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Résumeé : Du fait du nombre importants de génomes complet:
actuellement disponibles, il devient possible de les comparer
directement. La méthode de chromosome hybridgM)H
permet, en découpant ces génomes en longues zone
similaires, cette comparaison.

En deux décennies, les améliorations des méthodes de biologie moléculair
ont permis le passage du séquencage quelques centaines de paires de base
I'obtention de génomes entiers de plusieurs millions de bases. Toutefois
I'obtention de génomes n'est qu'une premiére étape, car le traitement de cet
information est loin d'étre trivial. Ainsi, pouvoir simplement déterminer les
zones codantes ou la fonction des protéines associées est encore une tac
complexe (1). Par exemple, lorsque le génomelakemophilusnfluenzaea été
séquencé, pres de 40 % des génes putatifs n'étaient pas associés a une fonci
connue (2). De plus, ces nouveaux génomes complets nous permettent de no
poser de nouvelles questions qui auraient inabordable sans eux : Quels sont I
liens phylogénétiques entre les génomes, quels ont été leurs évolutions o
comment peuvent-ils évoluer ? La disponibilité récente de longues séquence
génomiques permet désormais de travailler sur la structure globale de:
chromosomes.

Classiquement, I'analyse d'une nouvelle séquence nucléotidique commenc
par la recherche de ségquences qui lui ressemblent dans des banques de donne
en alignant cette nouvelle séquence avec des séquences connues. La recher:
de motifs est ainsi I'un des axes les plus anciens de recherche er
bioinformatique. Les algorithmes les plus classiques actuellement utilisés son
FASTA (3) et surtouBLAST (4). Ces algorithmes se basent sur le présupposé
gu'un bon alignement doit contenir de petits segments strictement identiques
Depuis leur conception, ils ont été modifiés pour répondre a différents besoins
comme pour PSI-BLAST ou les alignements sont répétés de maniere itérative
ce qui est particulierement utile pour les recherches sur les protéines (5).

Ces approches sont utilisées de maniére intensive pour rechercher et identifie
des séquences d’'intéréts biologiques (séquences codantes, promoteurs, ...). |
logiciel ASSIRC (6) est un exemple type des derniéres avancées induites pa
I'explosion du nombre de séquence en bioinformatique. Dans une premiére
étape, il recherche de courtes séquences identiques, puis les étend par u
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recherche de type « marche aléatoire » et enfin gére par des arbres de décisi
les séquences nucléiques d’intérét. Du fait du nombre croissant de génome
disponibles, il a été nécessaire de prendre en compparédielisation sur
plusieurs machines (7).

Ces recherches permettent donc l'annotation des génedgesncés. lls
permettent aussi de vérifier du fait de ces nouvelles séquences des hypothes
biologiques, plus anciennes. Par exemple, les arbres obtenus a pa&RMe I
ribosomique 16S avaient parfois amené a formuler des hypotheses évolutive
gui pouvaient étre opposés (8). Des approches trés diverses sont alors possible
comme l'analyse des longues répétitions dans les génomes bactériens qui pern
d'établir de nouvelles hypothéses du mécanisme biologique de leurs présenc
(9) ou d'analyser des évenements de duplications (10). Le Fléche e
collaborateurs ont ainsi montré qu'il était possible de distinguer des bactérie:
pathogénes distinctes, mais génétiquement tres homogeénes, sur la seule base
leurs répétitions en tandem (11). Il convient bien de noter que ces analyse
méme utilisant plusieurs approches trés différentes ne permettent pas de r
trouver qu'une seule solution (12). Toutefois, la comparaison de séquence
génomiques est souvent limitée par le taux de similitude entre les séquence
ainsi que la longueur des séquences étudiées. La génomigue comparative, ell
recherche a aligner intégralement des génomes, le plus souvent proche, ce q
permettrait ensuite de comprendre leurs évolutions.

Quelques approches novatrices se sont intéressées a retrouver des zon
proches entre plusieurs génomes non pas en termes de séquences, mais
composition nucléotidique. Ainsi, Deschavanne et collaborateurs ont montré que
les génomes avaient des compositions nucléotidiques particuliéres qui
permettaient de distinguer un génome d'un autre. (13).

Dans le cadre de I'EBGM (Equipe d&oinfomatique Génomique et
Moléculaire), I'objectif de la compartimentation chromosomique que nous avons
mise au point est double et tend a utiliser en paralléle ces deux types d'approchi
précédemment décrites. Une compartimentaéidiaible échelle(motifs) qui
consiste a catégoriser I'ensemble des zones similaires observées dans un géno
a partir d'une étude fine désiplicats (recherche de zones similaires), et, une
compartimentatiora grande échelldcomposition) qui consiste a définir de
larges zones susceptibles d'avoir une évolution moléculaire différente, comme
par exemple deméta-duplications ou de posséder des propriétés génomiques
particuliere, comme des catégories d'introns.

Ces deux visions sont en effet complémentaires, la premiére permet de
connaitre des régions de fortes similitudes, permettant ainsi de préciser le
transferts de matériels génétiques (régioadantes ou nonintra ou inter-
chromosomique, la seconde permet d'avoir une vision générale de I'organisatio
des chromosomes sous forme d'une succession de fragments codés de manit
simples, ce qui réduit les problemes inhérents aux grandes tailles mise en jel
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Enfin, il faudra intégrer ces deux visions dans un modele d'évolution du génome
étudié.
(a)

P chromosome !

JASBL iCIDE

[T S TS| chromosome 2

(b) ©

chromosome 1

chromosome hybride

i j
chromosome

chromosome hybride

T chromosome 2

Figure 1: Principe schématique de la méthode du chromosome hybride (voir texte). (a) deux chromosomes
virtuels 1 et 2 avec leurs 5 zones communes. (b) définition du chromosome hybride qui apprend les fragments
(c) le chromosome hybride apprend les fragmemgsi suivent certains fragmentset ainsi se spécialise. (d)
compartimentation du chromosome hybride en sept zones consécutives (représentés par des fleches) et recher.
des 5 zones communes entre les deux chromosomes.

La premiére approche a été menée avec succes a l'aide du logiciel ASSIR!
(6) et est disponible dans la base de donB&<OGEN (14). Par exemple, le
chromosome |l dSaccharomyces cerevispessede plus de deux milles régions
similaires localisées dans des zones restreintes, comme celles des pieds |
transposons.

La seconde approche nous a amené a définir une nouvelle approche. L
principe de base de notre méthodologieM (prononcé H-Ki-M pourHybrid
Chromosome Modgll5) est de créer en lieu est place d'un ensemble de
chromosomes, un seul et uniqgue chromosome de taille réduite. Ce chromosomnr
hybride servira de référence aux chromosomésls pour permettre leurs
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comparaisons. En effet, du fait de la technique d'apprentissage particuliere de ¢
chromosomehybride nous pourrons définir dans le chromosdmyéride des
zones de forteséquentialité, zones représentant fort bien de longues portions
communes des chromosonréels des compartiments. Ceci va permettre de
définir une dizaine de zones recouvrant tout le chromosyteide Les
chromosomegéels seront recodés ensuite avec ce nouveau codage. Les
comparaisons seront donc alors beaucoup plus rapides et faciles qu'avec ur
méthode d'alignement classique. Nous avons illustré cette approche sur les 3
subtéloméres d8accharomyceserevisaebien connus et analysés comme étant
des " mosaiques de réplications " (16).

La figure 1 récapitule les différents aspects et intéréts de cette méthodologit
en prenant comme base la comparaison de deux chromosotuets (a) le
chromosome 1 (vert) et le chromosome 2 (orange) ont évolués a partir d'ur
ancétre commun et ont cing zones communes encore assez similaires (A, B, (
D et E). Différentes zones sont distinctes résultantes d'insertion / délétion (zone
intermédiaireA-B, C-D etD-E sur le chromosome 2, fin du chromosome 1) ou
de zones ayant été fortement modifiées (zone intermédiaire B-C). Pour retrouve
ces zones communes, il faudrait aligner localement I'ensemble de ces
chromosomes, ce qui est colteux en temps de calcul et difficile a gérer du fai
des variations de séquence au niveau locgM K'intéresse donc a l'aspect
compositionnel des chromosomes ce qui élimine le probleme de l'alignemen
local, les chromosomes sont recodés suivant leur fréquerdiawaéotides. Le
chromosome hybride créé au départ n'est qu'une suite de fréquence d
dinucléotides aléatoires. Il va petit a petit apprendre chaque partie des
chromosomes a l'aide d'une méthode d'apprentissage non supervisé, proche c
cartes topologiques de Kohonen (17).

(b) Ainsi, par exemple le chromosome hybride (en bleu) apprend des
fragments proches notésils correspondent a trois zones du chromosome 1 et
deux zones du chromosome 2.

(c) HxM permet d'apprendre ces fragments, mais surtout permet de les
apprendre dans leur continuité. Ainsi les fragmemstsnt suivis de fragmengs
gui se retrouveront juste derriére eux aussi dans le chromosome hybride. Le
successionsk, i-1 eti-m, elles seront en fadpprise ailleurs sur le chromosome
hybride. Cet apprentissage est trées dynamique, au début, tout reste trés flou, pt
petit a petit par un phénomene agrégatif, les zones se dessinent.

(d) Apres l'apprentissage, il convient de définir les zones qui représentent at
mieux de longues portions des chromosomes, pour cela, nous utilisons un indic
entropique qui se base sur la continuité observée lors de I'apprentissage, i.e. d
fragments successifs se sont bien appris de maniére successive. Cette approc
permet par exemple de déterminer 7 zones, qui correspondent plus ou moins at
zones recherchées. Comme tout apprentissage, il faut bien définir différent:s
parametres qui influent sur le résultat final.

Nous avons donc appliqué cette démarche auxsd@éloméres de
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Saccharomyceserevisaequi sontcaractérisés par différentes duplications (16).
Dans cette étude, 32 séquences de&iB{soient 960 kb) ont été utilisés et
recodés en fragments de 250 bases consécutives (décallés a chaque fois de
bases) et normalisés en fonction de leurs fréquences en dinucléotides La bang
de donnéesomprenaient de 19 040 observations. Un chromosome hybride de
595 de long a donc été créé (soit une longueur équivalente aux segment
subtélomériques, 19 040 / 32 = 595). Le processus étant itératif, il a fallu utiliser
une quinzaine de fois I'ensemble de la banque de données jusqu'a stabilisatic
du systeme. Ensuite, le chromosome a été découpé en 15 zones consécutives.

hybrid chromosome | BN E |

i I" I* rl I FI Il

-" A o
I' [ | ‘I”

I I-ﬂllll ‘ I |II
LI III:I'.‘llll‘l |I|II||.IH
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Figure 2: Compartimentation du chromosome hybride et desu8féloméres d&. cerevisaeadapté de
(15).

Plusieurs analyses sont alors possibles, une premierepgésenté par la
figure 2. Le chromosome hybride final obtenu a été colorié en fonction des 15
compartiments définis. Chacun des fibtéloméres a lui aussi été colorié en
fonction de ces zones. Deux groupes se dégagent de cette classification, L
premier composé de klbtéloméres possedent dans leur partie 5' des zones de
type 1 a 3 (bleu, jaune, vert). Ces zones correspondent a des élémeni
particuliers nommés Y' et caeur X (16). On retrouve méme une duplication de
ces éléments avec les subtéloméres du chromosome 12 (12L et 12R). Cet
représentation permet dans ce cas précis un alignement rapide. On peut alo
voir que les subtéloméres 10L et 9L s'alignent fort bien dans leur partie centrale
tout comme leurs voisins 16L et 15R. Le second groupe est présenté en bas de
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figure avec 15 subtéloméres qui commencent par des zones 5 et 6 et n
possedent aucurmones 1, 2, 3 ou 4. La aussi, drebtéloméres proches sont
trouvés aisément, comme le 4L et le 10R.

La figure 3 montre cette fois une comparaison directe entre deux régions
subtélomériques. Cette figure est un dotplot, chaque point représente une zor
identique dans chacun des subtéloméres (le 6L et le 14L) recodés a l'aide d
chromosome hybride. La longue diagonale, en rouge, représente une longu
zone commune de 300kb entre les dsulatéloméres. Cette approche permet de
voir en outre une petite zone de 22kb, en bleu, qui ne se retrouve pas dans
subtélomére 14L (a 68kb de I'extrémité 5.
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Figure 3: Dotplot entre lesubtéloméres 6L et 14L, adapté de (15).

Ainsi, les avantages principaux d¢xM sont (i) de permettre une
comparaison rapide entre de trés longues séquences sans avoir I'obligation d'ui
optimisation particuliére, et, (ii) de conserver daquentialité entre les
observations lors de l'apprentissage, ce qui permet de conserver leur continuit
définissant de longs fragments communs. De plus, l'utilisation de la fréquence
en dinucléotide permet de rechercher d'anciennes duplications. En conclusior
ce travail sur les régions subtélomériquesSdecervisaea montré qu'iM
permettait de trouver les régiolis et le cceur X, et, de bien suivre |'évolution
proche de ces régions. Les développements futurs de cette approche seront
définir (i) une définition plus optimale de la taille du chromosome hybride et (ii)
développer des applications dans la comparajgoomique.
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