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Motivations Biologiques

e Mutations ponctuelles ne suffisent pas a expliquer la variabilité
génétique observée aujourd’hui (Ochman et al. 2000) :

— duplications, inversions, transferts genetiques horizontaux,
transpositions, rearrangements

e Mutations a grande échelle peuvent €tre initiées par des mutations a
petites échelles:

Ex. : chez les mamiferes, les motifs courts répétés peuvent initier la
formation de grands palindromes, eux mémes associés a I’amplification
génique (Tanaka et al., 2002).

¢ Inversion de petit fragments d’ADN (5Bp to 100Bp) est suspectée etre
un vecteur important de diversité€ génétique. (Goldstein et al. 2000, 2003).




Processus biologique hypothétique (Gordon et Halliday, 1995).

Erreur lors de la réplication de I’ADN.
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Dincom : DNA Inverse Complémentaire

Figure 1: Un exemple de dincom.
ANCETRE — > OBSERVE
¥ - AGCCTG 35 +-AAGGCQG -3
3 - TCGGAC 53 ~TTCCGC ¥

Objectif

e Détecter et localiser les éventuels dincoms d’une séquence donnée
e Associer un niveau de confiance a chaque dincom détecté




Plan de ’exposé

. Modélisation Markovienne des séquences
. Méthodes de détection des segments inversée
. r plus grandes valeurs du score local

. Applications et logiciel SIC




Modélisation Markovienne

des séquences




Modele de Markov

La séquence est modélisée par une chaine de Markov homogene supposée
a 1’état stationnaire X: Vu,v € A

P(u,v) = P(X;41 = v[X; = u)

Chaine de Markov d’ordre m :

P(X’i—i—l — U|X1X,L) — P(Xi+1 — U‘Xz—sz)

Nombre de parametres linéairement indépendants : (|.A| — 1) x [A|™




La chaine inversée X ~ est également Markovienne
(alphabet complémentaire) : Vu, v € {a,c, g,t},

car, P ((X; , X,




Méthodes de détection de

segments inverses




Taille de segments connues

Méthode par fenétre glissante
Séquence d’intérét : sq, ..., Sy,

Pour chaque fenétre de taille [, le rapport de vraisemblance suivant :

P~ (si, . Sit1-1)
P+ (54,0 Sigi—1)

),izl,...,n—l+1

ol P*(s;,..,8;47_1) (resp. P~ (s;, .., S;4;—1)) est la probabilité d’observer
(s1,..,5;) sous le modele de Markov X ™ (resp. X 7).

[ est choisi en fonction de connaissances biologiques a priori

10



Taille de segments connues (2)

Distribution de 7’; quand il n’y a pas de dincom

o [ est “petit” :

On considere les 4’ segments différents dont on calcule la probabilité sous

chacun des modeles

— Distribution Exacte de T

Probleme : complexité exponentielle en [.
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Taille de segments connues (3)

Distribution de 7’; quand il n’y a pas de dincom (2)

e [ est grand :

() T ()

u,ved{a,c,g,t}

ol N; j+i1—1(uv) : comptage du mot “av” dans la séquence s;, .., S;4;—1.
{N; ivi—1(uv),¥(u,v) € A*} est asymptotiquement gaussien

— T; est asymptotiquement gaussien quand [ — oo

E[T;] et V|T}] calculées avec E|N; ;41 (uv)] de
COV[N¢’¢+Z_1 (U’U), Ni,i—l—l—l (’LL,’U/)]
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Taille de segments connues (4)

Test sur la globalité de la séquence
Hy : Il n’y a pas de dincom dans la séquence

H1 : Aumoins un dincom dans la séquence

On cherche des valeurs élevées de 7 :

Sln — max TZ
1=1,...,n—I0+1

Distribution de S;* quand il n’y a pas de dincom :

e Approximation “Product-type’ (Glaz and Balakrishnan,1999)

PSP < s)

n/l—3
<s)~ PSP < s) (IP)(SQZ _ s))
l

PSPt < 5), P(S?' < s) : obtenus par Monte-Carlo (Importance Sampling).
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Fonction de répartition de S;* pour n = 1000 et [ = 5 et 50.
— : Monte Carlo ; ... . Approximation product-type
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Fonction de répartition de S;* pour n = 10000 et [ = 5 et 50.
— : Monte Carlo ; ... . Approximation product-type
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Taille de segments inconnues

But : Ne pas fixer a priori la taille du dincom

Méthode de score local

iy Xit1

P~ (X, .., X;|X;)
P+ (X, .., X;|X;)

Yz'-l—Y;H—i—---—FYj:lOg(

On cherche la sous séquence associée a :

H"= max Yi+..+Y]
1<i<j<n—1

16



Méthode de Score local (2)

En pratique

(algorithme en O(n)) :

H" = max (5;—minS;)

i=1,..n—1 j<i

(%]
]
R
=1
1S
=}
o
(%]
]
—
o
o
w

SZ' = i Y.
k=1

est la somme cumulée au

rang ¢
Sitk — S = Yip1 + ...+
Yitk
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Méthode de score local (3)

Distribution de H"™ quand il n’y a pas de dincom

H"™ ~ Gumbel (Karlin and Dembo, 1992), car ET[Y;] < 0

1
lim P <Hn < % + a:) = exp (—K " exp (—Ax))

n—-+oo

Estimation de K™ et A

In(—In(F(y)) ~InK*—Ay+1Inn

F(y) est estimée par Monte Carlo sur des séquences de tailles convenables.
K™ et )\ sont déduits a I’aide d’une régression linéaire.
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Méthode de score local (4)

n=18806860

Figure 2: Fonction de répartition linéarisée de H,, normalisée par log(n)
pour n = 1000, 10000, 100000, 200000
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Performances des méthodes : Fenétre vs Score
local

Chaine Reversible — puissance nulle !

Besoin d’une distance entre les modeles P* et P~
— Mesure de degré d’orientation de la chaine de Markov
Taux d’entropie relative :

+vu
Er(Xt,X7) = Z P+(u,v)log(i_gvlu;>

u,vef{a,c,g,t}

Remarque :

Er(Xt, X)) =-ET[Y]]
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Evaluation comparative des performances des

méthodes - Etude de simulation

Trois composantes :

e Taille de la séquence n = 1000, 5000 et 10000

e Taille du dincom [ = 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 75, 100 et 150
e Degré d’orientation de la chaine de Markov simulée :

P™ matrice estimée sur la séquence HIV1.

P~ matrice de la chaine inverse.
On définit P = p« PT + (1 — p) « P~

p 0.5 0.6 07 09 10 1.1 12 13 14

Er(Py,Py) 7.107%4.107%0.01 0.05 0.09 0.12 0.17 0.23 0.30
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Entropie relative entre la chaine positive et la chaine négative
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probabilité estimée de détection

probabilité estimée de détection
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Score Local :

r plus grandes valeurs




Définition - Exemple

La r*®™¢ plus grandes valeurs de score local : plus grande valeur de score
local dans la séquence privée des segments réalisant les » — 1 plus valeurs
supérieurs de score local.

position: 1 2 3456789 1011121314 1516
score: 1-1-111-111-1-11 1 -1-1-11
scorecumulée: 1 0-101 0121 0 1 2 1 0 -10
4 Segments de score maximal :
Position: {1} {4,5,6,7,8} {11,12} {16}
Valeur : 1 3 2 1

séquence (Ruzzo et Tompa, 1999).
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Loi de la plus grande valeur de score local

Temps de records des sommes cumulées :
To=0etTxy 1 = 1nf{z 1> TretS; < STk}
Maximum des sommes cumulées sur un “bloc”.

Qi = 1max (Sk — STz)

Ti§k<Ti_|_1

Le score local se réécrit : H,, = max;—1
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Lol de la plus grande valeur de score local (2)

Démarche de Karlin et Dembo (1992)

segment de

; t Hp
/l—<score maximal

X3 X
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Lol de la plus grande valeur de score local (3)

1. Les v.a. Q; sont indépendantes et identiquement distribuées

2. Loi de (); est dans le domaine d’attraction de la loi de Gumbel. On
note M = max;—1

lim P((My —bg)/ap < z) =e" ¢

k— oo

. N, /n tend presque sirement vers une constante

— X

. Finalement, lim,, .. P((H,, —b))/a, < x)=¢e"¢

1
/ J—
a,, S
" Inn+In(C/u)
" A
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Lol des r plus grandes valeurs de score local

Lo1 jointe asymptotique des r plus grandes valeurs d’un échantillon connue
(cas attraction Gumbel) :

g o
An A

(i

avec Mék) la k%°™ plus grande valeur.

[M#) —p, M bn]
_>
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Lol des r plus grandes valeurs de score local

Probleme : deuxiéme plus grande valeur n’est pas nécessairement Q(?
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Détermination des scores locaux significatifs

Hy : les données Y;...Y,, sont indépendantes et identiquement distribuées.

Deux hypotheses alternatives possibles :

e [/, : les données Y]...Y,, ne sont pas indépendantes et identiquement

distribuées. Il y a au moins 1 accumulation de valeurs €levées.

e Hj :les données Y;...Y,, ne sont pas indépendantes et identiquement
distribuées. Il y a au moins r accumulations de valeurs élevées.

Deux formes de régions de rejet :

Hi: 1-PMY <9, M7 < s | Hy) = a
g PP > s M7 > s | Hy) = o
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Détermination des scores locaux significatifs (2)

Démarche classique : Le seuil de significativité s est déterminé en fonction
de la loi de Hy,")

— Tous les scores dépassant s sont considérés.
e Assure que le risque global est inférieur a o
e Démarche conservative

D’un point de vue biologique, plus la valeur d’un score local est élevée,
plus le segment qui I’a engendré est caractéristique du phénomene
étudié.

— Permet de “hierarchiser” les hypotheses
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Détermination des scores locaux significatifs (3)

On définit la série d’hypotheses suivantes :

H O(i) : Il y a (au plus) 2 — 1 accumulations de valeurs €levées
contre
H 1(7’) : I y a au moins ¢ accumulations de valeurs €levées

Démarche :

1. Effectuer le test de I’hypothese H (;(i) contre H 1@.

2. Si le test est significatif au risque «; choisi, alors
1 «<— ¢ + 1 et continuer au point 1.

. Sinon conclure :

e si¢ > 1 alors “Les 7 — 1 plus grands scores sont significatifs

e sinon “Il n’y a pas de score significatif dans la s€équence”.
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Détermination des scores locaux significatifs (4)

Remarque : Le risque de premiere espece global de cette démarche vaut aq

P(rejetde Hy | Hy) = P (rejeter Hél) | HO)

aq

Risque de premiere espece partiel

a, =P U {Rejeterétort Hg} | ﬂ {Rejeter Hg}

j>i j<i

Le risque de premiere espece global est alors o .

Un démarche intéressante doit assurer : Vi, o, < «
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Détermination des scores locaux significatifs (5)

Premiere 1d€e : la factorisation de la probabilité :

P(HW > sb HI) > 1)) =

P (H;p > s<1>) < TTe (ng> > 50 | {Hﬁﬁ—” > s<~7—1>}
j=2

suggere de déterminer les seuils en fonction de 1a loi

[Hg) | {H?gbk—n - S(k—l)}

k:l,...,j—l]
e Sous Hy, ]P’(H?(»Ll) > s L H > s =a"  (<a)

e puissance pour détecter k valeurs €levées correspond a un risque de

premiére espece a”

e puissance pour détecter 1 valeur élevée est la méme que pour la

démarche classique

35



Détermination des scores locaux significatifs (6)

Probleme : Difficulter de calcul des fonctions de répartition de

[Hg) | {Hgk—1> . S(k—l)}

k:l,...,j—l]

Possibilité de réutiliser les itérations de Monte-Carlo permettant de
déterminer K* et \ (cf. rapport)

Par contre, la loi conditionnée se calcule facilement :
(=Y |, Y = =Y | HY Y]

P (H;L(i) < @ | H;L(z'—n _ h’(i—l)) — exp (_e_h’m N e_h/@;_l))
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Détermination des scores locaux significatifs (7)

1. Standardisation des plus grandes valeurs de score local :
Vi, H'Y) = \HY) —1og(K x n)

. On teste au risque « la plus grande valeur a I"aide du seuil s(!) tel que
exp(—exp(—sM)) =1 —a.

. Tant que l’hypothése'H éi) est rejetée ,
Test de la valeur H A(ZH) en utilisant une des deux regles de décision
suivantes : on calcule le seuil s¢T1) tel que

@) Regle 1: P(HU Y > s@+D) | g/l = () =

(b) Regle 2: P(H,\'Y > (4D | iD= p/@)) = o
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Avantage de la regle 1 fondée sur le conditionnement par les seuils : les

valeurs de s(*) peuvent étre tabulées (ici o« = 5%) :

1-5
6-10
11-15
16-20
21-25
26-30
31-35
36-40
41-45
46-50

2.970
1.178
0.572
0.198
-0.074
-0.288
-0.464
-0.613
-0.743
-0.858

2.277
1.024
0.485
0.137
-0.121
-0.326
-0.496
-0.641
-0.767
-0.880

1.872
0.891

0.405

0.080
-0.165
-0.362
-0.526
-0.667
-0.791
-0.901

1.584
0.773

0.331

0.026
-0.208
-0.397
-0.556
-0.693
-0.814
-0.922
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1.361
0.668
0.262
-0.026
-0.249
-0.431
-0.585
-0.719
-0.836
-0.942




Détermination des scores locaux significatifs (8)

Etude de simulation des puissances respectives des deux regles
Modele i.i.d. avec : P(X =0) =0.5,P(X =1) =0.1,P(X =2) =0.2,
P(X =3)=0.2

1. La taille de la séquence : n = 1000, 10000, 100000.

2. La fonction de score :

(@) S51(0) = —4,5:1(1) = =3,51(2) = 1,51(3) =
3, B[S1(X)] = —1.5

(b) S3(0) = —16,53(1) = —12, 53(2) =4,
S3(3) = 12, E[S3(X)] = —6

3. Le nombre de plages sous H; : » = 0, 5, 10, 20
4. La longueur des plages sous H; : [ = 10, 20

Sous H1, on utilise I’opposé des scores sous Hy.
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Nombre moyen de d’hypotheses H éi) rejetées.

S1

10

20

10
20

2.20
4.15

1.83
3.71

548 4.00
8.36 7.38

12.94  8.49
9.04 7.79

100000

10
20

0.19
2.50

0.18
2.05

042 0.34
526 4.03

0.96 0.72
11.59 8.23

n : taille de la s€quence ; r : nombre de segments sous H ;[ : taille des

segments sous /1. Chiffre de gauche : regle de décision numéro 1

(conditionnement par le seuil précédent), et chiffre de droite la régle de

décision numéro 2 (conditionnement par la valeur observée précédente)
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Applications et logiciels




Matériels et méthodes

e Séquence issues du serveur du NCBI

e Matrice de transition P™ est estimée sur la séquence :
Imprécision li€e a I’estimation est négligée dans nos méthodes.

e Ordre de Markov : 1 a 4
e Organismes : VIH-1, SRAS, Bactériophage Lambda
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Virus de ’Immunodéficience Humaine VIH1

3

| l W “ HW

L M\ 1l lH | |“ I l

Score de retournement S, —

l




Virus de ’Immunodéficience Humaine VIH1

Ordre | Position Value p-value

1 1-174 4.64  0.01

gtctetctggttagaccagatctgagectgggagetctetggetaactagggaacce
actgcttaagcctcaataaagcttgecttgagtgcttcaagtagtgtgtgceegtct
gitgtgtgactctggtaactagagatccctcagacccttttagtcagtgtggaaaatcte
9065 -9179 290  0.05
gtgctttttgcctgtactgggtctctetggttagaccagatctgagectgggagcete
tctggctaactagggaacccactgcttaagectcaataaagettgecttgagtgctt

6377 -6444 2.60  0.07
aggcctgtccaaaggtatcctttgagccaattcccatacattattgtgeccecggetggttttgcgatt

Retournements détectés par la méthode du score local.
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Virus de ’Immunodéficience Humaine VIH1

15 |

20

25

-30

-35 |

-40

1 1 1 1 1 1 1 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000
Position

Statistique de fenétre glissante (ordre 2) et fenétre de taille 200.
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Syndrome Respiratoire Aigu Sévere

Le génome est découpé arbitrairement en trois parties de tailles 10000.

Retournements significatifs détectés :

Position Value p-value
5915 - 6679 224  0.10
28134 -28728 2.53  0.08

Le segment 28134 - 28728 correspond a la premiere moiti€ du gene codant

la protéine nucléocapside
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Syndrome Respiratoire Aigu Sévere (2)




Syndrome Respiratoire Aigu Sévere (3)
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Syndrome Respiratoire Aigu Sévere (3)




Bactériophage Lambda

Séquence complete - score local - ordre 2

~

\ \
20000 30000

Ordre 2 Position
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Bactériophage Lambda (2)

Large retournement entre les positions 20000 et 40000

O O L L B B L R B

45562
e L T o e o ey RO o Sy e ety P ey
& lambdapBl 2 lambdapll = lambdap2e  mint CDS JlambdapS2 4 lambdapTl
—t lambdap@2 | ambdaplS e | ambdap27 | ambdap34 CIE o lambdapéd
v lambdapBs i lambdaplé o lambdap2s ;| anbdap33 CDE ;lambdapgs
= | ambdap@d [ lambdapl? 4 lambdap2® CDS CDS ~CDS | ambdapgez
=t lambdap@3 o lambdapl s CcDs ilambdap38 | lambdap39 L | ambdap7e
= lambdap@s 4 lambdapld Chs :lambdap37? CDS & lambdapss
i lambdap@y L lambdapze CDS  ,lambdap38 o lambdapsl | |ambdap??
= | ambdapBs e | ambdap21 lambdap3? » | ambdap&3
& lambdapa3 CDS Ex04e & lambdapdz | ambdapbé
lambdapldy o lambdapl2 CDs' CDE | lambdaps?
lambdaplZy i lambdapid {4 113 (113 il ambdaped
lambdapd?; lambdap7@,, | |ambdap?2
| ambdapds lambdap74; §lambdap??
lambdap?S, 4 lambdap?a
lambdapll S ‘mizc_sighal
| ambdap2? —— misc_Sighal
| ambdap24 S—— i wariation
Fambdapz 5 ta ‘Bacteriophage |ambda
wariation® '‘Bacteriophage |ambds tlambdap 7z
| ambdap3] f— misc_signal
lambdap3zime  f==|ambdap4d
int 1t ‘Bacter iophage |ambda
int 2 = | anbdap43
int 3* = | anbdapd44
Bacteriophage |ambda* ==l anbdap43
int 4 = | anbdapd&
wvariation
lambdapdodm == ambdap54
Hutl! #lanbdap5s
ag Bl ambdapSe
variation® fari iteron 100
misc_signal' Elambdap57
misc_signal' tlambdapDs
misc_sighal! Hurtr
| ambdapS@ === 'ori iteron 20
| ambdapSlf== 'ori iteron 30
|ambdapSZ4  ‘misc_signal
| ambdapa@i
ori iteraon 40!
Bacteriophage |ambda'
Bacteriophage |ambda!

Legend:

— CDS  =emm — RHA s - gene = — region - gther feature
- 108EE8-286E86—. . .

— liés a la présence de genes codant les ARNs
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Bactériophage Lambda(3)

T T
4000 6000

Ordre 1 Position

52



Bactériophage Lambda(4)
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Bactériophage Lambda(5)

o _|
©

T T
24000 26000

Ordre 1 Position
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Bactériophage Lambda(6)

T T
34000 36000

Ordre 1 Position
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Bactériophage Lambda(7)

|

Ordre 1 Position

T
44000
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Bactériophage Lambda(7)

Retournements détectés

Position

Value

p-value

3042 - 3130

2.10

0.11 capside (2836-4437)

6061 - 6344

2.87

0.06 capside (6135-7160)

20000 - 21625

55.67

< 1078

39173 - 39958

7.65

5x 104 OR

46223 - 46353

1.95

0.13 Lyse de membrane de cellule hote
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Logiciel SIC (Scan Inverse Complementary)

Logiciel de recherche de segments inversés dans une séquence biologique

e licence GPL

e s’appuie sur la librairie Seq++ (Miele et al., 2005)
— Modélisations Markoviennes de s€quence biologique

e Interface Web (serveur d’application Tomcat)
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W 84 http://stat.genopole.cnrs.friwebsic/

tatistique
et UL énome

Sequence submission

A brief description of the method as well as how to fill in the input parameters is given in the help page.

& DNA
¢ Protein

« Custom I Parcourir... |
Sequence File | Parcourir... |

Cut & Paste Sequence (FASTA format)

First line must begin with = and sequence name

Sample DNA Sequences

Markov Model Order (between 1 and 5)

& Use local scoring method.

¢ Compute scores only for following window sizes (must be <
5000):

Compute P-values
(has a major impact on execution time)

Select results with a p-value lower than X — Maximurm number of displayed results

(implies p-value computation)

Submit | Cancel |
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m 3 http://stat.genopale.cnrs.friwebsic/results. do?jobld=2500563582903536638

tatistique
et énome

Sequence Submission Results

¢ Sequence: HIV1.

s Alphabet: DNA.

e Order of Markov model: 1.

« Local score computation method used.
* P-Value calculation performed.

Total Variation Distance 0.448801

1 it “L“H f

laaa zaaa 2000 4BEE Seaa £Qaa Faaa 2000 SEaa

Location Score P-value Sequence

agctgctttttgectgtactgggtctetetggttagaccagatetgagectgggagete

_ _ ctggctaactagggaacccactgcttaagectcaataaagettgecttgagtgettcaa

433 -628 13.5956 5.87259E-4 tagtgtgtgcccgtctgtigtgtgactctggtaactagagatccctecagacccttttag
cagtgtggaaaatctc

agctgotttttgectgtactgggtetetetggttagaccagatctgagectgggagete

_ _ ctggctaactagggaacccactgcttaagectcaataaagettgecttgagtgettcaa
8517 -8712 13.5956 5.87259E-4 tagtgtgtgcccgtctgttgtgtgactctggtaactagagatccctecagacccttttag
cagtgtggaaaatctc

60



Conclusion

Problematique méthodologique :

e Loi jointe asymptotique des r plus grandes valeurs de score local -

Procédure de détermination de r
e Résultats sur les CM a espace d’état discret fini.
e Faisabilité pratique des méthodes.
Problematique biologique :
e M¢thode de détection ab initio
e Peu puissante pour détecter des segments tres courts
Fortement dépendante du “degré d’orientation” du génome

Perspectives : génomique comparative
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