites sur la protéine BBS10
humaine dont la partie N-terminale était absente dans les banques de séquences protéiques.
En effet, environ 70 acides aminés codés par le premier exon avaient été mal prédits par le

choix d’un codon initiateur interne.

Cette analyse a également mis en évidence des séquences additionnelles dans les 3 protéines
BBS par rapport a la séquence canonique d’une chaperonine de type II. Ces insertions, plus
ou moins grandes (de 8 a 170 acides aminés) sont disposées tout le long de la séquence.
Néanmoins, comme nous avons pu le voir sur le modele réalisé (cf Figure 1b de (Stoetzel et
al. 2006) et Figure 2d de 'article BBS12), leur positionnement spatial est quasi exclusivement
réservé a la méme face de la molécule. Ceci suggere fortement que ces insertions puissent
participer a la définition de nouveaux domaines structuraux et/ou de nouvelles fonctions.
Une tentative de modélisation par homologie par le programme SWISS-MODEL (Arnold et
al. 2006) en utilisant la séquence de BBS10 et une séquence canonique d’une chaperonine de
type II permet de mieux visualiser ces interactions (Figure 95). La grande insertion de BBS10

est apparemment constituée majoritairement d’hélices alpha.

Domaine apical

Domaine intermédiaire

Domaine équatorial

Figure 95 Modéle de la structure de BBS10.

Le modele de la structure de BBS10 est montré en vue frontale (A) et en vue latérale (B). Les 3
domaines typiques sont indiqués. La partie commune aux sous-unités de type II est représentée en
gris foncé. Les insertions 1, 2, et 3 sont représentées en rouge, vert et en jaune, respectivement.
Le modéle a été obtenu en utilisant le serveur de prédiction SWISS-MODEL.
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Il est intéressant de noter que, par rapport a la structure canonique, certains points
d’insertion sont communs entre BBS6 et BBS12 et entre BBS10 et BBS12. Outre la plasticité de
ces régions au sein du fold, ceci pourrait suggérer que ces régions sont les zones privilégiées

d’ajout de séquences au sein des chaperonines liées au BBS.

Un des modes de fonctionnement possible de ces genes est leur association au sein du
complexe canonique des chaperonines de type II. Elle pourrait en effet remplacer une ou
plusieurs sous-unités du complexe et participer a la modulation de son activité. Cependant,
la présence d’insertions de taille relativement conséquente sur une seule fagade de la
molécule pourrait constituer une géne stérique et empécher ce scénario. Ceci a été suggéré
pour BBS6, qui possede les insertions les moins conséquentes et qui ne s’associe pas avec le
complexe canonique (Kim et al. 2005). Toutefois a ce stade des connaissances, plusieurs
autres modes de fonctionnement sont envisageables, comme des homodimeres ou
hétérodimeres ou trimeres... Une premiere réponse a cette question sera donnée par la
caractérisation de la structure 3D complete de ces protéines qui a été entamée a 'IGBMC et
qui permettra de juger de fagon plus exacte de la structure et du role de ces insertions.
Indépendamment de ces conclusions, au niveau des séquences, ces insertions constituent des

éléments caractéristiques, distinctifs des chaperonines de type II canonique.
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13.3.3 Conservation du site ATP

L’analyse de la conservation moyenne des résidus impliqués dans la fixation et 1'utilisation
de 'ATP (Ditzel et al. 1998) a révélé une possible utilisation de I’ATP pour les fonctions de
BBS6, BBS10 et BBS12 (Figure 96). Cependant, il faut noter que BBS10 est la seule protéine a
conserver quasi parfaitement un motif majeur de fixation de I’ATP, GDGTT[T/S]. Ces

résultats sont des prédictions et devront étre validés par des tests biologiques.
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Figure 96 Histogramme de la conservation des résidus impliqués dans la fixation et
I'utilisation de I’ATP.

Les moyennes des conservations (identité et similarité) des résidus sont calculées pour I'ensemble
des protéines de chaque sous famille de I'alignement multiple. Les résidus sont identifiés a partir
des travaux de Ditzel et al. sur les sous unités de chaperonines de type II (Ditzel et al. 1998).

13.3.4 Profil phylogénétique

L’analyse du profil phylogénétique de BBS10 et BBS12 a permis d’illustrer plusieurs limites
ou dangers de la génomique comparative. Il faut tout d’abord noter que du fait de la pauvre
caractérisation de ces protéines, peu d’homologues sont repertoriés dans les banques de
protéines. La conséquence directe de ceci est la définition de profils phylogénétiques erronés
(BBS10 ne serait présent que chez ’homme, la souris et le poisson T. nigroviridis et BBS12 que
chez I'homme, la souris et le poison T. rubripes) (Figure 92 et Figure 93). Une analyse plus

fine, basée sur l'utilisation des séquences génomiques des organismes dont le génome est
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complet, nous a permis de caractériser davantage d’homologues aux genes BBS10 et BBS12
humain et de déterminer ainsi leur véritable distribution phylogénétiques. Leur présence a
ainsi été validée pour les seuls organismes vertébrés (des poissons a I’'homme en incluant le

poulet, le rat, la grenouille, le taureau et le chien).

Cet exemple souligne encore une fois limportance de la validation des profils
phylogénétiques par I'exploration des génomes. Une autre conséquence de cette distribution
tout a fait particuliere et inattendue est la remise en question des approches uniquement
basée sur la génomique soustractive. En effet, il apparait désormais évident que les études
menées par Li et al. et Chiang et al. (Chiang et al. 2004; Li et al. 2004) basées sur 'hypothese
d’une présence au sein de tous les organismes ciliés (incluant Chamydomonas et ’'homme)
ne pouvait pas isoler BBS10 et BBS12. La distribution restreinte aux vertébrés pour BBS10 et
BBS12 et aux chordés pour BBS6 (un homologue tres éloigné pourrait exister chez Ciona
intestinalis) illustre une apparition récente de cette famille de genes. On peut proposer que
ces protéines constituent des marqueurs de I'évolution ou plutdt de la spécialisation du cil

chez les vertébrés.
13.3.5 Evolution

L’analyse de I’arbre phylogénétique et notamment la comparaison des longeurs de branches
au sein des organismes vertébrés montre que par rapport aux autres chaperonines, les
protéines BBS6, BBS10 et BBS12 ont une distance évolutive beaucoup plus importante.
Considérant que cette distance correspond a un méme temps d’évolution (la divergence des
vertébrés), ceci se traduit par une divergence de séquence plus grande. Il est intéressant
également de noter que les 3 genes BBS ont le méme comportement et suggerent donc une
co-évolution. L’ensemble de ces évidences suggere que BBS6, BBS10 et BBS12 possedent une
vitesse d’évolution plus grande ou une pression de sélection moins importante qui pourrait
correspondre a leur récente implication dans I'établissement de fonctions ciliaires récentes

spécifiques des vertébrés.

Un autre point intéressant de comparaison avec les chaperonines classiques est le nombre et
la conservation des exons. Il est intéressant de noter que le nombre d’exons codant pour les
chaperonines BBS est faible ; BBS6 possede 4 exons, BBS10 possede 2 exons et BBS12 possede
1 exon. Ensuite, en comparaison avec les autres genes des sous-unités de chaperonines de
type II qui comptent toutes entre 12 et 14 exons, ceci suggere encore une fois une histoire
évolutive distincte. Ce découpage exonique est de surcroit conservé dans tous les génomes

étudiés.
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Enfin pour mieux comprendre la relation entre BBS et les chaperonines, il faut rappeler que
de nombreux substrats des chaperonines de type II sont des protéines du cytosquelette. La
caractérisation de nouvelles protéines de cette famille n'est pas tellement surprenante,
sachant que le phénomene de duplication a guidé 'évolution des chaperonines (Archibald et
al. 2000). Plusieurs hypotheses suggérent une évolution spécifique et parallele de ces
chaperonines avec les cytosquelettes (Archibald et al. 2000; Valpuesta et al. 2002). Ces 2
protéines constituent peut-étre une nouvelle étape de cette évolution chez les vertébrés
mélant a la fois les chaperonines et le cytosquelette, puisque BBS10 et BBS12 sont tres
certainement impliqués dans le fonctionnement du cil (une structure des microtubules). La
caractérisation de leurs fonctions et de leurs partenaires seront autant de clés pour mieux

comprendre cette implication dans la fonction du cil et leur origine en tant que chaperonine.

13.4 Conclusion et perspectives

La découverte de ces 2 nouveaux genes est une avancée majeure pour 1'étude du syndrome

de Bardet-Biedl, qui a des conséquences multiples.

Premierement, le diagnostique de la maladie est amélioré et simplifié. En effet, le gene BBS10
couvre pres de 20% des patients et ne posseéde que 2 exons a tester. BBS12 est identifié pour

5% de patients et ne contient qu'un seul exon codant (Figure 97).
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Figure 977 Proportion de chacun des génes dans la maladie en 2006.

Ces données sont issues d’une cohorte de patients frangais séquencés au sein de I'équipe d'Hélene
Dollfus. Les données pour BBS9 sont basées sur une cohorte américaine (Nishimura et al. 2005) et
les données pour BBS11 sont basées sur les données publiées par Chiang et al. (Chiang et al.
2006).

Avec BBS6, les genes BBS10 et BBS12 définissent une nouvelle branche de la famille des
chaperonines, que I'on nommera « chaperonin-like ». Elles représentent ainsi 1/4 des genes

responsables du BBS et sont détectées dans pres de 30% des patients. En 2006, un nouveau
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gene BBS, BBS11 (TRIM32) a été identifié (Chiang et al. 2006). Cependant, avec une seule
mutation faux sens caractérisée pour ce gene et l'absence de mutation dans plusieurs
cohortes de patients américains et frangais (Dollfus et Katsanis communications

personnelles), son statut de gene responsable de BBS semble compromis.

Ces 2 genes sont les génes BBS les mieux caractérisés a ce jour. La famille de protéines définie
avec BBS6 ouvre de nouvelles perspectives fonctionnelles au sein de la maladie. Les
prédictions que nous avons effectuées ouvrent le champ a bon nombre d’expériences
complémentaires qui permettront de mieux comprendre les implications de ces protéines

dans la maladie.

Ainsi, bien que la fonction de ces chaperonines-like n’ait pas encore été clairement élucidée,
le lien fonctionnel avec le cil est bel et bien maintenu. Ainsi, tout comme BBS6 (Kim ef al.
2005), BBS10 est localisé dans le cil (Katsanis, communication personnelle) et plus
particulierement dans la zone péricentriolaire (proche du centrosome). Il a été récemment
montré que le cil des vertébrés possede certaines spécialisations l'impliquant dans le
développement embryonnaire aux moyens des voies de communication cellulaires (revue
dans (Davis et al. 2006)). L’existence de BBS10 et BBS12 spécifiques aux vertébrés est peut-

étre le reflet de cette spécialisation.

Deuxiemement, leur analyse met en avant quelques précisions quant a l'utilisation de la
génomique comparative dans le syndrome de Bardet-Biedl. D’une part, tous les genes ne
sont pas forcément spécifiques de tous les organismes ciliés. D’autre part, la
complémentarité des approches doit étre privilégiée afin de caractériser de nouveaux genes.
Enfin, 'analyse des profils phylogénétiques de BBS10 et BBS12 souléve I'importance de la

validation au niveau génomique de ces profils.

Récemment, plusieurs banques de données enrichies en protéines du cil ont été construites
(Gherman et al. 2006; Inglis et al. 2006). Ces nouvelles ressources permettront d’identifier de
nouveaux candidats pour les maladies du cil comme BBS et de mieux comprendre les

éventuelles interactions entres les protéines du cil.

Ce travail a permis de révéler leur existence et de les caractériser au mieux, cependant il reste
encore de nombreuses questions sans réponses ; Quel est leur fonction ? Définissent-elles un
complexe (dimere, trimere ou plus) ? Redondance de fonctions? Utilisation de ’ATP ?

Conformation spatiale ?
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Chapitre 14 - Actichip une puce dédiée au cytosquelette

« Quand on prend la peine de découvrir les ficelles, on se sent moins marionnette... »

Robert Blondin

La création de la puce Actichip s’inscrit dans la thématique générale du laboratoire a
Luxembourg qui concentre ses efforts sur I'étude du cytosquelette et en particulier, du
cytosquelette d’actine. Le cytosquelette est un systeme dynamique dont les éléments sont
contrdlés dans le temps et dans l'espace. La création d'une puce thématique dédiée au
cytosquelette permettra de disposer d’un outil capable de détecter les changements de
I'expression de I'ensemble des genes de ce systéme complexe lors de certaines situations

physiologiques ou pathologiques.

Ma contribution dans ce projet a consisté a développer les outils bioinformatiques attachés a
la création d’Actichip, notamment au choix de sondes spécifiques des genes du
cytosquelette. Ce projet a combiné des étapes de bio-analyse, afin de mieux comprendre les
problémes posés et a donné lieu au développement d'un logiciel de design de sondes
(CADO4MI), mais également a d’autres outils ou protocoles comme DbFaster ou GalActicA.
L’ensemble des logiciels est décrit dans la partie Matériel et Méthodes (voir le Chapitre 9 -
CADO4MI et le Chapitre 10 - Autres outils développés). Deux manuscrits sont en cours de

correction en vue d’une soumission avant la fin de 1’année 2006.

Dans cette partie, apres un bref rappel sur I'historique de la puce, je décrirai les différents
aspects du design de sondes qui ont mené a la création d’Actichip et les problemes
rencontrés. Enfin, j'évoquerai les différentes validations et les premiers résultats liés a ce

travail.

14.1 Les différentes versions d’Actichip

Le développement de la puce Actichip se déroule en plusieurs phases. On distingue ainsi 3
phases a lissue desquelles l'intégralité des séquences référencées dans notre banque

Actinome sera représentée sur la puce (Figure 98).
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Actinome V1.0 I V2.0 I V3.0 l
Actichip I V1.0 I V2.0 I V3.0 I
56 271 1415

Figure 98 Les différentes versions de la puce Actichip.
Les versions de la puce Actichip couvrent les différentes versions de la banque Actinome.

Dans un premier temps, nous avons établi un prototype de la puce Actichip (v1.0). Cette
version contient 56 genes issus de la premiere version d’Actinome. Ce prototype a permis de
vérifier la faisabilité du projet et de maitriser les différents outils de fabrication de la puce. Ce

travail a été mené par Laurent Vallar et ne sera pas discuté au cours de cette these.

La seconde version de la puce a ADN, Actichip v2.0 comporte essentiellement des genes du
cytosquelette d’actine et des marqueurs de tissus épithéliaux et mésenchymateux. Actichip
2.0 correspond a la version en cours d’utilisation et fait 1’'objet d’'un manuscrit en cours de

soumission.

Enfin la derniere version, Actichip v3.0, contiendra I'ensemble des genes représentés dans
Actinome. Cette derniére version qui couvrira I'ensemble des protéines du cytosquelette est

en cours de développement.

Dans ce chapitre, nous aborderons le choix des sondes de maniere plus général, puis le
design de la deuxiéme version d’Actichip a laquelle nous inclurons les sondes de la premiere

version. La version 3 sera mentionée sur quelques aspects en particuliers.

14.2 Le design de sondes spécifiques

Le design de sondes pour puces a ADN est un processus multicritere qui consiste a choisir
pour chaque ARNm la, ou les, parties de sa séquence qui servira de canevas a la séquence
complémentaire. Un oligonucléotide d'une taille fixe et comportant cette séquence sera
synthétisé et déposé sur la puce. Cet oligonucléotide s’hybridera spécifiquement a la
séquence coplémentaire d'un ADN cible marqué par un fluorochrome. Les divers criteres
nécessaires au choix d’une sonde sont décrits dans la partie Matériel et Méthodes (Chapitre 9

- CADO4MI). Parmi ces criteres, le critere de spécificité est tres certainement le plus
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important (Kane et al. 2000; Hughes et al. 2001). En particulier, 2 parametres, le pourcentage
d’identité et le nombre de bases consécutives identiques permettent de déterminer si une
séquence similaire a la sonde sera capable de s’hybrider a elle lors de I'étape d’hybridation

sur la puce a ADN.

Un certain nombre de programmes de design existaient au début de ce projet et d’autres sont
apparus au cours de sa réalisation (Tableau 18). Ils diposent tous d’un certain nombre de
caractéristiques communes comme l'évaluation de la spécificité ou le calcul de la
température de fusion (Tm). Le pourcentage de GC (%GC), les structures secondaires et la
position de la sonde sur la séquence sont des criteres qui ne sont pas considérés par tous les

programmes.

Le design de sondes dans le cadre des genes du cytosquelette a été un véritable challenge. En
effet, le cytosquelette contient un nombre important de familles de genes partageant une
forte identité de séquences et comportant de nombreuses isoformes ou de variants
d’épissage. La superfamille des actines en est un exemple éloquent. Les isoformes d’actine
partagent ainsi jusqu’a 99% d’identité (Tableau 13) sur la partie codante. Ceci réduit
considérablement le nombre de zones potentiellement disponibles pour choisir une sonde

spécifique. Les cytokératines, les myosines en sont d’autres exemples.

Il apparait ainsi nécessaire de disposer d’un outil capable de réaliser en automatique cette
tache tout en assurant une validation importante des résultats. De plus, un acces a 'ensemble
des parametres et des informations du design est un des éléments essentiels a la maitrise du
choix des sondes. L’interface graphique d’analyse des résultats permet de visualiser, valider
et controler de maniere précise le choix des sondes et ainsi de faciliter le « re-design » des cas
problématiques. Ce second outil faisait défaut sur la majorité des logiciels au moment de la

réalisation de notre projet.

Nous avons ainsi développé CADOA4MI (Computer Assisted Design of Oligonucleotide For

Microarray) pour réaliser le design des oligonucléotides de la puce Actichip.
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Nom du logiciel ProbeSelect Ollgi»grray O“g; Grray OligoWiz Picky ROSO YODA GoArrays CADO4MI
Langage d_e C++ Java Java Java C++ C Java Java Tcl/Tk
programmation
Systéme U W/M/U W/M/U W/M/U W/M/U W/M/U W/M/U W/M/U W/M/U
LC/IG/IGA LC/IG LC/IG LC/G IG/IGA IG LC/G LC/IG IG LC/IGA
Similarité myersgrep BLAST BLAST BLAST Suffix array BLAST SeqgMatch BLAST BLAST
Methogsgr?] caleul NN NN NN NN NN NN NN NN NN/MW/MOL
Intervalle de Tm Oui Oui Calcule Calcule Calculé Oui Oui Oui Oui
%GC Oui Non Oui Non Oui Oui Oui Non Oui
Structur_e Non Oui Oui Non Oui Oui Oui Oui Non
secondaire
Sequ_en,ces Non Oui Oui Non Non Oui Oui Oui Oui
prohibées
Distance du 3’ Non Oui Oui Calcule Non Oui Non Oui Oui
Taille de la sonde Oui Variable Variable Calcule Variable Oui Variable Oui Oui
Pas O,'e la fenétre Non 10 nts 1nt Non Non Non Non Non Variable
d'analyse
. o Calcul de Modéle i Puissance Séparations Calcul de la sonde Estimation du Tm
Particularités s o . Fléxibilité p AR . . e
I'énergie libre thermodynamique de calcul  des étapes similarité discontinue Ultilisation de 2 banques
s : (Rouillard (Rouillard et al. (Nielsen et (Chouet (Reymondet (Nordberg (Rimour et Manuscrit en
References  (Lietal. 2001) i 5002 2003) al. 2003)  al.2004)  al. 2004) 2005) al. 2005) préparation

Tableau 18 comparaison de différents logiciels de design de sondes pour puces a ADN.
W=Windows, M=Macintosh, U=Unix, LC=ligne de commande, IG=interface graphique, IGA=IG avancée pour l'analyse des résultats, NN=Nearest

Neighbor, MW=Méthode de Wallace, MOL=Méthode des oligonucléotides longs
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14.2.1 Quelques aspects de CADO4MI

Dans le développement de notre outil de design de sondes, nous avons voulu associer une
flexibilité nécessaire et la validation des résultats. Ceci dans le but d’obtenir des données de

qualité.

Suivant cette démarche, tous les parametres du design sont modifiables, des plus anodins
comme le choix du répertoire de sauvegarde des résultats jusqu’aux plus fondamentaux
comme les criteres de spécificité (Figure 66). Enfin, I'ensemble des résultats est consultable

au moyen de fichiers intermédiaires.

Dans un souci de qualité générale du processus, nous avons intégré plusieurs niveaux de
validation. Le premier niveau de validation consiste a tester la présence du gene considéré
dans la banque de séquence choisie (voir 9.9.2 Validation de la séquence appat). Cette étape,
qui parait anodine voir inutile, trouve tout son sens lorsque I'on considere que les séquences
soumises peuvent provenir de banques de séquences différentes de celle utilisées pour le
design. Il peut en résulter des différences de tailles entre les séquences des ARNm du méme
gene, notamment au niveau des parties 3’ et 5° UTR. Si la séquence présente dans la banque
utilisée pour le design est plus longue dans sa partie 3’ UTR, les conséquences peuvent étre
dramatiques. Le risque réside dans la possibilité de choisir une sonde positionnée a une
distance trop importante de I'extrémité 3’ du véritable ARNm. Cette sonde ne pourra alors

pas détecter sa cible (souvent produite par RT-PCR a partir du poly-T).

Dans notre cas, les séquences d’ Actinome utilisées pour le design sont validées par RetScope
a partir de la banque généraliste GenBank. Cependant les banques de séquences utilisées lors
du design sont RefSeq et UniGene (voir ci-dessous). Par exemple, dans le cas du design
d’Actichip v2.0, 40 séquences (<10%) ne remplissaient pas les criteres définis par ce module.
L’étude de chaque cas a permis de valider la séquence initiale et d’assurer la validité du

design de sondes (exemple Figure 99).
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Meilleure séquence détectée par BLAST dans la banque RefSeq

Figure 99 Exemple d’une différence entre une séquence appat et I’équivalent dans la
banque RefSeq.

Illustration dans linterface de BlastPanel (Chalmel F. non publié) des alignements entre Ia
séquence appat soumise au design et son meilleur représentant dans la banque RefSeq. Le design
pour le géne HSP27 illustre la différence qu'il peut y avoir entre une séquence issue de GenBank et
son équivalent dans RefSeq. Le pourcentage d’identité garanti le fait que ces 2 séquences
correspondent bien au méme gene. Dans ce cas, la différence porte sur la partie 5’ de la séquence
et n‘aura aucune incidence sur le choix d’une sonde.

Cependant, le design préliminaire de la version 3.0 a révélé pres de 50% de séquences
problématiques par rapport a celles de la banque RefSeq. Nous avons de fait analysé I’état de
mise a jour de nos séquences GenBank utilisées. Nos séquences initiales sont en effet stockées
dans des fichiers dans la banque Actinome. Néanmoins, bien que stockées nos séquences
n‘ont pas subi de mises a jours majeures pouvant expliquer cette différence. La raison
probable est I'effort plus important de validation réalisé sur ce groupe en particulier dans
RefSeq. Pour le set Actichip 3.0, ceci nous a incité a revoir notre stratégie en remplacant nos
séquences initiales par leurs équivalents RefSeq. Ce travail est en cours de réalisation par
Arnaud Muller sur la plateforme de bioinformatique de Luxembourg et devrait mener au

design final de la version 3.0 d"Actichip.

La spécificité d'une sonde pour un gene en particulier doit étre évaluée en tenant compte de
I'ensemble des autres genes existant dans la cellule. Il existe différentes banques d’ARNm
susceptibles de contenir 1'ensemble des ARNm exprimés par une cellule. Les 2 banques

majeures sont RefSeq et UniGene.
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Dans le but d’utiliser ces différentes banques de séquences pour valider les sondes choisies,
nous avons implémenté la possibilité de comparer et de choisir une sonde au moyen de 2
banques en méme temps. Ce point constitue le deuxieme niveau de validation de CADO4MI.
De fagon pratique, le design est réalisé sur chaque banque de séquence séparément puis la
« sélection croisée » permet de choisir une sonde en tenant compte du résultat obtenu avec

les 2 banques. Le résultat est consultable et modifiable au travers de l'interface graphique.

Ainsi, pour Actichip, nous utilisons les 2 banques de références que sont RefSeq et UniGene.
RefSeq est une collection de séquences de références généralement validées par une expertise
humaine (voir 2.2.2.2 RefSeq). L’avantage de cette banque réside justement dans la qualité
des séquences qui y sont représentées, mais également par ses annotations et I’absence de
redondance. Cependant, RefSeq est également moins complete en terme de nombre de
transcrits. Ce dernier point semble cependant grandement s’améliorer depuis les dernieres
versions de la banque en 2006. UniGene est une banque contenant des groupes de séquences
(genes connus, ESTs...) représentant des genes (voir 2.2.2.3 UniGene). Cette banque plus
exhaustive représente 1'ensemble des séquences exprimées (le transcriptome) de la cellule.
Cependant, cette exhaustivité se traduit par un degré de redondance élevé et des annotations

incompletes voir fausses.
14.2.2 Les parametres du design

Le choix des parametres de design pour Actichip a été réalisé de facon a tenir compte, et ceci
en dépit des différentes phases de sa construction, de 'ensemble des séquences qui y seront
intégrées.

Les sondes utilisées sur Actichip ont une taille de 60 bases. Cette taille de sondes représente
le meilleur rapport entre la spécificité et la sensibilité de détection du signal (Hughes et al.
2001). Nous avons choisi d’éliminer les séquences contenant une succession de 7 bases
identiques (par exemple GGGGGGG). Ces séquences sont susceptibles de poser des
problemes notamment lors de la synthese. Le design a été effectué sur la base d’une région
englobant au maximum 3000 bases a partir de 1'extrémité 3’ de chaque ARNm. Le Tm doit

étre de 92 + 5°C et le pourcentage en GC compris entre 35 et 70%.

Les choix du Tm et du GC ont été guidés par 1'estimation de toutes les valeurs de Tm et de
pourcentage en GC possibles pour toutes nos séquences (Figure 100). L’estimation des
parametres est une étape importante qui permet au final d’optimiser les résultats (Li et al.
2001). En effet, des valeurs de Tm et de pourcentage en GC homogenes assureront une

hybridation uniforme. La moyenne de toutes les valeurs de Tm calculée avec le modele du
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plus proche voisin est de 91,8°C. La distribution des pourcentages en GC est centrée autour

de 51,1%.
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Figure 100 Estimation du Tm et du GC pour les séquences utilisées par Actichip.

(A) Représentation de la distribution de toutes les valeurs de Tm calculées par le modéle du plus
proche voisin. (B) Représentation de toutes les valeurs de GC calculées. Les moyennes sont
indiquées en rouge.

Il est intéressant de comparer ces résultats avec les valeurs calculées sur I'ensemble des
séquences disponibles dans la banque RefSeq (Figure 101). Le groupe de séquences utilisé
pour Actichip ne differe pas sur ces 2 criteres de la moyenne de toutes les séquences

disponibles dans la banque RefSeq.
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Figure 101 Estimation du Tm et du GC pour les séquences présentes dans RefSeq.

(A) Représentation de la distribution de toutes les valeurs de Tm calculées par le modéle du plus
proche voisin. (B) Représentation de toutes les valeurs de GC calculées. Les moyennes sont
indiquées en rouge. Les données sont calculées avec la « release 16 » de la banque RefSeq.

Le design a été réalisé une premiere fois en utilisant la banque RefSeq et une seconde fois
avec la banque UniGene. La sélection finale des sondes a été conduite en combinant les 2

designs.
14.2.3 Résultat du design des sondes

Pour les 327 genes, la procédure automatique de design a permis de choisir sans aucune
intervention, 81,7% des sondes pour RefSeq seule, 86,4% dans le cas d’'UniGene seule et
73,4% pour la combinaison des 2 banques. Ces résultats correspondent au pourcentage de

sondes spécifiques, c'est-a-dire aux sondes qui ne détectent qu'une seule séquence in silico.

Ces données illustrent plusieurs points. D’une part, il existe bel et bien une différence entre
les 2 banques de séquences utilisées (Figure 102). Leur utilisation simultanée ne permet pas

d’augmenter le nombre de séquences automatiquement choisies, mais a l'inverse, de le
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baisser. Ceci signifie que l'utilisation des 2 banques en simultanée permet d’éliminer des

faux positifs de part et d’autres (voir 14.2.4 L’apport de I'utilisation de 2 banques).
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Figure 102 Exemple de l'utilisation de 2 banques de séquences différentes.

Cette fenétre de CADO4MI illustre le résultat du design pour le gene de l'actine alpha de muscle
squelettique dans les 2 banques de séquences, RefSeq (partie du haut) et UniGene (partie du bas).
La sonde choisie pour chaque banque individuellement est indiquée par une fleche jaune
(également avec un contour en pointillés noirs). Dans ce cas, on constate que la sonde choisie pour
RefSeq correspond a une sonde non spécifique (couleur bleue) dans la banque UniGene.
L'utilisation des 2 banques permet de choisir une autre sonde plus spécifique indiquée par une
fleche mauve (également marquée par une croix).

D’autre part, 26,6% soit 87 sondes doivent étre réexaminées afin de les valider ou de les
écarter et, puis de choisir de nouvelles sondes. Ce sont des sondes potentiellement capables
de détecter plusieurs séquences. Parmi les différentes complications observées, la plus
fréquente concerne la détection de plusieurs variants d’épissage du méme gene (42 cas).
Dans ce cas précis, nous avons décidé de choisir la sonde capable de détecter le maximum de
variants. Parmi les autres complications, on notera par exemple, la présence de doublons
dans la banque UniGene (14 cas) et la détection de pseudogenes (12 cas). Pour choisir des
sondes spécifiques, 'analyse de ces genes a nécessité le redesign de 37 sondes en utilisant
des criteres moins restrictifs. Une sonde a pu étre trouvée pour chacun des genes avec
néanmoins quelques écarts par rapport aux critéres optimaux. Ainsi, la limite inférieure du

Tm a du étre abaissé dans 4 cas, de méme pour le pourcentage de GC dans 1 cas et pour la
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distance de l'extrémité 3’ dans 5 cas. Enfin, 5 sondes ne permettront pas de distinguer

uniquement le gene correspondant.

Au final, pour les 327 genes inclus dans la deuxieme version d’"Actichip, nous avons choisi
355 sondes. Ce set d’oligonucléotides est caractérisé par un Tm moyen de 91,3°C, un %GC de
50,2% une distance moyenne a la fin 3’ de 701 bases. Seules 4 sondes ne possedent pas les
criteres de Tm requis, le Tm le plus bas est de 83,3°C. Une seule sonde possede un %GC de

31,7% par rapport au 35% préconisé.
14.2.4 L’apport de I'utilisation de 2 banques

Dans le point précédent, nous avons brievement évoqué une différence entre les designs
réalisés en automatique selon les banques de données utilisées. Cependant, qu’apporte

réellement I"utilisation de 2 banques RefSeq et Unigene au choix des sondes ?

Nous avons ainsi comparé la sonde choisie par l'utilisation des 2 banques simultanément (la

sélection croisée) a celle choisie si nous avions considéré chaque banque individuellement.

En considérant uniquement la banque RefSeq, 164 sondes sont identiques au choix final
(sélection croisée). De méme pour la banque UniGene, 206 sondes sont identiques au choix
final. 108 sondes (environ 1/3) sont communes a ces résultats et indiquent le nombre de
sondes correctement choisies en considérant ces banques individuellement (Figure 103). 219
sondes ne correspondent donc pas aux choix possibles avec les banques individuelles. En
conséquence, l'utilisation combinée des banques permet de remettre en question le design
d’environ 2/3 des sondes et ainsi d’améliorer le choix des sondes. Ce chiffre n’est pas

négligeable et montre tout I'intérét de notre stratégie.

241



Résultats - Chapitre 14 - Actichip une puce dédi¢eytosquelette

164 108

RefSeq

Figure 103 Intérét de I'utilisation de 2 banques dans CADO4MI.

Comparaison du nombre de sondes retenues par la séléction croisée avec la sélection initiale pour
chacune des 2 banques (UniGene et RefSeq). Pour les 327 génes de la version 2.0 d’Actichip,
seules 108 sondes (environ 1/3) sont identiques au choix initial d’'UniGene et de RefSeq. Ainsi, 219
sondes (environ 2/3) ont bénéficiées de I'utilisation d’un design combinant ces 2 banques.

14.2.5 Les sondes de controle

Actichip integre des contrdles négatifs et positifs. Ces contrdles internes permettent de
valider le bon déroulement d’une expérience en vérifiant par exemple que les controles
négatifs ne détectent aucun signal, ce qui serait révélateur d’une hybridation non-spécifique.
Les controles négatifs sont en général des séquences provenant d‘autres organismes que
celui analysé. CADO4MI a ainsi permis de tester ’absence des séquences sondes provenant

de 51 genes bactériens et de 10 genes de la plante A. thaliana dans les transcrits humain.

14.3 Validation et premiers résultats de la puce a ADN Actichip

La séquence des sondes étant définie, la prochaine étape est la fabrication et la validation de
la puce. Cette étape cruciale a été réalisée par la plateforme de puces a ADN du
Luxembourg. L'ensemble de ces résultats est décrit dans une publication en cours de

soumission et sera résumé dans les points qui suivent.
14.3.1 Fabrication d’Actichip

La syntheése des sondes a été réalisée par la société Eurogentec (Seraing, Belgium) a partir de

la liste des sondes définies par CADO4MI. L’ensemble des sondes et des contrdles a été
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déposé ou « spotté » en 3 exemplaires a une concentration de 25 uM, sur des lames Arraylt
pré-traitées a I'époxy (Arraylt, Sunnyvale, CA, USA) par un robot Microgrid II microarrayer

(Genomic solutions, Huntingdon, United Kingdom).
14.3.2 Comportement des sondes

Expérimentalement, le bon fonctionnement des sondes répond a 2 criteres : la réactivité et la
spécificité. La réactivité d’une sonde rend compte de sa capacité a s’hybrider a une séquence
nucléotidique. Sur l'ensemble des expériences menées au laboratoire, seules 22 des 355
sondes n’ont jamais donné de signal. Plusieurs possibilités s’offrent alors. Soit la sonde a été
mal choisie et ne peut donc pas détecter sa cible, soit la cible n’est pas présente ou en tres
faible quantité. Ce dernier cas est certainement le plus probable car 'expression de certains
genes est restreinte a des types cellulaires spécifiques. Par exemple, parmi les 22 sondes, 2
correspondent a des isoformes d’actine : I'actine du muscle lisse aortique (Alpha-actin 2) et
I'actine alpha cardiaque. Les sondes représentant ces 2 isoformes spécifiques du muscle
cardiaque et de l'appareil aortique n’ont jamais été testées dans des expériences
transcriptomiques avec ce type de tissus. De plus, comme nous le verrons plus bas les sondes
représentant ces 2 isoformes sont parfaitement fonctionnelles. La raison pour laquelle les 20
autres sondes n’ont réagi dans aucune expérience n’a pas pu étre identifiée pour l'instant et

les propriétés de ces sondes seront étudiées plus en détail ultérieurement.

La spécificité d'une sonde, c'est-a-dire sa capacité a s’hybrider non pas simplement a une
séquence nucléotidique mais exclusivement a la séquence du gene pour lequel elle a été
choisie, a été testée dans une expérience menée par André Mehlen sur la plateforme de puces
a ADN. Les isoformes d’actine représentent par leur haut degré de similarité un exemple
parfait pour tester la spécificité des sondes designées par CADO4MI. Dans ce contexte nous

avons donc choisi de tester spécifiquement les sondes des 6 isoformes d’actine.

Cette expérience consiste a produire des fragments de PCR de chacune des isoformes
d’actine et de les tester séparément dans différentes réactions d’hybridations sur la puce
Actichip. Le but est de vérifier qu’il n'y a pas d’hybridations croisées entre les cibles et les

sondes représentant les différents genes d’actine

Comme on peut le voir sur la Figure 104 chaque sonde a été capable de détecter
spécifiquement sa cible, démontrant par la méme la qualité des sondes « designées ». De
plus, aucun autre signal indiquant des réactions croisées n’a été observé pour les autres

actines et pour I'ensemble de la puce.
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Fragments de PCR

Sondes ACTB ACTG1 ACTA2 ACTG2 ACTC ACTA

actine alpha cardiac muscle

actine alpha 2 aortic smooth muscle
actine gamma 2 enteric smooth muscle
actine béta

actine gamma 1

actine alpha 1 skeletal muscle

Figure 104 Spécificité des sondes pour les isoformes d’actine.

Des fragments de PCR correspondants aux 6 isoformes d’actine ont été générés a partir d’ADNc et
marqués par des composés fluorescents. La figure montre les hybridations indépendantes de
chacun de ses produits de PCR sur Actichip.

14.3.3 Une expérience de validation

Le comportement d’Actichip a été étudié avec des échantillons biologiques exprimant un
répertoire spécifique de genes du cytosquelette. Ainsi, 10 expériences de transcriptomique
différentielle ont ét¢ menées sur du muscle squelettique humain et une lignée cellulaire de
carcinome mammaire (MCF-7). Les ADNc cibles préparés a partir des ARNm de ces
échantillons ont été marqués par deux fluorochromes différents et ont été hybridés aux
sondes présentes sur ActiChip. L’analyse statistique de ces éxpériences a montré les qualités
intrinseques de la puce. Le signal fluorescent enregistré n’est que tres peu sujet aux
perturbations liées a la taille ou a la forme des spots. Les données sont reproductibles entre
les différentes expériences. L’addition aux séquences cibles de quantités bien définies
d’ARNm synthétiques (spike RNA) représentés par des sondes sur la puce, a permis
d’établir la limite de détection de la puce. Actichip est capable de détecter potentiellement

une copie d’ARNm par cellule.

L’étude des genes du cytosquelette exprimés de facon différentielle dans ces 2 types
cellulaires a permis de vérifier la capacité d’Actichip a détecter de fagon fiable, différentes
isoformes (Figure 105). L’analyse des profils d’expression de ces cellules par ActiChip
montre que, par exemple, dans le muscle squelettique, on retrouve l'actine alpha

squelettique, les myosines musculaires, les troponines, et la nebuline, alors que pour les
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cellules MCE-7, on observe comme attendu I’expression de 'actine béta, des cytokératines 8

et 18, la filamine A, et I’ankyrine 3.

Microarrays

Cytokeratin 18
Gamma-actin
Ankyrin 3
Filamin A
Cytokeratin 8
Beta-centractin
Beta-actin
20-1

Coronin 2A
SLUG

MCEF-7

Nebulette

Alpha-actin 1

Myesin light chain 2a

Myasin heavy chain, sk.muscle
Nebulin

Troponin T, fast sk. Muscle
Myosin light chain 1

Troponin |, fast sk. Muscle

HIP-1
Troponin C

Skeletal muscle

0 comelation oz 04 06

Figure 105 Dendrogramme représentant le résultat du clustering hierarchique.

Le dendrogramme représente le clustering hierarchique des genes détectés dans au moins 2
expériences sur 3. Les geénes sont regroupés en fonction de la similarité de leurs profils
d’expression exprimés par le rapport du log de leurs intensités. A droite, chaque ligne correspond a
un géne alors que chaque colonne correspond a une expérience. Les 10 génes les plus régulés sont
indiqués. Les génes exprimés préférentiellement dans le muscle squelettique ou dans les cellules
MCF-7 sont indiqués repectivement en rouge et en vert.

Une expérience complémentaire utilisant les mémes échantillons a permis de comparer
Actichip a 2 autres plateformes de puces a ADN (Affymetrix et Opéron). L’étude des genes
communs aux 3 plateformes (10.3 Comparaison de puces) a montré qu’Actichip est aussi
performante que la puce Affymetrix (U133A 2.0) et plus performante que la puce Opéron.
Une analyse détaillée des profils d’expression des isoformes d’actine montre des différences

entre les 3 plateformes.
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Actichip Affymetrix Opéron

MCF-7 Muscle MCF-7 Muscle MCF-7 Muscle
actine alpha 1 skeletal muscle - + - + + +
actine alpha 2 aortic smooth muscle - - + + - +
actine béta + + + + + +
actine alpha cardiac muscle 1 - - - + / /
actine gamma 1 + + + + - -
actine gamma 2 enteric smooth muscle - - + + -

Tableau 19 Expression des isoformes actine dans les 3 plateformes de puces a ADN.
Les profils d’expression des 6 isoformes d’actine dans chaque échantillon et pour les 3 plateformes
de puces a ADN sont représentés par « + » (géne exprimé) ou un « - » (géne non exprimé). Une
seule isoforme n’existe pas dans le set Opéron (marqué par un « / »).

Les profils d’expression des isoformes d’actine obtenus par Actichip sont conformes a ceux
attendus pour les 2 tissus (Khaitlina 2001). Ces résultats sont également cohérents avec la

qualité des sondes testées de fagon synthétique (14.3.2 Comportement des sondes).
14.3.4 Une premiere application d’Actichip

Une application sur une lignée cellulaire humaine montre également l'intérét de I'utilisation

d’Actichip.

Cette expérience préliminaire a été réalisée au sein de la plateforme de puces a ADN du
Luxembourg dans un projet visant a déterminer les régulations des génes du cytosquelette
d’actine lors de changements de son organisation. La comparaison implique le transcriptome
de 2 lignées cellulaires issues d'un clone MCF-7 résistant au TNF-a développé dans le

laboratoire de Chouaib et al (Cai et al. 1997).

L’analyse phénotypique de ces 2 lignées cellulaires montre clairement 2 états typiques du
cytosquelette ; I'un correspondant a une cellule de type épithéliale caractérisée par des
cellules jointives et polarisées, et I’autre, correspondant a un type cellulaire mésenchymateux
caractérisé par des cellules individualisées et des extensions de la membrane comme des

filopodes (Figure 106).
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Figure 106 Image en microscopie a contraste de phase des 2 lignées cellulaires.

A gauche la lignée cellulaire MCF7 correspondant a un phénotype de cellule épithéliale (cellules
jointives avec peu d’extensions membranaires) et a droite le clone 1001 caractéristique du
phénotype mésenchymateux (cellule individualisée avec de grandes et nombreuses extensions
membranaires).

Les résultats préliminaires de 1’analyse de 3 expériences Actichip ont montrés de grands
changements du niveau d’expression des genes du cytosquelette (Figure 107) avec environ
91 genes régulés négativement et 112 genes régulés positivement. L’analyse des genes les
plus dérégulés fait apparaitre des marqueurs classiques des 2 tissus et notamment de 'EMT
comme la vimentine, snail, la desmoplakine et les cytokératines. L'EMT (Epithelial-
Mesenchymal Transition) est un processus de différenciation cellulaire responsable du passage
d'une cellule de type épithéliale (non motile) a cellule mésenchymateuse (motile) (revue
dans (Thiery 2002; Lee et al. 2006; Thiery et al. 2006)). Cette transition implique la perte des
adhérences inter-cellulaires, la perte de la polarit¢ des cellules et l'acquisition du
comportement migratoire (impliquant le remodelage du cytosquelette d’actine). Une analyse
plus approfondie devrait permettre de mieux comprendre les différences entres les 2 états de

ses cellules et peut étre de vérifier s'l y a eu une EMT ou pas.
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Figure 1077 Image d'une expérience d’hybridation avec Actichip.

La puce Actichip est composée de 6 blocs contenant chacun 225 spots. L'échantillon correspondant
aux cellules MCF-7 est marqué a la Cy3 (vert) alors que I'échantillon correspondant au clone 1001
est marqué a la Cy5 (rouge).

14.4 Conclusions et perspectives

Ce travail a permis de développer Actichip, une puce a ADN dédiée au cytosquelette
d’actine. Au vu des premiers résultats, Actichip semble étre une plateforme fonctionnelle
capable de discriminer des tissus différents et des isoformes différentes. Son développement
est basé sur un set d’oligonucléotides optimisés correspondant aux genes du cytosquelette
d’actine. Les sondes ont été calculées au moyen d’un nouveau logiciel de design de sondes,

CADO4M], que nous avons développé au laboratoire.

L’analyse fonctionnelle du comportement des sondes semble indiquer que la stratégie
retenue pour CADO4MI est pleinement satisfaisante. Encore une fois, I'utilisation croisée de

plusieurs banques de données permet d’assurer une meilleure qualité des résultats.
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L’application d’Actichip a des projets biologiques impliquant le cytosquelette permettra de

révéler les régulations des différents éléments.

Enfin, la derniere version de la puce est en cours de construction. Le design du troisieme set
de sondes qui compte environ 1200 genes supplémentaires devrait permettre a Actichip 3.0
de couvrir 'ensemble des genes des 3 cytosquelettes. La fabrication d”Actichip 3.0 est prévue

pour la fin 2006 ou au tout début 2007.
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Chapitre 15 - Conclusions et perspectives

Le travail réalisé au cours de cette these a contribué a souligner les forces et les faiblesses des
analyses et comparaisons bioinformatiques des données massives générées dans un contexte
d’approches a haut débit. Nous avons également mis en avant l'apport de cette discipline
dans des études appliquées a la biologie et a la médecine. Ces lecons ont été obtenues en
abordant un systeme biologique complexe bien défini, le cytosquelette, artisan majeur de
nombreux processus de la croissance et du développement cellulaire. Les outils congus
visent a mieux comprendre les relations unissant les différents composants du cytosquelette,
au travers d’approches combinant des analyses fondées sur I'évolution et sur les variations

de I'expression génique.

De fagon générale, la bioinformatique s’inscrit souvent dans une alternance entre des phases
de développements informatiques et des phases de compréhension et d’analyse du systeme
biologique. La programmation elle-méme oscille entre la création d’outils de saisie, de
visualisation ou de calculs statistiques visant a obtenir une meilleure intelligence des
données et le développement de véritables modeles ou outils de prédiction permettant non
seulement de recréer un systeme ou d’en tester certains parametres, mais également de tester

les limites de ’approche utilisée.

Nous avons ainsi développé pas moins de 3 applications majeures; Comlcs pour la
détermination des profils phylogénétiques, ARPAnno pour identifier les différentes ARPs et
CADO4MI pour choisir des sondes spécifiques pour des puces a ADN.

L’étude des profils phylogénétiques des genes du cytosquelette est un exemple frappant de
la quantité et de la complexité des données ainsi que des difficultés auxquelles la

bioinformatique et le bio-analyste doit faire face.

Dans ce systeme, nous avons du faire face au probleme des erreurs de prédictions de genes
et de protéines dans les génomes complets. La conséquence directe est une mauvaise
définition du protéome des organismes dans les banques de séquences protéiques qui rend
tres incertaine la notion de présence ou d’absence d'une protéine. Nous avons également du
faire face a des problemes moins habituels liés aux méthodes classiques de détection de
similarité. A l'inverse du probleme, fréquemment rencontré, de la difficulté a détecter des
homologues éloignés, nous avons été confrontés aux complications introduites par

I'existence de sous-familles homologues trop proches pour étre efficacement distinguées. En
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particulier, la superfamille des actines et Actin Related Proteins a ét¢ emblématique des
limites d'une approche de génomique comparative. Nos efforts se sont alors concentrés sur
une caractérisation et une compréhension approfondies des membres appartenant a cette
superfamille par la création et 'analyse d’un alignement multiple de l'ensemble de ces
séquences. La puissance intégrative de I'alignement multiple de séquences completes n’est
certes plus a démontrée, cependant la encore, il a révélé sa pertinence en permettant de
définir les éléments spécifiques et discriminants (insertions, délétions, domaines, zones,
résidus...) qui sont la base du serveur ARPAnno. ARPanno représente 1'aboutissement du
travail fin réalisé sur cette famille de protéines, en proposant un outil d’identification, de
discrimination et finalement, d’annotation des séquences homologues de l'actine. L’étude
des ARPs est réellement un cas emblématique de l'ensemble des efforts consentis, pour
analyser une famille de protéines, allant de la prédiction de genes dans les génomes a
’analyse structurale des conservations en passant par la définition d’éléments de séquences
discriminants et la prédiction d’interactions. Les enseignements sont multiples et concernent
aussi bien une meilleure compréhension des fonctions cellulaires, des structures et de
I'évolution des complexes multiprotéiques auxquels participent ces protéines que la
définition de nouvelles stratégies bioinformatiques afin d’aboutir a des études de génomique

comparative réellement efficientes.

Un autre exemple du lien direct qui peut exister entre 1’analyse in silico et les applications en
biologie et en médecine est illustré par la découverte de 2 nouveaux genes responsables du
syndrome Bardet-Biedl. BBS10 et BBS12 permettent d’identifier a eux seul 25% des patients
atteints du BBS. Ces 2 genes sont formidablement bien adaptés aux méthodes diagnostiques
modernes puisque leurs parties codantes ne sont constituées que de 2 exons pour BBS10 et 1
seul pour BBS12. Par dela ces aspects médicaux, notre analyse, basée sur l'alignement
multiple et les profils phylogénétiques, a révélé le role prépondérant joué par une famille
particuliere de protéines spécifiques des organismes vertébrés : les chaperonines de type IL
Ces genes sont tres certainement impliqués dans la fonction ciliaire et peut étre, dans
certaines spécialisations apparues chez les organismes supérieurs. A ce jour, notre analyse
constitue la caractérisation la plus complete de genes du BBS et ouvre le champ a des

hypotheses dans bon nombre de domaines (structural, fonctionnel...).

Un autre point important récurrent de cette these est 1’effort constant pour estimer la qualité
et la fiabilité des données utilisées. En effet, le signal biologique peut rapidement étre
masqué par l'accumulation des nombreuses erreurs générées a chacune des étapes des
technologies et études a haut débit (séquencage, annotation structurale ou fonctionnelle,

génomique fonctionnelle...). Ainsi, nous avons toujours tenté d’utiliser plusieurs sources de
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données complémentaires pour croiser les résultats. Ceci est illustré a plusieurs reprises ;
aussi bien lors du design de sondes d’Actichip ou l'apport de RefSeq et d’UniGene est
indéniable que lors des analyses de profils phylogénétiques ou l'utilisation de 2 banques
protéiques (UniProt et RefSeq) a permis d’optimiser le recouvrement des protéomes des
différents organismes. Le développement de CADO4MI a été organisé autour de cette
exigence de qualité. Dans le contexte du choix de sondes spécifiques des genes du
cytosquelette, ceci est devenue une nécessité afin de pouvoir distinguer sans ambiguité des

isoformes proches.

Ce travail de theése aura généré un nombre important de résultats et mis a disposition
plusieurs programmes. Il aura également posé un nombre important de questions qui seront

a la base d’expériences supplémentaires.

Sur le plan bioinformatique, ce travail nous permet d’envisager l'analyse complete,
automatique et validée des profils phylogénétiques des quelques 1800 genes du cytosquelette
afin d’aboutir a une meilleure compréhension des grands événements intervenus dans la
constitution et I'évolution du cytosquelette. Cependant, au-dela de I'étude du cytosquelette,
cet ensemble d'outils développés autour de COMICS permettra enfin d’exploiter en temps
réel les nouveaux génomes d’eucaryotes. Ceci ouvre la perspective d'une génomique
comparative a la hauteur des enjeux de l'ere post-génomique et a méme d’intégrer les

enseignements et messages cachés dans les organismes exotiques en cours de séquencage.

Sur le plan expérimental, un projet est en cours afin d’obtenir des structures 3D de BBS10 et
BBS12, il devrait permettre de révéler le repliement spatial de ces protéines et notamment,
des insertions spécifiques qui jouent sans doute un role majeur dans l'établissement d'un
complexe « chaperonine-like » d'un nouveau genre. Des expériences complémentaires de 2-
hybride sont également en cours afin de découvrir, et de valider, les éventuels partenaires ou

associations.

Enfin et surtout, 'application de la puce a ADN, Actichip permettra de mieux comprendre
les régulations fines des éléments du cytosquelette. Des applications majeures sont possibles,
on pense notamment a la cancérologie et a I'étude de 1’établissement de 1'état métastatique
qui implique de grands changements du cytosquelette d’actine. Dans le futur, ces puces
dédiées, telle Actichip, sont amenées a ouvrir un nouveau chapitre de la médecine. Ces puces
seront sans doute au cceur des outils de diagnostique/prognostique de demain susceptibles
d’offrir sur une vision plus globale des différents processus biologiques perturbés lors de

I"émergence ou de la progression d’une maladie.
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Annexe 1 Exemple d'une entrée au format EMBL

ID BC026355; SV 1; linear; mRNA; STD; HUM; 3347 B
XX
AC BC026355;

DT 09-APR-2002 (Rel. 71, Created)
DT 13-AUG-2006 (Rel. 88, Last updated, Version 15

DE Homo sapiens Bardet-Biedl syndrome 10, mRNA (c
DE IMAGE:4817227), complete cds.

KW MGC.

OS Homo sapiens (human)

OC Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Verteb
OC Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrh
OC Homo.

RN [1]

RC NIH-MGC Project URL: http://mgc.nci.nih.gov
RP 1-3347

RG NIH MGC Project

RL Submitted (02-APR-2002) to the EMBL/GenBank/DD
RL National Institutes of Health, Mammalian Gene
RL MD 20892-2590, USA

DR H-InvDB; HITO00040216.
DR RZPD; IMAGp998C2010717.
DR RZPD; IRAKp961N1132.

CC Contact: MGC help desk

CC Email: cgapbs-r@mail.nih.gov

CC Toshiyuki and Piero Carninci (RIKEN)

CC cDNA Library Arrayed by: The I.M.A.G.E. Consor
CC This clone was selected for full length sequen
CC passed the following selection criteria: match

CC Differences found between this sequence and th
CC genome (build 36) are described in misc_differ
CC and these differences were also compared to ch
CC sequences available as of 09/15/2004.

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..3347

FT /organism="Homo sapiens"

FT /lab_host="DH10B"

FT /mol_type="mRNA"

FT [clone_lib="NIH_MGC_95"

FT /clone="MGC:26830 IMAGE:481722

FT [tissue_type="Brain, hippocamp

FT /note="Vector: pBluescriptR"

FT /db_xref="taxon:9606"

FT /db_xref="RZPD:IMAGp998C201071

FT /db_xref="RZPD:IRAKp961N1132"

FT gene 1..3347

FT /gene="BBS10"

FT /note="synonym: FLJ23560"

FT CDS 70..2241

FT /codon_start=1

FT /gene="BBS10"

FT /product="Bardet-Bied| syndrom

FT /db_xref="GOA:Q8TAM1"

FT /db_xref="HGNC:26291"

FT /db_xref="UniProtKB/Swiss-Prot

FT [protein_id="AAH26355.2"

FT ftranslation="MLSSMAAAGSVKAALQ

FT LLSRNGGRLLEALHLEHPIARMIVDCVSSH
FT KDPLMCENIQTHGRHWKNCSRWKFISQALL
FT TLCRSSLELLLEAYFCGRVGRNNHKFISQL
FT VGVTGLPVSDSRIIAGLVLQKDFSVYRPAD
FT QFQTSQFWIMEKTKAIMKHLHSQNVKLLIS
FT LIRRIGLSPFVPPQAFSQCEIPNTALVKF
FT CGPVHGLIEQHEDALHGALKMLRQLFKDLD
FT DPGNGSIQRPYQDTVAENKDALEKTQTYLK
FT QTVETLTCLSLERNRLTDYYEPLLKNNSTA
FT SCKLPNMGTSQSYLSSSMPAGCVLPVGGNF
FT ALLGIPKVLYKSKTGKYSFPHTYIRAVHAL
FT LTKILTIDMVITVKRHPQKVHNQDSEDEL"
FT misc_difference 1449

FT /gene="BBS10"

FT /note=""G'in cDNAis 'T'in t

FT acid change. The chimpanzee ge

FT genomic sequence and not the ¢

)
DNA clone MGC:26830

rata; Euteleostomi; Mammalia;
ini; Catarrhini; Hominidae;

BJ databases.
Collection (MGC), Bethesda,

tium (LLNL)

cing because it

ed mRNA gi: 31377692.
e human reference
ence features below
impanzee genomic

7
us"

e 10"

:Q8TAM1"

VAEVLEAIVSCCVGPEGRQVLCTKPTGEV
LKKTGDGAKTFIIFLCHLLRGLHAITDRE
TFQTQILDGIMDQYLSRHFLSIFSSAKER
MCDYFFKCMTCKSGIGVFELVDDHFVELN
GDMRMVIVTETIQPLFSTSGSEFILNSEA
SVKQPDLVSYYAGVNGISVVECLSSEEVS
CKPLILRSKRYVHLGLISTCAFIPHSIVL
LNYMTQTNDQNGTSSLFIYKNSGESYQAP
VHSNLVIPDVELETYIPYSTPTLTPTDTF
YSTRGNRIEISYENLQVTNITRKGSMLPV
DILLHYYLLNYAKKCHQSEETMVSMIIAN
QTNQPLVSSQTGLESVMGKYQLLTSVLQC

he human genome; no amino
nome agrees with the human
DNA."
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FT misc_difference 1890

FT /gene="BBS10"

FT /note=""T"in cDNAis 'G'in t
FT difference: 'D' in cDNA, 'E'i
FT chimpanzee genome agrees with
FT and not the cDNA."

FT misc_difference 2863

FT /gene="BBS10"

FT /note="'G'in cDNAis'A'in t
FT chimpanzee genome agrees with
FT and not the cDNA."

FT misc_difference 3292

FT /gene="BBS10"

FT /note="T'in cDNAis'C'in t
FT misc_difference 3326

FT /gene="BBS10"

FT /note="A'in cDNAis 'T'int
FT misc_difference 3328

FT /gene="BBS10"

FT /note=""A"in cDNAis'C'int
FT misc_difference 3330..3347

FT /gene="BBS10"

FT /note="polyA tail: 18 bases do
FT genome."

XX

SQ Sequence 3347 BP; 1033 A; 603 C; 628 G; 1083 T

gttcceaccc ctgttttcgg tcggeceggg tgttetgcaa ge
ggctcagata tgttaagttc tatggccget gcagggtetg tg

gccgaggtgce tggaagcecat cgtgagetge tgegtgggge cc
tgtacgaagc ccactggcga ggtgctictc agccggaatg ga

ctacacttag agcatcccat agccaggatg atagtggact gt
aaaacaggag atggtgcaaa aacatttatt atctitcttt gc

catgcaatca cagacagaga aaaggatcct ttgatgtgtg aa

aggcattgga aaaattgttc tcggtggaaa tttatttcce ag
acacaaatat tagacggtat tatggaccag tacctaagta ga
tcgtctgcta aagagagaac attgtgtagg agcetctttag ag
ttttgtggaa gagtgggaag aaataatcat aaatttattt ca
tttttcaagt gtatgacttg taaaagtggg attggtgtat tt
tttgtagagt tgaatgttgg tgtcactggc cttcctgttt ca
gotcttgtgc ttcagaaaga titttctgtg taccgeccag ca
gtgatagtaa cagaaaccat tcagcctctt tittccactt ct
aattcagaag cacagtttca gacatctcaa ttttggatta tg
atgaaacatc tacatagtca gaatgtaaaa ttgctcatat ct
ttagttagtt attatgcagg ggtgaatggc atatcagtgg tt
gaagtttctc ttatccggag gatcattggt ctttctccat tt
tcgcagtgtg aaatacctaa cactgctttg gtgaaatttt gt
tccaaaagat atgttcatct aggcttgata agcacatgtg ca
gttctttgty gaccagtgca tggtctcatt gaacaacatg ag
cttaaaatgc ttcggcaatt atttaaagac cttgatctaa at
gaccaaaatg gcacttcaag tctitttatt tataagaaca gt

ccagatcegg gtaatggctc aatacaaagg ccttatcagg ac

gatgcattgg aaaaaactca aacatattta aaagtacatt ct
gtagaattag aaacatatat tccgtattca acccccacac tg
caaacagtty aaacgctgac atgtttgtct ttggaaagaa ac
gaaccattac tcaagaacaa ttccactgct tattcaacaa gg
tcttacgaaa atttacaggt cacaaatatt actagaaagg ga
tgtaagttac cgaatatggg tacttcccag agttaccttt cc
tgtgtittgc cagtaggtgg taattttgat atcttgttac at

gccaaaaaat gccatcaatc agaagaaacc atggttagta tg

ttaggcattc ccaaagtcct ttataaatct aaaacaggaa ag
tatataagag ctgtccatgc actgcaaacc aatcaaccct tg
ttggaatcag taatgggtaa ataccagcta ctaacttcag tt
atattaacca ttgacatggt aatcactgtt aagagacacc ct
gattcagaag atgaactata acatcagaag tttttaatta ac
caagccaagt aaagcagtca tgtgaccact ggttctaaag tc
aaatagcgta actttaaaag tctttagaag aagcacacta ag
aatattaaat tactttatgg aacaaatcta gaggggaagc ca
ctgttttttc cctattttat gectetgtgt ctcagetetg tg
ggagggtttt tctttatagc tectttttac tctectgtat ct
ttcatcgtta catgtttagt tcatagaatc atttaatctc tg
taattgtttt taatattgaa tacattattt gcattaattt tc
agctgagtaa aaggctcaaa ttattttttt caaaaagcat aa
taaaaggctc aaattttttt tcaaaaagca taaaattaat tt
tggtttactg ccacttcatt tggaaaactt ggatagattt tc
aatatatgtt acctgaaata taactgtgca ttgttaactc tt
gttaatacta gaaaggatat gcaattaata ctttgatttt ct
taaggatatg tcatgtattt actggtittt ctigtatctg gt
agtaacaaat aatttgacaa tttttatttc taatgtttat tt
ttatttctaa tttatttcat ttacaaatgt tcatatttta aa
atatgatgca tcttatcatg gacaaggaca gtgtittcta cc
tacccaaaac agtgctgtat ttactccaag tattcagaag tg
gttatcttta attcattcct ttaaaaaaaa agaaaaaaaa aa
1

he human genome; amino acid
n the human genome. The
the human genomic sequence

he human genome. The
the human genomic sequence

he human genome."
he human genome."
he human genome."
not align to the human

; 0 other;

tggtcaaa aaggggaagc 60
aaggcggc gttgcaggtg 120
gagggacg gcaagttttg 180
ggccgcect cctggaggceg 240
gtttccag tcatctcaaa 300
catttgct tagaggactt 360
aacattca aacccatgga 420
gctctect aacgtttcag 480
cacttttt gtctatcttt 540
ttgctctt agaagcatac 600
cagttgat gtgtgactac 660
gagttagt ggatgaccat 720
gattccag gatcatagct 780
gatggtga catgcgaatg 840
ggatcaga gtttattcta 900
gaaaagac aaaagcaata 960
agtgtgaa acaaccagat 1020
gagtgttt atcatcagaa 1080
gtaccacc acaggccttt 1140
aaacctct tatccttaga 1200
tttatacc acactctata 1260
gatgcttt acatggagca 1320
tacatgac acaaaccaat 1380
ggagaaag ttatcaagca 1440
acagttgc agagaacaaa 1500
aatttggt aattccagat 1560
acaccaac agatacattc 1620
aggctaac tgattattat 1680
ggaaatag aatagaaatt 1740
agcatgtt accagtgagc 1800
tcatctat gccagetggt 1860
tactatct tctcaattat 1920
ataatagc taatgcactt 1980
tacagctt tccacataca 2040
gtaagcag tcagacaggt 2100
cttcagtg tttgacaaaa 2160
cagaaagt tcacaatcaa 2220
caaacttt tcatctaact 2280
agttcagt ctacttagga 2340
gtcaccag accagataca 2400
agatttgg ctaagtgtgt 2460
ttagccta tgtgtttagg 2520
ttttcact ccagccctcc 2580
atttgggt gggcttattc 2640
cctactca tactttgtaa 2700
aattaaat tagcagtgag 2760
ttactttt atgtggtcat 2820
gcctttga tatacctttg 2880
tcatttct gtagtaaaag 2940
cctgaccc caagagcettg 3000
gcatagcc agagttccac 3060
ctgtttta tttttaattt 3120
aacttgtc aatgtaaata 3180
tttatcag ttctctgtaa 3240
cttgttga ataaaacagt 3300
aaaaa 3347
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Annexe 2 Exemple d'une entrée au format GenBank

LOCUS

BC026355 3347 bp mMRNA

DEFINITION Homo sapiens Bardet-Biedl syndrome 10,
IMAGE:4817227), complete cds.
ACCESSION BC026355

VERSION

BC026355.1 Gl:20072253

KEYWORDS MGC.

SOURCE

Homo sapiens (human)

ORGANISM Homo sapiens

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; P
Catarrhini; Hominidae; Homo.

REFERENCE 1 (bases 1 to 3347)
AUTHORS Strausberg,R.L., Feingold,E.A., Grouse,

Klausner,R.D., Collins,F.S., Wagner,L.,
Altschul,S.F., Zeeberg,B., Buetow,K.H.,
Hopkins,R.F., Jordan,H., Moore,T., Max,
Diatchenko,L., Marusina,K., Farmer,A.A.
Stapleton,M., Soares,M.B., Bonaldo,M.F.
Scheetz,T.E., Brownstein,M.J., Usdin,T.
Carninci,P., Prange,C., Raha,S.S., Loqu
Abramson,R.D., Mullahy,S.J., Bosak,S.A.
McKernan,K.J., Malek,J.A., Gunaratne,P.
Worley,K.C., Hale,S., Garcia,A.M., Gay,
Villalon,D.K., Muzny,D.M., Sodergren,E.
Fahey,J., Helton,E., Ketteman,M., Madan
Sanchez,A., Whiting,M., Madan,A., Young
Bouffard,G.G., Blakesley,R.W., Touchman
Dickson,M.C., Rodriguez,A.C., Grimwood,
Butterfield,Y.S., Krzywinski,M.l., Skal
Schnerch,A., Schein,J.E., Jones,S.J. an

linear PRI 11-AUG-2006
mRNA (cDNA clone MGC:26830

Vertebrata; Euteleostomi;
rimates; Haplorrhini;

L.H., Derge,J.G.,
Shenmen,C.M., Schuler,G.D.,
Schaefer,C.F., Bhat,N.K.,
S.I., Wang,J., Hsieh,F.,

, Rubin,G.M., Hong,L.,

, Casavant,T.L.,

B., Toshiyuki,S.,
ellano,N.A., Peters,G.J.,

, McEwan,P.J.,

H., Richards,S.,

L.J., Hulyk,S.W.,

J., Lu,X., Gibbs,R.A.,

JA., Rodrigues,S.,

,A.C., Shevchenko,Y.,
J.W., Green,E.D.,

J., Schmutz,J., Myers,R.M.,
ska,U., Smailus,D.E.,

d Marra,M.A.

CONSRTM Mammalian Gene Collection Program Team
TITLE Generation and initial analysis of more
human and mouse cDNA sequences
JOURNAL Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99 (26),
PUBMED 12477932
REFERENCE 2 (bases 1 to 3347)
CONSRTM NIH MGC Project
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (02-APR-2002) National Instit utes of Health, Mammalian
Gene Collection (MGC), Bethesda, MD 208 92-2590, USA
REMARK NIH-MGC Project URL: http://mgc.nci.nih .gov
COMMENT  Contact: MGC help desk
Email: cgapbs-r@mail.nih.gov

than 15,000 full-length
16899-16903 (2002)

Clone distribution: MGC clone distribut
through the I.M.A.G.E. Consortium/LLNL
Series: IRAK Plate: 32 Row: n Column: 1
This clone was selected for full length
passed the following selection criteria

Differences found between this sequence
genome (build 36) are described in misc
and these differences were also compare

seqeunces available as of 09/15/2004.

FEATURES

source

gene

CDS

Location/Qualifiers

1..3347
/organism="Homo sapiens"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:9606"
/clone="MGC:26830 IMAGE:481722
[tissue_type="Brain, hippocamp
[clone_lib="NIH_MGC_95"
/lab_host="DH10B"
/note="Vector: pBluescriptR"

1..3347
/gene="BBS10"
/note="synonym: FLJ23560"
/db_xref="GenelD:79738"
/db_xref="HGNC:26291"

70..2241
/gene="BBS10"
/codon_start=1
/product="Bardet-Biedl syndrom
/protein_id="AAH26355.2"
/db_xref="GI:112180700"
/db_xref="GenelD:79738"
/db_xref="HGNC:26291"
ftranslation="MLSSMAAAGSVKAALQ
VLLSRNGGRLLEALHLEHPIARMIVDCVSS

REKDPLMCENIQTHGRHWKNCSRWKFISQA

KERTLCRSSLELLLEAYFCGRVGRNNHKFI
VELNVGVTGLPVSDSRIIAGLVLQKDFSVY

LNSEAQFQTSQFWIMEKTKAIMKHLHSQNV

SSEEVSLIRRIIGLSPFVPPQAFSQCEIPN
IPHSIVLCGPVHGLIEQHEDALHGALKMLR

ion information can be found
at: http://image.lInl.gov
1

sequencing because it
: matched mRNA gi: 31377692.

and the human reference
_difference features below
d to chimpanzee genomic

7
us"

e 10"

VAEVLEAIVSCCVGPEGRQVLCTKPTGE
HLKKTGDGAKTFIIFLCHLLRGLHAITD
LLTFQTQILDGIMDQYLSRHFLSIFSSA
SQLMCDYFFKCMTCKSGIGVFELVDDHF
RPADGDMRMVIVTETIQPLFSTSGSEFI
KLLISSVKQPDLVSYYAGVNGISVVECL
TALVKFCKPLILRSKRYVHLGLISTCAF
QLFKDLDLNYMTQTNDQNGTSSLFIYKN
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SGESYQAPDPGNGSIQRPYQDTVAENKDAL
PTLTPTDTFQTVETLTCLSLERNRLTDYYE
ITRKGSMLPVSCKLPNMGTSQSYLSSSMPA
EETMVSMIANALLGIPKVLYKSKTGKYSF
GKYQLLTSVLQCLTKILTIDMVITVKRHPQ

misc_difference 1449

/gene="BBS10"

/note=""G'in cDNAis 'T'in t

acid change. The chimpanzee g

genomic sequence and not the ¢
misc_difference 1890

/gene="BBS10"

/note=""T"in cDNA is 'G'in t

difference: 'D'in cDNA, 'E'i

chimpanzee genome agrees with

and not the cDNA."
misc_difference 3328

/gene="BBS10"

/note=""A"in cDNAis'C'in t
misc_difference 3330..3347

/gene="BBS10"

/note="polyA tail: 18 bases do

genome."”

ORIGIN

I

1 gttcccaccc ctgttttcgg tcggeccggg tgttetge

61 ggctcagata tgttaagttc tatggccgct gcagggte
121 gccgaggtgce tggaagccat cgtgagcetgce tgegtggg
181 tgtacgaagc ccactggcga ggtgcttctc agccggaa
241 ctacacttag agcatcccat agccaggatg atagtgga
301 aaaacaggag atggtgcaaa aacatttatt atctttct
361 catgcaatca cagacagaga aaaggatcct ttgatgtg
421 aggcattgga aaaattgttc tcggtggaaa tttatttc
481 acacaaatat tagacggtat tatggaccag tacctaag
541 tcgtctgcta aagagagaac attgtgtagg agctcttt
601 ttttgtggaa gagtgggaag aaataatcat aaatttat
661 tttttcaagt gtatgacttg taaaagtggg attggtgt
721 tttgtagagt tgaatgttgg tgtcactggc cttcctgt
781 ggtcttgtgc ttcagaaaga tttttctgtg taccgecc
841 gtgatagtaa cagaaaccat tcagcctctt ttttccac
901 aattcagaag cacagtttca gacatctcaa ttttggat
961 atgaaacatc tacatagtca gaatgtaaaa ttgctcat
1021 ttagttagtt attatgcagg ggtgaatggc atatcagt
1081 gaagtttctc ttatccggag gatcattggt ctttctcc
1141 tcgcagtgtg aaatacctaa cactgctttg gtgaaatt
1201 tccaaaagat atgttcatct aggcttgata agcacatg
1261 gttctttgtg gaccagtgca tggtctcatt gaacaaca
1321 cttaaaatgc ttcggcaatt atttaaagac cttgatct
1381 gaccaaaatg gcacttcaag tctttttatt tataagaa
1441 ccagatccgg gtaatggctc aatacaaagg ccttatca
1501 gatgcattgg aaaaaactca aacatattta aaagtaca
1561 gtagaattag aaacatatat tccgtattca acccccac
1621 caaacagttg aaacgctgac atgtttgtct ttggaaag
1681 gaaccattac tcaagaacaa ttccactgct tattcaac
1741 tcttacgaaa atttacaggt cacaaatatt actagaaa
1801 tgtaagttac cgaatatggg tacttcccag agttacct
1861 tgtgttttgc cagtaggtgg taattttgat atcttgtt
1921 gccaaaaaat gccatcaatc agaagaaacc atggttag
1981 ttaggcattc ccaaagtcct ttataaatct aaaacagg
2041 tatataagag ctgtccatgc actgcaaacc aatcaacc
2101 ttggaatcag taatgggtaa ataccagcta ctaacttc
2161 atattaacca ttgacatggt aatcactgtt aagagaca
2221 gattcagaag atgaactata acatcagaag tttttaat
2281 caagccaagt aaagcagtca tgtgaccact ggttctaa
2341 aaatagcgta actttaaaag tctttagaag aagcacac
2401 aatattaaat tactttatgg aacaaatcta gaggggaa
2461 ctgttttttc cctattttat gcctctgtgt ctcagctc
2521 ggagggtttt tctttatage tectttttac tctectgt
2581 ttcatcgtta catgtttagt tcatagaatc atttaatc
2641 taattgtttt taatattgaa tacattattt gcattaat
2701 agctgagtaa aaggctcaaa ttattttttt caaaaagc
2761 taaaaggctc aaattttttt tcaaaaagca taaaatta
2821 tggtttactg ccacttcatt tggaaaactt ggatagat
2881 aatatatgtt acctgaaata taactgtgca ttgttaac
2941 gttaatacta gaaaggatat gcaattaata ctttgatt
3001 taaggatatg tcatgtattt actggttttt cttgtatc
3061 agtaacaaat aatttgacaa tttttatttc taatgttt
3121 ttatttctaa tttatttcat ttacaaatgt tcatattt
3181 atatgatgca tcttatcatg gacaaggaca gtgttttc
3241 tacccaaaac agtgctgtat ttactccaag tattcaga
3301 gttatcttta attcattcct ttaaaaaaaa agaaaaaa

EKTQTYLKVHSNLVIPDVELETYIPYST
PLLKNNSTAYSTRGNRIEISYENLQVTN
GCVLPVGGNFDILLHYYLLNYAKKCHQS
PHTYIRAVHALQTNQPLVSSQTGLESVM
KVHNQDSEDEL"

he human genome; no amino
enome agrees with the human
DNA."

he human genome; amino acid
n the human genome. The
the human genomic sequence

he human genome."

not align to the human

aa gctggtcaaa aaggggaagce
tg tgaaggcggc gttgcaggty
gc ccgagggacyg gcaagtittg
tg gaggccgcct cctggaggey
ct gtgtttccag tcatctcaaa

tt gccatttgct tagaggactt

tg aaaacattca aacccatgga
cc aggctctect aacgtttcag
ta gacacttttt gtctatcttt

ag agttgctctt agaagcatac
tt cacagttgat gtgtgactac

at ttgagttagt ggatgaccat

tt cagattccag gatcatagct
ag cagatggtga catgcgaatg
tt ctggatcaga gtttattcta

ta tggaaaagac aaaagcaata
at ctagtgtgaa acaaccagat
gg ttgagtgttt atcatcagaa
at ttgtaccacc acaggccttt

tt gtaaacctct tatccttaga

tg catttatacc acactctata

tg aggatgcttt acatggagca
aa attacatgac acaaaccaat
ca gtggagaaag ttatcaagca
gg acacagttgc agagaacaaa
tt ctaatttggt aattccagat

ac tgacaccaac agatacattc
aa acaggctaac tgattattat
aa ggggaaatag aatagaaatt
gg gaagcatgtt accagtgagc
tt cctcatctat gccagcetggt
ac attactatct tctcaattat

ta tgataatagc taatgcactt
aa agtacagctt tccacataca
ct tggtaagcag tcagacaggt
ag ttcttcagty tttgacaaaa
cC ctcagaaagt tcacaatcaa
ta accaaacttt tcatctaact
ag tcagttcagt ctacttagga
ta aggtcaccag accagataca
gc caagatttgg ctaagtgtgt
tg tgttagccta tgtgtttagg

at ctttttcact ccagccctce

tc tgatttgggt gggcttattc

tt tccctactca tactttgtaa

at aaaattaaat tagcagtgag
at ttttactttt atgtggtcat

tt tcgectttga tatacctity

tc tttcatttct gtagtaaaag

tt ctcctgacce caagagcttg
tg gtgcatagcc agagttccac
at ttctgtttta tttttaattt

ta aaaacttgtc aatgtaaata
ta cctttatcag ttctctgtaa

ag tgcttgttga ataaaacagt
aa aaaaaaa
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Annexe 3 Exemple d'une entrée au format UniProt

ID BBS10_HUMAN STANDARD;

AC
DT

PRT; 723 AA.
Q8TAM1; Q96CW2; Q9H5D2;

16-MAY-2006, integrated into UniProtKB/Swiss-P
16-MAY-2006, sequence version 2.

13-JUN-2006, entry version 31.

Bardet-Biedl syndrome 10 protein.

Name=BBS10; Synonyms=C120rf58;

Homo sapiens (Human).

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Verteb
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates
Catarrhini; Hominidae; Homo.
NCBI_TaxID=9606;

[1]

NUCLEOTIDE SEQUENCE [LARGE SCALE MRNA].
TISSUE=Brain, and Skin;

MEDLINE=22388257; PubMed=12477932; DOI=10.1073
Strausberg R.L., Feingold E.A., Grouse L.H., D
Klausner R.D., Collins F.S., Wagner L., Shenme
Altschul S.F., Zeeberg B., Buetow K.H., Schaef
Hopkins R.F., Jordan H., Moore T., Max S.I., W
Diatchenko L., Marusina K., Farmer A.A., Rubin
Stapleton M., Soares M.B., Bonaldo M.F., Casav
Brownstein M.J., Usdin T.B., Toshiyuki S., Car
Raha S.S., Loquellano N.A., Peters G.J., Abram
Bosak S.A., McEwan P.J., McKernan K.J., Malek
Richards S., Worley K.C., Hale S., Garcia A.M.
Villalon D.K., Muzny D.M., Sodergren E.J., Lu
Fahey J., Helton E., Ketteman M., Madan A., Ro
Whiting M., Madan A., Young A.C., Shevchenko Y
Blakesley R.W., Touchman J.W., Green E.D., Dic
Rodriguez A.C., Grimwood J., Schmutz J., Myers
Butterfield Y.S.N., Krzywinski M.I., Skalska U
Schnerch A., Schein J.E., Jones S.J.M., Marra
"Generation and initial analysis of more than

and mouse cDNA sequences.";

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99:16899-16903(2

[2]

NUCLEOTIDE SEQUENCE [LARGE SCALE MRNA] OF 512-
TISSUE=Lung;

PubMed=14702039; DOI=10.1038/ng1285;

Ota T., Suzuki Y., Nishikawa T., Otsuki T., Su
Wakamatsu A., Hayashi K., Sato H., Nagai K., K
Sekine M., Obayashi M., Nishi T., Shibahara T.
Yamamoto J., Saito K., Kawai Y., Isono Y., Nak
Murakami K., Yasuda T., lwayanagi T., Wagatsum
Sudo H., Hosoiri T., Kaku Y., Kodaira H., Kond
Takahashi M., Kanda K., Yokoi T., Furuya T., K
Abe K., Kamihara K., Katsuta N., Sato K., Tani
Ninomiya K., Ishibashi T., Yamashita H., Murak
Tanai H., Kimata M., Watanabe M., Hiraoka S.,
Ono Y., Takiguchi S., Watanabe S., Yosida M.,
Kanehori K., Takahashi-Fujii A., Hara H., Tana
Togiya S., Komai F., Hara R., Takeuchi K., Ari
Musashino K., Yuuki H., Oshima A., Sasaki N.,
Yoshikawa Y., Matsunawa H., Ichihara T., Shioh
Moriya S., Momiyama H., Satoh N., Takami S., T
Nakagawa S., Senoh A., Mizoguchi H., Goto Y.,
Hishigaki H., Watanabe T., Sugiyama A., Takemo
Yamazaki M., Watanabe K., Kumagai A., ltakura
Fujimori Y., Komiyama M., Tashiro H., Tanigami
Ono T., Yamada K., Fuijii Y., Ozaki K., Hirao M
Kawabata A., Hikiji T., Kobatake N., Inagaki H
Okitani R., Kawakami T., Noguchi S., Itoh T.,
Matsumura K., Nakajima Y., Mizuno T., Morinaga
Togashi T., Oyama M., Hata H., Watanabe M., Ko
Mizushima-Sugano J., Satoh T., Shirai Y., Taka
Okumura K., Nagase T., Nomura N., Kikuchi H.,
Nakai K., Yada T., Nakamura Y., Ohara O., Isog
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RT major BBS locus.";

Nat. Genet. 38:521-524(2006).

CC -I- FUNCTION: Probable molecular chaperone; as
CcC proteins upon ATP hydrolysis (By similarit

CC -!I- DISEASE: Defects in BBS10 are the cause of
CcC type 10 (BBS10) [MIM:209900]. Bardet-Bied|
CcC genetically heterogeneous, autosomal reces
CcC characterized by usually severe pigmentary
CcC onset obesity, polydactyly, hypogenitalism

CcC mental retardation.

CC -I- SIMILARITY: Belongs to the TCP-1 chaperoni

CC Copyrighted by the UniProt Consortium, see htt
CC Distributed under the Creative Commons Attribu

sist the folding of

y).
Bardet-Biedl syndrome
syndrome (BBS) is a

sive disorder
retinopathy, early

, renal malformation and

n family.
p://lwww.uniprot.org/terms
tion-NoDerivs License

EMBL,; BC013795; AAH13795.1; ALT_INIT; mRNA.
EMBL; BC026355; AAH26355.1; ALT_INIT; mRNA.
EMBL; AK027213; BAB15695.1; ALT_INIT; mRNA.

DR UniGene; Hs.96322; -.

DR Ensembl; ENSG00000179941; Homo sapiens.
DR HGNC; HGNC:26291; BBS10.

DR MIM; 209900; phenotype.

DR RZPD-ProtExp; IOH10848; -.

DR RZPD-ProtExp; IOH11405; -.

DR RZPD-ProtExp; W2661; -.

DR InterPro; IPRO08950; GroEL-ATPase.

KW ATP-binding; Bardet-Biedl syndrome; Chaperone;
KW Nucleotide-binding; Obesity; Polymorphism; Sen
KW Vision.

FT /FTId=PRO_0000235

FT VARIANT 34 34 R -> P (in BBS10)
FT /FTId=VAR_026391.

FT VARIANT 49 49 R ->W (in BBS10)
FT /FTId=VAR_026392.

FT VARIANT 91 91 C -> W (in BBS10)
FT /FTId=VAR_026393.

FT VARIANT 170 170 L -> S (in BBS10)
FT /FTId=VAR_026394.

FT VARIANT 195 195 C->W (in BBS10)
FT /FTId=VAR_026395.

FT VARIANT 197 197 Y ->C (in BBS10)
FT /FTId=VAR_026396.

FT VARIANT 240 240 V -> G (in BBS10)
FT /FTId=VAR_026397.

FT VARIANT 308 308 L -> F (in BBS10)
FT /FTId=VAR_026398.

FT VARIANT 311 311 S -> A (in BBS10)
FT /FTId=VAR_026399.

FT VARIANT 329 329 S ->L (in BBS10)
FT /FTId=VAR_026400.

FT VARIANT 363 363 P -> L (in BBS10)
FT /FTId=VAR_026401.

FT VARIANT 376 376 L -> F (in dbSNP:
FT /FTId=VAR_026402.

FT VARIANT 414 414 L -> S (in BBS10)
FT /FTId=VAR_026403.

FT VARIANT 579 579 K ->R (in BBS10)
FT /FTId=VAR_026404.

FT VARIANT 613 613 Y ->C (in BBS10)
FT /FTId=VAR_026405.

FT VARIANT 613 613 Y ->H (in BBS10)
FT /FTId=VAR_026406.

FT VARIANT 677 677 G ->V (in BBS10)
FT /FTId=VAR_026407.

FT VARIANT 689 689 T -> P (in BBS10)
FT /FTId=VAR_026408.

FT CONFLICT 514 514 T->S (in Ref. 2
FT CONFLICT 586 586 S ->Y (in Ref. 2
FT CONFLICT 607 607 E ->D (in Ref. 1
SQ SEQUENCE 723 AA; 80838 MW; 558143FFA5F191D

I

CHAIN 1 723 Bardet-Bied| synd

Disease mutation;
sory transduction;

rome 10 protein.
272.

11109474).

; BAB15695).
; BAB15695).
; AAH26355).
D CRC64;

MLSSMAAAGS VKAALQVAEV LEAIVSCCVG PEGRQVLCTK PTGEVLLSRN GGRLLEALHL
EHPIARMIVD CVSSHLKKTG DGAKTFIIFL CHLLRGLHAITD ~ REKDPLMC ENIQTHGRHW
KNCSRWKFIS QALLTFQTQI LDGIMDQYLS RHFLSIFSSA KE RTLCRSSL ELLLEAYFCG
RVGRNNHKFI SQLMCDYFFK CMTCKSGIGV FELVDDHFVE LNVGVTGLPV SDSRIIAGLV
LQKDFSVYRP ADGDMRMVIV TETIQPLFST SGSEFILNSE AQ FQTSQFWI MEKTKAIMKH
LHSQNVKLLI SSVKQPDLVS YYAGVNGISV VECLSSEEVS LI RRIIGLSP FVPPQAFSQC
EIPNTALVKF CKPLILRSKR YVHLGLISTC AFIPHSIVLC GP VHGLIEQH EDALHGALKM
LRQLFKDLDL NYMTQTNDQN GTSSLFIYKN SGESYQAPDP GNGSIQRPYQ DTVAENKDAL
EKTQTYLKVH SNLVIPDVEL ETYIPYSTPT LTPTDTFQTV ET  LTCLSLER NRLTDYYEPL
LKNNSTAYST RGNRIEISYE NLQVTNITRK GSMLPVSCKL PN MGTSQSYL SSSMPAGCVL
PVGGNFEILL HYYLLNYAKK CHQSEETMVS MIIANALLGI PK  VLYKSKTG KYSFPHTYIR

AVHALQTNQP LVSSQTGLES VMGKYQLLTS VLQCLTKILT ID MVITVKRH PQKVHNQDSE

DEL
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Annexe 4 Exemple de séquence au format FASTA

>BBS10_HUMAN Bardet-Biedl syndrome 10 protein.
MLSSMAAAGSVKAALQVAEVLEAIVSCCVGPEGRQVLCTKPTGEVLGRRNEALHL
EHPIARMIVDCVSSHLKKTGDGAKTFIIFLCHLLRGLHAITDREKDPLMCETHGRHW
KNCSRWKFISQALLTFQTQILDGIMDQYLSRHFLSIFSSAKERTLCRISLEAYFCG
RVGRNNHKFISQLMCDYFFKCMTCKSGIGVFELVDDHFVELNVGVTBRRNASGLY
LQKDFSVYRPADGDMRMVIVTETIQPLFSTSGSEFILNSEAQFQTSCEKTIKAIMKH
LHSQNVKLLISSVKQPDLVSYYAGVNGISVVECLSSEEVSLIRRIIGLSAPQAFSQC
EIPNTALVKFCKPLILRSKRYVHLGLISTCAFIPHSIVLCGPVHGLIEQHRALHGALKM
LRQLFKDLDLNYMTQTNDQNGTSSLFIYKNSGESYQAPDPGNGSIQRAENKDAL
EKTQTYLKVHSNLVIPDVELETYIPYSTPTLTPTDTFQTVETLTCLSLERNDYYEPL
LKNNSTAYSTRGNRIEISYENLQVTNITRKGSMLPVSCKLPNMGTS(ESMBAGCVL
PVGGNFEILLHYYLLNYAKKCHQSEETMVSMIIANALLGIPKVLYKSKYSRPHTYIR
AVHALQTNQPLVSSQTGLESVMGKYQLLTSVLQCLTKILTIDMVITVKRAANQDSE
DEL
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Annexe 5 Exemple de fichier au format GAL (type ATF)

ATF 1.0

18 5

"Type=GenePix ArrayList V1.0"
"BlockCount=12"

"BlockType=0"

"Block1=8000, 12080, 150, 15, 280, 15, 280"
"Block2=12500, 12080, 150, 15, 280, 15, 280"
"Block3=8000, 16580, 150, 15, 280, 15, 280"
"Block4=12500, 16580, 150, 15, 280, 15, 280"
"Block5=8000, 21080, 150, 15, 280, 15, 280"
"Block6=12500, 21080, 150, 15, 280, 15, 280"
"Block7=8000, 52080, 150, 15, 280, 15, 280"
"Block8=12500, 52080, 150, 15, 280, 15, 280"
"Block9=8000, 56580, 150, 15, 280, 15, 280"
"Block10=12500, 56580, 150, 15, 280, 15, 280"
"Block11=8000, 61080, 150, 15, 280, 15, 280"
"Block12=12500, 61080, 150, 15, 280, 15, 280"
"Supplier=BioRobotics"

"ArrayerSoftwareName=TAS Application Suite (MicroGr id 11)"
"ArrayerSoftwareVersion=2.4.0.2"

"Block" "Column" "Row" "ID"  "Name"

1 1 1 ACT0456 Beta adducin (Erythrocyte adducin bet
1 1 2 ACT0390 Wiskott-Aldrich syndrome protein fami
1 1 3 ACT0309 Dystrophin (Muscular dystrophy, Duche
1 1 4 ACTO0151 Destrin (Actin-depolymerizing factor)

1 1 5 ACT0036 Actin-related protein 3-beta.

1 1 6 buffer buffer

1 1 8 ACT1671 Actin-related protein 8.

1 1 9 ACT0765 Elongation factor 1-gamma (EF-1-gamma
1 1 10 ACT0615 Catenin delta-2 (Delta-catenin)

1 1 1 RCA RCA

a subunit).
ly member 2.

nne and Becker types).

(ADF).
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Résumé

Le travail présenté dans cette these concerne 1'étude du cytosquelette par des techniques de
bioinformatique et de biologie a haut débit. Il décrit également le développement de plusieurs outils, a
méme de traiter un systeme aussi complexe que le cytosquelette.

La premiere partie concerne la génomique comparative et plus particulierement la méthode des
profils phylogénétiques. Un outil, Comlcs, a été implémenté et le calcul en automatique des profils
phylogénétiques de l'ensemble des genes du cytosquelette dans 41 organismes eucaryotes a été
effectué. Leur analyse a révélé des problemes majeurs liés aux familles de protéines tres conservées au
cours de I'évolution et a la couverture imparfaite des protéomes de certains organismes. Certains de
ses problemes ont été adressés par 1’étude de la famille des actines et des Actin-Related Proteins, dont
la caractérisation profonde a permis le développement d’ARPAnno, un serveur d’annotation et
d’identification des séquences proches de I’actine.

Dans le cadre d’une collaboration avec le laboratoire de Diagnostique Médical, I’application de cette
approche a permis d’identifier, BBS10 et BBS12, deux nouveaux genes majeurs responsables du
syndrome de Bardet Biedl.

La seconde partie aborde la transcriptomique et décrit le développement d’Actichip, une puce a
oligonucléotide dédiée aux geénes du cytosquelette. Cet outil d’analyse intégrée du cytosquelette a
nécessité le développement de CADO4MI, un logiciel de sélection de sondes spécifiques. La stratégie
de validation des sondes spécifiques ainsi qu'une premiere application d’Actichip sont présentées
dans cette partie.

Abstract

The work of my PhD focuses on applications of bioinformatics methodologies and high throughput
analysis techniques to study the cytoskeleton. My work also highlights several novel bioinformatics
developments allowing the study of highly complex biological systems like the cytoskeleton.

In the first part, comparative genomics and particularly phylogenetic profiling methods are discussed.
Comlcs, a new tool, was developed to automatically establish the phylogenetic profiles for the
complete set of cytoskeleton genes in 41 eukaryotic organisms. Results revealed several major
limitations of the method linked either to highly similar protein families or the lack of complete
proteomes for some organisms. Some of these issues were addressed by an in depth analysis of actin
and the Actin-Related Proteins family. This led to the implementation of ARPAnno, a web server
dedicated to the identification of protein sequences similar to actin.

In the second part, I described the development of a new dedicated microarray, named Actichip, to
monitor the expression profiles of cytoskeleton genes. The development of this dedicated tool
required the implementation of CADO4MI, a new program for the design of specific oligonucleotide
probes for microarrays. The strategy and a first application of Actichip are presented in this part.
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