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1 INTRODUCTION

1 Introduction

1.1 Contexte de I’étude

1.1.1 Etapes de I’expression des génes chez les eucaryotes

Chez les organismes eucaryotes, I'information portée par les génes est exprimée par un mé-
canisme d’expression divisé en plusieurs étapes hautement régulées. La premiére étape consiste
en la transcription du géne en un produit intermédiaire, le pré-ARNm. Celui-ci subit ensuite
une étape de maturation déclinée en trois sous-étapes que sont le coiffage, la polyadénylation
et I'épissage. Ensemble, ces étapes permettent de produire un ARN messager (ARNm)
mature prét a étre traduit en protéine, le produit final qui assure une fonction. On distingue
ainsi les étapes de transcription, de maturation et de traduction. La production du pré-ARNm
est sous contrdle d'une régulation dite transcriptionnelle et la maturation du pre-ARNm en

ARNm est sous contréle d’une régulation post-transcriptionnelle.

1.1.2 Transcrits alternatifs et isoformes : un géne, plusieurs pré-ARNm, ARNm

et protéines

La séquence d'un géne peut contenir plusieurs promoteurs alternatifs régulés de maniére a
initier chacun la transcription par une extrémité 5’-UTR particuliére de pré-ARNm. De méme,
des sites de polyadénylation alternatifs permettent de terminer chacun la transcription avec

une extrémité 3’-UTR particuliére. Ce mécanisme est nommé transcription alternative [1]

(figure [TA).

Au cours de la maturation de ces pré-ARNm, I'étape d’épissage est assurée par un com-
plexe ribonucléoprotéique, le spliceosome. Elle consiste a exciser des segments du pré-ARNm,
les introns, et a rabouter les autres régions, les exons, pour former des ARNm matures ou
transcrits. Ainsi, les exons correspondent aux régions qui forment ’ARNm mature. Le spli-
ceosome est un complexe qui se met en place au travers de sites fonctionnels contenus sur
la séquence du pré-ARNm tels que les sites donneurs et accepteurs d’épissage ou encore
le point de branchement. [2| Les exons se classent en deux catégories distinctes : d’une part,
les exons constitutifs qui correspondent a des exons toujours présents dans les transcrits
matures, et d’autre part les exons alternatifs qui ne sont pas toujours sélectionnés par le
processus d’épissage. Des étapes de régulation entrainent une sélection sur ces exons alter-

natifs. On parle ainsi de régulation post-transcriptionnelle ou d’épissage alternatif [2-5]
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(figure [1B). Cette sélection provoque ainsi la formation de transcrits alternatifs ainsi nom-
més du fait que leur contenu en exons ne sera pas identique. Les protéines traduites a partir

des transcrits alternatifs d’'un méme géne sont appelées protéines isoformes (figure )

Ces mécanismes jouent un role important dans I'expansion de la diversité protéique et
principalement chez les vertébrés @ En effet, on estime que 95% des génes sont concernés
par ce processus d’épissage alternatif . Cette sélection d’exons peut-étre influencée par des
facteurs protéiques , des petits ARN non-codants @ﬂ ou encore par le repliement d’un site
d’épissage sur un pré-ARNm le rendant inaccessible aux facteurs d’épissage . Ces éléments
de régulation de I’épissage alternatif peuvent étre mobilisés de différentes maniéres selon le

tissu ou s’exprime le géne, ce qui participe a la spécificité des isoformes aux tissus [11].

{0y -B = Exonl< >Exon2< > Exon3

1
! (A) Transcription
i alternative

(B) Epissage
alternatif

____________

ARN / transcrits v

alternatifs m

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 1 Exon 3

Protéines isoformes |

FIGURE 1 — Influence de 1’épissage alternatif sur la formation des protéines chez les
eucaryotes. Un méme géne eucaryote peut posséder plusieurs promoteurs alternatifs (fleches bleues)
qui par transcription alternative (A) conduisent & la formation de plusieurs pré-ARNm composés
de différents exons (blocs orange) et introns (blocs jaune). La maturation entraine une excision des
introns et un raboutage des exons pour donner des ARN messagers matures ou transcrits alternatifs,
c’est I'épissage (B). Sur cette figure, 'exon 2 est un exon alternatif qui peut étre ou non sélectionné
permettant la formation de deux types de transcrits alternatifs. Ces ARNm alternatifs donneront des
protéines isoformes par traduction (C). Ainsi, une méme région du géne peut étre transcrite ou non,
épissé ou non, traduite ou non.
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1.2 Transcriptome d’une espéce

La connaissance de ’ensemble des transcrits qui peuvent étre exprimés a partir d’un géne
chez une espéce, nommé transcriptome, est nécessaire pour identifier l'origine de maladies
[5,/11] telles que le syndrome de RILEY-DAY ou dysautonomie familiale [12]. Dans cet exemple,
la modification d’un seul nucléotide 7" en un nucléotide C' dans I'intron 20 entraine la non
sélection de l’exon 20 pour le transcrit mature. Ceci conduit a la formation d’un transcrit
avec un codon stop prématuré qui va contribuer a de graves complications neurologiques. Cet
exemple illustre I'utilité d’identifier ’ensemble des transcrits d’un géne. Pour cela, différentes
méthodes se sont succédées [13,/14] :

— analyses comparatives basées sur des étiquettes de séquences exprimées (EST) : cette
méthode permet d’identifier certains événements d’épissage mais fournit des données
incomplétes et est trés cotiteuse,

— analyses sur des puces & ADN (microarray) : cette méthode permet d’identifier de
nombreux événements d’épissage alternatif mais est limitée par la densité, le design de
la séquence et 'analyse des données reste difficile [11}13)],

— analyses via les données de séquencage de ’ARN (RNA-seq) : ces méthodes se sont
davantage développées a la suite de la diminution des cotits des séquenceurs de nouvelle

génération (NGS) et sont majoritairement utilisées aujourd’hui |7].

Ces technologies expérimentales (et d’autres) renseignent nos connaissances sur les transcrip-
tomes, produisant des transcrits, parfois incomplets, que nous appellerons transcrits connus

par la suite.

1.2.1 Meéthode standard : assemblage des transcrits par RNNA-seq

Grace au développement des NGS, de nombreux logiciels ont été développés et utilisent les
données issues des RNA-seq [13-17]. Ces méthodes ont pour but de reconstruire les transcrits
complets & partir des lectures (reads) issues du séquenceur en utilisant des données expéri-
mentales au départ. Ces méthodes doivent se baser sur un génome de référence pour pouvoir
étre assemblées réduisant ainsi les possibilités d’assemblage de novo [7]. De plus, les données
RNA-seq introduisent des biais compliquant leur analyse. (1) En effet, les lectures produites
sont beaucoup plus courtes que les transcrits complets. Si elles permettent d’identifier les jonc-
tions d’exons consécutifs, elles ne permettent pas facilement d’identifier comment des exons
distants (d’une distance supérieure a la taille de la lecture) composent ou non un transcrit
complet. (2) Par ailleurs, les lectures courtes obtenues aux extrémités 5" et 3’-UTR du transcrit

sont généralement filtrées, ce qui complique ’assemblage de transcrits complets. Enfin, I'infor-
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mation de couverture en lectures est généralement utilisée pour inférer un transcrit complet,
la couverture devant théoriquement rester homogéne tout au long de ’assemblage. Or, dans
les données expérimentales cette couverture varie (toutes les zones du transcrit ne sont pas
amplifiées de maniére homogeéne, ce qui biaise ’estimation de transcrits complets faiblement
exprimés). Une étude de 2013 18] a permis de montrer que la meilleure des méthodes d’assem-
blage de transcrits complets basées sur les données de RNA-seq n’était capable de reconstruire

que 21% des transcrits humains connus.

1.2.2 CG-ALCODE : prédiction de transcrits par conservation structurelle entre

deux espéces

Du fait des limites des méthodes développées jusqu’a présent, d’autres approches complé-
mentaires sont nécessaires pour mettre en évidence I’ensemble de ces transcrits. Le dévelop-
pement d’une méthode visant a rechercher les délimitations intron/exon en se basant sur la
séquence du géne semblerait étre une nouvelle approche. Seulement, I'utilisation des délimi-
teurs d’épissage qui sont de courts motifs dinucléotidiques (AG et GT) n’est pas suffisante
pour repérer les zones introniques. En effet, ces motifs sont abondants au sein des séquences
et ne sont pas discriminants. Ainsi, une recherche ez nihilo de ces motifs entrainerait une
explosion combinatoire. Pour dépasser cette limite, une méthode de prédiction des transcrits,
assistée par des connaissances biologiques, a été mis en place a LILLE par les partenaires de
ce stage sous le nom de CG-ALCODE |[19].

La méthode CG-ALCODE exploite le principe de conservation de séquences d’un méme géne
entre deux espéces (dit "génes orthologues"). On définit deux génes orthologues de deux
espéces comme étant deux copies héritées d’'un méme géne qui était présent chez leur an-
cétre commun. CG-ALCODE considére ainsi le géne gl d’une espéce E1, dit géne source, et
son orthologue g2 sur une espéce E2, dit géne cible, et tente de transposer les informations
connues de gl sur g2. En particulier, CG-ALCODE étudie si les transcrits connus de gl pour-
raient étre produits par g2. Si c’est le cas, ces transcrits sont prédits chez g2. La méthode
repose sur ’alignement des exons connus sur le géne source avec le géne cible afin de compléter

les informations connues sur le géne cible.

1.3 Objectifs du stage

L’objectif de cette étude est de proposer une méthodologie pour comparer les transcriptomes
d’un géne sur plusieurs espéces et d’en extraire de 'information phylogénétique. Il s’agit donc

de compléter la méthode CG-ALCODE actuelle au-dela de la comparaison entre 'homme et

4
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la souris. L’idée est d’augmenter le nombre de transcrits prédits et de permettre des analyses
phylogénétiques. L’étude portera sur ’homme, la souris et le chien. Le travail se décompose

en deux étapes principales :

1. Compléter les connaissances disponibles pour une paire de génes (pairwise) entre deux
espéces afin d’affiner la connaissance de la structure du géne et les transcrits prédits.
CG-ALCODE peut annoter un génome non modéle. La premiére étape nous permettra
notamment d’augmenter la prédiction sur le génome non modeéle du chien en tirant

profit des connaissances disponibles sur les transcriptomes modéles humain et murin.

2. Mettre en place une comparaison multi-espéces pour permettre des analyses phylogé-
nétiques. Le chien est une espece extérieure au groupe de ’homme et de la souris,
les données et prédictions issues du génome canin permettent de mieux comprendre
I’évolution des génes humains et murins. CG-ALCODE fonctionne pour une paire de
génes source / cible, 'approche ne permet pas actuellement de comparer un méme géne
sur plusieurs espéces. Nous allons donc développer une méthode pour permettre une
comparaison multi-espéces des génes orthologues considérés chez ’humain, la souris et

le chien.
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2 Matériel et Méthodes

2.1 Données utilisées : transcrits exprimés par ’homme, la souris et
le chien

Dans leur article , Samuel BLANQUART et Jean-Stéphane VARRE, partenaires de ce
stage, ont analysé une cohorte de 1 936 paires de génes chez 'humain et la souris exprimant
15 513 transcrits alternatifs connus. Les résultats détaillés de la méthode ont été illustrés sur le
cas du géne CREM, un géne exprimant des facteurs de transcription régulant la transcription
de plusieurs génes. CG-ALCODE a été testé sur un total de 1 936 paires de génes et la meilleure

cohorte considérée atteint 91% de transcrits correctement prédits.

Les génes et les transcrits de trois espéces sont utilisés dans le cadre de cette étude. Parmi
elles, deux sont des espéces modeéles dont les données sont référencées dans la base de données
CCDS (version 21 du 12/2017) : 'homme (Homo sapiens, hs) et la souris (Mus musculus,
mm). La troisiéme espéce est une espéce non modéle : le chien (Canis lupus familiaris, clf)
dont les données proviennent directement d’Ensembl (version 91 du 12/2017).

Génes et transcrits : Seuls les génes présents en copie unique sur les trois espéces (ayant
un lien orthologique "1to1") et ayant au moins deux transcrits alternatifs dans CCDS ont été
conservés. Au total, 2 167 triplets de génes et 18 151 transcrits connus composent le

jeu de données de cette étude.

FIGURE 2 — Répartition des transcrits connus entre les espéces. 2 167 génes orthologues
expriment 8 396 transcrits connus chez ’homme, 6 531 transcrits connus chez la souris et 3 224 chez
le chien.

Géne CREM : Au cours de ce stage, le géne CREM a de nouveau été utilisé pour tester les

implémentations ajoutées a la méthode CG-ALCODE et pour en illustrer les résultats détaillés,
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et notamment d’'un point de vue phylogénétique. Le géne CREM exprime 21 transcrits

connus chez ’homme, 13 chez la souris et 3 chez le chien.
2.2 Logiciels utilisés

2.2.1 CG-ALCODE

Ce stage vise a poursuivre le développement de la méthode CG-ALCODE [19]. CG-ALCODE
est un logiciel qui utilise les transcrits connus et référencés d’un géne chez une espéce source
pour tenter de les transposer a un géne cible orthologue d’une espéce voisine de maniére a
pouvoir prédire les transcrits alternatifs et les protéines isoformes que le géne cible est capable
d’exprimer (ou d’"exécuter"), on parle alors de transcrits prédits. Ainsi, CG-ALCODE est

définie comme une méthode de reconstruction assistée du transcriptome.

Données en entrée : Le programme utilise deux ensembles de données en entrée : le géne
et ses transcrits connus chez I’espéce source et le géne orthologue et ses transcrits connus chez
I’espéce cible.

Données en sortie : A partir de ces données, le programme crée une grammaire spécifique
sous forme de blocs et de sites fonctionnels pour définir un modéle du géne commun aux
deux espéces et pour définir une notation des transcrits connus et prédits [22]. Ainsi, un bloc
correspond a une portion génomique délimitée par deux sites fonctionnels et est représenté par
une lettre lorsqu’il s’agit d’un exon ou par un point "." lorsqu’il s’agit d’un intron. Les codons
start et stop sont représentés respectivement par les symboles "[" et "]|". Les sites donneurs
(GT) et accepteurs (AG) d’épissage, qui délimitent les introns, sont représentés respectivement

par les symboles "<" et ">" (figure 3] tableau [1]).

CGCGTAC K<l I:Xcll ATTGCGCTAAG
A B

FIGURE 3 — Représentation abstraite d’un géne sous CG-ALCODE. Dans cet exemple, le
codon start (ATG) et le site donneur d’épissage (GT) sont des sites qui délimitent un bloc exonique
nommé "A". Le site donneur (GT) et le site accepteur (AG) d’épissage délimitent un bloc intronique
noté ".". Le site accepteur d’épissage (AG) et le codon stop (TAA) délimitent un bloc exonique
nommé "B".

2.2.1.a Définition des modéles GA et GO

A partir du répertoire des transcrits connus d’un géne, le programme les projette sur le géne
pour délimiter les régions intron/exon et définir des blocs (figure 4| étape 1). Cette étape est
réalisée a la fois pour le géne source et pour le géne cible de fagon indépendante. L’ensemble
des blocs et sites fonctionnels définit un modéle des éléments connus du géne : gene actual

(GA). Le modéle GA contient ainsi ’ensemble des informations qui ont été apportées par

7
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Tableau 1 — Réprésentation symbolique et nommage des sites fonctionnels. Quatre types
de sites fonctionnels sont considérés dans la méthode CG-ALCODE.

Représentation Nom Type de site fonctionnel Valeur
| TL START codon start ATG
| TL END codon stop TAA, TAG, TGA
> IN START donneur d’épissage GT
< IN END accepteur d’épissage AG
--> Etape 1 : Projection connus sur le géne --> Etape 2 : Exploiter les connaissances d’une espéce voisine

pour compléter les connaissances d’une espéce ciblée

Transcrt 4 4 I
Transcrt 3 4 I
? ? ? ? ? ? ? ? ?
Transerit 2 4 I
Transerit 1 4 I — oA ) o m— — . .

Gene ﬁ |

Go“ [ ] [ X N ] [ ]
4 o monans |

--> Etape 3 : Nommage commun entre deux espéces
CAB<>C<>D<>E<>F<>G<>Hc<>l]
)ﬁ f<>K<>L<>M<>Nc<>0]

Transcrit 4

Transcrit 3
Transcrit 2

Transcrit 1

GA“ g[A[B<>c<>D< >E< >F< >G <>H< > 1]

*[AB<>C< >E< >F< >G < > 1]

--> Etape 4 : Prédiction de 'expression d’un transcrit connu
par le géne d’une espéce voisine
GO (g NN o e e e

|-

Transcrit * —

FIGURE 4 — Pipeline de la méthode CG-ALCODE pour la définition des modéles GA et
GO chez deux espéces. Etape 1. Projection des transcrits connus d’une espéce sur son géne pour
délimiter les blocs introniques et les blocs exoniques définissant le modéle Gene Actual (étape réalisée
indépendamment pour les deux espéces). Etape 2. Alignements de chacun des blocs du géne de
I’espéce source sur le géne entier de I'espéce cible (et réciproquement) a la recherche d’une homologie
entre les séquences. Les blocs qui ne sont pas alignés (croix rouge) sont spécifiques a 'espéce source :
I’espéce cible ne contient pas ces exons. Cet ajout d’information fait apparaitre de nouveaux blocs
sur le géne cible et définit le modéle Gene Oracle. Etape 3. Les noms des blocs sont mis en commun
entre les modéles. Les blocs orthologues sont nommés de la méme fagon et les blocs spécifiques ont
un nommage qui leur est propre. De plus, les signaux délimitant ces blocs sont également estimés
orthologues. Etape 4. Vérification de la modélisation et prédiction de I'expression d’un transcrit
source par le géne cible.

les transcrits du géne. La figure [5| représente le résultat (aprés nommage commun) de cette

projection chez ’homme et la souris pour le géne CREM.

Chaque bloc de I'espéce source est ensuite aligné par Blast contre toute la séquence nu-

cléotidique du géne de ’espéce cible en utilisant un contexte de vingt nucléotides additionnels



2 MATERIEL ET METHODES

GA homme [A<.>B[C<.[D<.[E<. >G<.>H<IJ] .>K[L<. [N<.[0<. >Q[R<.>S<.>T].>UV]
GA souris [A<.>B[C<. [E<.>F<.>G<.>H<I] .>K L<.[MN<. [P>Q[R<.>S<.>T].>U]

FIGURE 5 — Modéles gene actual du géne CREM chez ’homme et la souris. L’ensemble des
blocs et sites fonctionnels définit un modéle des éléments connus du géne, sur ’espéce indiquée. Ainsi
un bloc X présent sur GA homme indique qu’au moins un des transcrit connus humains contient X.
GO homme [A<.>B[C<.[D<.[E<.>F<.>G<.>H<IJ].>K[L<. M[N<.[0<.P>Q[R<.>S<.>T].>U V]
GO0 souris [A<.>B[C<.[D<.[E<.>F<.>G<.>H<I]J.>K[L<.[M[N<. [P>Q[R<.>S<.>T].>U]V]

FIGURE 6 — Modéles gene oracle du géne CREM chez I’homme et la souris. La composition
de ces modeéles révele la capacité du géne d’une espéce a exprimer une prédiction de présence / absence
des transcrits. Ainsi un bloc X présent sur GA homme indique que soit un des transcrit connus
humains contient X ou soit qu'un des transcrits murins contient X et que celui-ci a une relation
d’orthologie dans le géne humain.

de part et d’autre du bloc de maniére a aligner les parties conservées des sites d’épissage (figure
étape 2). Le score de E-value pour les Blast est calibré a 104 Ces alignements permettent
ainsi de voir si une homologie existe pour les blocs et les sites fonctionnels entre les deux es-
péces. Si une homologie est retrouvée, on aura donc une relation d’orthologie entre les deux
génes orthologues pour le bloc aligné et les sites fonctionnels qui le flanquent. Il est important
de noter que deux blocs connus (actual) peuvent étre alignés ensemble. L’orthologie appliquée
aux blocs et aux sites fonctionnels indique qu’ils étaient présent chez l'ancétre commun et
qu’ils sont partagés par les génes orthologues des espéces filles. Ainsi, les blocs qui n’étaient
présents que chez I'une des deux espéces et qui ont une relation d’orthologie dans le géne de
I’autre espéce sont prédits. Ces blocs prédits complétent le modéle GA qui est alors qualifié
de modele oracle du gene (gene oracle (GO)) capable de produire une prédiction de présence
/ absence des transcrits. Dans la figure , les blocs D, J et V humains absents des modéles
GA de la souris sont retrouvés présents et figurent dans le modele GO de la souris (figure
@. Ce cas est aussi réciproque pour les blocs F, M et P qui ne sont pas dans le modéle GA
de I’homme mais qui ont une relation d’orthologie prédite d’out leur présence dans le modéle
GO de 'homme. Le bloc O humain qui n’a pas d’orthologie prédite chez la souris, d’olul son

absence dans le modéle GO de la souris.

Une fois les modéles GO définis, le programme nomme chacun des blocs de fagon commune
entre les deux espéces. Deux blocs orthologues auront ainsi la méme dénomination alors qu'un
bloc spécifique a une espéce aura une dénomination propre (figure [4] étape 3). Ces modéles
sont considérés comme valides si il n’y a pas de réarrangement de I'ordre des blocs (colinéarité

des blocs orthologues) et qu’il n’y a pas de blocs dupliqués a 'identique.
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Ainsi chaque bloc / site dans un modéle de géne peut étre associé avec un autre bloc / site
orthologue dans ’autre géne. Cette association définit une relation d’orthologie entre blocs
ou entre sites dans les modéles des génes chez les deux espéces. Ces relations obtenues pour
une paire de génes seront exploitées ultérieurement pour réaliser la comparaison multiple des

génes chez ’homme, la souris et le chien.

2.2.1.b Exécutabilité des transcrits

A partir du modéle GO d’une espéce cible et des transcrits connus chez ’espéce source, le
logiciel prédit si ces transcrits peuvent étre exprimés chez I'espéce cible. Si tous les blocs et
les sites d’épissage nécessaires a ’expression d’un transcrit source dans un géne source sont
présents dans le modéle GO du géne cible alors le transcrit source est dit exécutable d'un point
de vue grammatical par le géne cible. Autrement dit, le programme prédit que tous les sites
fonctionnels requis étant présents dans le géne cible, alors un transcrit orthologue du transcrit

source peut-étre exprimé par le géne cible (figure 4| étape 4 et figure .

A partir du moment ou le transcrit source est exécutable par le géne cible, le programme
cherche la présence du transcrit orthologue prédit dans les transcrits connus de 1'espéce cible.
Dans un premier temps, il recherche si une structure grammaticale identique du transcrit
source existe dans les transcrits connus du géne cible. Si une correspondance existe, le trans-
crit prédit est dit "found" (double fleche sur la figure [7)) : on a trouvé un transcrit connu
correspondant au transcrit prédit. Si le transcrit source n’a pas de correspondance dans les
transcrits cibles alors il est qualifié de "yet-to-be-found" (simple fleche sur la figure (7)) : on
estime que le transcrit prédit sera observé dans les produits d’expression du géne cible. En
plus de réaliser une vérification grammaticale, le programme cherche & savoir si ces transcrits
prédits sont réellement traductibles dans leur cadre de lecture (ORF ou région codante). Si
le cadre de lecture est valide (débute par un codon start, se termine par un codon stop et sa
longueur est un multiple de 3), le transcrit est qualifié comme " Correct-ORF". A 'inverse, si
un transcrit n’est pas retrouvé exécutable d’un point de vue syntaxique et/ou si son ORF est

incorrect, celui-ci est dit non exécutable (" No-ezecutable").

Alinsi cette relation d’exécutabilité des transcrits source et cible ameéne & la notion de rela-
tion d’orthologie entre transcrits. Si la relation d’orthologie entre transcrits est " found",
alors le transcrit source connu posséde un transcrit orthologue connu dans le géne cible (et réci-
proquement). Si la relation d’orthologie entre transcrits est "yet-to-be-found" alors le transcrit

source connu posséde un transcrit orthologue inconnu prédit dans le géne cible.
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CREM humain ENSG00000095794 CREM souris ENSMUSG00000063889:

[A<.>B[C<.[D<.[E<.>F<.5G< sH<I]) > K[L<.[M[N<.[P>Q[R<.>5<.>T] >UJV] [A<.>B[C<.[D<.[E<.>F=.>G<.>H<l)].>K[L<.M[N<.[0<.P>Q[R<.>5<.>T].>UV]

Transcrits humains connus Transcrits humains prédits chez Ia souris (conn
"CREM-206 ENSTO0000354750 [A<>BC<>G<>H<>QR<>5<>1] | Crem-233 ENSMUST00000154 ris
CREM-217 ENSTO0000439705 [A<>BC<>G<>H<>QR<>5<>T] ins connus chez la sou
CREM-238 ENSTO0000488741 [R<>5<>T] Transcr1t5 huma

CREM-211 ENSTO0000374726 [C<>G<>HIJ] < e 0U000149803 [C<>G<>HI]

CREM-239 ENST00000489321 [C<>G<>HIJ] —1/ Crem-227 ENSMUST00000149803 [C<>G<>HI]

CREM-228 ENSTO00D00473940 [N<>QR<>5<>T] Crem-235 ENSMUST00000154705 [MN<>QR<>5<>T]
CREM-207 ENST00000356917 [N<>5<>T] Crem-229 ENSMUST00000151084 [MN<>5<>T]

Transcrits humains prédits chez la souris
CREM-201 ENSTOUDDDSS?GSE [A<>BC<>G<>H<K

2 la souris

CREM-201 ENSTO0000337656 [A<>BC<>G<>H<>KL<>5<>T]
CREM-213 ENST00000374734 [A<>BC<>G<>H<>5<>T]
CREM-204 ENSTO0000345491 [A<=BC<>G<>H<>KL<>5<>UV]
CREM-205 ENSTO0000348787 [C<>G<>H<>5<>UV]
CREM-208 ENSTO0000361599 [D<>G<>He>KL<>5<>UV] }

Transcnts humams pred1ts che

Yet-to- <EM-208 ENST00000361599 [D<>G<>H<>KL<>
be-found CREM-214 ENST00000395887 [D<>G<>He>
CREM-220 ENST00000463314 [L<>5<>
CREM-202 ENST00000342105 [E<>G<
CREM-236 ENST00000487763 [N<>QR<
CREM-237 ENST00000488328 [N<>S<>UV]
CREM-212 ENST00000374728 [C<>G<>H<>S<>UV]

CREM-230 ENST00000474931 [0<>5<>T] ., 'humain
CREM-224 ENSTO0000468236 [0<>QR<>S<>UV] q scifigues a I'hu
CREM-242 ENSTO0000430511 [0<>5<>UV] Transcrits speclflq

FIGURE 7 — Exécutabilité des transcrits connus entre ’homme et la souris. 21 transcrits
alternatifs sont connus pour le gétne CREM humain, dont 18 sont prédits exprimables (exécutables)
par le géne CREM de la souris. Parmi eux 7 ont un transcrit orthologue connu chez la souris et 11
sont des transcrits prédits, qui pourraient étre exprimés chez la souris. 3 transcrits humains ne sont
pas exprimables par le gétne CREM murin et sont spécifiques au géne CREM humain.

[
(
CREM-214 ENST00000395887 [D<>G<>H<>KL<>QR<>5<>UV]
CREM-220 ENSTO0000463314 [L<>5<>UV]

CREM-202 ENSTO0000342105 [E<>G<=H<>KL<>5<=UV]
CREM-236 ENSTO0000487763 [N<>QR<>5<>UV]

CREM-237 ENSTOO000488328 [N<>5<=UV]

CREM-212 ENSTO0000374728 [C<>Ge>Ha=5<>UV]

2.2.2 NETWORKX : création et manipulation de graphes

NETWORKX est un package Python utilisé pour générer, manipuler et étudier des
graphes. Il permet de générer des graphes dirigés ou non et posséde des méthodes d’exportation
de graphes dans des formats de sortie tels que YAML, JSON ou encore GEXF. Dans le cadre
de cette étude, le format GEXF a été choisi pour les fichiers de sortie notamment dans le cas

de la visualisation avec le logiciel GEPHI.

Les graphes de sites fonctionnels orthologues chez les trois espéces (homme, souris et chien)
générés au cours de ce stage ont été faits de la fagon suivante (ﬁgure@[) : les noeuds représentent
des positions génomiques et le type de site fonctionnel. Lorsqu’un site fonctionnel d’une espéce
source posséde une relation d’orthologie chez une espéce cible, alors un lien dirigé est créé du
noeud de I'espéce source vers le noeud de I'espéce cible. La dénomination des nceuds est donnée

dans le tableau[dl
11
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Avant import Aprés import

Espl [A< > X <> (] Espl [A< > X< >(]
Esp2 [A< > B] Esp2 [A< > X< >(]
Esp3 [A< > B] Esp3 [A<> X< >(]

l CG-Alcode l CG-Alcode

[A<>X<>(] TA<>X<>C]
Espi-2 Espl -2 —

[A<>X <> (] [A<>X<>(]
E13[A<>X<>C] E13ﬂA<>X<>C]
P2 [A<>X<>(] Sp_i[A<>X<>C]

[A< > B] A< > X< >(]
Esp2 -3 Esp2 -3 <

[A< > B] [A<>X<>(]

FIiGURE 8 — Méthode d’import des transcrits prédits. La partie gauche représente le résultat
des comparaisons de paires de génes réalisées avant import des prédictions. Les relations d’orthologie
entre les trois génes ne peuvent pas étre comparées directement : 1'orthologie de X dans les génes
des espéces Esp2 et Esp3 n’est pas estimée lors de la comparaison Esp2 - 3 et le graphe de relations
d’orthologie ne pourra pas indiquer que ces génes partagent aussi I’exon X. La partie droite représente
le résultat des comparaisons de paires de génes aprés import des prédictions. Ainsi la comparaison
Esp2 - 3 prend en compte une information nouvelle issue transitivement de la comparaison de ces
génes avec le géne de l'espéce Espl.

2.2.3 GEPHI : visualisation de graphes

GEPHI [25] est un logiciel de visualisation et d’exploration de graphes. Il a été utilisé pour
réaliser des rendus visuels des graphes générés au cours de cette étude. Les paramétres de
I'outil utilisés concerne 'algorithme de spatialisation Force Atlas avec une répulsion de 1000

et une attraction de 0.05 suivi d’'un ajustement des labels.

2.3 Contribution : méthode d’export des transcrits prédits

Pour enrichir les comparaisons par paire d’espéces et obtenir ainsi des modéles de génes plus
précis, nous avons mis en place une méthode d’export des transcrits prédits. Habituellement
pour comparer deux génes orthologues sur deux espéces El1 et E2, CG-ALCODE s’appuie sur
les transcrits connus sur chacune des espéces. L’idée ici est d’ajouter aux transcrits de départ
connus chez E1 et E2 les transcrits prédits & partir d’une autre espéce E3. Ceci permettra de
faire apparaitre des blocs et des signaux connus spécifiquement chez E3 dans les génes de E1
et E2. La figure[§ montre un exemple o ’export de transcrits prédits provenant de E1 enrichit
la comparaison entre E2 et E3 et y fait apparaitre un exon, X, qui provient spécifiquement

des connaissances issues de E1.

De nouvelles méthodes ont été implémentées dans CG-ALCODE pour exporter les transcrits

prédits dans les répertoires des espéces. La principale fonction implémentée est la fonction

12
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exportPredictionAsENSEMBL. Celle-ci prend en entrée le transcrit prédit "yet-to-be-
found" ayant un ORF valide et le géne du transcrit prédit. La fonction exporte le transcrit

prédit c’est a dire qu’un fichier transcrit est écrit.

Lorsqu’un transcrit prédit peut-étre obtenu a partir de deux transcrits sources distincts, une

seule source est arbitrairement choisie et le transcrit prédit n’est exporté qu’une seule fois.

L’ensemble de ces transcrits exportés par le programme est ensuite réinjecté dans les jeux

de données des espéces.

2.4 Contribution : graphes d’orthologie entre sites fonctionnels

Le second axe d’étude s’oriente vers de la comparaison multi-génes et multi-espéces dans
la finalité d’obtenir le méme nommage dans les modéles de génes. Dans ce but, les graphes
d’orthologie entre sites fonctionnels sont construits pour montrer les relations d’orthologie esti-
mées entre les sites fonctionnels d’un triplet de génes orthologues. Ces graphes sont construits
a partir des modéles GO définis lors des comparaisons des paires de génes aprés réinjection
des prédictions. Les graphes générés par NETWORKX sont exportés au format ".gezf" pour

pouvoir étre visualisé sous le logiciel GEPHI.

Si un site fonctionnel est partagé de facon réciproque entre les trois génes des trois espéces,
une clique a trois sommets est tracées (cliqgued). Si une information est partagée réciproque-
ment seulement entre deux génes de deux espéces, c’est une clique a deux sommets qui est
tracée (doublon). Enfin, une information spécifique au géne d’une espéce sera représentée par

un singleton (figure [J).

Ainsi, une collection de sous-graphes représentera 'information relative aux structures d’un
triplet de génes orthologues, chaque sous-graphe indiquant de quelle maniére un site fonction-

nel est partagé par les genes.

Si les graphes de sites fonctionnels représentant les relations d’orthologie de tous les sites
fonctionnels d'un triplet de génes sont entiérement composés de clique3, alors tous les sites
fonctionnels sont partagés par les trois génes et par conséquent ils étaient vraisemblablement
déja présents chez 'ancétre. De plus, dans ce cas chaque comparaison de paires de génes
donne des modéles GO identiques et on peut en déduire que le modéle GO obtenu est le

modéle commun aux trois génes.
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IN_START)
orthefogie o
-
IN_START
/
(TL_START @[p
S

FIGURE 9 — Représentation utilisée pour la création des graphes de relations d’orthologie
des sites fonctionnels. Chaque noeud correspond a un site fonctionnel porté par un géne. Les fleches
indiquent les relations d’orthologie entre les sites fonctionnels des génes des trois espéces. Les nocuds
chez I’homme sont colorés en bleu, les nceuds chez la souris en gris et les nocuds chez le chien en rose.
Trois sous-graphes correspondant chacun a un locus distinct des génes orthologues sont montrés, dont
les topologies sont clique3, doublon ou singleton. Une clique8 induit donc que ce locus était présent
chez ’ancétre commun de ces trois espéces. Le doublon induit ici que ce locus est apparu chez ’ancétre
Euarchontoglires ou bien chez ’ancétre Eutheria et perdu par le chien. Le singleton induit ici un locus
spécifique uniquement retrouvé chez la souris. Cette figure indique 3 loci distincts chez la souris, 2
chez I’humain et 1 chez le chien.

2.4.1 Scénarios phylogénétiques

Laurasiatheria

Canis lupus familiaris

Eutheria

Rodent
Mus musculus

Euarchontoglires

- Homo sapiens
Primates

F1GURE 10 — Relation phylogénétique entre les espéces étudiées. L’homme (Homo sapiens)
est de plus proche parenté avec la souris (Mus musculus) qu’avec le chien (Canis lupus familiaris).
L’ancétre commun homme-souris est Fuarchontoglires et ’ancétre commun aux trois espéces est
Futheria. Si un site fonctionnel est partagé par les trois espéces, alors ce site fonctionnel existait sans
doute chez ’ancétre commun Futheria.

En fonction des graphes obtenus, seuls les graphes n’étant composés que de sous-graphes
de type clique3, doublons et/ou singletons sont conservés. En effet, les autres cas de relations
sont ambigus et mélangent des cas de faux-positifs et des cas non explicitement modélisés (par
exemple la duplication). Selon la topologie d’un sous-graphe, sept scénarios sont a considérer
en tenant compte de ’hypothése de parcimonie :

— si le site est présent chez les trois espéces (sous-graphe clique3), le site est apparu chez
l'ancétre Futheria ou plus ancien (figure ,
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— si le site est absent chez une espéce (sous-graphe doublon) :
— si absent chez I’humain ou la souris : il s’agit d’une perte, le site est apparu chez
'ancétre Eutheria ou plus ancien (figure [I1h-b),
— si absent chez le chien : soit il s’agit d'une perte chez le chien et le site est apparu
chez l'ancétre Futheria ou plus ancien (figure ), soit il s’agit d’une apparition
chez 'ancétre humain-souris (Fuarchontoglires) ,
— si le site est présent chez une seule espéce (sous-graphe singleton) :
— si présent que chez 'humain : le site est apparu chez 'ancétre Primate ou plus
récemment (figure [11[),
— si présent que chez la souris : le site est apparu chez l'ancétre Rodent ou plus
récemment (figure [L1),
— si présent que chez le chien : soit le site est apparu chez 'ancétre Laurasiatheria ou
plus récemment (figure [L1f), soit le site est apparu chez l'ancétre Eutheria ou plus

ancien et a été perdu par 'ancétre Fuarchontoglires.

Les triplets de génes sont ainsi classés de la fagon suivante : (1) si seulement des cliques, la
structure de tout le géne est partagée depuis I'ancétre Futheria ; (2) si ou moins un doublon, le
géne a connu au moins une perte (chez ’homme ou la souris) ou une apparition chez l’ancétre
FEuarchontoglires ; (3) si au moins un singleton, le géne a connu au moins une apparition
récente (homme, souris ou chien), ou encore une perte chez 'ancétre Fuarchontoglires. Parmi
les geénes, comparer le nombre de cas (1) (trés forte conservation) et de cas (3) (acquisitions
récentes) renseigne sur 'importance de la conservation ou de la création d’exon / transcrits

durant I’évolution des trois mammiféres considérés.

Laurosiatheria . Canis lupus familiaris Laurosiatheria . Canis lupus familiaris
Eutheria Rodent . Eutheria Rodent
o Mus i o Mus i

(a) Euarchontoglires N (b) Euarchontoglires N
- Homo sapiens - Homo sapiens
Primates Primates
S S

Laurasiatheria B P Laurasiatheria B P
il - x Canis lupus familiaris il - x Canis lupus familiaris

|. Eutheria Rodent Eutheria Rodent
oden Mus musculus oden xMus i

( d ) Euarchontoglires

Laurasiatheria

(C) Euarchontoglires ) )
Homo sapiens Homo sapiens
Primates

Primates
e e

Laurasiatheria : o
urasiatheri Canis lupus familiaris

x Canis lupus familiaris

Eutheria Rodent Eutheria Rodent
ogen Mus musculus ogen Mus i
(e) Euarchontoglires . (f) Euarchontoglires .
Homo sapiens Homo sapiens
Primates Primates

FiGURE 11 — Interprétation phylogénétique des graphes de relations d’orthologie. (a)-(c)
Cas des doublons dans les graphes. (d)-(f) Cas des singletons dans les graphes. Un rond correspond a
la présence d’un site fonctionnel chez une espéce ou un ancétre. Une crois correspond & la perte d’un
site fonctionnel chez une espéce ou un ancétre.
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3 Reésultats et discussion

Nous avons donc développé une méthode pour comparer un méme géne chez plusieurs
espéces. La premiére étape est la réinjection de transcrits prédits. Elle permet d’enrichir
les modéles de paires de génes grace a I'import des transcrits prédits a partir de transcrits
connus chez d’autres espéces. La deuxiéme étape est la comparaison multi-espéces grace
aux graphes d’orthologie de sites fonctionnels. Nous avons appliqué cette méthode aux
données de ’homme, la souris et du chien. Pour chaque étape, nous présentons les résultats

en deux temps : (1) d’abord sur le géne d’étude, CREM, (2) puis sur I’ensemble des données.

3.1 Comparaison du géne CREM chez les trois espéces

3.1.1 CREM : trois modéles paire-a-paire

Dans cette étude, CG-ALCODE a été appliquée aux données du chien pour ajouter les
comparaisons homme-chien (hs-clf) et souris-chien (mm-clf) aux comparaisons homme-souris
(hs-mm) initiales [19]. Le tableau [2| indique le résultat de ces comparaisons pour CREM. Pour
rappel, le modéle GA est construit a partir des transcrits connus de 1'espéce et le modéle GO
est complété grace aux transcrits de la deuxiéme espéce. Ainsi la comparaison hs-mm permet
de faire apparaitre 3 nouveaux blocs chez 'homme (F, M, P) et 3 chez la souris (D, J, V). La
comparaison hs-clf fait apparaitre 4 blocs chez I'homme (B, C, H, T') et 5 chez le chien (F, G,
K, P, W). Enfin, la comparaison mm-clf ressort 3 blocs chez la souris (B, C, R) et 5 chez le
chien (F, J, N, O, U).

Comme attendu, c’est chez le chien, ’espéce non modéle et la moins documentée, que la
comparaison révele le plus de nouveautés. De plus, chaque espéce est susceptible de prédire

de nouveaux blocs chez chaque autre espéce.

Les modeéles GO révelent, de plus, des spécificités. Ainsi, le géne humain posséde un bloc
non présent chez la souris (O) et un bloc non présent chez le chien (@Q). Le géne du chien

posséde deux blocs non présents chez 'humain (N, O) et deux blocs non présents chez la souris
(L, M).

Ces comparaisons de paires de génes sont indépendantes et les nommages ne sont pas unifiés.
Ainsi, un bloc X dans la comparaison hs-mm ne correspondra pas forcément au bloc X dans
la comparaison hs-clf ou mm-clf. Il n’est donc pas possible de comparer directement les trois

geénes a partir des modéles.
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Tableau 2 — Modéles GA et GO obtenus par comparaison de paires de génes pour
I’homme, la souris et le chien. Chaque comparaison de paire de génes retourne un modéle GA
et un modéle GO propre & 'espéce. En rouge figure les blocs exoniques spécifiques d’une espéce au
sein d’une comparaison de paire de génes pour les modéles GO et en bleu les blocs exoniques obtenus
grice aux transcrits de la deuxiéme espéce.

homme - souris
GA homme | [A<.>B[C<.]D<.[E<.>G<.>H<IJ].>K|L<.[N<.[O<.>Q[R<.>S<.>T|.>UV]|
GA souris | [A<.>B[C<.|[E<.>F<.>G<.>H<I].>KL<.[MN<.[P>Q|R<.>S<.>T|.>U]
GO homme | [A<.>B[C<.[D<.[E<.>F<.>G<.>H<IJ].>K[L<.M[N<.][O<.P>Q|R<.>S<.>T|.>UV]
GO souris | [A<.>B[C<.[D<.[E<.>F<.>G<.>H<I]J.>K[L<.]M|N<.[P>Q[R<.>S<.>T|.>U]V]
homme - chien
GA homme | [A<.>D[E<.[F<.|G<.>I<.>J<K]|.>LM<.[P<.[Q<.>R[S<.>U<.>V].>W]
GA chien A< [B<.>C>DE<.>H<.>I<.>J<.>LM<.>N<.>0<.>RS<.>T>U<.>V]
GO homme | [A<.B<.>C>DIE<.|[F<.|G<.>H<.>I<.>J<K].>LIM<.[P<.[Q<.>R[S<.T>U<.>V].>W]
GO chien A< [B<.>C>D[E<.[F<.[G<.>H<.>I<.>J<K|.>LM<.>N<.>0<.[P<.>R[S<.>T>U<.>V].>W]
souris - chien
GA souris | [A<.>DIE<.|[F<.>G<.>H<.>I<J].>K<.[N<.|O>P[Q<.>S<.>T].>U]|
GA chien [A<[B<.>C>DE<.>G<.>H<.>I<.>K<.>L<.>M<.>PQ<.>R>S<.>T]|
GO souris | [A<.B<.>C>D[E<.|[F<.>G<.>H<.>I<J].>K<.[N<.][O>P|Q<.>R>S<.>T|.>U]
GO chien | [A<.[B<.>C>D[E<.[F<.>G<.>H<.>I<J.>K<.>L<.>M<.[N<.O>P[Q<.>R>S<.>T]|.>U]|

3.1.2 CREM : transcrits connus et prédits

La comparaison des transcrits connus dans les comparaisons de paires de génes CREM est
présentée dans le tableau [3| La comparaison hs-mm montre que 18 transcrits humains sont
exprimables par le géne CREM de la souris dont 7 transcrits humains ont un orthologue connu
chez la souris. Quant aux transcrits murins, tous sont exprimables chez I’humain dont 6 ont

un orthologue connu chez I’homme.

Parmi les transcrits orthologues connus humain-souris, on note que deux transcrits humains
expriment le méme ORF (figure (7| de la partie 2.2.1.b])). On a ici un cas de transcription

alternative chez I’humain.

Dans la comparaison mm-clf, un transcrit murin a un orthologue connu chez le chien alors

que dans la comparaison hs-clf, aucun transcrit connu n’a d’orthologue chez 'autre espéce.

Parmi ’ensemble des comparaisons, 18 transcrits humains connus et 12 chez la souris sont
exprimables chez le chien et n’ont pas d’orthologues connus chez le chien. Ces prédictions
annotent le transcriptome du chien de fagon importante en comparaison avec les prédictions
faites sur les deux autres espéces (12 transcrits prédits sont exprimables chez la souris et 9

chez 'humain sans orthologues connus).
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Enfin, certains transcrits ne sont pas exprimables chez les deux autres espéces et révélent
des spécificités liées a une espéce comme c’est le cas pour 3 transcrits humains et 1 transcrit

canin.

Certains de ces transcrits prédits sont redondants, c’est le cas si le géne humain a un
transcrit prédit "found" avec un transcrit connu du géne souris et que ces deux transcrits ne
sont pas connus chez le chien et qu’ils sont prédits. Pour éviter d’exporter deux fois la méme
information, ces cas sont filtrés supprimant ainsi 2 doublons chez I’lhomme, 1 chez la souris et
10 chez le chien. Le tableau 4] présente I’ensemble des transcrits du répertoire de chaque espéce
au cours de ’étude. Ainsi, on ajoute 7 transcrits prédits chez 'homme, 11 chez la souris et 20

chez le chien.

Tableau 3 — Transcrits prédits selon les comparaisons de paires de génes. Ce tableau
représente les résultats de projection des transcrits de ’espéce source sur l’espéce cible. Pour la
comparaison espéce 1 -> espéce 2, les chiffres indiquent les résultats d’expression des transcrits chez
I’espéce 2.

hs -> mm | mm -> hs | hs -> clf | cIf -> hs | mm -> clIf | cIf -> mm
Found 7 6 - - 1 1
Yet-to-be-found 11 7 18 2 12 1
No-executable 3 - 3 1 - 1
‘ Nombre total de transcrits prédits ‘ 11 ‘ 7 ‘ 18 2 ‘ 12 ‘ 1

Tableau 4 — Nombre de transcrits exportés suite aux comparaisons de paires de géne
avec CG-ALCODE. Les résultats concernent les trois espéces d’étude, ’homme (hs), la souris (mm)
et le chien (clf). Les chiffres finaux tiennent compte du nombre total de transcrits contenus dans le

répertoire de chacune des espéces sans les transcrits redondants.

Homme | Souris | Chien
Transcrits initiaux connus (Ensembl) 21 13 3
Transcrits exportés dans la comparaison hs-clf 2 - 18
Transcrits exportés dans la comparaison hs-mm 7 11 -
Transcrits exportés dans la comparaison mm-clf - 1 12
Transcrits redondants 2 1 10
Transcrits prédits 7 11 20
’ Nombre total de transcrits \ 28 24 23

3.1.3 CREM : réinjection des prédictions

Aprés réinjection des prédictions, les modéles GA et GO de chacune des comparaisons sont
plus complets grace aux informations ajoutées avec les transcrits prédits. Pour la comparaison

hs-mm, les modéles ont trés peu changé suggérant que les modéles contenaient déja une grande
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3 RESULTATS ET DISCUSSION

partie des informations. Ce sont les modéles de la comparaison mm-clf qui ont obtenu davan-
tage de nouvelles informations. La réinjection ajoute donc plus d’informations aux modéles

affinant ainsi la structure du modéle du géne.

En conclusion, il est impossible de déduire le modéle commun aux trois espéces de CREM
a partir des modeéles de paires de génes, chaque géne a ses spécificités en terme de perte ou
de gain. Il faudrait, pour comparer directement les modéles de génes, définir un algorithme
de numérotation multi-génes des blocs partagés et spécifiques. Nous proposons de représenter

I’homologie des trois genes CREM sous la forme de graphes d’orthologie (figure 12| partie [3.1.4)

Tableau 5 — Modéles GA et GO obtenus par comparaison de paires de génes pour
’homme, la souris et le chien aprés réinjection des transcrits prédits. Chaque comparaison
de paire de génes retourne un modéle GA et un modéle GO propre a l'espéce. En rouge figure les
blocs spécifiques d’une espéce dans les modéles GO au sein d’une comparaison de paire de génes pour
les modeéles GO et en bleu les blocs exoniques obtenus grace aux transcrits de la deuxiéme espéce.

homme - souris
GA homme | [A<.>B[C<.[D<.[E<.>F<.>G<.>H<1J].>K[L<.[N<.[O<.>Q[R<.>S<.>T].>UV]|
GA souris | [A<.>B[C<.|D<.][E<.>F<.>G<.>H<I].>K[L<.[M|N<.[P>Q[R<.>S<.>T].>U]
GO homme | [A<.>B[C<.|D<.[E<.>F<.>G<.>H<1J].>K[L<.M][N<.[O<.P>Q[R<.>S<.>T|.>UV]
GO souris | [A<.>B[C<.[D<.][E<.>F<.>G<.>H<I]J.>K[L<.[M|N<.[P>Q[R<.>S<.>T].>U]V]
homme - chien
GA homme | [A<>DIE<.[F<.[G<.>H<.>I<.>J<K|.>LM<.[Q<.[R<.>T[U<.>W<.>X]|.>YZ]
GA chien [A<.[B<.>C>D[E<.[F<.|[G<.>H<.>I<.>J<K|.>LM<.>N<.>0<.[P[Q<.[S>T[U<.>V>W< . >X]|.>Y]
GO homme | [A<.B<.>C>D[E<.[F<.[G<.>H<.>I<.>J<K].>LIM<.P[Q<.[R<.[S>T[U<.V>W<.>X].>YZ]
GO chien [A<.[B<.>C>D[E<.[F<.|G<.>H<.>I<.>J<K|.>LIM<.>N<.>0<.[P[Q<.[S>T[U<.>V>W<.>X|.>Y|Z]
souris - chien
GA souris | [A<.>DIE<.[JF<.[G<.>H<.>I<.>J<K|.>M[N<.[QR<.[S>T[U<.>W<.>X].>Y]
GA chien [A<.[B<.>C>D[E<.[F<.|G<.>H<.>I<.>J<KL|.>M|N<.>0<.>P<.[QR<.[S>T[U<.>V>W<.>X]|.>Y]
GO souris | [A<.B<.>C>D|E<.[F<.[G<.>H<.>I<.>J<K|L.>M|[N<.|[Q[R<.[S>T[U<.>V>W<.>X].>Y]
GO chien [A<.[B<.>C>D[E<.[F<.|[G<.>H<.>I<.>J<KL|.>M|N<.>0<.>P<.|[QR<.[S>T[U<.>V>W<.>X]|.>Y]

3.1.4 CREM : orthologie des sites fonctionnels

Ces modeles complétés a partir de la réinjection sont utilisés pour la génération d’un graphe
de relations d’orthologie entre sites fonctionnels. Le graphe visualisé pour CREM est présenté
a la figure [12]

Le graphe révele 50 sous-graphes dont 60% sont des clique3. Ces cas correspondent & des
sites fonctionnels partagés entre les trois espéces. D’un point de vue phylogénétique, on dira

que ces sites fonctionnels sont présents depuis 'ancétre Eutheria.

Sur ce graphe on retrouve aussi 5 doublons donc 3 qui partagent des informations entre la

souris et le chien. Pour ceux-la, le géne humain a donc perdu cette information. Un doublon
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FIGURE 12 — Graphe des relations d’orthologie entre les sites fonctionnels du géne
CREM. Le graphe de relations d’orthologie du géne CREM est constitué d’un ensemble de sous-
graphes. Un sous-graphe a trois sommets formant une clique indiquent un site fonctionnel orthologue
chez les trois espéces et partagé depuis l'ancétre Eutheria. Les doublons indiquent des pertes et les
singletons indiquent des gains de sites (voir partie[2.4.1)). Les nceuds sont colorés en bleu, gris et rose
correspondant & I’homme, la souris et le chien. La taille des noeuds est proportionnelle au nombre de
relations d’orthologie du nceud. Les noeuds représentent les positions génomiques des sites fonction-
nels. Un lien entre deux neeuds indique une relation d’orthologie entre les sites fonctionnels de deux
espéces.

est retrouvé entre 'homme et le chien, suggérant une perte pour la souris. Quant au dernier
doublon, il est retrouvé entre I’homme et la souris, illustrant une apparition de I'information

chez I'ancétre Fuarchontoglires ou une perte pour le chien.
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3 RESULTATS ET DISCUSSION

Ce graphe contient aussi 10 singletons dont 5 pour le chien, 4 pour la souris et 1 pour
I’homme. Le chien et la souris ont donc acquis davantage de nouvelles informations, au cours

de I’évolution de leur géne, par rapport a I’homme.

Enfin, ce graphe contient aussi 5 cas ambigus (voir partie [2.4.1)) révélant une histoire com-

plexe pour le géne CREM.

L’analyse détaillée, pour CREM, est menée a large échelle sur une cohorte de 801 triplets

de génes dont on présente les conclusions principales.

3.2 Etude des 801 triplets de génes

3.2.1 Exportation des transcrits prédits

Les résultats des transcrits exportés et conservés (déduits des transcrits redondants) dans
les répertoires des espéces est détaillé dans le tableau [6] 1 785 transcrits ont été réinjectés
dans le transcriptome de ’homme (figure , 2 437 ont été réinjectés chez la souris et 2 979
ont été réinjectés chez le chien. Au total, ce sont 7 201 transcrits prédits qui sont réinjectés.
Les transcrits exportés complétent les répertoires de transcrits des espéces de 17,53% pour

I’homme, de 27,17% pour la souris et de 48,03% pour le chien.

Ainsi, ces réinjections sont un moyen de compléter les transcriptomes des espéces a partir de
données déja connues. Parmi nos trois espéces d’étude, le chien voit son transcriptome presque

doubler. La méthode permet ainsi d’annoter les transcriptomes des espéces comme le montre
la figure (13| pour le cas de I’homme.

Tableau 6 — Evolution du nombre de transcrits a partir de ceux connus et de ceux expor-
tés suite aux comparaisons de paires de génes avec CG-ALCODE. Les résultats concernent
les trois espéces d’étude, ’homme (hs), la souris (mm) et le chien (clf) pour leur 2 167 génes ortho-
logues. Le chiffre total tient compte des transcrits connus sur Ensembl, des transcrits prédits et non
redondants.

Homme | Souris | Chien
Transcrits initiaux connus (Ensembl) 8396 | 6531 | 3224
Transcrits exportés dans la comparaison hs-clf 553 - 2 561
Transcrits exportés dans la compraison hs-mm 1 359 2173 -
Nombre de transcrits exportés dans la comparaison mm-clf - 516 1770
Transcrits redondants 127 252 1 352
Transcrits prédits 1 785 2437 | 2979

| Nombre total de transcrits | 10 181 [ 8 968 | 6 203 |
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FIGURE 13 — Réinjections des transcrits prédits au travers des comparaisons de paires
de génes. Le premier étage des colonnes correspond aux transcrits connus (Ensembl), les deux autres
aux transcrits réinjectés a partir des deux autres espéces. Chez 'homme (bleu), 8 396 transcrits sont
connus, 482 ont été prédits exprimables a partir des transcrits connus du chien (vert) et 1 303 ont été
prédits exprimables a partir des transcrits connus chez la souris (gris). Ainsi, 1 785 transrits prédits
sont réinjectés dans le répertoire de transcrits de ’homme qui passa a 10 181 transcrits.

3.2.2 Graphes d’orthologie de sites fonctionnels

Parmi les 2 167 triplets de génes de départ, 2 148 graphes de sites fonctionnels ont pu
étre tracés. Les autres graphes qui n’ont pas pu étre tracés proviennent du fait que CG-
ALCODE n’arrive pas a aligner des transcrits sur le géne, ce qui engendre une erreur et arréte
la comparaison de paires de génes. Avec cette information manquante, on n’est pas en mesure
de tracer de graphe. Parmi les 2 148 graphes, 21 ont été retirés car il s’avére que les données des
génes et des transcrits fournies pour le chien posent probléme : on n’obtient pas d’alignements
ce qui fait que 'on génére des graphes uniquement entre 'homme et la souris. Enfin, seuls
les graphes ne contenant pas de cas ambigus (exemple de CREM, voir partie ont été

conservés pour analyse, réduisant leur nombre a 801 graphes soit 36,96% des triplets de génes.

L’analyse de la composition de ces 801 graphes est présentée sur la figure [14]

La figure [[4a] montre la composition générale des 801 graphes. Parmi 'ensemble, 82 graphes
(10,23% des graphes) sont composés uniquement de sous-graphes de clique3. Ces graphes ont
une structure d’ensemble entiérement partagée entre les trois espéces, on dira que leur modéle
de structure de géne a donc conservé la méme information partagée depuis l'ancétre Eutheria.

Ces 82 graphes correspondent a des triplets de génes orthologues Futheria.
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Les autres graphes correspondent a des cas complexes. La figure illustre les 621 graphes
de clique3-doublons. Parmi eux, 258 graphes sont composés de doublons ne contenant pas de
sites fonctionnels chez le chien. Ainsi, les génes du chien considérés ont des informations qu’ils

ont soit perdues soit que 'ancétre Fuarchontoglires a acquis.

Le second chiffre important de la figure concerne le nombre de graphes qui ont au
moins une information perdue chez la souris (151 et 96). Pour ces génes, on devrait s’attendre

a obtenir une diversité de transcrits murins moins importantes.

Concernant la figure [14c| qui présente les 631 graphes de clique3-singletons, on constate
que le nombre de graphes n’ayant que des sites fonctionnels uniques chez I’homme ou chez la

souris est similaire. On a autant de sites fonctionnels spécifiques a 'homme ou & la souris.

Cliques Doublons Non humain Non souris Humain Souris

160

Singletons Non chien

(a) (b)

FI1GURE 14 — Répartition des 801 graphes de sites fonctionnels. (a) Répartition des compo-
santes entre les 801 graphes conservés. Au total, 621 doublons et 631 singletons sont repartis entre les
801 graphes contenant tous au moins une cligue3. (b) Répartition des doublons dans les 621 graphes
entre les espéces. "Non espéce 1" signifie que I’on considére le doublon "espéce 2 - espéce 3" ol "espéce
1" n’est pas présente au sein de ce doublon. (c) Répartition des singletons dans les 631 graphes entre
les espéces. Pour une espéce considérée, on regarde le nombre de fois ot le singleton de ’espéce est
présent au moins une fois parmi ’ensemble des 801 graphes.

Ainsi, si on regarde la répartition des transcrits orthologues entre les espéces au travers
des graphes de relations d’orthologie entre transcrits (figure , on constate qu'un certain
nombre de graphes (132) contiennent uniquement des transcrits orthologues partagés entre
les trois espéces. Ainsi, le répertoire de transcrits est plus conservé que le répertoire de sites

fonctionnels. On a donc des innovations et des pertes récentes pour les autres cas.
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De plus, on constate une relation entre le fait que les génes du chien aient perdu des in-
formations (258 graphes, figure [14b)) et le nombre de transcrits qui ne sont pas partagés avec
le chien (115 graphes, figure [L5b]). La perte d’informations dans le modéle d’un géne pour le

chien réduit son catalogue de transcrits exprimables par ce géne.

Enfin, on constate dans ces résultats, dans la ﬁgurequ’un certain nombre de graphes (41,
39, 43) contiennent uniquement des transcrits spécifiques aux espéces. Or, avec les résultats
de la figure on s’attendait au fait que la grande quantité d’informations perdue par les
genes murins devrait présenter une diversité moins grande des transcrits murins, ce qui n’est

pas le cas ici.

Cliques Doublons  Non humain Non souris Humain Souris

Single;ons Non chien Chien

(a) (b) (c)

FIGURE 15 — Répartition des 390 graphes de transcrits. (a) Répartition des composantes
entre les 390 graphes conservés. (b) Répartition des doublons dans les graphes de transcrits entre les
espéces. "Non espéce 1" signifie que 'on considére le doublon "espéce 2 - espéce 3" ou "espéce 1"
n’est pas présente au sein de ce doublon. (c) Répartition des singletons dans les graphes de transcrits
entre les espéces. Pour une espéce considérée, on regarde le nombre de fois ol le singleton de ’espéce
est présent au moins une fois parmi ’ensemble des 390 graphes.
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4 Conclusion et Perspectives

CG-ALCODE est une méthode qui s’appuie sur les données connues d’Ensembl. Ces résul-
tats dépendent ainsi de la quantité d’informations initiale mise a disposition. La prédiction
de transcrits par comparaison phylogénétique a ainsi été appliquée a trois espéces d’étude,

I’homme, la souris et le chien, sur une cohorte de 2 167 triplets de génes.

Parmi les trois espéces d’étude, le chien a un répertoire appauvri en comparaison des deux
autres espéces. L’idée d'importer les prédictions de la méthode enrichie les transcriptomes
des espéces permettant d’annoter de nouvelles informations et de compléter les connaissances

disponibles. Au total, 7 201 transcrits ont pu étre prédits.

Ainsi, la génération de graphes a partir de ces nouvelles informations permet d’apporter une
vision et une interprétation fine sur I’évolution des génes et sur leurs transcrits exprimés en
comparant les trois espéces en méme temps. 82 graphes de relations d’orthologie entre sites
fonctionnels obtenus ont une structure fine du géne identique entre les trois espéces et qui ont

le méme potentiel de transcrits exprimables par les génes.

Pour CREM, 60% de sites fonctionnels sont partagés chez les trois espéces et 10 sites fonc-

tionnels ont des spécificités liées aux espéces.

Néanmoins, les cas de transcription alternative impliquant plusieurs trancrits codants un
méme ORF devraient & ’avenir étre pris en considération dans cette méthode pour augmen-
ter 'impact des résultats et leur précision. En effet, CG-ALCODE ne s’appuie pas sur cette
information pour effectuer ses prédictions qui concernent a I’heure actuelle seulement les ORF

codants et pas les régions non traduites (UTR Untranslated Transcribed Region) des ARNm.

A partir de ces graphes, la perspective serait de pouvoir s’y appuyer pour définir un nommage
commun des blocs pour des triplets de génes et méme sur un nombre plus important de génes
orthologues et paralogues. Une autre perspective serait de réaliser des analyses phylogénétiques
plus poussées pour savoir comment se sont passées les évolutions de perte et de gain d’exons

dans les génes des espéces.
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Résumeé : Prédiction de transcriptome : analyse comparative multi-génes, orthologues. La for-
mation des transcrits & partir des génes eucaryotes est due & un processus d’épissage alternatif qui sélectionne
une partie des régions, les exons, dans lesquels certains seront traduits en protéines. Les partenaires de ce stage
ont développé une méthode de prédiction des transcrits baptisée CG-ALCODE. La méthode CG-ALCODE ex-
ploite le principe de conservation de séquences d’un méme géne entre deux espéces (dits "génes orthologues").
Ce stage a pour objectif de poursuivre le développement de la méthode afin de 'adapter a de la comparaison
multi-espéces en se basant sur trois espéces d’étude (homme, souris et chien). L’étude porte sur une cohorte
de 2 167 triplets de génes orthologues et est illustrée sur un géne en particulier : le géne CREM. Le proto-
cole employé réinjecte les prédictions de transcrits d’'un géne source exprimable chez un géne cible dans le
répertoire de 'espéce cible. Cela vise & compléter les connaissances actuelles et & annoter le transcriptome des
espéces, en particulier celui du chien encore peu documenté. 7 201 transcrits sont ainsi prédits. A partir de la,
la construction de graphes de relations d’orthologie a été mise en place pour apporter une vision sur ’évolu-
tion des génes et sur leurs transcrits exprimés. 83 triplets de génes orthologues ont pu étre retrouvés comme
présentant une structure fine de géne identique entre les trois espéces, partagée depuis 'ancétre Eutheria. Ces
résultats montrent ainsi une premiére piste de compréhension en terme de gain et de perte d’informations dans
les structures de génes.

Mots-clés :  Orthologie, graphe, CG-Alcode, transcrits, prédiction

Abstract : Transcriptome prediction : multi-gene comparative analysis, orthologs. The formation
of eukaryotic gene transcripts is due to an alternative splicing process that selects some regions, called exons,
in which some will be translated into proteins. The partners of this internship have developed a method for
predicting transcripts called CG-ALCODE. The CG-ALCODE method takes advantage of the conservation
principle of sequences of the same gene between two species (called orthologous genes). This internship aims
to further develop the method in order to adapt it to multi-species comparison based on three study species
(human, mouse and dog). The study involves a cohort of 2,167 triplets of orthologous genes and is illustrated
on one gene in particular : the CREM gene. The protocol used reinjects transcript predictions of an expressible
source gene into the target species’ repertory. This aims to complete current knowledge and to annotate the
transcriptome of the species, especially the dog transcriptome, which is still little documented. 7,201 transcripts
are predicted that way. From there, the construction of orthology relationship graphs was implemented to
provide an overview on the evolution of genes and their expressed transcripts. 83 orthologous gene triplets
were found as having an identical fine gene structure between the three species, these gene triplets have been
shared since the ancestor Futheria. These results thus show a first track of understanding in terms of gain and
loss of information in gene structures.

Keywords :  Orthology, graph, CG-Alcode, transcripts, prediction
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