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Préambule

Le 21°¢ siécle s’annonce propice pour la génomique. Nous disposons aujour-
d’hui de plusieurs centaines, bient6t plusieurs milliers de génomes complétement
séquencés, dont notamment le génome humain (Lander et al., 2001; Collins et al.,
2004). Le développement de nouvelles technologies, comme par exemple le pyro-
séquengage (Margulies et al., 2005), permet actuellement d’obtenir des fragments
d’ADN totalisant plusieurs millions de nucléotides en seulement quelques heures.
L’analyse bioinformatique des génomes ne peut que profiter de cette avalanche
des données. Cependant, un danger existe : immergé dans 'océan de A, C, G,
T, le bioinformaticien risque d’oublier que derriére les suites de lettres qui re-
présentent de maniére simplifiée les séquences d’ADN se trouvent des structures
biochimiques complexes.

La structure tridimensionnelle de I'acide désoxyribonucléique est une décou-
verte fondamentale de la biologie moléculaire. La publication du modéle de la
double hélice (Watson et Crick, 1953) a valu lattribution du prix Nobel & ses
auteurs, ainsi qu’a Maurice Wilkins. Malheureusement, toutes les données ex-
périmentales a la base de ce modéle n’ont pas connu la méme popularité. Les
travaux de cristallographie de Rosalind Franklin représentent une des sources
d’inspiration dans le développement du modéle de la double hélice, et les tra-
vaux de biochimie d’Erwin Chargaff en sont une autre. Des 1949, Chargaff et
ses collaborateurs s’étaient intéressés a la composition en nucléotides des molé-
cules d’ADN (Vischer et al., 1949; Chargaff et al., 1949). Leur résultats suggérent
fortement (du moins a posteriori) une régularité de la composition, par les éga-
lités entre le nombre d’adénines et le nombre de thymines, et entre le nombre
de guanines et le nombre de cytosines, et cela pour différentes espéces (Vischer
et al., 1949). Cette régularité a été confirmée dans plusieurs études réalisées par
les mémes auteurs, ce qui les a conduit a proposer explicitement, en 1951, qu’il
pourrait s’agir la d’une caractéristique structurelle des molécules d’ADN :

Not only the ratio of purines to pyrimidines but also that of adenine
to thymine and of guanine to cytosine equals 1. As the number of
examples of such reqularity increases, the question will become per-
tinent whether it is merely accidental or whether it is an expression



PREAMBULE

of certain structural principles that are shared by many desorypen-
tose nucleic acids, despite far reaching differences in their individual
composition and the absence of a recognizable periodicity in their nu-
cleotide sequence (Chargaff et al., 1951).

Cette propriété biochimique de ’TADN a mené Watson et Crick a proposer les
régles d’appariement A - T et G - C' pour la structure en double hélice.

E. Chargaff et ses collaborateurs ont ensuite mis en évidence une autre ré-
gularité compositionnelle des acides nucléiques : le nombre de bases 6-amino est
égal a celui des bases 6-kéto ([A+ C| = [G + 1), dans des séquences d’ADN a
I'état simple brin (Karkas et al., 1968; Rudner et al., 1968, 1969). Les données
biochimiques de Chargaff et ses collaborateurs suggérent méme une plus forte
régle de symeétrie : [A] = [T] et [C] =~ [G]. Cette régle de parité des molécules
d’ADN simple brin a été redécouverte et confirmée des années plus tard, lorsque
les premiéres séquences génomiques complétes sont devenues disponibles (Prabhu,
1993; Lobry, 1995; Sueoka, 1995).

La justification biologique des équimolarités [A] ~ [T] et [C] ~ [G] pour
’ADN simple brin n’est pas triviale. Les fondements de D'explication ont été
posés par Wu et Maeda (1987) et développés ensuite par Sueoka (1995); Lo-
bry (1995). Lorsque les processus évolutifs (pressions de mutations et sélection)
agissent de maniére équivalente sur les deux brins d’ADN, les taux de substi-
tution des nucléotides sont eux aussi symétriques. Il est montré que sous cette
hypothése de symétrie des processus évolutifs, a 1'état d’équilibre les séquences
d’ADN respectent la régle de parité [A] = [T] et [C] = [G] (Wu et Maeda, 1987,
Lobry, 1995; Sueoka, 1995).

En biologie moléculaire, I'impact de cette deuxiéme découverte de Chargaff a
certes été moins fort que celui des observations qui ont conduit a la proposition
de la structure en double hélice. Mais d’un point de vue évolutif la régle de parité
intra-brin est trés importante, car elle a servi de base pour le développement d’un
modéle falsifiable, d’une hypothése nulle pour I’évolution des séquences d’ADN.
Nous devons nous interroger : pourquoi les processus évolutifs seraient-ils symé-
triques sur les deux brins d’ADN ? Mais pourquoi ne le seraient-ils pas? Rien
dans la structure de la molécule A’ADN ne permet de distinguer a priori les
deux brins. Si les deux brins d’ADN évoluent de facons différentes, la structure
physique du génome n’est pas en cause, mais son mode de fonctionnement.

En effet, le rejet de I’hypothése d’évolution symétrique a apporté une contribu-
tion significative & la compréhension actuelle de ’évolution des séquences d’ADN.
La régle de parité intra-brin est respectée sur de longs fragments d’ADN, voire des
chromosomes entiers, mais des déviations locales existent dans la quasi-totalité
des espéces. L’asymétrie de composition des séquences a été mise en relation avec
des processus cellulaires essentiels, comme la réplication (Lobry, 1996a; Touchon



et al., 2005) ou la transcription (Touchon et al., 2003). Cette propriété des geé-
nomes a ouvert la voie pour le développement de certaines applications pratiques,
notamment de nombreuses méthodes in silico pour la détection des origines de
réplication (Lobry, 1996b; Grigoriev, 1998; Salzberg et al., 1998; Frank et Lo-
bry, 2000; Worning et al., 2006). Par conséquent, dans les derniéres années de
nombreuses études se sont intéressées a ’asymétrie de composition, et le présent
document ne fait pas exception.

L’objectif de ce travail de thése est d’étudier les processus évolutifs qui sont
a lorigine de 'asymétrie de composition. Dans un premier chapitre, nous pas-
serons en revue les connaissances actuelles sur les mécanismes biologiques qui
pourraient générer ce biais de composition : la réplication et la transcription. Le
but de ce chapitre n’est pas de donner une description exhaustive de ces deux pro-
cessus ; nous essayerons néanmoins d’illustrer les aspects de leur fonctionnement
qui pourraient expliquer 'asymétrie d’évolution des deux brins d’ADN.

Si dans le premier chapitre la réplication et la transcription sont étudiées sé-
parément, nous verrons par la suite qu’en réalité la distinction entre ces deux
sources d’asymétrie n’est pas triviale. Dans le deuxiéme chapitre, nous discute-
rons de I'importance du mode de réplication de '’ADN sur la distribution des
génes sur les chromosomes procaryotes. Nous nous intéresserons en particulier au
phénomeéne de co-orientation entre réplication et transcription. Nous présenterons
notamment une approche in silico pour I’étude de 'asymétrie de composition qui
permet de découpler les effets de ces deux mécanismes.

Nous nous intéresserons ensuite aux patrons de substitution ponctuelle qui
sont a l'origine de 'asymétrie de composition. Dans le troisiéme chapitre, nous
étudierons l'influence du contexte nucléotidique sur 'asymétrie d’évolution des
séquences. Nous examinerons en particulier deux hypothéses qui sont couram-
ment avancées pour expliquer le biais de composition des séquences transcrites :
I'existence d'un biais de réparation de ’'ADN au cours de la transcription et la
mutagénicité de la transcription.

Dans le quatriéme chapitre, nous continuerons notre analyse sur I'influence du
contexte nucléotidique sur ’asymétrie des processus évolutifs, en étudiant 1’évo-
lution de séquences qui présentent une composition en nucléotide extréme : les
microsatellites. Nous démontrerons que les processus évolutifs qui sont a l'origine
de I'asymétrie de composition agissent de la méme maniére sur les microsatellites
et sur les séquences a composition non-biaisée.

Nous devons conclure ce préambule en précisant que cette thése ne prétend
pas étre une documentation exhaustive des mécanismes biologiques asymétriques.
Certains aspects ont été abordés de maniére trés détaillée dans la littérature,
et une des difficultés de ce travail de thése a été d’éviter la redondance avec
les résultats déja existants. Les travaux décrits ici ont comme point de départ
plusieurs études fondamentales, et il est important de les citer dés maintenant.
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Pour une discussion de I'influence respective des processus évolutifs neutres ou
sélectifs sur la mise en place de l'asymétrie de composition, nous considérons
qu’'une lecture de 'article de Frank et Lobry (1999) est nécessaire. L'impact du
mécanisme de réplication sur 'organisation des génomes procaryotes a été décrit
de maniére trés détaillée par Rocha (2004). Enfin, les problémes liés a la détection
des origines de réplication dans les génomes de mammiféres, ainsi que 'impact de
la réplication sur la structuration du génome humain sont discutés d’'une maniére
exhaustive dans le manuscrit de thése de Marie Touchon.



Chapitre 1

Introduction

Dans la plupart des organismes vivants, 'information génétique est emmaga-
sinée sous la forme de molécules ’ADN double brin, dont la structure physique
est intrinséquement symétrique. Cette symétrie est importante d’un point de vue
évolutif, car les mutations qui affectent les deux brins ne peuvent pas étre discer-
nées a priori. Une paire de nucléotides A - T' peut se transformer dans une paire
G - C soit par une mutation A — G dans le premier brin, soit par une mutation
T — (' dans le brin complémentaire.

Il est important de prendre en compte la complémentarité des molécules
d’ADN lorsque l'on calcule des taux de mutation par rapport a4 un seul des
deux brins. Les mutations d’une base X vers une base Y peuvent alors se dé-
composer en deux facteurs : X — Y = (X — Y); + (X — Y)y, ou X et
Y représentent les bases complémentaires de X et Y, et les indices 1 et 2 dé-
signent les deux brins d’ADN. La mutation dans le sens complémentaire sera
alors X — Y = (X — Y); + (X — YY), Si le mode d’évolution est iden-
tique sur les deux brins d’ADN, il s’ensuit que (X — Y); = (X — Y), et
(X — YY), = (X — Y),, ce qui implique que si I'on regarde les mutations du
point de vue d’un seul brin, les changements complémentaires X — Y et X — Y
doivent apparaitre avec la méme fréquence.

Si 'on modélise I'évolution des séquences d’ADN en imposant la contrainte
d’égalité des taux de changements complémentaires, il a été démontré qu’a ’état
d’équilibre les régles de parité [A] = [T] et [G] = [C] sont attendues sur chacun des
brins (Wu et Maeda, 1987; Lobry, 1995). Cette prédiction théorique est confirmée
lorsque 1'on étudie des chromosomes entiers, ou simplement de trés longues sé-
quences (Lobry, 1995), mais localement les séquences d’ADN présentent de fortes
asymétries de composition.

L’asymeétrie de composition n’est pas localisée aléatoirement le long des chro-
mosomes, au contraire, elle est associée a ’organisation fonctionnelle des génomes.
Cette structuration est particuliérement visible sur les chromosomes procaryotes,



comme celui d’ Escherichia coli (cf. figure 1.1), ot 'asymétrie de composition est
relativement constante sur chacune des deux moitiés, mais change de signe bru-
talement au niveau de 'unique origine de réplication de ce chromosome (Lobry,
1996a). L’association entre asymétrie de composition et structuration en répli-
chores est présente non seulement chez les espéces procaryotes, mais également
dans le domaine eucaryote, notamment dans le génome humain (Touchon et al.,
2005). Plus important encore, I'asymétrie de composition associée a la réplication
semble étre quasi-universelle, car dans la grande majorité des espéces le sens des
déviations par rapport aux régles de parités est le méme ([G] > [C] et [T] > [4]
sur le brin avancé pour la réplication ; seulement quelques exceptions a la régle
[G] > [C] sont connues & ce jour, bien que des biais [T'] < [A] soient rencontrés
pour un plus grand nombre d’espéces) (Rocha et al., 1999).

GC-skew pour Escherichia coli

' ‘ || ' | | | origine de replication

T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Position sur le chromosome

10

6]
1
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|
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F1G. 1.1 — Déviation par rapport a la régle de parité [G] = [C] (mesurée par

le biais de GC, c’est a dire par le rapport {gmg%), le long du chromosome

d’Escherichia coli (Lobry, 1996a).

L’asymétrie de composition est également associée avec un autre mécanisme
cellulaire fondamental : la transcription. Ainsi, il a été démontré que dans le
génome humain les régions transcrites présentent d’importantes déviations par
rapport aux régles de parité [A] = [T] et [G] = [C] (¢f. figure 1.2, Touchon et al.
(2003)).

Ce biais de composition en bases associé a la réplication ou a la transcrip-
tion peut en théorie étre engendré aussi bien par des processus évolutifs neutres
(mutation) que par la sélection naturelle. Une discussion détaillée de ces deux
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F1G. 1.2 — Déviation par rapport aux régles de parité [A] = [T] et [G] = [C]
‘ : _ [T]-[A] _ [G-[C] hord
(mesurées par les ratios Sry = T et Sec = [GH[C]), dans des régions
transcrites du génome humain (Touchon et al., 2003). La fléche représente le
sens de transcription du géne. Les graphiques sont centrées sur la position de
début de la transcription. Les coordonnées négatives correspondent & des ré-
gions non-transcrites dans les graphiques & gauche, et a des régions transcrites
dans les graphiques a droite.

possibilités, pour le cas de la réplication, a été donnée par Frank et Lobry (1999).
L’hypothése qui parait aujourd’hui la plus vraisemblable est que dans les deux
cas il s’agit en effet de processus évolutifs neutres, car 'asymétrie de composition
est particuliérement forte dans les régions peu contraintes du génome (positions
synonymes des régions codantes, régions intergéniques et introns). La nature de
ces mécanismes n’est cependant toujours pas parfaitement élucidée.

Pour engendrer un tel biais de composition, les mutations doivent étre dis-
tribuées de maniére asymétrique sur les deux brins d’ADN. L’association avec
les processus de réplication et transcription parait d’autant plus logique, car ces
deux mécanismes agissent de maniére différente sur les deux brins d’ADN. Dans
ce chapitre, nous ferons une analyse du fonctionnement de la réplication et de la
transcription, en mettant 'accent sur les aspects qui permettraient d’expliquer
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1.1 Asymeétrie du mécanisme de réplication

I’asymétrie des processus évolutifs.

1.1 Asymétrie du mécanisme de réplication

Au moment de la découverte de la structure en double hélice, le fait que
et al., 1944). Cependant, la maniére dont le matériel génétique est multiplié pour
étre transmis a la génération suivante a été percue pour la premiére fois grace
aux travaux de Watson et Crick, qui ont vu dans I'appariement des deux brins
d’ADN un possible mécanisme de réplication :

It has not escaped our notice that the specific pairing we have postula-
ted immediately suggests a possible copying mechanism for the genetic
material. (Watson et Crick, 1953)

Comme prédit par Watson et Crick, il a été démontré que la réplication de
I’ADN se fait de maniére semi-conservative, chacun des deux brins servant de
matrice pour la synthése du brin complémentaire (Meselson et Stahl, 1958).

La synthése des molécules d’ADN est assurée par des complexes enzyma-
tiques, appelés polymérases. Une caractéristique commune aux polymérases dans
les trois domaines du vivant est le fait que I’élongation d’une chaine d’ADN ne
peut se faire que dans la direction 5" — 3’. Or, les deux chaines d’ADN sont anti-
paralléles, ce qui implique que la synthése des deux nouveaux brins & partir des
brins parentaux se fait dans deux orientations divergentes. Pour que la synthése
des deux molécules d’ADN “filles” se fasse simultanément par la méme machinerie
de réplication, les cellules on trouvé une solution : I'un des deux brins est synthé-
tisé de maniére continue (il est appelé alors brin “leading” ou brin “avancé”), alors
que le brin complémentaire (appelé “lagging” ou “tardif”) est synthétisé de ma-
niére discontinue, sous la forme de fragments d’Okazaki (¢f. figure 1.3, Kornberg
(1988)). Il faut néanmoins noter que ce mode de réplication n’est pas universel;
par exemple, ’ADN mitochondrial de certaines familles d’eucaryotes est répliqué
par le processus du “cercle roulant”, au cours duquel la synthése des deux brins
est découplée (Nosek et Tomaska, 2003).

La réplication de ’ADN est le mécanisme fondamental de la cellule, et il n’est
pas surprenant que ce processus assure la transmission du matériel génétique a
la génération suivante avec une tres grande fidélité. L’exactitude de la copie est
garantie d’abord par la précision de I'insertion de nouveaux nucléotides par la po-
lymérase, qui a lieu chez E. coli avec un taux d’erreur de seulement 10~* par base
répliquée (Kunkel et Alexander, 1986; Kornberg, 1988). Les erreurs éventuelles
sont corrigées ensuite par une exonucléase, qui agit dans la direction 3" — 5, et
qui réduit le taux d’erreur jusqu’a 107° par base (Kornberg, 1988). Une troisiéme
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étape de correction des mésappariements réduit encore davantage le taux d’er-
reur (Radman et Wagner, 1986). Le taux de mutation par génération est donc
généralement trés faible, mais il n’est certainement pas nul.

Mouvemen’r de
la fourche

3!
5! :
Brin avancé /\
3’
Brin tardif (fragments d' Okazaki)
S B ST B e O Brins parenmux

5

FiG. 1.3 — Schéma décrivant le mode de réplication semi-discontinue d’une
molécule d’ADN. Le brin avancé est représenté en rouge et le brin tardif en
bleu.

Vu que le mode usuel de réplication de ’ADN permet de distinguer le brin
avancé du brin tardif, il est pertinent de demander si le taux de mutation sous-
jacent au mécanisme de réplication peut étre différent sur les deux brins d’ADN.
Si une telle différence existe, elle peut venir de plusieurs sources. Une premiére
possibilité serait que les taux d’erreur d’incorporation des nucléotides ne sont
pas identiques pour la synthése des deux brins. Cela pourrait s’expliquer si les
polymérases qui répliquent les deux brins ont des niveaux de précision différents,
ou si les mécanismes d’excision des nucléotides insérés de maniére erronée ne sont
pas aussi efficaces sur le brin avancé et sur le brin tardif. Une deuxiéme possibilité
serait que les taux de mutation spontanée des nucléotides sont différents sur les
deux brins, peut-étre di aux différences de structure biochimique au moment de
la réplication. Nous discuterons ci-dessous de ces différentes possibilités.

1.1.1 Asymétrie de la machinerie de réplication

La machinerie de réplication de ’ADN n’est pas identique dans les trois do-
maines du vivant ; il existe des différences importantes entre les bactéries d’une
part, et les archées et les eucaryotes d’autre part (Olsen et Woese, 1997). Les
complexes enzymatiques qui assurent la réplication sont bien connus pour les
espéces bactériennes Escherichia coli et (dans une moindre mesure) Bacillus sub-
tilis. Chez les eucaryotes les connaissances disponibles viennent surtout des études
effectuées chez la levure Saccharomyces cerevisiae, mais aussi chez I’humain.
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Machinerie de réplication chez les Bactéries

Chez FEscherichia coli, la synthése de PADN est assurée par le complexe enzy-
matique Pol IIT (McHenry et Kornberg, 1977). Le complexe Pol III est constitué
de dix sous-unités, codés par différents génes (cf. figure 1.4). Les sous-unités «
(codée par le géne dnaF), € (génes dna@ et mutD) et 0 (géne holE) constituent le
“coeur” catalytique du complexe enzymatique ; ce coeur est présent en deux copies
(Kelman et O’Donnell, 1995). La sous-unité « est 'unité responsable pour 1’élon-
gation de la chaine I’ADN (Maki et al., 1985), alors que la sous-unité € effectue
la réparation des erreurs d’incorporation des nucléotides, par une activité exo-
nucléase 3" — 5’ (Scheuermann et Echols, 1984). Les sous-unités v, d, ¢, x et ¢
forment le complexe v, qui assure le chargement de Pol 111 sur la molécule d’ADN,
conjointement avec deux sous-unités 5 (Kelman et O’Donnell, 1995). Les deux
coeurs du complexe Pol III sont physiquement couplés par des interactions avec
deux sous-unités 7 (McHenry, 1982; Kim et al., 1996). L’assemblage des sous-
unités 7 et du complexe v est aussi appelé complexe DnaX (McHenry, 2003). Un
schéma de 'organisation du complexe Pol III est donné dans la figure 1.4.

zﬁf\ DnaX

w —-?’\ }5 Complex

F1G. 1.4 — Structure de I’ADN polymérase III (Pol III) chez Escherichia coli.
D’aprés McHenry (2003).

La réplication des brins avancé et tardif se fait au sein du méme complexe Pol
ITI, par les deux coeurs catalytiques (Johanson et McHenry, 1984; Maki et al.,
1988; Glover et McHenry, 2001). Chez E. coli, la réplication des deux brins est
donc réalisée par deux polymeérases identiques, mais le complexe Pol 111 est néan-
moins asymétrique par rapport aux deux brins d’ADN (Yuzhakov et al., 1996).
L’asymétrie de Pol III est créée par I'orientation du complexe de chargement sur
I'ADN (“clamp loader”), qui est dirigé vers le brin tardif, pour favoriser la for-
mation de complexes d’initiation pendant la syntheése des fragments d’Okazaki
(Glover et McHenry, 2001; McHenry, 2003).
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La structure du complexe Pol III est moins bien déterminée chez les autres
espéces bactériennes. Chez Bacillus subtilis, la sous-unité catalytique («) est plus
grande que I’enzyme correspondante chez E. coli et posséde une activité 3’ — 5’
exonucléase (Low et al., 1976). Cet enzyme est codé par le géne polC (Sanjanwala
et Ganesan, 1989). L’analyse des premiéres séquences génomiques complétes a
démontré que les génomes des bactéries Gram positives a faible taux de GC (dont
B. subtilis) contiennent deux génes codant pour des polymérases réplicatives : le
géne polC' et le géne dnaF, qui est homologue au géne codant pour la sous-unité
a chez E. coli (Koonin et Bork, 1996; Kunst et al., 1997).

Une étude expérimentale a démontré que chez Streptococcus pyogenes ces
deux enzymes fonctionnent au niveau de la fourche de réplication et il a été sug-
géré qu’elles pourraient avoir des roles différents dans la synthése des deux brins
d’ADN (Bruck et O’Donnell, 2000). De méme, ces deux enzymes sont essentielles
pour la réplication chez B. subtilis, et il est probable que polC et dnaFE sont res-
ponsables pour la réplication des brins avancé et tardif, respectivement (Dervyn
et al., 2001). Ces études ont été confirmées chez Staphylococcus aureus (Inoue
et al., 2001).

La polymérase DnaE de B. subtilis ne posséde pas d’activité 3’ — 5 exo-
nucléase, contrairement & PolC, et semble étre également impliquée dans des
processus de mutagénése induite par les rayonnements UV (Le Chatelier et al.,
2004). Des études in vitro ont démontré que chez S. pyogenes DnaE a un taux
éleve d’erreur d’incorporation des nucléotides (Bruck et O’Donnell, 2000; Bruck
et al., 2003). Si cet enzyme est effectivement resposable de la synthése du brin tar-
dif, il est donc possible que la synthése du brin tardif se fasse avec plus d’erreurs
que celle du brin avancé.

Machinerie de réplication chez les Eucaryotes

Chez les eucaryotes, la réplication de ’ADN est réalisée par trois complexes
enzymatiques essentiels : Pol a (aussi appelée ADN polymérase I chez la levure),
Pol § (ou ADN polymérase I1T) et Pol € (ou ADN polymeérase IT)(Campbell, 1993).
La polymérase « intervient dans I'initiation de la réplication, pour les deux brins
d’ADN (Nethanel et Kaufmann, 1990). Le role des polymeérases § et € a été plus
difficile a élucider. Les premiers modéles pour la réplication chez S. cerevisiae ont
proposé que les polymérases 0 et e pourraient effectuer séparément la synthése
des brins avancé et tardif, ce qui serait cohérent avec le caractére essentiel de
ces deux enzymes (Morrison et al., 1990; Burgers, 1991). Cependant, une étude
réalisée in vitro a montré que la polymérase o peut synthétiser le brin avancé,
ainsi que le brin tardif, une fois que les fragments d’Okazaki ont été initiés par
la polymérase o (Waga et Stillman, 1994). Le role de la polymérase ¢ dans la
maturation des fragments d’Okazaki a été confirmé plus tard (Jin et al., 2003).

Des études de mutagénése ont réussi & démontrer que les polymérases o et
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DNA Ligase

F1G. 1.5 — Complexes enzymatiques présents au niveau de la fourche de répli-

cation chez les eucaryotes. D’aprés Garg et Burgers (2005).

€ sont chacune responsable de la réplication d’un brin d’ADN chez la levure.
Les deux enzymes possédent une activité 3’ — 5’ exonucléase (Morrison et al.,
1991). En introduisant artificiellement des mutations sur les brins avancé et tar-
dif, Shcherbakova et Pavlov ont prouvé que les domaines 3’ — 5" exonucléase des
deux polymérases participent a la relecture (proofreading) sur des brins opposés
d’ADN (Shcherbakova et Pavlov, 1996). Cette étude a été confirmée ultérieu-
rement, toujours pour S. cerevisiae (Karthikeyan et al., 2000). Avec le méme
type d’approche, il a été prouvé récemment que la polymérase € participe a la
réplication du brin avancé chez la levure (Pursell et al., 2007). Du moins pour
S. cerevisiae, le modéle selon lequel la synthése des brins avancé et tardif serait
effectuée par les enzymes € et 9, respectivement, semble & ce jour consensuel.

Chez ’homme, la situation n’est pas encore claire. Il est maintenant bien éta-
bli que les deux polymérases interviennent dans la réplication (Fukui et al., 2004).
Une étude récente suggére que les polymérases d et € ont des activités au moins
partiellement indépendantes, car elles ne sont que trés peu co-localisées pendant
la phase S de la division cellulaire (Rytkonen et al., 2006). Cela représente un
argument fort contre le modéle qui place les deux enzymes sur les deux brins
opposés au moment de la réplication, si le brin avancé et le brin tardif sont syn-
thétisés simultanément dans cette espéce.

Pour S. cerevisiae, des estimations de la fidélité de l'insertion de nucléotides
ont été réalisées pour les deux types d’enzymes. Les résultats de I’équipe de A.
Sugino (¢f. table 1.1) indiquent que la fidélité de la polymérase €, qui synthé-
tise le brin avancé, est supérieure a celle de la polymérase § (Shimizu et al.,
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Référence Taux d’erreur Pol ¢ Taux d’erreur Pol e
0.47 %« 107° (G- G)
Shimizu et al. (2002) 0.5%107° (T - G)

0.01 %107 (4-G)

1.3%10°* (G- G)
Hashimoto et al. (2003) 2.62x107* (T - G)
0.074% 10~ (A-G)

< 2% 107° (substitution)

Shcherbakova et al. (2003) 5% 107 (délétion)
* élétion

< 1.3%107° (substitution)

Fortune et al. (2005) 3410~ (délétion)

TaB. 1.1 — Estimations expérimentales de la fidélité des polymérases o et € chez
S. cerevisiae. Les taux d’insertion sont différents selon le type de mésappariement
introduit, précisé entre parenthéses. Pour les études de Shcherbakova et al. (2003)
et Fortune et al. (2005), les estimations ne permettent pas de distinguer les types
de mésappariements introduits, mais des estimations des taux de substitution et

de délétion sont disponibles.

2002; Hashimoto et al., 2003). Des études indépendantes ont été réalisées par
T. Kunkel et ses collaborateurs. Leurs résultats ne permettent pas de tirer une
conclusion sur la différence de fidélité entre les polymeérases € et § pour ce qui
est de D'insertion erronée de nucléotides (¢f. table 1.1). Néanmoins, le taux de
délétion dans les régions de faible complexité semble étre nettement plus élevé
pour Pol § (Shcherbakova et al., 2003; Fortune et al., 2005).

Machinerie de réplication chez les Archées

La machinerie de réplication des Archées présente des homologies avec celle
des Eucaryotes. Notamment, les protéines qui reconnaissent les origines de répli-
cation, les complexes de chargement de la polymérase sur 'ADN (“clamp loader
complex”), le “sliding clamp” et les ribonucléases qui dégradent les amorces d’ARN
présentent de fortes similarités entre Archées et Eucaryotes (Edgell et Doolittle,
1997). Jusqu’a récemment, une seule famille de polymérases réplicatives était
connue chez les Archées, et cette famille présente aussi des similarités avec les
enzymes Eucaryotes (nommée famille B) (Edgell et Doolittle, 1997). Les travaux
de Uemori et al. (1997) ont mis en évidence la présence d’une nouvelle famille
de polymérases chez 1'euryarchée Pyrococcus furiosus (nommée famille D). Les
polymérases D sont constituées de deux sous-unités, dont I'une présente des simi-
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larités de séquences avec une sous-unité de la polymérase ¢ des Eucaryotes (Cann
et al., 1998).

Une étude récente a suggéré que chez les Euryarchées la réplication des deux
brins d’ADN pourrait se faire par deux types de polymérases : le brin avancé
serait synthétisé par la polymérase de type B, et le brin tardif par la polymérase
de type D (Henneke et al., 2005). Ce modéle est encore a confirmer.

La fidélité des polymérases réplicatives chez les Archées semble étre générale-
ment élevée. Il existe des estimations expérimentales pour les polymérases de type
B; chez P. furiosus, le taux d’incorporation erronée est de seulement 1.6 * 10~°
(Lundberg et al., 1991). Il en est de méme chez une autre euryarchée, Thermococ-
cus litoralis (Mattila et al., 1991). Pour I'instant on ne dispose pas d’informations

concernant une éventuelle différence de fidélité entre les polymérases de type B
et D.

1.1.2 Conséquences de la synthése discontinue de ’ADN

Toutes les ADN polymérases que I'on connait jusqu’a présent possédent une
caractéristique commune : elles ne peuvent synthétiser une chaine d’ADN que
dans la direction 5" — 3". Les deux brins d’ADN sont antiparalléles (I'un d’entre
eux est orienté 5 — 3’ et l'autre 3’ — 5’). Cependant, la réplication des deux
brins a lieu de maniére simultanée, par I'avancement d’'une méme fourche de
réplication (Meselson et Stahl, 1958). Cet apparent paradoxe est résolu par le
modeéle de la réplication discontinue, proposé par Okazaki et al. (1967). Selon ce
modéle, 'un des deux brins est synthétisé de facon discontinue, sous la forme
de courts fragments d’ADN (appelés fragments d’Okazaki). I.’élongation de la
chaine d’ADN peut se faire alors dans la direction 3" — 5" (¢f. figure 1.3).

Mutations spécifiques de I’ADN simple brin

Sous le modéle de réplication semi-discontinue de ’ADN, le brin avancé est
présent plus longtemps & ’état simple-brin. En effet, I’hélicase doit dérouler la
double hélice d’ADN d’une distance au moins égale & la taille d’un fragment
d’Okazaki, pour permettre la synthése du fragment suivant. Pendant ce temps, le
brin avancé parental, qui sert de matrice pour la synthése des fragments d’Oka-
zaki, est a I'état non apparié, alors que le brin tardif parental est “couvert” par la
machinerie de réplication. Or, on sait maintenant que certaines mutations (dont
la désamination de la cytosine, (Frederico et al., 1990)) sont beaucoup plus fré-
quentes sur ’ADN simple brin que sur ’ADN double brin. Il est donc possible
que le mode de réplication semi-discontinue soit & l'origine de processus évolutifs
asymétriques sur les deux brins d’ADN (Frank et Lobry, 1999).

Cependant, il ne faut pas perdre de vue que le temps que le brin avancé pas-
serait & ’état non apparié est trés court, de 'ordre de la seconde. La longueur
moyenne des fragments d’Okazaki chez E. coli est d’environ 1 & 2 kilobases, et
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la vitesse d’avancement de la polymérase est de 1000 nucléotides par seconde
(Marians, 1992; Kelman et O’Donnell, 1995). Les fragments d’Okazaki des euca-
ryotes sont plus courts, de I'ordre de 200 nucléotides, mais la vitesse d’avancement
des polymérases réplicatives est aussi considérablement plus faible que chez les
procaryotes - environ 50 a 100 nucléotides par seconde (Johnson et O’Donnell,
2005).

Le temps passé par le brin avancé parental a I’état non-apparié serait donc de
seulement quelques secondes. Il n’est pas clair pour I'instant si cette courte durée
est suffisante pour que des mutations s’accumulent préférentiellement sur le brin
avance.

Mécanismes de réparation des mésappariements

La discontinuité de la réplication pourrait avoir une autre conséquence sur les
taux de mutation des deux brins. Le processus de réparation des mésappariements
nécessite la présence de discontinuités, ou “cassures” dans ’ADN (Modrich et
Lahue, 1996). Si le brin tardif est le seul a étre synthétisé de maniére discontinue,
il est possible que les mécanismes de réparation soient plus efficaces sur ce brin
(Radman, 1998).

Cependant, il n’est stir que le mode de réplication in wvivo soit réellement
semi-discontinu. Le modéle initial d’Okazaki et ses collaborateurs, soutenu par
des données obtenues in vivo, proposait que la synthése des deuz brins d’ADN se
fait de maniére discontinue (Okazaki et al., 1968). La plupart des expériences in
viwo semblent soutenir le mode de réplication discontinu sur les deux brins, alors
que les données in vitro sont plutot en faveur du modéle semi-discontinu (Wang,
2005). Si la synthése du brin avancé se fait aussi de maniére discontinue, cela
pourrait permettre une efficacité de réparation similaire a celle du brin tardif.

1.1.3 Arrét de la réplication par des lésions dans T ADN

Au cours de son cycle de vie, la cellule est soumise a4 une multitude de facteurs
endogénes ou environnementaux qui peuvent provoquer des lésions dans 'ADN.
Parmi les 1ésions a causes endogénes, on peut citer la désamination hydrolytique
de la cytosine, 'oxydation de la guanine ou l’alkylation de I'adénine et de la
guanine (Barnes et Lindahl, 2004). Les facteurs environnementaux comme les
rayonnements UV peuvent également endommager la chaine d’ADN, en provo-
quant par exemple la formation de diméres de pyrimidine (Setlow, 1966). Il existe
plusieurs mécanismes qui permettent de réparer les lésions de ’ADN, notamment
la voie de réparation par excision de bases (cf. Seeberg et al. (1995) pour revue)
et la réparation par excision de nucléotides (cf. de Laat et al. (1999) pour revue).

La machinerie cellulaire de réplication, qui est trés efficace et présente une
grande fidélité dans des conditions normales, ne peut pas réaliser la synthése de
I’ADN lorsque les brins parentaux présentent des lésions. Lorsque la fourche de
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1.1 Asymeétrie du mécanisme de réplication

réplication rencontre une lésion, elle est bloquée, et des polymérases spécifiques
pour la réplication de P’ADN endommagé viennent continuer la synthése (Rat-
tray et Strathern, 2003). Ces polymérases présentent généralement de forts taux
d’incorporation erronée des nucléotides, et elles sont donc impliquées dans la mu-
tagéneése (Rattray et Strathern, 2003).

Vu que le mode de réplication de ’'ADN est asymétrique, il est pertinent de
se demander si les conséquences de la présence d’une lésion sur le brin parental
avancé ou brin tardif sont équivalentes.

Plusieurs études récentes suggérent que la progression de la fourche de réplica-
tion n’est pas affectée de la méme maniére selon que la lésion rencontrée se trouve
sur le brin parental avancé ou sur le brin tardif. Une étude in vitro a montré que
lorsque le complexe enzymatique Pol 11T d’E. coli effectue la synthése de ’ADN,
la fourche de réplication est complétement bloquée par des lésions présentes dans
le brin parental tardif (qui sert de matrice pour le brin avancé)(Higuchi et al.,
2003). Si par contre la base endommagée est présente sur le brin parental avancé
(qui sert de modéle pour la synthése du brin tardif), la fourche de réplication
peut continuer sa progression, non seulement pour la synthése du brin avancé,
mais aussi pour celle des fragments d’Okazaki qui se trouvent en aval de la lésion
(Higuchi et al., 2003).

La deuxiéme conclusion a été confirmée in vivo (Pages et Fuchs, 2003) et in vi-
tro (McInerney et O’Donnell, 2004), mais pour la premiére les résultats semblent
étre contradictoires : selon Pages et Fuchs (2003), la synthése du brin tardif peut
continuer méme si celle du brin avancé est arrétée. La vérité est probablement
quelque part au milieu : une étude récente a démontré que lorsque la synthése
du brin avancé est bloquée par une lésion dans ’ADN, la fourche de réplication
continue sa progression sur une longueur de 0.5 & 3 milliers de paires de bases,
et le brin tardif continue aussi a étre synthétisé sur cette longueur (cf. figure 1.6,
MecInerney et O’Donnell (2007)). Une étude antérieure avait d’ailleurs aussi pro-
posé que 'activité de I’hélicase n’est pas affectée par la présence d’une lésion sur
le brin avancé (Veaute et al., 2000).
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F1G. 1.6 — Schéma décrivant les mécanismes de reprise de la réplication lors-
qu'une lésion est rencontrée sur le brin parental tardif. La synthése du nouveau
brin avancé est bloquée, alors que la synthése du brin tardif peut continuer sur
quelques milliers de paires de bases. La protéine RecA est impliquée dans la
reprise de la progression de la fourche de réplication. D’aprés Mclnerney et
O’Donnell (2007).
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1.2 Mutations asymétriques associées a la réplication

La reprise de la réplication lorsqu’une lésion de 'ADN est rencontrée sur le
brin parental tardif est médiée entre autres par la protéine RecA (Mclnerney et
O’Donnell, 2007). A ce sujet, il est significatif de noter que la perte du géne codant
pour RecA dans certaines espéces bactériennes semble avoir comme conséquence
une augmentation de 'asymétrie d’évolution des deux brins d’ADN (Klasson et
Andersson, 2006).

Ces résultats suggéerent que le fonctionnement des machineries de réplication
et de réparation est effectivement asymétrique selon que les lésions interviennent
sur les brins avancé ou tardif. Notamment, il est possible que le brin parental
tardif (qui sert de matrice pour le brin avancé) passe plus de temps a 1'état non-
apparié, lorsque des bases endommagées sont rencontrées. Cela pourrait avoir
comme conséquence un plus fort taux de mutation sur ce brin (c¢f. discussion plus
haut).

1.2 Mutations asymétriques associées a la réplication

Dans cette section, nous passerons en revue les études qui ont mis en évidence
I’existence de biais mutationnels asymétriques sur les brins avancé et tardif, en
lien direct avec la réplication de PADN.

1.2.1 Etudes expérimentales

La découverte du mode asymétrique de réplication de ’ADN a suscité beau-
coup d’intérét pour 'existence d’éventuelles différences dans les taux de mutation
caractéristiques des brins avancé et tardif. Les premiéres analyses réalisées sur des
cellules humaines ont indiqué que les taux d’incorporation erronée de nucléotides
sont similaires sur le brin avancé et sur le brin tardif (quoique légérement su-
périeures sur le brin tardif), dans différentes conditions (Roberts et al., 1991;
Basic-Zaninovic et al., 1992).

Chez E. coli, les premiéres études in vitro ont indiqué que les taux d’insertion
et de délétion sont sensiblement plus importants sur le brin tardif pour la réplica-
tion (Veaute et Fuchs, 1993; Rosche et al., 1995; Iwaki et al., 1996). Cependant,
il faut noter que ces études ont été réalisées sur des plasmides qui ont un mode
de réplication unidirectionnel, alors que le chromosome d’E. coli posséde une ori-
gine de réplication bidirectionnelle. Une analyse in vivo a indiqué que les taux
de délétion sont similaires pour les deux brins, contrairement a ce qui avait été
proposé auparavant (Nagata et al., 2005)

Pour ce qui concerne les changements de nucléotides chez FE. coli, une étude
réalisée par Fijalkowska et al. (1998) a montré que le brin avancé pour la ré-
plication accumule plus de mutations que le brin tardif, indépendamment de la
direction de la transcription du géne rapporteur utilisé. L’explication proposée par
les auteurs est basée sur le fait que la polymérase qui synthétise le brin tardif peut
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se dissocier plus facilement de la chaine d’ADN lorsqu’elle rencontre des mésap-
pariements (ce qui permettrait une réparation plus efficace), alors que 1'affinité
de la polymérase serait plus forte avec le brin avancé (Fijalkowska et al., 1998).
Les mémes auteurs ont montré par la suite que la tendance est inversée lorsque
le systéme de réparation SOS est actif, c’est & dire que le brin tardif est plus
susceptible & la mutagénése induite par le systéme SOS (Maliszewska-Tkaczyk
et al., 2000).

Wagner et al. (1997) ont montré que le taux de mutation (transversions G —
T') produites par I'oxydation de la guanine est similaire pour le brin avancé et
pour le brin tardif, toujours chez FE. coli.

Les études réalisées chez la levure indiquent que le taux de substitutions nu-
cléotidiques est plus élevé sur le brin avancé pour la réplication (Pavlov et al.,
2002, 2003). Selon les auteurs, 'explication la plus vraisemblable pour cette asy-
métrie est une plus grande efficacité de la réparation des mésappariements sur
le brin tardif, liée probablement & discontinuité de la synthése de ce brin. Cette
conclusion a été confirmée par une étude récente, qui montre que la réparation
des mésappariements par MutS« est plus efficace sur le brin tardif (Kow et al.,
2007).

1.2.2 Etudes in silico

La premiére étude bioinformatique qui a proposé que la réplication est la
cause de biais mutationnels asymétriques sur les deux brins d’ADN est celle de
Wu et Maeda (1987). En analysant un alignement de séquences de primates, Wu
et Maeda ont mis en évidence la présence d’une asymétrie significative dans les
taux de substitution des nucléotides. Leurs résultats ont été contredits ultérieure-
ment (Bulmer, 1991; Wu, 1991). L’article de Wu et Maeda (1987) reste toutefois
fondamental pour I’étude de 'asymétrie de composition, car il décrit pour la pre-
miére fois le modéle d’évolution symétrique des séquences d’ADN et il met en
relation le rejet de ce modéle avec le mécanisme de réplication.

La disponibilité des séquences génomiques complétes a entrainé la publication
de nombreuses études qui signalent I'existence de patrons de mutations asymétri-
ques associés a la réplication. Cependant, la plupart de ces études se sont limitées
a observer la présence de déviations par rapport aux régles de parité [A] = [T]
et [G] = [C] dans les séquences génomiques, ce qui permet en effet de conclure
sur l'existence de biais mutationnels asymétriques, mais qui ne permet pas de les
identifier. Seulement quelques études ont fourni des estimations des patrons de
mutations asymétriques (résumées dans le tableau 1.2).

[’asymétrie de composition associée a la réplication est quasi-universelle -
presque toutes les espéces étudiées jusqu’a présent possédent plus de G que de C
sur le brin avancé. On pourrait donc s’attendre a ce que les causes de cette asy-
métrie soient aussi universelles. Vue la variabilité des machineries de réplication
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dans les différents génomes, il est difficile d’imaginer que ce biais mutationnel
universel soit provoqué par leurs caractéristiques. Jusqu’a récemment, 1'explica-
tion la plus fréquemment proposée pour 'existence de 'asymétrie de composition
était le mécanisme de la désamination de la cytosine sur ’ADN simple brin. Cette
hypothése a 'avantage d’étre applicable & toutes les espéces qui ont un mode de
réplication semi-discontinue, et elle devrait effectivement se traduire par une asy-
métrie C' — T > G — A sur le brin avancé. Les études réalisées jusqu’a 2005
semblaient confirmer cette hypothése (cf. table 1.2). Cette théorie a été remise
en question par Rocha et al. (2006), qui démontrent que les biais mutationnels
responsables de 'asymétrie de composition sont beaucoup plus variables que ce
qu’on avait imaginé auparavant (cf. table 1.2).

Il faut également mentionner I'étude de Klasson et Andersson (2006), qui
a mis en évidence une association entre la perte de certains génes impliqués
dans la recombinaison et le re-démarrage des fourches de réplication bloquées, et

l’augmentation de l'intensité de ’asymétrie de composition chez Buchnera.

Référence Espéce étudiée

Mutations asymétriques

(Tanaka et Ozawa, 1994) Mitochondries humaines

C—-T>G— A
A—-G>T—-C

(Mitchell et Graur, 2005) Mycobacterium leprae

C—-T>G— A
A—-G>T—=C

(Klasson et Andersson, 2006) | Buchnera aphidicola (Bp)

C—-T>G—A

(Rocha et al., 2006) ‘ ,
Bacillus anthracis

A—-C<T—G
A—-G>T—=C
A—-T<T— A

Bordetella

C—-T>G— A

Escherichia

C—-T>G—A

Neisseria

C—-A>G—-=T
C—-G>G—=C
C—-T>G— A

Rickettsia

C—-A<G-—=T

Staphylococcus

A—-G>T—-C

Streptococcus

C—-T>G— A

TAB. 1.2 — Mutations asymétriques associées a la réplication. Pour les espéces

bactériennes, le brin de référence est le brin avancé et pour la mitochondrie le

brin H.
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1.3 Asymétrie du mécanisme de transcription

Selon le “dogme central” de la biologie moléculaire, 'information génétique
est portée par PADN, qui est ensuite transcrit pour donner un ARN messager,
qui sera traduit pour donner une protéine. Dans la plupart des organismes, la
transcription produit des molécules d’ARN messager a I’état simple brin, a partir
des génes codés par de ’ADN double brin. Par définition, ce mécanisme agit de
maniére asymétrique sur les deux brins d’ADN.

1.3.1 Fonctionnement de la transcription

Le fonctionnement de la transcription est similaire chez les procaryotes et
chez les eucaryotes. La transcription est catalysée par un complexe enzymatique
appelé ARN polymérase (cf. figure 1.7). Ce complexe se fixe & 'ADN au niveau
du promoteur, localisé en 5" du géne. Pour que ’élongation de la transcription ait
lieu, 'TARN polymérase déclenche I'ouverture de la double hélice d’ADN en aval
du promoteur. L’ARN polymérase synthétise ensuite une molécule d’ARN simple
brin en utilisant I'un des deux brins d’ADN comme matrice ; TARNm résultant
sera identique (mis & part le remplacement de la thymine par 'uracile) au brin
d’ADN complémentaire (que 1’on appelle alors brin codant).

Les procaryotes possédent une seule ARN polymeérase, constituée de 5 sous-
unités : « (présente en deux copies et responsable pour 1’assemblage du complexe
enzymatique), § (qui assure l'initiation et I’élongation de la chaine d’ARNm), 3’
(qui se lie & la matrice d’ADN), o (qui assure la fixation au promoteur) et w (qui
a un role dans la maintenance de la conformation de la sous-unité 5’ ) (Burgess,
1971; Yura et Ishihama, 1979; Mathew et Chatterji, 2006).

Chez les eucaryotes il existe trois classes d’ARN polymérases (Chambon,
1975), qui ont des roles différents. L’ARN polymérase I synthétise les précur-
seurs des ARN ribosomiques, ’ARN polymérase II assure la transcription des
génes protéiques en ARNm, alors que I’ARN polymérase IIT synthétise les génes
d’ARN de transfert et les ARN ribosomiques 5S (Young, 1991). Chacun de ces
trois complexes enzymatiques est constitué de 8 a 14 enzymes (Young, 1991).

1.3.2 Mutations spécifiques de ’ADN simple brin

Pour que la synthése de la molécule ’ARNm puisse avoir lieu, la structure
de la double hélice doit étre temporairement dénaturée, par 'action de ’'ARN
polymérase. Il se forme ainsi une “bulle de transcription” (transcription bubble),
qui permet 'avancement de la polymérase le long du brin matrice, laissant le
brin codant non-apparié (Wang et al., 1977). Comme mentionné précédemment,
certaines mutations sont beaucoup plus fréquentes sur ADN simple brin par
rapport & ’ADN double brin. Il est donc possible que le brin codant accumule
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F1G. 1.7 — Schéma du fonctionnement de la transcription.

plus de mutations que le brin matrice, car pendant la transcription il se trouve
essentiellement a 1’état simple brin. L’intensité de cet éventuel biais mutationnel
dépend de deux paramétres qui déterminent le temps passé par le brin codant a
I’état non-apparié : la taille de la bulle de transcription et la vitesse d’avancement
de la polymérase.

Les premiéres études sur l'initiation de la transcription chez E. coli ont montré
que PARN polymérase perturbe la double hélice d’ADN sur un fragment d’en-
viron 11 paires de bases, au niveau du promoteur (Siebenlist, 1979). La taille
de la “bulle” varie entre 11 et 18 paires de bases au cours du déroulement de la
transcription (Zaychikov et al., 1995, 1997).

Les ARN polymérases synthétisent ’ARNm & une vitesse de plusieurs dizaines
de nucléotides par seconde (30-50 nucléotides chez E. coli (Gotta et al., 1991)).
Nous pouvons en déduire que le temps passé par le brin codant a I’état non-
apparié est relativement court, en moyenne inférieur a une seconde. Il n’est pas
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clair pour l'instant si cette courte durée est suffisante pour que des mutations
s’accumulent préférentiellement sur le brin codant.

1.3.3 Meécanismes de réparation associés a la transcription

L’existence de mécanismes de réparation préférentiellement associés a la trans-
cription est maintenant bien établie. Des études réalisées sur des cellules euca-
ryotes avaient mis en évidence que les diméres de pyrimidine, qui sont connus
pour bloquer la transcription, sont excisés plus rapidement dans une région co-
dant pour un géne activement transcrit, par rapport aux régions non-codantes
avoisinantes (Bohr et al., 1985; Mellon et al., 1986). Il a été montré par la suite
que la réparation est beaucoup plus fréquente sur le brin matrice que sur le brin
codant, ce qui est cohérent avec la nécessité de supprimer les lésions qui pour-
raient bloquer "avancement de I’ARN polymérase (Mellon et al., 1987). Le méme
mécanisme de couplage entre transcription et réparation existe chez FEscherichia
coli. Comme chez les eucaryotes, le brin matrice est préférentiellement réparé, et
cela au moment méme de la transcription du géne (Mellon et Hanawalt, 1989).
L’association entre transcription et réparation est aussi valable pour la levure S.
cerevisiae (Leadon et Lawrence, 1991).

Le mécanisme qui pourrait expliquer cette réparation préférentielle du brin
matrice est la signalisation de la machinerie de réparation par la présence d’ARN
polymérase bloquée par les lésions (Christians et Hanawalt, 1993). Cette propo-
sition a été confirmée par I’étude de Selby et Sancar (1993), qui a démontré que
le géne mfd, impliqué dans la réparation des lésions présentes sur le brin matrice
chez E. coli, code pour une protéine similaire & une hélicase et peut intéragir
directement avec ’ARN polymeérase.

Le couplage entre transcription et réparation chez I’homme semble étre va-
lable seulement pour les génes transcrits par 'ARN polymérase I1. Ainsi, les génes
d’ARN ribosomiques, qui sont transcrits par ’ARN polymeérase I, présentent un
niveau de réparation des lésions qui est similaire aux régions non-actives (Chris-
tians et Hanawalt, 1993). La méme absence de réparation préférentielle est valable
pour les génes d’ARNt de 'homme, qui sont transcrits par 'ARN polymérase 1
(Dammann et Pfeifer, 1997). Il semblerait par contre que chez la levure les génes
transcrits par PARN polymeérase I sont sujets a réparation préférentielle (Conconi
et al., 2002).

1.4 Mutations asymétriques associées a la transcription

1.4.1 Etudes expérimentales

L’existence d’'un mécanisme de réparation dirigé préférentiellement vers le
brin matrice pour la transcription devrait avoir comme conséquence une asymé-
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trie des taux de mutations par rapport aux deux brins d’ADN. Cette prédiction
a été confirmée expérimentalement. Une étude in vivo réalisée chez FEscherichia
coli a démontré que le taux de mutation est en moyenne =~ 14 fois plus élevé sur
le brin codant par rapport au brin matrice (Oller et al., 1992). Pour les chan-
gements G - C — AT, le taux de mutation est méme jusqu’a 300 plus élevé
sur le brin codant (Oller et al., 1992). La relation cause-effet entre mécanisme de
réparation et taux de mutation asymétrique a été validée, car lorsque le géne mfd
(qui est responsable du couplage entre réparation et transcription) est inactivé,
I'asymétrie disparait (Oller et al., 1992).

Le mécanisme de réparation couplée a la transcription n’est pas le seul en
cause pour l'existence de mutations asymétriques. Chez Escherichia coli, la fré-
quence des mutations C' — T est plus élevée sur le brin codant que sur le brin
matrice, et cette fréquence augmente avec le niveau de transcription du géne (Be-
letskii et Bhagwat, 1996). Il ne peut pas s’agir 1a d’'un mécanisme de réparation,
car cela ne peut pas expliquer ["augmentation du taux de mutation avec le niveau
d’expression. L’explication proposée par Beletskii et Bhagwat (1996) est en faveur
d’une plus grande mutabilité de la cytosine sur le brin codant, due au fait que
ce brin se trouve a 1’état non-apparié pendant plus de temps que le brin matrice
pendant la transcription. L’asymétrie des taux de mutations de C' — T sur les
brins codant et matrice a été confirmée par une étude indépendante (Bockrath et
Li, 1998). Il a été également démontré que cette asymétrie des taux de mutation
n’est pas restreinte a un seul géne, et qu’il s’agit au contraire d’un mécanisme
valable pour tous les transcrits, du moins chez E. coli (Beletskii et Bhagwat,
2001).

Le spectre des mutations asymétriques par rapport aux deux brins n’est pas
restreint aux transitions C' — T'. Le taux de transversions de G — T est aussi plus
élevé sur le brin codant chez Fscherichia coli (Klapacz et Bhagwat, 2005). Une
hypothése qui pourrait expliquer cette asymétrie est une plus grande susceptibilité
du brin codant aux lésions oxydatives de ’ADN, liée au fait que ce brin passe plus
de temps a I’état non-apparié (Klapacz et Bhagwat, 2005). De maniére générale, la
présence de la transcription a comme effet une augmentation du taux de mutation
(Klapacz et Bhagwat, 2002).

1.4.2 Etudes in silico

De nombreuses études bioinformatiques ont mis en évidence 'existence d’un
patron d’évolution asymétrique par rapport aux deux brins d’ADN dans les sé-
quences transcrites. La plupart de ces études se sont par contre limitées & démon-
trer que 'asymétrie de composition en bases observée sur les séquences d’ADN
est associée a la transcription. Il existe seulement peu d’analyses qui ont effecti-

24



Chapitre 1 : Introduction

vement élucidé la nature du patron de substitution asymétrique qui engendre ce
biais de composition.

La premiére étude in silico qui a amené des preuves en faveur de 'existence
d’un patron de mutation asymétrique associé¢ a la transcription est celle de Fran-
cino et al. (1996). En réalisant une étude comparative d'une dizaine de génes
séquencés dans plusieurs souches d’Escherichia coli, les auteurs ont démontré
que le taux de substitution de C' — T est plus élevé que celui de G — A, lorsque
les substitutions sont comptées sur le brin codant des génes. Cette asymétrie est
rencontrée aussi bien pour des génes codés sur le brin avancé que pour des génes
codés sur le brin tardif pour la réplication. Il est donc possible d’exclure la possi-
bilité que le mode de réplication des génes soit un facteur confondant (Francino
et al., 1996).

Chez 'homme, les régions transcrites évoluent aussi de maniére asymétrique.
Par contre, il semblerait que la mutation qui présente le plus fort degré d’asymé-
trie n’est pas la transition de C' — T' comme pour E. coli, mais celle dans le sens
contraire : il y a plus de mutations de T'— C que de A — G sur le brin matrice
(Green et al., 2003). La transition C' — T est elle aussi asymétrique, mais dans
une moindre mesure.

Il est important de remarquer que chez 'homme l'intensité de ’asymétrie
semble étre dépendante du contexte : la nature des bases vosines en 5 et 3’ semble

influencer la différence entre les taux des mutations complémentaires (Hwang et
Green, 2004).

1.5 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons essayé de résumer les connaissances actuelles
en ce qui concerne 'asymétrie des processus de réplication et de transcription,
et leur conséquence sur les processus évolutifs. Ces deux mécanismes ont été
analysés séparément. Nous verrons dans le chapitre suivant que ces processus
agissent en réalité de concert sur les séquences d’ADN, et nous présenterons par
la suite quelques méthodes qui permettent de découpler les effets des deux types
de mécanismes.
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Séparation des bias de réplication
et de transcription dans les

génomes procaryotes

La réplication de 'ADN impose de fortes contraintes sur I'organisation des
génomes procaryotes. D’une maniére générale, les chromosomes procaryotes pos-
sédent une unique origine de réplication bidirectionnelle et un terminus. La plu-
part des chromosomes procaryotes sont circulaires; ’origine de réplication et le
terminus sont en général localisés a des positions (approximativement) diamétra-
lement opposées. A 'intérieur de chacun des segments délimités par I'origine et le
terminus de réplication, les deux brins d’ADN sont asymétriques, non seulement
pour ce qui concerne la composition en nucléotides, mais aussi pour le contenu
en genes.

[’asymétrie du contenu en génes est trés bien illustrée par l'organisation du
chromosome de Bacillus subtilis (cf. figure 2.1). Comme la plupart des chromo-
somes procaryotes, celui de B. subtilis est constitué en proportion de plus de 80
% par des génes. Sur le segment délimité en 5" par I'origine de réplication et en
3’ par le terminus, la grande majorité des génes sont transcrits dans le sens des
aiguilles d’'une montre. Sur le segment délimité en 5 par le terminus et en 3’
par lorigine, les génes sont majoritairement transcrits dans la direction opposée.
La conséquence de ce biais de localisation des génes est que la réplication et la
transcription sont majoritairement co-orientées. Le brin codant des génes corres-
pond au brin parental avancé (qui sert de matrice pour le brin tardif lors de la
réplication de ’ADN).
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F1G. 2.1 — Schéma décrivant I'organisation du chromosome de Bacillus subtilis.
Les positions de l'origine (oriC') et du terminus de réplication (terC') sont si-
gnalées. Les fléches noires représentent la direction d’avancement de la fourche
de réplication. La surface jaune représente la densité de nucléotides codants
pour des génes (quelle que soit 1'orientation du géne). La surface rouge repré-

sente la densité de nucléotides appartenant a des génes transcrits dans le sens

du mouvement des aiguilles d’une horloge. D’aprés Kunst et al. (1997).

L’influence du mécanisme de réplication sur I'organisation des chromosomes
procaryotes a été mise en évidence bien avant que des séquences génomiques
complétes soient disponibles. Ainsi, une analyse du chromosome d’FEscherichia
coli a montré que les génes codant pour les protéines ribosomiques et pour les
ARNr sont localisés sur le brin avancé pour la réplication (Nomura et Morgan,
1977). Cela revient a dire que la transcription des génes a lieu dans la méme
direction que la réplication de ’'ADN. Ce résultat a été confirmé et renforcé plus
tard, par 'observation que la co-orientation entre réplication et transcription
n’est pas restreinte aux génes ribosomiques, mais s’étend aussi a d’autres classes
de génes protéiques chez E. coli (Brewer, 1988).
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2.1 Variabilité taxonomique de la co-orientation entre ré-

plication et transcription

L’analyse des premiéres séquences génomiques complétes a montré que l'in-
tensité du biais d’orientation des génes varie largement entre les espéces : par
exemple, chez Synechocystis sp. et E. coli, la proportion des génes codés sur le
brin avancé atteint seulement 50 % et 54 %, respectivement, alors que chez Ba-
cillus subtilis et Mycoplasma genitalium cette proportion atteint 74 % (Blattner
et al., 1997; McLean et al., 1998).

Nous avons résumé dans la figure 2.2 la variabilité taxonomique de la co-
orientation entre réplication et transcription. La famille des Firmicutes (des bac-
téries Gram positives & faible taux de GC) est celle qui présente les plus forts
biais d’orientation des génes. L’orientation des génes n’est pas réellement biaisée
chez la plupart des Archées et des Cyanobactéries. Le plus faible pourcentage
de génes codés sur le brin avancé (seulement 47 %) est rencontré chez Lawsonia
intracellularis, une bactérie parasite intracellulaire appartenant a la famille des
Protéobactéries.

Les bactéries de la famille des Firmicutes, pour lesquelles la tendance a la
co-orientation entre réplication et transcription est la plus forte, ont une autre
caractéristique particuliére : 'ADN polymérase de ces organismes posséde deux
sous-unités « différentes, utilisées pour répliquer le brin avancé et le brin tardif.
C’est du moins ce qui a été démontré expérimentalement pour B. subtilis, par
Dervyn et al. (2001), ainsi que pour Staphylococcus aureus (Inoue et al., 2001).

L’analyse des autres espéces de Firmicutes montre que les génes codant pour
les deux sous-unités o (polC' et dnaF) sont présents dans leurs génomes, mais leur
utilisation a la fourche de réplication reste pour l'instant hypothétique. Le lien
entre 'asymétrie de la fourche de réplication et la distribution des génes sur les
deux brins semble étre trop important pour étre une coincidence (Rocha, 2002).

La co-orientation entre réplication et transcription n’est pas spécifique des
procaryotes. L’identification in silico des origines de réplication dans le génome
humain a permis de mettre en évidence que les génes protéiques sont aussi pré-
férentiellement codés sur le brin avancé (Huvet et al., 2007).

2.2 Hypothése de la collision des polymérases

L’observation que les génes ribosomiques se trouvent sur le brin avancé chez
E. coli a conduit a la suggestion que cette organisation pourrait étre favorable
pour éviter les collisions frontales entre la machinerie de réplication et ’ARN
polymérase (Nomura et Morgan, 1977). La co-orientation entre réplication et
transcription n’est pas restreinte aux génes ribosomiques, et il a été suggéré treés
tot que I’évitement des collisions frontales entre les deux machineries cellulaires
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F1G. 2.2 — Co-orientation entre réplication et transcription pour 151 espéces
dont le génome est complétement séquencé. Pour éviter la redondance, chaque
genre taxonomique est représenté par un seul point. Nous avons représenté
uniquement les espéces pour lesquelles la position de l'origine de réplication

est connue ou peut étre prédite in silico. Ce graphique représente une mise a

jour de la figure présentée par Rocha (2002).

pourrait influencer de maniére considérable I'organisation des génomes bactériens
(Brewer, 1988).

Lorsque la cellule bactérienne est en phase de croissance exponentielle, plu-
sieurs cycles de réplication démarrent en méme temps, et la transcription de nom-
breux génes se fait simultanément. Les complexes enzymatiques responsables de
la réplication et de la transcription parcourent le chromosome en méme temps
(cf. figure 2.3), mais & des vitesses trés différentes (environ 1000 nucléotides par
seconde pour ’ADN polymérase et seulement 50-100 pour PARN polymérase).
Les rencontres entre les deux complexes semblent donc inévitables. Pour les génes
codés sur le brin parental avancé, la collision peut réellement se faire entre les
deux polymérases, car elles utilisent le méme brin d’ADN comme matrice et elles
avancent dans la méme direction. Pour les génes codés sur le brin parental tardif,
le terme “collision des polymérases” doit étre compris au sens large, car la poly-
mérase qui synthétise les fragments d’Okazaki s’éloigne de '’ARN polymérase. 11
peut par contre y avoir collision entre ’ARN polymeérase et d’autres protéines pré-
sentes a la fourche de réplication, comme 1'hélicase qui déroule le duplex d’ADN
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(Brewer, 1988).

En théorie, les collisions entre polymérases pourraient avoir plusieurs consé-
quences délétéres pour 'organisme. D’une part, la progression de la machinerie
de réplication pourrait étre ralentie ou méme interrompue, ce qui empécherait la
division cellulaire, si la fourche de réplication n’est pas débloquée par des méca-
nismes de réparation spécifiques. D’autre part, la transcription des génes impli-
qués dans la collision pourrait aussi étre affectée, ce qui implique que la cellule
sera incapable de synthétiser les protéines codées par ces génes. De plus, vu que
chez les procaryotes la traduction est couplée a la transcription, 'interruption de
la transcription pourrait aussi donner naissance a des peptides non-fonctionnels,
ce qui peut également avoir des effets déléteres sur la cellule (Rocha et Danchin,
2003a,b). Mais qu’en est-il en pratique? Il existe relativement peu d’études ex-
périmentales concernant les effets des collisions des machineries de réplication
et de transcription, et les résultats sont souvent contradictoires. La plupart des
études ont été réalisées in vitro, en utilisant la machinerie de réplication des bac-
tériophages T4 ou P29, mais il existe également des expériences in vivo, pour
Escherichia coli, Bacillus subtilis et Saccharomyces cerevisiae.

Effets des collisions sur le déroulement de la réplication

Une étude in vitro utilisant la machinerie de réplication du phage T4 a démon-
tré qu’en absence de I’hélicase, la fourche de réplication est effectivement bloquée
par la “bulle” de transcription (constituée par '’ARN polymérase d’E. coli) orien-
tée dans la direction opposée, pendant plusieurs minutes. La présence de ’hélicase
(ce qui devrait correspondre a la situation in vivo) réduit la durée de Parrét de
la fourche de réplication a quelques secondes (Liu et Alberts, 1995). Cette pause
de la fourche de réplication est néanmoins plus longue que celle observée lors des
collisions co-orientées (Liu et al., 1993; Liu et Alberts, 1995).

Pour E. coli, cette derniére conclusion a été confirmée récemment in vivo.
L’élongation de la réplication n’est pas affectée par 'avancement de 'ARN po-
lymérase dans la méme direction, I'orientation opposée conduit a ’arrét tempo-
raire de la fourche de réplication (Mirkin et Mirkin, 2005). Nous disposons éga-
lement d’informations qui soutiennent ces résultats chez Bacillus subtilis. Ainsi,
une étude in vivo réalisée chez Bacillus subtilis a confirmé que la progression de
la fourche de réplication est considérablement ralentie lorsque la transcription et
la réplication avancent dans des directions opposées (Wang et al., 2007).

Pour le bactériophage ®29, la fourche de réplication s’arréte lorsqu’elle ren-
contre une ARN polymérase co-orientée bloquée sur son substrat, mais lorsque
I’ARN polymérase reprend son mouvement, '’ADN polymérase peut elle aussi
continuer sa progression. La vitesse de PADN polymérase est diminuée par des
collisions co-orientées avec la machinerie de transcription (Elias-Arnanz et Sa-
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las, 1997). Des résultats similaires ont été obtenus pour les collisions frontales :
la machinerie de réplication ne peut pas avancer lorsqu’elle rencontre une ARN
polymérase fixée & ’ADN, mais la réplication de 'ADN continue & une vitesse
normale lorsque ’ARN polymérase est en mouvement (Elias-Arnanz et Salas,
1999). 11 est important de remarquer que la réplication du phage ®29 différe de
celle de E. coli par le fait qu’il n’y a pas de brin tardif : les deux brins d’ADN
sont synthétisés de maniére continue par deux polymérases avancant dans des
directions convergentes (Elias-Arnanz et Salas, 1999).

Chez la levure S. cerevisiae des régions oul la fourche de réplication s’arréte
temporairement ont été observées in vivo. Un de ces sites de pause se trouve
dans une région contenant des génes d’ARNr, & 'extrémité 3’ d’'un géne d’ARNr
précurseur 35S. Cette observation a conduit & proposer que la transcription peut
influencer le mouvement de la fourche de réplication, en créant une “barriére” en
3’ du transcrit, lorsque la réplication a lieu dans la direction opposée (Brewer et
Fangman, 1988). Cependant, des études ultérieures ont démontré que I'arrét de la
fourche de réplication au niveau de 'extremité 3’ des génes d’ARNr se fait méme
lorsque la transcription est inactivée, ce qui indique qu’il s’agit d’une barriére
physique et non pas d’une conséquence de la collision des polymérases (Brewer
et al., 1992). Il semblerait qu’il existe un lien entre 'existence de cette barriére et
le mécanisme de recombinaison, car au moins une protéine (Fobl) est impliquée
aussi bien dans I'arrét de la fourche de réplication et dans la mise en place de
points chauds de recombinaison (Kobayashi et Horiuchi, 1996).

D’autres sites d’arrét de la réplication pourraient par contre étre la consé-
quence directe des collisions des polymérases. En effet, il a été démontré in vivo
que la progression de la fourche de réplication est effectivement arrétée, pendant
quelques secondes, par la transcription de génes d’ARN de transfert, uniquement
quand la transcription se fait dans la direction opposée de la réplication (Desh-
pande et Newlon, 1996).

Effets des collisions sur le déroulement de la transcription

Une étude réalisée in vivo chez FEscherichia coli a montré que la transcrip-
tion des génes d’ARNTr est interrompue lors de la rencontre avec la fourche de
réplication, quelle que soit son orientation (French, 1992). Du point de vue de
la réplication, l'effet dépend de l'orientation. Lorsque les deux processus sont
co-orientés, la fourche de réplication avance & une vitesse similaire a celle des
régions non-transcrites, alors que dans la situation opposée son mouvement est
considérablement ralenti (French, 1992).

Des études in vitro effectuées avec la machinerie de réplication du bactério-
phage T4 et ’ARN polymérase d’E. coli ont suggéré par contre que la transcrip-
tion peut continuer son avancement lors des collisions entre polymérases, quelle
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que soit Porientation des deux machineries (Liu et al., 1993; Liu et Alberts, 1995).

(B)
Machinerie de réplication
I 1
beta clamp polymérase
brin avanceé extremité 3'
V4
brin avancé complexe de IARNm
brin tardif alpha
N complexe
omega ARN Paol,
polymérase beta + beta’
brin tardif

F1G. 2.3 — Représentation des machineries de réplication et transcription sur

un chromosome bactérien. D’aprés Rudolph et al. (2007).

L’idée que l'orientation des collisions n’a d’importance que pour le dérou-
lement de la réplication semble étre contredite par l'organisation des génomes
bactériens. De maniére générale, si les collisions frontales sont délétéres pour la
cellule, on s’attend a ce que les génes a haut niveau d’expression soient plus
souvent codés sur le brin avancé, car un haut niveau de transcription implique
aussi beaucoup plus de collisions entre polymérases. Si les deux orientations pos-
sibles des collisions ont le méme effet négatif pour la transcription, les génes qui
sont essentiels pour 'organisme ne devraient pas présenter un biais d’orientation
particulier. Si par contre les collisions frontales aboutissent plus fréquemment a
Iinterruption de la transcription que les collisions co-orientées, on s’attend a ce
que les génes essentiels soient plus souvent codés sur le brin avancé. C’est effecti-
vement ce que l'on observe dans les génomes bactériens : les génes essentiels sont
préférentiellement codés sur le brin avancé, et le biais d’orientation est plus fort
que pour les génes non-essentiels a fort niveau d’expression (Rocha et Danchin,
2003a,b).

Effets des collisions sur la topologie des chromosomes

Les collisions frontales entre les machineries de réplication et transcription
pourraient avoir des effets délétéres non seulement a cause de 'interruption de ces
deux processus cellulaires essentiels, mais aussi a cause des modifications qu’elles
pourraient apporter a la topologie des chromosomes. Ainsi, il a été démontré que
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Porientation convergente de la réplication et de la transcription sur un plasmide
d’E. coli a comme conséquence la formation d’un “nceud” dans la chaine d’ADN
(Olavarrieta et al., 2002).

2.3 Co-localisation entre origines de réplication et promo-

teurs

Le besoin d’éviter les collisions frontales entre les machineries de réplication
et transcription semble étre ’explication biologique la plus probable pour 1’orien-
tation préférentielle des génes sur le brin avancé. Cette explication pourrait ce-
pendant étre complétée par une autre observation biologique : la co-localisation
entre origines de réplication et promoteurs pour la transcription.

Les chromosomes procaryotes ne possédent en général qu'une seule origine
de réplication (seules quelques exceptions sont connues, dans des espéces d’Ar-
chées). Cette organisation ne pourrait pas convenir aux génomes eucaryotes, dont
les tailles sont beaucoup plus importantes, étant donné de plus que la vitesse
d’avancement de ’ADN polymérase eucaryote est beaucoup plus faible que celle
des enzymes procaryotes. Il existe donc plusieurs origines de réplication. Les ori-
gines de réplication ne sont pas toutes actives en méme temps, ni & la méme
fréquence (DePamphilis, 1999). Une maniére optimale d’éviter les collisions entre
les machineries de réplication et de transcription serait la régulation temporelle
de Pactivation des origines (ou bien la régulation temporelle de la transcription),
pour que les deux processus n’aient pas lieu en méme temps. C’est le contraire
qui est observé en pratique : la réplication et la transcription de nombreux génes
semblent étre coordonnées chez 'homme (Hassan et al., 1994) et chez la drosophile
(MacAlpine et al., 2004). Cette corrélation temporelle entre les deux processus
peut étre expliquée par I'observation que la fixation des facteurs de transcrip-
tion & ’ADN au niveau des origines peut déclencher la réplication (DePamphilis,
1993).

La co-localisation des origines de réplication et des régions promotrices pour
transcription a été découverte pour la premiére fois dans les génomes de mitochon-
dries et de virus (Baldacci et Bernardi, 1982; Clayton, 1991; Guo et DePamphilis,
1992). Chez ’homme, plusieurs études ont démontré que les origines de réplication
coincident souvent avec les promoteurs des génes “de ménage” (Delgado et al.,
1998; Huvet et al., 2007).

La coincidence entre origines de réplication et promoteurs peut contribuer a
expliquer la co-orientation entre les deux mécanismes. Les promoteurs se trouvent
(généralement) dans la région en 5 des génes. La fourche de réplication qui dé-
marre a partir du promoteur sera donc a fortior: co-orientée avec la transcription
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du géne en question. Imaginons maintenant qu'un promoteur bi-directionnel (si-
tué entre deux génes a orientations divergentes) soit recruté pour en faire une
origine de réplication, elle aussi bi-directionnelle. Pour les deux génes voisins de
lorigine, la transcription sera nécessairement co-orientée avec la réplication. Au
voisinage immédiat de l'origine de réplication, les génes seront donc codés sur
le brin parental avancé. Ce phénoméne est évidemment trés local. Cependant,
il pourrait se propager aux génes avoisinants, si leur orientation est contrainte
par exemple pour éviter des collisions entre “bulles” de transcription convergentes
(Prescott et Proudfoot, 2002).

Il faut toutefois remarquer que cette explication reste pour I'instant spécula-
tive, et ne peut sans doute pas expliquer toute I’étendue des biais observés pour
Porientation des génes.

2.4 Superposition des deux sources d’asymétrie de compo-
sition

Quelles qu’en soient les raisons biologiques, la co-orientation entre réplication
et transcription a des conséquence importantes pour ’analyse bioinformatique des
génomes. Nous avons vu précédemment (cf. chapitre 1) que ces deux mécanismes
peuvent générer localement des compositions en nucléotides qui ne respectent
pas les régles de parité [A] = [T] et [G] = [C]. Pour les chromosomes procaryotes
on observe généralement que le segment délimité en 5 par l'origine et en 3’ par
le terminus contient plus de guanine que de cytosine, et plus de thymine que
d’adénine, alors que pour le segment délimité en 5 par le terminus et en 3’ par
I'origine I'asymétrie de composition est inversée.

Il faut remarquer que la premiére régle ([G] > [C]) semble réellement quasi-
universelle, car seulement quelques espéces (Streptomyces coelicolor, Halobacte-
rium sp.) présentent la tendance opposée. Le signe de 'asymétrie [A] — [T] pré-
sente beaucoup plus de variabilité au sein des procaryotes. Cette propriété des
chromosomes procaryotes a été utilisée avec succés pour déterminer la position
de l'origine et du terminus (¢f. figure 2.4, (Lobry, 1996b; Frank et Lobry, 2000)).
L’asymeétrie de composition a aussi servi de base pour le développement de mé-
thodes plus complexes pour la recherche d’origines de réplication dans le génome
humain (Touchon et al., 2005).

Les méthodes in silico de recherche d’origines dans les génomes procaryotes
ont toutes a la base la méme idée : le calcul des rapports ggmg% et %mﬂi
(appelés aussi GC-skew et AT-skew) sur des fenétres glissantes, et 'analyse des
profils d’asymétrie qui en résultent. Les génomes procaryotes sont composés en
trés grande proportion de génes (généralement plus de 80 %). Comme dit précé-
demment, 'orientation de ces génes est généralement biaisée, de maniére a ce que
la réplication et la transcription se fasse dans la méme direction. La composition
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en bases des fenétres glissantes est donc le résultat de plusieurs processus qui se
superposent : des biais mutationnels associés a la réplication ou a la transcription,
ainsi que des contraintes sélectives imposées par la structure des génes codants.
Une question se pose : comment peut-on séparer les biais mutationnels
dus a la réplication et les biais mutationnels ou sélectifs sous-jacents a
la structure des génes ?

Escherichia coli K12
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F1G. 2.4 — Asymeétrie de composition et biais d’orientation des génes le long du

chromosome d’Escherichia coli K12. La courbe en bleu représente le rapport
(G]-[C])
([C1+1GD)
des génes protéiques, et cumulé le long du chromosome. La courbe en rouge

représente le rapport E%ﬁﬂg (aussi appelé AT-skew), calculé de maniére iden-

(aussi appelé GC-skew) calculé pour les troisiémes positions des codons

tique. La courbe verte représente le biais d’orientation des génes : pour chaque
géne on assigne la valeur 1 ou -1 selon qu’il est codé sur le brin direct (par
rapport au brin d’ADN publié) ou sur le brin complémentaire, et on fait la
somme cumulée de ces valeurs le long du chromosome. L’origine de réplication
se trouve a environ 4Mb, et le terminus a environ 1.5 Mb. Ces deux positions

correspondent aux changements de signe pour ’asymétrie de composition.
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2.5 Meéthodes de séparation des deux sources d’asymeétrie

de composition

Plusieurs méthodes statistiques ont été proposées pour répondre a cette ques-
tion, dans la situation ou les positions de 'origine et du terminus de réplication
sont connues (Perriere et al., 1996; Tillier et Collins, 2000; Lobry et Sueoka,
2002). Nous présenterons briévement deux d’entre elles : celle proposée par Lo-
bry et Sueoka (2002) et celle proposée par Tillier et Collins (2000).

2.5.1 Graphiques PR2 et comparaison des biais entre groupes

de génes

L’approche proposée par Lobry et Sueoka (2002) répose sur le calcul des dé-
viations par rapport aux régles de parité dans des régions qui sont sous faible
contrainte sélective : les troisiémes positions des codons. Il faut remarquer que
ces positions n’évoluent pas de maniére totalement neutre, car il peut y avoir
une pression de sélection traductionnelle sur 1'usage des codons synonyme. Dans
les génomes procaryotes il est pourtant difficile de trouver des régions qui évo-
luent de maniére totalement neutre, car les régions intergéniques sont courtes et
contiennent souvent des signaux fonctionnels.

L’asymétrie de composition est mesurée par les rapports 0 A;ng) et (Cﬁi”cg),
sur le brin codant des génes. Puisque 'origine et le terminus de réplication sont
connus, il est possible de séparer les génes codés sur le brin avancé des génes codés
sur le brin tardif. On peut donc faire une représentation bi-variée dans ’espace
des deux mesures d’asymeétrie, pour les deux groupes de génes (cf. figure 2.5). Si
les deux groupes de génes sont centrés sur la méme valeur, on peut en déduire que
la réplication n’influence pas de maniére significative ’asymétrie de composition
- c’est le cas de M. genitalium. Si par contre les moyennes des deux groupes
sont différentes, on peut conclure qu’il existe des biais mutationnels liées & la
réplication qui influencent 'asymétrie de composition - c’est ce qui est observé

pour Borrelia burgdorferi (cf. figure 2.5).

L’approche de Lobry et Sueoka (2002) ne se réduit pas a Panalyse des gra-
phiques bi-variés. La significativité de la différence de I'asymétrie de composition
des deux groupes est estimée par des tests de Student. La contribution relative
des deux types de mécanismes (réplication et effets sous-jacents a la structure
des génes) peut aussi étre estimée & partir de la différence des moyennes des deux
groupes de génes.
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F1G. 2.5 — Application de la méthode de Lobry et Sueoka (2002) pour Borrelia

burgdorferi et pour Mycoplasma genitalium.

2.5.2 Analyse de la variance

L’approche proposée par Tillier et Collins (2000) est trés similaire a celle
de Lobry et Sueoka (2002) par le fait qu’elle est basée sur la comparaison de
moyennes de ’asymétrie de composition, pour les génes codés sur le brin avancé
et sur le brin tardif. L’asymétrie de composition est décomposée en deux frac-

tions : le GC-skew ( E{gmg}g) et le AT-skew (E{ﬂ;ﬂ;) Ces deux valeurs sont
calculées toujours par rapport au brin correspondant a la séquence publiée, sépa-
rément pour les trois positions des codons. Pour séparer les effets de la réplication
et les effets sous-jacents a la structure des génes, une analyse de variance est ef-
fectuée, avec comme variable expliquée les différentes mesures d’asymétrie, et
comme variables explicatives 'orientation des génes par rapport a la réplication
(avancé ou tardif) et leur orientation par rapport au brin publié (sens direct ou

complémentaire).

Ces méthodes permettent de distinguer de maniére tres efficace les effets des
deux types de mécanisme sur la composition en bases. Elles ont cependant un
grand désavantage : les positions de 1’origine et du terminus de réplication doivent
étre connues a priori. Nous présenterons ci-dessous une méthode qui permet d’es-
timer la contribution du mécanisme de réplication a 'asymétrie de composition,
et d’identifier simultanément les positions de 1'origine et du terminus (Necsulea
et Lobry, 2007).
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2.5.3 Reéarrangement artificiel des chromosomes

De nombreux travaux récents ont démontré que les biais mutationnels asso-
ciés a la réplication ont un effet direct sur I'asymétrie de composition dans les
génomes bactériens (Perriere et al., 1996; McLean et al., 1998; Tillier et Collins,
2000; Lobry et Sueoka, 2002). Certains auteurs ont aussi argumenté que les biais
sous-jacents & la structure des génes (biais mutationnels produits par la transcrip-
tion, usage biaisé des codons) sont plus importants que les effets de la réplication.

Un argument intéressant a été apporté par Nikolaou et Almirantis (2005). A
la base de cette étude se trouve 'observation que chez le procaryotes I'existence
de fortes asymétries de composition en bases est associée a 'existence de fort biais
d’orientation des geénes. Pour démontrer que les biais sous-jacents aux génes sont
suffisants pour générér de fortes asymétries de composition, les auteurs de ’article
proposent un réarrangement artificiel des chromosomes bactériens, de maniére a
créer un biais parfait d’orientation des génes. Pour cela, ils “déplacent” tous les
génes codés sur le brin direct (par rapport a la séquence publiée) sur la premiére
moitié¢ du chromosome et tous les génes codés sur le brin complémentaire sur
la deuxiéme moitié du chromosome (c¢f. figure 2.6). L’ordre relatif des génes est
conservé pour chacun de ces deux groupes.

Orri

@O (@5 6) 7)) (01— (- 0511

Oo r O Ori

F1Gg. 2.6 — Schéma décrivant le réarrangement artificiel de I'ordre des génes.
Lors du réarrangement, ’ordre initial des génes a 'intérieur des deux groupes
est conservé. Nous pouvons donc retrouver la position de 'origine de réplication
pour chacun des deux groupes de génes. Dans cet exemple, nous savons que

'origine se place entre les génes 8 et 10 (pour les génes codés sur le brin direct)

et entre les génes 4 et 9 (pour les génes codés sur le brin complémentaire).

Si Pon trace le diagramme cumulatif des mesures d’asymétrie (GC-skew et AT-
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skew) le long du chromosome réarrangé, on peut remarquer que I'existence d’un
biais parfait d’orientation des génes entraine une forte structuration de I’asymé-
trie de composition le long du chromosome. Pour le cas de Gloeobacter violaceus,
cette structuration n’existait pas avant réarrangement (cf. figure 2.7). Ici, nous
pouvons conclure que l'orientation des génes est un prédicteur suffisant de leur
asymétrie de composition. Pour cette espéce, le mécanisme de réplication n’a donc
pas d’effet significatif sur la composition en bases. On peut donc en déduire que le
biais d’orientation des génes est un facteur suffisant pour la mise en place d’une
structuration de la composition en nucléotides. Ce raisonnement ne nous permet
pas d’affirmer que ce facteur serait aussi nécessaire. Nous considérons donc que
la conclusion soutenue par Nikolaou et Almirantis (2005), qui est en faveur de
I’absence d’un effet direct de la réplication sur ’asymétrie de composition, ne se
justifie pas.

Gloeobacter violaceus

Gloeobacter violaceus .
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Fia. 2.7 — Asymétrie de composition le long du chromosome de Gloeobacter
violaceus. A gauche, 'ordre initial des génes est conservé. A droite, I'ordre des

génes est artificiellement réarrangé pour créer un biais d’orientation parfait.

Que se passe-t-il si 'on applique le méme réarrangement artificiel de 1'ordre
des génes a d’autres espéces? L'exemple d’Escherichia coli est édifiant (cf. fi-
gure 2.8). Loin de suivre parfaitement ’orientation des génes, le GC-skew présente
deux points de cassure, sur chacune des moitiés du chromosome. Pour les génes
codés sur le brin direct (par rapport & la séquence publiée), les coordonnées des
points de cassure sont approximativement 1.605 et 3.962 Mb, alors que pour les
génes codés sur le brin complémentaire, les coordonnées sont approximativement
1.603 et 3.858 Mb. Les positions de 'origine et du terminus de réplication pour
ce génome ont été identifiés & environ 3.9 et 1.6 Mb (Blattner et al., 1997). Nous
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pouvons en déduire que les points de cassure observés sur le génome réarrangé
correspondent a l'origine et au terminus de réplication.

Escherichia coli K12

Escherichia coli K12 g
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F1a. 2.8 — Asymétrie de composition le long du chromosome d’Escherichia coli
K12. A gauche, 'ordre initial des génes est conservé. A droite, 'ordre des génes

est artificiellement réarrangé pour créer un biais d’orientation parfait.

L’existence de points de cassure dans les biais de compositions calculés sur les
génomes réarrangés est un argument fort en faveur d’un effet direct du mécanisme
de réplication sur l'asymétrie de composition. Les segments délimités par ces
points de cassure correspondent aux brins avancé et tardif pour la réplication.
Dans le cas d’E. coli, le brin avancé est représenté par le premier et le troisiéme
segment (cf. figure 2.8). La pente du GC-skew est donc significativement différente
entre le brin avancé et le brin tardif; dans cet exemple, la pente est supérieure
pour le brin avancé par rapport au brin tardif. Nous pouvons conclure donc que
Peffet de la réplication est un enrichissement en guanine par rapport a la cytosine
sur le brin avancé.

Résultats pour l'ensemble des génomes complétement séquencés

Les résultats précédents nous indiquent qu’il est possible d’appliquer le ré-
arrangement artificiel de I'ordre des génes pour évaluer 'effet de la réplication
sur 'asymétrie de composition en bases. Nous avons détecté les points de cas-
sure dans les mesures d’asymétrie de composition avec la méthode de Muggeo
(2003) (cf. Matériel et méthodes), et nous avons estimé leur significativité grace
a une procédure de permutation (Necsulea et Lobry, 2007). Cette méthode a été
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implémentée dans la bibliothéque seqinr (Charif et Lobry, 2006) dans R (R De-
velopment Core Team, 2005).

Nous avons appliqué cette méthode a 'ensemble des chromosomes procaryotes
complétement séquencés - en juillet 2006 il y avait 389 chromosomes procaryotes
dans la base de données des génomes complets du NCBI. La figure 2.9 présente
les différentes situations qui peuvent étre rencontrées dans 'analyse des skews
réarrangeés.

Dans le premier cas de figure, illustré par I'exemple d’Anabaena variabilis,
notre méthode ne détecte pas de points de cassure significatifs, ni pour le GC-
skew, ni pour le AT-skew, ou bien si des points de cassure sont détectés, leur
position est distante de 'origine et du terminus de réplication. Notre interpréta-
tion dans cette situation est que le mécanisme de réplication n’a pas d’influence
directe sur ’asymétrie de composition en bases. Cette situation semble étre fré-
quente dans certaines familles de Bactéries, comme les Mollicutes ou les Cyano-
bactéries, ainsi que chez les Archées.

Dans la situation opposée, illustrée par 'exemple d’FEhrlichia canis Jake, les
deux types de skews présentent des points de cassure significatifs qui coincident
avec l'origine et/ou le terminus de réplication. Cette situation est de loin la plus
fréquente (nous 'avons rencontrée dans 246 chromosomes sur 389). Nous pou-
vons confirmer la tendance générale pour le GC-skew : seulement pour quatre
espéces peut-on observer un biais [G] < [C] sur le brin avancé pour la réplica-
tion (Halobacterium sp. NRC-1, Streptomyces coelicolor, Thermobifida fusca et
Natronomonas pharaonis). La direction du AT-skew présente par contre plus de
variabilité. Dans la plupart des cas le brin avancé contient plus de thymine que
d’adénine. La tendance opposée est rencontrée uniquement au sein des Firmicutes
et pour la famille Fusobacteria.

Le cas d’FE. canis Jake est aussi intéressant parce que le AT-skew présente
deux points de cassure additionnels, qui ne semblent avoir aucun rapport avec
lorigine ou le terminus de réplication. Dans certains cas, la présence de points de
cassure supplémentaires peut étre expliquée par ’existence d’inversions récentes ;
d’ailleurs, les diagrammes d’asymétrie de composition ont été utilisées précédem-
ment pour identifier certains réarrangements chromosomiques (Grigoriev, 1998,
2000). Tl est également possible que ces points de cassure délimitent des suites de
génes avec un biais d’usage des codons inhabituel (peut-étre acquis par transfert
horizontal).
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F1aG. 2.9 — Asymétrie de composition dans les chromosomes réarrangés de Ana-
baena variabilis ATCC 29413, Ehrlichia canis Jake, Carbozydothermus hydro-
genoformans 7-2901, Methanopyrus kandleri.

Dans de nombreuses espéces procaryotes le mécanisme de réplication a un effet
direct seulement sur un type d’asymétrie de composition, soit GC soit AT. Par
exemple, chez Carboxydothermus hydrogenoformans Z-2901 (figure 2.9) on trouve
des points de cassure significatifs uniquement sur la courbe du GC-skew. Cette
situation, ol le mécanisme de réplication a un effet uniquement sur le GC-skew,
est rencontrée pour 79 chromosomes sur 389 (74 Bactéries et 5 Archées). Le cas
opposé, ol seulement le AT-skew présente des points de cassure significatifs, est
illustré ici par Methanopyrus kandleri (figure 2.9). Cette situation est rencontrée
chez 14 chromosomes de Bactéries et 6 chromosomes d’Archées. Aucun patron
taxonomique particulier n’est détecté.
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Plusieurs origines de réplication dans les chromosomes d’Archées

Jusqu’a récemment, on pensait que les chromosomes d’Archées avaient une
unique origine de réplication, comme les chromosomes des Bactéries. Des études
expérimentales ont mis en évidence l'existence de trois origines de réplication
chez Sulfolobus acidocaldarius et Sulfolobus solfataricus (Robinson et al., 2004;
Lundgren et al., 2004). Des analyses in silico avaient suggéré que de multiples ori-
gines de réplication pourraient étre aussi présentes chez Halobacterium sp. NRC-1
(Zhang et Zhang, 2005), malgré le fait qu'une seule origine ait été determinée ex-
périmentalement (Berquist et DasSarma, 2003).

Nous avons voulu vérifier si notre approche pourrait détecter un effet significa-
tif de la réplication sur la composition en bases lorsque les chromosomes possédent
plusieurs origines de réplication. Les résultats obtenus pour S. acidocaldarius et
Halobacterium sp. sont présentés dans la figure 2.10. Pour ces deux espéces, nous
avons fixé a priori le nombre de points de cassure a 5. Notre procédure de permu-
tation indique que tous ces points de cassure ne sont pas significatifs ; cependant,
ils correspondent aux positions des origines de réplication pour S. acidocalda-
rius. De méme, pour Halobacterium sp. nous retrouvons les positions des origines
prédites par Zhang et Zhang (2005).

Sulfolobus acidocaldarius DSM 639 Halobacterium sp
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F1Ga. 2.10 — Asymétrie de composition dans les chromosomes réarrangés de

Sulfolobus acidocaldarius et Halobacterium sp.
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Leffet de la réplication sur le AT-skew chez les Firmicutes

Un article récent a suggeéré que le signe du AT-skew sur le brin avancé pour la
réplication pourrait étre déterminé par I'identité de la sous-unité o de la polymé-
rase qui réplique ce brin (Worning et al., 2006). Chez Bacillus subtilis, les deux
sous-unités « sont codés par deux génes différents : polC et dnaF. La premiére
sous-unité « synthétise le brin avancé, et la deuxiéme synthétise le brin tardif
(Dervyn et al., 2001). Les génomes des Firmicutes, Fusobacteria et Aquificales
possédent des homologues pour ces deux génes, alors que pour les autres familles
de bactéries les deux sous-unités « sont codés par le méme géne. Lorsque 1'on
analyse l'asymétrie de composition en bases avec une méthode de type “fenétre
glissante”, sans essayer de séparer les effets dus a la réplication des effets sous-
jacents a la structure des génes, il est possible de conclure que toutes ces espéces
présentent aussi un enrichissement en A par rapport & T sur le brin avancé, alors
que pour les espéces ol les deux sous-unités « sont identiques, I’asymeétrie va dans
le sens opposé (Worning et al., 2006). Mais que se passe-t-il lorsque les effets des
deux types de mécanismes sont découplés?

Nos résultats montrent que l'effet de la réplication sur le AT-skew est trés
variable méme au sein des Firmicutes (c¢f. figure 2.11). Chez la majorité des es-
péces du genre Bacillus, Lactococcus, Staphylococcus, ainsi que chez Clostridium
et Lactobacillus salivarius UCC 118, le brin avancé contient effectivement plus
de A que de T. Mais la réplication n’a aucun effet sur le AT-skew chez Lacto-
bacillus acidophilus NCFM. De plus, chez Thermoanaerobacter tengcongensis et
Geobacillus kaustophilus, le brin avancé semble contenir plus de T que de A. Si
I’enzyme PolC est effectivement utilisée par tous les Firmicutes pour répliquer
le brin avancé, il est raisonnable de conclure que D'effet de la réplication sur le
AT-skew n’est pas déterminé exclusivement par l'usage différentiel de Dnak ou
de PolC.

Pourquoi cette inconsistence entre nos résultats et ceux de Worning et al.
(2006) 7 Les différences de méthodologie pourraient fournir des éléments de ré-
ponse. Dans notre approche, tout comme dans Oriloc (Frank et Lobry, 2000),
I'asymétrie de composition (le GC-skew et le AT-skew) est calculée seulement
pour les séquences codantes, dans les troisiémes positions des codons. La méthode
développée par Worning et al. (2006) calcule des composition en oligomeéres, sur le
chromosome entier. Plus important, notre approche est destinée spécifiquement a
séparer les effets de la réplication et les biais sous-jacents aux séquences codantes,
alors que la séparation entre les différentes sources de 'asymétrie n’est pas cher-
chée a priori par Worning et al. (2006). De plus, comme le biais d’orientation des
génes est plus fort chez les Firmicutes (Rocha, 2002), le fait de ne pas séparer les
deux types de mécanismes peut étre un facteur confondant important.
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Fi1Gg. 2.11 — Asymétrie de composition dans les chromosomes réarrangés de
quatre espéces de Firmicutes (Bacillus anthracis Ames, Lactobacillus saliva-
rius UCC 118, Lactobacillus acidophilus NCFM, Thermoanaerobacter tengcon-

gensis).

2.5.4 Comparaison des méthodes de séparation des deux

sources de biais

Comme discuté précédemment, il existe a ce jour plusieurs méthodes qui per-
mettent de découpler les deux sources d’asymeétrie de composition (Perriere et al.,
1996; Tillier et Collins, 2000; Lobry et Sueoka, 2002). Quel est I'intérét de propo-
ser une nouvelle approche ? Il en existe au moins un : le fait que la méthode du
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AT +/GC + | AT + /GC- | AT -/ GC + | AT - / GC -
AT + / GC + 115 0 0 0
AT + / GC - 4 3 1 0
AT - / GC + 13 0 8 1
AT - / GC - 4 1 3 5

TAB. 2.1 — Table de contingence permettant la comparaison des résultats obtenus
avec la méthode du réarrangement artificiel (en ligne) et avec la méthode présentée
par Lobry et Sueoka (2002) (en colonne). Le signe + signifie que pour ce type de
skew nous trouvons que la réplication a un effet significatif, le signe - signifie qu’il n’y
a pas d’effet de la réplication sur le skew. Par exemple, la premiére case du tableau
(en haut a gauche) représente le nombre de chromosomes pour lesquels la méthode
du réarrangement artificiel et la méthode de Lobry et Sueoka (2002) trouvent que la

réplication a un effet significatif, aussi bien pour le AT-skew que pour le GC-skew.

réarrangement artificiel que nous avons présentée ici ne nécessite pas de connais-
sance a priori de la position de 'origine et du terminus de réplication.

En effet, si 'analyse des diagrammes d’asymétrie de composition sur les chro-
mosomes réarrangés nous permettent de mettre en évidence des points de cassure
significatifs, qui divisent le chromosome en deux parties de taille comparables, il
est probable que ces points de cassure correspondent a l'origine et/ou au termi-
nus de réplication. Notre méthode permet dans cette situation de conclure que
la réplication a un effet significatif sur la composition en nucléotides, et d’iden-
tifier en méme temps la position de l'origine et du terminus. Si par contre les
mesures d’asymétrie sont parfaitement linéaires sur les chromosomes réarrangés,
nous pouvons en déduire que la localisation des génes sur les brins avancé ou
tardif n’a aucun effet sur leur composition en nucléotides. Il n’est donc pas néces-
saire nécessaire de connaitre la position de 'origine ou du terminus de réplication
pour tirer cette conclusion.

Nous pouvons toutefois nous demander si cette méthode permet d’aboutir &
des conclusions comparables a celles obtenues avec des approches alternatives.
Ici, nous avons appliqué les méthodes proposées par Lobry et Sueoka (2002) et
Tillier et Collins (2000) pour estimer si la réplication a un effet significatif sur
I’asymétrie de composition en bases. Cette étude a été réalisée sur 158 chromo-
somes procaryotes pour lesquels I'origine et le terminus peuevent étre déterminés
(cf. Matériel et méthodes). Pour éviter la redondance, nous avons inclus dans
I’analyse seulement une espéce par genre taxonomique.

Nos résultats montrent qu’il existe un accord général entre les différentes
approches (cf. tables 2.1 et 2.2). L’approche du “réarrangement artificiel” a ce-
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AT +/GC + | AT + /GC- | AT -/ GC + | AT - / GC -
AT + / GC + 114 0 1 0
AT + / GC - 5 3 0 0
AT - / GC + 11 0 10 1
AT - / GC - 6 0 2 5

TAB. 2.2 — Table de contingence permettant la comparaison des résultats obtenus
avec la méthode du réarrangement artificiel (en ligne) et avec la méthode présentée
par Tillier et Collins (2000) (en colonne). Le signe + signifie que pour ce type de
skew nous trouvons que la réplication a un effet significatif, le signe - signifie qu’il n’y
a pas d’effet de la réplication sur le skew. Par exemple, la premiére case du tableau
(en haut & gauche) représente le nombre de chromosomes pour lesquels la méthode
du réarrangement artificiel et la méthode de Tillier et Collins (2000) trouvent que la

réplication a un effet significatif, aussi bien pour le AT-skew que pour le GC-skew.

pendant tendance a étre plus conservative. Par exemple, dans 18 chromosomes
sur 158, notre méthode permet de conclure que la réplication n’a pas d’effet sur
le AT-skew, alors que la méthode de Lobry et Sueoka (2002) conclut qu’il y a
un effet significatif (¢f. table 2.1). Les deux méthodes sont en désaccord pour 23
chromosomes sur 158.

De méme, notre méthode est en désaccord avec la méthode de Tillier et Collins
(2000) pour 26 chromosomes sur 158. La plupart des cas ou les résultats des
différentes approches sont contradictoires correspondent & des situations ou le
réarrangement artificiel indique qu’il n’y a pas d’effet de la réplication sur le
GC-skew ou sur le AT-skew.

La méthode du “réarrangment artificiel” semble donc étre assez conservative.
Une explication possible pour cet aspect est que nous utilisons des tests non-
paramétriques, de type permutation, pour détecter la significativité de l'effet de
la réplication (cf. Matériel et méthodes). Les approches de Tillier et Collins (2000)
et Lobry et Sueoka (2002) utilisent & ce but des tests statistiques paramétriques
(tests de Student ou ANOVA). Ces tests sont connus pour étre trés puissants,
notamment lorsque la quantité de données étudiées est importante.

2.6 Conclusion et perspectives
Nous avons présenté ici une nouvelle approche in silico pour I’analyse de 1’asy-

métrie de composition en bases, avec 'objectif d’estimer 'effet direct des biais
mutationnels associés a la réplication, et nous avons appliqué cette méthode a de
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nombreux génomes complétement séquencés. Une conclusion que nous pouvons
en déduire est que la réplication a des effets différents sur les deux mesures d’asy-
métrie (le GC-skew et le AT-skew). Les patrons d’asymétrie de composition, loin
d’étre universels, sont plus complexes que ce que 'on pensait auparavant. Cette
conclusion est d’ailleurs soutenue par l'étude récente de Rocha et al. (2006),
qui a montré que les processus mutationnels qui sont a l'origine de 'asymétrie de
composition varient largement entre les espéces, méme lorsque les biais de compo-
sition obhservés sur les séquences sont similaires. Pourquoi a-t-on cette variabilité
des processus évolutifs asymétriques 7 Cette question reste & présent ouverte.

2.7 Matériel et méthodes

2.7.1 Données génomiques

Le jeu de données que nous avons utilisé ici est constitué de 389 chromosomes
complétement séquencés d’espéces procaryotes, extraits de la banque de données
de génomes complets du NCBI en Juillet 2006. Les annotations des génomes
ont été récupérées a partir de ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/ et
analysées en utilisant des fonctions de la bibliothéque seqinr (Charif et Lobry,
2006) de I'environnement statistique R. Les annotations ont été analysées pour
extraire les coordonnées des génes protéiques. Les geénes annotés comme partiels
ou contenant des introns ont été ignorés.

2.7.2 Calcul des mesures d’asymétrie de composition

[’asymétrie de composition des chromosomes procaryotes est décrite par des
diagrammes cumulatifs des mesures de GC-skew et de AT-skew, définies par : GC-
skew:% et GC—skeW:%. Ces valeurs sont calculées uniquement
pour les génes codants, en troisiémes positions des codons.

Le biais d’orientation des génes est mesuré par le CDS-skew. A chaque géne
nous assignons la valeur 1 ou -1, selon l'orientation de la transcription (1 pour les
geénes dont le brin codant est le brin d’ADN publié, et -1 pour les génes dont le
brin codant est le brin complémentaire). La somme cumulée de ces valeurs nous

donne le GC-skew.

2.7.3 Réarrangements artificiels de 'ordre des génes

Les chromosomes ont été réarrangés artificiellement pour obtenir un biais par-
fait d’orientation de génes, comme décrit par Nikolaou et Almirantis (2005). Le
brin d’ADN de référence correspond & la séquence publiée. Tous les génes pour
lesquels le brin codant correspond au brin d’ADN de référence ont été déplacés
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vers la premiére moiti¢ du chromosome, et tous les génes pour lesquels le brin
codant est complémentaire au brin de référence ont été déplacés vers la deuxiéme
moitié. Ce réarrangement a été fait en conservant 'ordre des génes dans chacun
des deux groupes. Puisque nous avons calculé I’asymétrie de composition unique-
ment dans les séquences codantes, nous ignorons ici les régions intergéniques et
les diagrammes d’asymétrie de composition le long des chromosomes réarrangés
ont été tracés en fonction de l'indice des génes (et non pas la coordonnée en kb).

2.7.4 Détection des points de cassure

Sous 'hypothése que le biais de composition en bases est exclusivement pro-
voqué par des mécanismes liés & la structure des génes (par exemple un biais de
mutation ou de réparation associé a la transcription, ou un processus sélectif tel
que l'usage préférentiel des codons), lorsque l'on trace les diagrammes du GC-
skew et du AT-skew le long des chromosomes réarrangés, nous devrions obtenir
une relation linéaire. Si au contraire le mécanisme de réplication a un effet non-
négligeable sur 'asymétrie de composition en bases, la différence entre le brin
avancé et le brin tardif devrait étre visible comme un changement de pente dans
la régression linéaire des mesures d’asymétrie en fonction de la position sur le
chromosome.

Nous souhaitons donc tester si la relation entre ’asymétrie de composition
et la position sur les chromosomes réarrangés peut étre décrite par un modéle
linéaire classique, ou bien par un modeéle linéaire avec points de cassure.

Nous avons utilisé la fonction segmented.1lm dans la bibliothéque segmented
(Muggeo, 2004) dans R pour chercher la position d’éventuels points de cassure
dans la régression linéaire des GC- et AT-skew en fonction de la position sur le
chromosome. Cette fonction implémente un algorithme itératif pour estimer la
position des points de cassure, en essayant de maximiser une mesure de vraisem-
blance et de minimiser la somme des carrés des écarts résiduelle de la régression.
Cette fonction nécessite des valeurs initiales pour les points de cassure (Muggeo,
2003).

Puisqu’il est impossible de savoir a priori combien de points de cassure peut
présenter la régression linéaire, nous avons appliqué dans un premier temps la
fonction segmented.1lm pour chercher 5 points de cassure. Pour éviter la situation
ou les points de cassure estimés correspondent & des maxima locaux de la fonction
de vraisemblance, nous avons répété la détection 150 fois, en donnant des valeurs
différentes pour les points de cassure initiaux. Nous avons ensuite choisi le jeu de
points de cassure qui maximise la fonction de vraisemblance. Ensuite, nous avons
répété cette procédure en fixant le nombre de points de cassure a 4, 3, 2 et 1.

Nous avons également appliqué une procédure supplémentaire pour améliorer
la précision de la détection, en analysant de la méme maniére les région restreintes
autour des points de cassure initiaux.
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2.7.5 Significativité statistique des points de cassure

Nous avons décidé de ne pas utiliser les tests statistiques proposés dans
segmented pour déterminer la significativité des points de cassure, car nous crai-
gnons que le nombre important de points analysés (plusieurs milliers de génes)
ne puisse rendre les points de cassure artificiellement significatifs. Nous avons
développé une méthode alternative de détection de la significativité. Pour chaque
point de cassure, nous calculons la différence entre les pentes des deux segments
qu’il délimite. Nous déterminons ensuite la distribution attendue (sous I'hypo-
thése nulle, selon laquelle la réplication n’a pas d’effet sur 'asymétrie de compo-
sition) des différences de pente avec une procédure de permutation. Pour chaque
chromosome et pour chaque groupe de génes (codés sur le brin de référence ou
sur le brin complémentaire), nous permutons aléatoirement l'ordre des génes, et
ensuite nous détectons les points de cassure avec la procédure décrite plus haut.
Les différences des pentes calculés pour ces permutations nous donnent la distri-
bution attendue sous I’hypothése nulle. Nous calculons ensuite pour chaque point
de cassure “réel” une p — value par rapport a cette distribution. Cette procédure
de test nous permet de déterminer si les points de cassure que nous observons
sont seulement une conséquence de la variation normale des mesures d’asymé-
trie entre les génes, ou si au contraire ils sont diis a la position des génes sur le
chromosome.

Nous avons choisi un seuil de significativité de 5 %. Pour déterminer le nombre
optimal de points de cassure pour un chromosome, nous appliquons une approche
“top-down”. Nous analysons d’abord la situation ou I'on a détecté 5 points de
cassure. Si parmi eux il existe au moins un point de cassure dont la p — value est
supérieure & 5 %, nous descendons au niveau inférieur et nous analysons le jeu
de données a 4 points de cassure; et ainsi de suite jusqu’a ce que tous les points
de cassure soient significatifs.

2.7.6 Origines de réplication

Pour vérifier si les points de cassure que nous avons détectés correspondent a
lorigine et au terminus de réplication, nous avons besoin de connaitre les positions
de ces points sur les chromosomes.

Nous avons utilisé Oriloc (Frank et Lobry, 2000) pour prédire les positions de
I'origine et du terminus, et nous avons utilisé comme complément les prédictions
données par Worning et al. (2006) pour les chromosomes circulaires (http://
www.cbs.dtu.dk/services/GenomeAtlas/suppl/origin/).
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Chapitre 3

Effet du contexte nucléotidique sur

les substitutions asymétriques

3.1 Introduction

Chez 'homme, comme chez les autres mammiféres, la proportion du génome
qui code pour des protéines est trés faible, de seulement environ 1 % (Lander
et al., 2001). L’organisation du génome en région codantes et non-codantes est
donc trés déséquilibrée. Une caractéristique remarquable du génome humain est
I'importante variabilité de la composition en nucléotides le long des chromosomes,
qui établit un niveau de structuration plus frappant méme que ’organisation
fonctionnelle. Quels sont les processus évolutifs a ’origine de cette hétérogénéité
compositionnelle 7 Depuis la découverte de la variabilité de la composition en
nucléotides dans les génomes de mammiféres (Filipski et al., 1973), cette question
a suscité d’intenses débats.

L’aspect le plus étudié de la composition en nucléotides est le contenu en
guanine et cytosine. Il est maintenant bien établi que la variation du contenu
en guanine et cytosine le long des chromosomes des mammiféres est engendrée
par des processus évolutifs neutres, associés a un mécanisme fondamental de la
cellule : la recombinaison (Meunier et Duret, 2004).

L’étude de 'asymétrie de composition a également permis de comprendre
Peffet des mécanismes cellulaires essentiels sur I’évolution du génome humain.
Ainsi, des déviations par rapport aux régles de parité [A] = [T] et [G] = [C] ont
été mises en évidence dans les régions transcrites (Touchon et al., 2003), et autour
des origines de réplication (Touchon et al., 2005). Cette propriété du génome
humain a des applications importantes. Notamment, elle a permis d’inférer in
stlico les positions des origines de réplication, avant que des études expérimentales
a grande échelle puissent répondre a cette question (Touchon et al., 2005; Huvet
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et al., 2007).

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons aux processus évolutifs qui sont a
lorigine de I'asymétrie de composition, en étudiant les patrons de substitution
dans les régions transcrites et au voisinage des origines de réplication. Des études
récentes sur ce sujet ont permis de décrire les patrons de substitutions asymé-
triques dans ces régions (Green et al., 2003; Duquenne et al., 2007). Nous nous
intéresserons ici uniquement a un aspect particulier de I’évolution asymétrique
des séquences, qui est la dépendance du contexte nucléotidique.

3.1.1 Asymétrie de composition dans le génome humain

Historiquement, la premiére étude qui a signalé la présence d’une asymétrie
de composition dans le génome humain est celle de Wu et Maeda (1987). La
séquence analysée était un court fragment (environ 3 kilobases) de la région de
la (-globine, région qui contient une origine de réplication. Les résultats suggé-
raient I'existence de déviations par rapport aux régles de parité pour cette région
([T] > [A] et [C] > [G]), ainsi que des patrons de substitution asymétriques dans
six espéces de primates. La significativité de ces résultats a été mise en question
plus tard, quand il s’est avéré que 'asymétrie était restreinte & une trés courte
séquence, et ne s’appliquait pas & Iensemble de la région étudiée (Wu, 1991;
Bulmer, 1991). Lorsque I'analyse a grande échelle est devenue possible grace au
projet de séquengage, de nombreuses études ont démontré que le génome humain
présente des régions ot la composition en nucléotides est significativement asy-
métrique.

Asymétrie de composition dans les régions transcrites

[’association entre I'asymétrie de composition et le mécanisme de transcrip-
tion dans le génome humain a été confirmée par I'observation que les introns des
génes protéiques présentent un excés de T par rapport & A (Duret, 2002). Le
biais est significatif aussi pour les nucléotides G et C, mais son amplitude est
plus faible (Touchon et al., 2003). L’intensité de 'asymétrie de composition n’est
pas uniforme le long des introns; les régions voisines des jonctions introns-exons
présentent présentent des biais de composition extrémes, qui diminuent vers les
régions centrales des introns (Touchon et al., 2004). Quel peut étre le mécanisme
biologique qui engendre cette asymétrie de composition ? Vraisemblablement, il
s’agit d’une superposition de processus neutres et sélectifs. L’existence d'un biais
de composition plus important dans les extrémités des introns pourrait étre due a
la présence de motifs fonctionnels impliqués dans I'épissage (Touchon et al., 2004).
En effet, il est maintenant reconnu que certains éléments fonctionnels impliqués
dans la régulation de I’épissage des introns ont une composition asymétrique (Yeo
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et al., 2007; Zhang et al., 2008). Pour les régions centrales des introns, ol la pré-
sence de signaux d’épissage devrait étre moins fréquente, I’hypothése qui parait
la plus vraisemblable pour expliquer le biais de composition est I'existence d’un
mécanisme de mutation ou de réparation asymétrique par rapport aux deux brins
d’ADN, dont la transcription serait la cause directe (Touchon et al., 2004).
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génes, en fonction du nombre de tissus dans lesquels les génes sont exprimeés.

F1G. 3.1 — Asymeétrie de composition (AT-skew—

) dans les introns des

Ce graphique représente une mise a jour de la figure présentée par Duret (2002)

Il est important de remarquer qu’il existe un lien entre I’asymétrie de compo-
sition des introns et le patron d’expression des génes auxquels ils appartiennent.
Ainsi, les génes qui sont exprimés dans de nombreux tissus (et qui sont suscep-
tibles d’étre aussi fortement exprimés dans la lignée germinale) présentent un
plus fort niveau d’asymétrie que les génes tissu-spécifiques (cf. figure 3.1, Du-
ret (2002)). De plus, parmi les génes de ménage, ceux qui sont transcrits a fort
niveau possédent une composition plus biaisée que ceux qui sont faiblement expri-
més (Majewski, 2003). Parmi les génes tissu-spécifiques, ceux qui sont exprimés
dans les testicules (et donc potentiellement dans la lignée germinale male) ont
un biais de composition plus fort que les génes exprimés dans les autres tis-
sus (Comeron, 2004). Toutes ces informations renforcent 'idée que 'association
entre transcription et asymétrie de composition est bien une relation cause a ef-
fet. Il faut toutefois remarquer que cette corrélation ne permet pas de privilégier
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a priori ’hypothése neutre ou celle sélective pour I'existence de la composition
asymétrique. En effet, I'existence de biais de mutation ou de réparation associés
a la transcription pourrait expliquer I'augmentation du biais de composition avec
le niveau d’expression. Mais la méme corrélation pourrait étre observée si le biais
de composition était généré exclusivement par la présence de signaux d’épissage,
car il n’est déraisonnable d’imaginer que les génes a plus fort niveau d’expression
puissent étre soumis a des contraintes plus importantes pour que l’épissage se
réalise correctement.

Jusqu’a récemment, la plupart des études qui se sont intéressées a ’asymé-
trie de composition dans les régions transcrites ont di se limiter & ’analyse des
biais observés dans les séquences. Néanmoins, 1’étude directe des patrons de sub-
stitution nucléotidique, qui est a présent réalisable, pourrait également aider a
élucider les causes de ces biais de composition.

La différence d’amplitude entre les deux types de biais nucléotidiques (GC-
skew et AT-skew) est informative pour les processus mutationnels sous-jacents,
car elle suggére qu’il existe des transversions asymétriques par rapport aux deux
brins. En effet, si les seules substitutions asymétriques sont les transitions (A < G
et T« ('), comme ces changements affectent de la méme maniére les deux
mesures de asymétrie, a I'équilibre on attend 1'égalité des skews [G] — [C] et
[A] — [T] (Touchon et al., 2003).

L’étude directe des patrons de substitution dans les régions transcrites a dé-
montré que les transitions montrent un trés fort niveau d’asymeétrie (Green et al.,
2003). Notamment, lorsque I'on comptabilise les changements par rapport au brin
codant, le taux de substitution de A — G est significativement plus élevé que
le taux de la substitution complémentaire. De méme, on a G — A > C — T,
mais la différence des deux taux est plus faible pour cette deuxiéme substitution
(Green et al., 2003). Une analyse plus détaillee a permis de confirmer que les
transversions sont également asymétriques par rapport aux deux brins d’ADN
(Hwang et Green, 2004), comme prédit par Touchon et al. (2003).

L’étude de Hwang et Green (2004) est innovante, car elle propose un modéle
d’évolution des séquences d’ADN qui prend en compte la nature des nucléotides
voisins en 5’ et 3'. Le contexte nucléotidique influence non seulement les taux de
substitution, mais également leur niveau d’asymétrie par rapport aux deux brins.
Ainsi, pour les substitutions de A — G, 'asymétrie dans les régions transcrites
est la plus forte lorsque les deux nucléotides voisins sur le brin codant sont des T’
(cf. figure 3.2, Hwang et Green (2004)).
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calculés toujours par rapport au brin codant. En gris foncé : taux de
substitution de A — G. En gris clair : taux de substitution de T" —
C. La comparaison se fait entre substitutions complémentaires dans des
contextes complémentaires ; par exemple A — G dans le contexte 5" —
ANC — 3’ est comparée avec T' — C dans le contexte 5’ — GNT — 3’ (la
base N représente la position ot intervient la substitution). Les contextes

qui pourraient se chevaucher avec des dinucléotides C'pG ont été exclus

de l'analyse.
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Asymeétrie de composition autour des origines de réplication

Les premiéres études qui ont discuté d’une possible association entre répli-
cation et biais de composition en bases, notamment 'article de Wu et Maeda
(1987), restent & ce jour controversées. Ces premiéres analyses se sont concentrées
sur l'origine de réplication présente dans la région de la $-globine. La composition
de cette région a permis de suggérer que dans le génome humain il n’existerait
pas d’asymétrie de substitution associée a la réplication (Bulmer, 1991; Francino
et Ochman, 2000). A ce jour, il est admis que l'origine voisine du géne de la
(-globine représente une exception par rapport a la tendance générale observée
dans le génome humain.

Plusieurs articles ont proposé que 'asymétrie de composition et sa variation
régionale observée dans le génome humain pourrait étre une conséquence la distri-
bution des origines de réplication le long des chromosomes (Shioiri et Takahata,
2001; Niu et al., 2003), mais la preuve indiscutable de 1’association entre répli-
cation et biais de composition a été donnée seulement en 2005, par Touchon et
al. En analysant la composition en bases autour de neuf origines de réplication
déterminées expérimentalement, les auteurs de cette étude ont démontré que les
skews nucléotidiques présentent des changements abruptes de signe autour des
origines (Touchon et al., 2005). Cette situation peut paraitre & premiére vue iden-
tique a celle rencontrée dans les génomes procaryotes, mais il existe une différence
fondamentale. Dans les chromosomes bactériens, ot le terminus de réplication se
trouve dans une zone bien déterminée, ’asymétrie de composition est relative-
ment homogéne le long du brin avancé et le long du brin tardif. Pour le génome
humain, le profil des biais de composition décroit linéairement entre deux ori-
gines de réplication consécutives. Ce profil est vraisemblablement le résultat de
phénomeénes de terminaison aléatoire de la réplication entre les deux origines, car
chez les eucaryotes il n’existe pas une zone de terminaison spécifique (Touchon
et al., 2005).

L’analyse des biais de composition a permis d’inférer la position de plus d’un
millier d’origines de réplication dans le génome humain, qui ont été confirmées ex-
périmentalement par la suite (Touchon et al., 2005; Huvet et al., 2007). Ce chiffre
parait effectivement impressionnant, mais il semblerait qu’il ne s’agit que de la
moiti¢ du nombre total d’origines de réplication du génome humain (Touchon
et al., 2005).

3.1.2 Influence du contexte nucléotidique sur le patron de

substitution

Les travaux de Hwang et Green (2004) ont permis de démontrer que 'asymé-
trie des substitutions est dépendante de la nature des nucléotides voisins en 5’
et 3’ (¢f. figure 3.2). En ce qui concerne 'asymétrie du patron d’évolution, cette
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démonstration de la dépendance du voisinage est effectivement la premiére. L’in-
fluence du contexte nucléotidique sur le patron de substitution a été par contre
mise en évidence bien avant 1’ére de la génomique.

L’étude pionniére dans ce domaine est vraisemblablement celle de Koch (1971).
En utilisant un systéme de réversion des mutations non-sens chez le bactériophage
T4, R. E. Koch a démontré que le taux de mutations du codon T'AG vers le codon
TGG était presque dix fois plus grand que le taux de changement TAA — TG A,
ce qui indique que la nature d’un nucléotide voisin (A ou G en 3’ sur le brin de
référence) a une forte influence sur le taux de mutation. Cette étude n’était pas
en mesure de donner des indications sur les processus cellulaires responsables de
ce biais de voisinage.

Influence du contexte sur la mutation spontanée

Dans les génomes de vertébrés, le taux de mutation spontanée peut étre in-
fluencé par le contexte nucléotidique, mais jusqu’a présent le seul exemple do-
cumenté est représenté par I’hypermutabilité des dinucléotides C'pG. Cette hy-
permutabilité peut s’expliquer par la méthylation de la cytosine dans le contexte
CpG (Ehrlich et Yang, 1981), qui est suivie par la désamination en thymine (Dun-
can et Miller, 1980).

Influence du contexte sur la précision de la réplication

L’influence du contexte nucléotidique sur le taux de mutation semble étre liée
a la précision d’incorporation des nucléotides au moment de la réplication de
I’ADN. Ainsi, il semblerait que lors de la synthése d’un nouveau brin par 'ADN
polymérase I d’Escherichia coli, le taux d’erreur est affecté par la stabilité de
la double hélice d’ADN au niveau des paires de bases voisines (Patten et al.,
1984). Lorsque les paires de nucléotides voisines sont des paires G - C, donc a
forte stabilité, le taux d’erreur d’incorporation de nucléotides est plus fort que
lorsque les paires voisines sont A - T (Patten et al., 1984).

La stabilité des paires de nucléotides ne semble pas étre le seul facteur qui
joue dans le taux d’incorporation erronée lors de la réplication de 'ADN. Pour
la polymérase a de Drosophila melanogaster, ainsi que pour la polymérase du
bactériophage T4, le taux d’erreur est plus fort lorsque le nucléotide voisin est
une pyrimidine sur le brin nouvellement synthétisé (Pless et Bessman, 1983; Men-
delman et al., 1989).
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3.2 Questions posées

Influence du contexte sur l’efficacité de réparation des mésappariements

Le mécanisme de réparation des mésappariements est également influencé par
le contexte nucléotidique. Ainsi, il semblerait que chez E. coli la réparation est
plus efficace lorsque les nucléotides voisins sont des paires G - C, ce qui suggére
que la stabilité de la double hélice autour du mésappariement est importante
pour la réparation (Radman et Wagner, 1986; Jones et al., 1987). Chez I'’homme,
le mécanisme de réparation est également dépendent du contexte. Notamment, il
a été démontré que la répartion des mésappariements G - T peut-étre jusqu’a 12
fois plus efficace lorsque le nucléotide voisin en 5’ est un C, dans le contexte CpG
(Ullah et al., 1996). Cela suggére que l’enzyme responsable de la réparation (la
thymine ADN-glycosylase) s’est adaptée pour répondre a I'hypermutabilité des
dinucléotides C'pG chez les vertébrés (Ullah et al., 1996).

FEtudes in silico

Ces études expérimentales qui montrent une influence du contexte sur le taux
de mutation ont été confirmées ultérieurement par des approches de génomique
comparative in silico. Ainsi, 'analyse des patrons de substitution dans des sé-
quences de pseudogénes de primates a mis en évidence I'existence d’un fort effet
de voisinage, qui est plus fort pour, mais n’est pas restreint aux dinucléotides
CpG (Blake et al., 1992; Hess et al., 1994). Les taux de substitution semblent
étre plus élevés dans les contextes qui présentent une alternance 5’ purine - pyri-
midine - purine 3', par rapport aux suites de pyrimidines (Blake et al., 1992).

La dépendance du contexte semble étre trés variable selon ’espéce et le type
de génome étudié. Par exemple, I'effet du voisinage dans les génomes des chloro-
plastes semble étre particuliérement fort sur le rapport transitions/transversion.
Notamment, lorsque les paires de bases voisines sont des A - T, le taux de trans-
version est plus fort que le taux de transitions, alors que le rapport est inversé
quand les nucléotides voisins sont des paires C'- G (Morton et Clegg, 1995).

Ces études in silico ont été réalisées sur des séquences génomiques susceptibles
d’évoluer de maniére neutre (pseudogénes, régions intergéniques). Il est donc vrai-
semblable que le processus évolutif & l'origine des effets de voisinage soit neutre.
Cependant, il n’est pas possible de discriminer entre biais de mutation ou de
réparation en utilisant ce type d’approche.

3.2 Questions posées

Le point de départ de notre étude est 'article de Hwang et Green (2004), qui
a démontré que les substitutions asymétriques associées au mécanisme de trans-
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cription sont influencées par les nucléotides voisins en 5" et 3. Cette observation
nous conduit & poser plusieurs questions.

Tout d’abord, quel est le mécanisme & 1'origine de I'asymétrie de composition
en bases dans les régions transcrites 7 Nous nous intéresserons ici uniquement aux
introns, et plus particuliérement aux parties centrales de ces derniers (cf. Maté-
riel et méthodes). Comme discuté précédemment, pour ces régions la présence de
motifs fonctionnels associés a I'épissage devrait étre négligeable; nous suppose-
rons par la suite qu’a l'origine de I'asymétrie de composition observée dans ces
régions se trouvent des processus évolutifs neutres, associés a la transcription.
Mais s’agit-il d’un biais de mutation ou d’un biais de réparation ? Et comment
pourrait-on interpréter I'influence du contexte nucléotidique sur ’asymétrie des
substitutions & la lumiére de ces deux hypothéses ? Un des objectifs de ce chapitre
sera donc de déterminer lequel des deux mécanismes (mutation ou réparation) est
le plus vraisemblable pour expliquer 'asymétrie de substitution observée, ainsi
que sa dépendance du contexte.

Ensuite, existe-t-il une dépendance de contexte pour les substitutions asy-
métriques associées a la réplication? Des travaux récents ont montré que les
transitions A — G et T' — C, dont I'asymétrie est trés forte dans les régions
transcrites (Green et al., 2003), sont aussi trés asymétriques sur les brins avancé
et tardif pour la réplication (Duquenne et al., 2007). Il n’est cependant pas en-
core connu si le voisinage peut influencer 'intensité de 'asymétrie. L’existence
(ou non) d’un effet de contexte pourrait fournir des informations importantes sur
la nature des mécanismes qui sont a l'origine de ces patrons de substitution.

3.3 Effets de voisinage sur ’asymétrie de substitution as-

sociée & la transcription

3.3.1 La transcription est la cause de ’asymétrie du patron
de substitution

Nous avons remarqué précédemment (cf. figure 3.1) que I'asymeétrie de compo-
sition augmente avec le niveau d’expression, ce qui confirme que la transcription
est la cause du biais de composition. Il est possible d’appliquer le méme raisonne-
ment pour ’asymétrie des substitutions. Par exemple, nous pouvons remarquer
que la différence des taux de substitution (A — G) — (T' — C') augmente avec le
nombre de tissus dans lesquels le géne est exprimé (cf. figure 3.3). Par conséquent,
nous ne pouvons pas rejeter ’hypothése que 'expression des génes est la cause
de 'asymeétrie de cette substitution.

Par contre, pour la différence des taux de substitution (C' — 7') — (G — A), la
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3.3 Effets de voisinage sur 'asymétrie de substitution associée a la transcription

corrélation avec le niveau de transcription n’est pas trés forte. Le niveau d’expres-
sion n’explique que 1 % de la variabilité de cette mesure d’asymétrie. (Nota bene :
Les taux de substitution présentés ici concernent uniquement les sites non-CpG,
cf. Matériel et méthodes.) La transcription semble donc avoir trés peu d’effet sur
I’asymétrie de la transition C' — T. Pour la suite, nous discuterons uniquement
des substitutions A — G et T — C.

A->G -T—>C C->T - G—>A
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F1G. 3.3 — Différence des taux de substitution (A — G) — (T — C) (a gauche)
et (C — T)— (G — A) (a droite) en fonction du nombre de tissus dans lesquels

le géne est exprimé. Les taux de substitution sont calculés toujours par rapport

au brin codant du géne.

3.3.2 Comment distinguer entre mutation et réparation?

La variation des patrons de substitution asymétriques en fonction du niveau
de transcription pourrait fournir des éléments de réponse a notre premiére ques-
tion. Sous I'hypothése que I'asymétrie de composition est générée par un taux
plus fort de mutation sur le brin codant, nous devrions observer une augmenta-
tion du taux de substitution avec le niveau d’expression. Si par contre ’asymétrie
de composition est créée par un biais de réparation, nous devrions voir une di-
minution du taux de substitution avec le niveau d’expression (cf. figure 3.4). Ce
raisonnement a été utilisé par Beletskii et Bhagwat (1996) pour démontrer que
la transcription augmente le taux de mutations de C' — T chez E. coli.

Si I'on dispose d’estimations des taux de mutations qui ont effectivement lieu
sur chaque brin, ce type de raisonnement permet d’identifier avec précision le
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Biais de mutation associé a la transcription Biais de réparation associé a la transcription
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FiG. 3.4 — Exemple théorique de variation attendue des taux de substitution
en fonction du niveau d’expression, dans le cas d’un biais de mutation associé
a la transcription (a gauche) et dans le cas d’un biais de réparation associé a
la transcription (a droite). Cet exemple est valable pour le cas ot I'on connait
sur quel brin ont lieu les mutations. Le tracé bleu représente les mutations qui
ont lieu sur le brin codant, le tracé rouge représente les mutations qui ont lieu

sur le brin matrice.

mécanisme a l'origine de 'asymétrie. Par exemple, si 'on peut dire que le taux de
mutation de C' — T sur le brin codant augmente avec le niveau d’expression, alors
que le méme taux de mutation reste constant sur le brin matrice, nous pouvons en
déduire qu’il s’agit en effet d’une plus grande mutabilité de la cytosine sur le brin
codant. De méme, si nous remarquons que le taux de mutation de A — G sur le
brin codant reste constant, alors que sur le brin matrice il diminue avec le niveau
d’expression, nous pouvons conclure que les mutations A — G sont sujettes & un
mécanisme de réparation couplée a la transcription sur le brin matrice.

Malheureusement, les estimations des taux de mutation spécifiques de chaque
brin peuvent seulement étre obtenues expérimentalement. Lorsque le patron de
substitution est inféré in silico avec une approche comparative, il n’est pas pos-
sible de déterminer sur quel brin ont eu lieu les mutations. Une substitution
A — G wvue du brin codant peut en effet étre une substitution 7" — C' qui a eu
lieu sur le brin matrice. La variation des taux de substitution avec le patron d’ex-
pression pourra quand méme nous donner des informations sur les mécanismes
responsables de 'asymétrie, si 'on fait des hypothéses simplificatrices. Ainsi,
pour la suite nous allons supposer que s’il y a un biais de réparation associé a
la transcription, la réparation se fera préférentiellement sur le brin matrice. De
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méme, nous admettons que si la transcription induit une augmentation du taux
de mutation, cette augmentation se fera sur le brin codant. Ces hypothéses sim-
plificatrices sont réalistes, car en accord avec nos connaissances actuelles (Mellon
et al., 1987; Beletskii et Bhagwat, 1996).

Biais de mutation associé a la transcription Biais de réparation associé a la transcription
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F1G. 3.5 — Exemple théorique de variation attendue des taux de substitution
en fonction du niveau d’expression, dans le cas d’un biais de mutation associé
a la transcription (a gauche) et dans le cas d’un biais de réparation associé a la
transcription (a droite). Dans cette situation, nous ne savons pas sur quel brin

ont réellement lieu les mutations. Les substitutions sont calculées par rapport

au brin codant.

Avec ces hypothéses simplificatrices, nous pouvons interpréter la variation
des taux de substitution en fonction du niveau d’expression en terme de biais
de mutation ou de réparation. Prenons ’exemple hypothétique présenté dans la
figure 3.5. Dans le premier graphique, le taux de substitution de X — Y calculé
par rapport au brin codant augmente avec le niveau d’expression. Dans cette
situation, nous concluons que la transcription entraine une plus forte mutabilité
des bases X sur le brin codant. Dans le deuxiéme graphique, le méme taux de
X — Y diminue avec le niveau d’expression. Nous en déduisons alors qu’il existe
un biais de réparation associé a la transcription, et que ce biais de réparation
affecte les bases X (complémentaires de X) sur le brin matrice.

Une question se pose : comment estimer le niveau d’expression des génes?
D’un point de vue évolutif, les biais de mutation ou de réparation couplés a la
transcription n’ont d’impact sur la composition des séquences que s’ils se pro-
duisent dans la lignée germinale. Idéalement, il faudrait donc mesurer les niveaux
de transcription des génes dans les cellules de la lignée germinale. A ce jour,
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nous ne disposons pas d’informations quantitatives sur le niveau d’expression
des génes dans ces lignées. Nous avons décidé d’utiliser comme approximation
I’étendue d’expression des genes, c’est a dire le nombre de tissus dans lesquels ils
sont transcrits. Cette approximation n’est pas déraisonnable. En effet, les génes
tissu-spécifiques ne devraient étre exprimés dans la lignée germinale que de ma-
niére accidentelle, alors que les génes de ménage devraient étre transcrits & haut
niveau. Une discussion plus détaillée des implications que ce choix peut avoir sur
nos résultats sera donnée plus loin (c¢f. Discussion).

3.3.3 Variation de ’asymétrie de substitution en fonction

du patron d’expression

La figure 3.6 montre la variation des taux de substitution A — G et T" — C|
calculées par rapport au brin codant, avec le niveau d’expression des génes. Ces
substitutions sont calculées pour les sites non-CpG. Nous remarquons que les
deux taux diminuent avec le niveau d’expression, et que cette diminution est plus
forte pour le changement 7' — C.

On pGUt eXpliCiter (A - G)vuecodant = (A - G)codant =+ (T - C)matrice et
(T — C)ouecodant = (T — Ceodant + (A — G)matrice- Les deux mutations sur
le brin codant (A — G)codant €t (T — C)codgant S0it augmentent avec le niveau
de transcription, soit restent constantes, car nous savons que la réparation se
fait préférentiellement sur le brin matrice (Mellon et al., 1987). Puisque nous
observons une diminution de (A — G)yuecodant €t (T — C)yuecodant, il s’ensuit que
les deux taux de mutation (7" — C)parrice €t (A — G)matrice doivent diminuer
avec le niveau de transcription, ce qui indique qu’il y a réparation de ces deux
mutations. La diminution est plus forte pour (" — C)yuecodant- 1l existe deux
possibilités : soit la réparation de la mutation A — G est plus efficace que celle
de T" — C' sur le brin matrice, soit cette derniére est compensée par une plus forte
mutabilité de A — G sur le brin codant. L’explication la plus parcimonieuse est
la premiére, si 'on admet que la mutabilité est la méme pour (A — G)codant €t

(T - C) codant+
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Taux de substitution (brin codant)

A->G
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Taux de substitution (brin codant)

T->C
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F1a. 3.6 — Variation du taux de substitution de A — G et de T' — C en

fonction du nombre de tissus dans lesquels le géne est exprimé. Les taux de

substitution sont calculés toujours par rapport au brin codant du geéne.

Que se passe-t-il lorsque le contexte nucléotidique est pris en compte? La
figure 3.7 montre la variation des taux de substitution A — G dans le contexte
TNT et T'— C dans le contexte complémentaire AN A, calculées par rapport au
brin codant. Comme précédemment, nous avons :

(A = G)yateodant = (A = G)lams + (T — C)piiivice et
(T - C)fﬁé}dant = (T - C)?ozf}lﬁzt + (A - G)%]th;ice‘

La premiére substitution ne varie pas selon le niveau de transcription, alors que
la deuxiéme diminue trés fortement. Il y a donc forcément réparation pour la mu-
tation (A — G)matrice dans le contexte TNT. Pour les mutations (T — C)natrice
dans le contexte AN A, il y a deux possibilités : soit il n’y a pas de réparation,
soit cette réparation est contre-balancée par un plus fort taux de mutation de
A — G sur le brin codant.

De méme, lorsque 'on compare les substitutions A — G dans le contexte
ANA et T — C dans le contexte complémentaire TNT (cf. figure 3.8), avec le
méme raisonnement nous pouvons déduire qu’il y a forcément réparation pour la
mutation (A — G)pmatrice dans le contexte TNT'. La diminution (7" — C)yyecodant
dans le contexte AN A est plus forte que celle de (T — C)yyecodant dans le contexte
TNT (R? = 0.41 et R? = 0.17, pentes —0.39 * 10™* et —0.08 * 10~ respective-
ment). Il est donc possible que la réparation de la mutation A — G sur le brin
matrice soit plus efficace dans le contexte AN A que dans le contexte TNT.
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F1G. 3.7 — Variation du taux de substitution de A — G et de T' — C en fonction
du nombre de tissus dans lesquels le géne est exprimé, pour les contexte T'"NT
et ANA. Les taux de substitution sont calculés toujours par rapport au brin

codant du géne.

A—>G T->C
contexte ANA contexte TNT
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F1G. 3.8 — Variation du taux de substitution de A — G et de T' — C en fonction
du nombre de tissus dans lesquels le géne est exprimé, pour les contextes AN A

et TTNT. Les taux de substitution sont calculés toujours par rapport au brin

codant du géne.

Les résultats que nous avons obtenus pour 'ensemble des contextes sont dé-
crits dans le tableau 3.1.
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Substitution | Pente x10000 (p) | Substitution | Pente x10000 (p)
(A— G)ana 0.03 (0.418) (' — C)rnr | -0.08 (0.037)
(A— G)pyr | -0.03 (0.74) (T — C)ana | -0.39 (< 1079)
(A— Gane | -0.05(0.451) | (T — CO)anr | -0.25 (< 1072)
(A— G)anr | -0.24 (0.012) | (T — C)anc | -0.16 (0.063)
(A— Gane | -0.14 (0.003) | (T — C)enr | -0.19 (0.001)
(A— Genr | -0.28 (0.024) | (T — O)ang | -0.43 (0.004)
(A— G)anr | -0.08 (0.28) (T — C)anr | -0.36 (< 107%)
(A— Grya | -0.12(0.048) | (T — C)pna | -0.19 (< 1073)
(A— Gena | -0.19 (0.047) | (T — O)rng | -0.24 (< 1072)
(A— G)rye | -0.08 (0.26) (T — C)ena | -0.36 (< 107%)
(A— G)ene | -0.15(0.153) | (T — O)gne | -0.25 (0.008)
(A— Ggng | -0.14 (0.001) | (T — O)ene | -0.08 (0.122)
(A— Geng | -0.15 (0.178) | (T — C)ene | -0.09 (0.275)
(A— Ggne | -0.16 (0.119) | (T — C)ane | -0.23 (0.004)
(A— G)ana | -0.15(0.002) | (T — C)rne | -0.11 (0.008)
(A— G)rye | -0.21 (0.009) | (T — O)ana | -0.39 (< 1073)

TAB. 3.1 — Pente des régressions linéaires des taux de substitution en fonction
du nombre de tissus dans lesquels les génes sont exprimés. Les valeurs données
en parenthéses représentent les p-values du test de Student pour I’hypothése
nulle pente = 0. Les taux de substitution sont donnés par rapport au brin
codant. Nous remarquons que les pentes sont dans la grande majorité des cas
négatives, ou trés proches de 0. Nous n’observons jamais une augmentation
significative du taux de substitution avec le niveau d’expression, donc nous
ne pouvons pas conclure en faveur de la mutagénicité de la transcription, du
moins pour les substitutions étudiées ici. La pente de la régression linéaire du
taux de substitution en fonction du niveau d’expression varie en fonction du
contexte. Cela nous suggére que la réparation associée a la transcription peut
étre plus ou moins efficace selon la nature des nucléotides voisins en 5’ et en
3'. Dans ce tableau, nous avons représenté tous les contextes possibles. Il faut
noter cependant que certains d’entre eux chevauchent des dinucléotides CpG ;

dans ces cas-1a, il est possible que 'inférence par parcimonie soit erronée. Dans

le texte, nous discutons uniquement des contextes non-C'pG.
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Il faut remarquer que nos résultats ne soutiennent jamais que la transcrip-
tion est mutagéne (pour les changements A — G et T' — ('), car nous n’avons
pas réussi a mettre en évidence une augmentation du taux de substitution avec
le niveau d’expression. Cependant, dans ce cas-ci I’absence de preuve n’est pas
synonyme avec la preuve de ’absence. Comme expliqué précédemment, dans cha-
cune des situations il est possible d’imaginer un scénario moins parcimonieux qui
fait apparaitre en méme temps un biais mutationnel et un biais de réparation
associés a la transcription.

Sous I'hypothése simplificatrice que la transcription n’augmente pas les taux
de mutation de A — G et T — C, nos résultats nous permettent de discuter
de lefficacité de la réparation sur le brin matrice dans les différents contextes
nucléotidiques. De maniére générale, nous pouvons remarquer que la variation
du taux de substitution de T — C' (calculé par rapport au brin codant) avec le
niveau d’expression est plus forte que celle du taux de substitution de A — G
(¢f. figure 3.3, tableau 3.1). Cela suggére que la réparation des mutations A — G
sur le brin matrice pourrait étre plus efficace que celle des mutations T" — C.

Si 'on compare les pentes des régressions linéaires entre le taux de substitution
de A — G et le patron d’expression dans les différents contextes (cf. tableau 3.1),
nous pouvons conclure que l'efficacité de réparation des mutations 7" — C sur le
brin matrice est la plus faible pour le contexte TNT. De méme, en analysant les
variations des taux de T' — C avec le patron d’expression, nous pouvons dire que
I'efficacité de réparation de la mutation A — G semble étre la plus faible pour
les contextes ANA et GN A, et la plus forte pour les contextes TNC et TNT.

Nous concluons ici que la dépendance de voisinage observée pour les substi-
tutions asymétriques dans les régions transcrites pourrait étre due a 'impact du
contexte 5’ - 3’ sur efficacité de la réparation sur le brin matrice.

3.4 Effets de voisinage sur ’asymétrie de substitution as-

sociée a la réplication

L’asymétrie des substitutions A — G et T' — C' dans les régions transcrites
du génome humain a été mise en évidence pour la premiére fois par Green et al.
(2003). Les auteurs de cette étude avaient méme suggéré que cette propriété
du patron de substitution pourrait étre utilisée pour détecter ’orientation et
I’étendue des régions transcrites. Récemment, l'identification a grande échelle
des origines de réplication dans le génome humain (Huvet et al., 2007) a permis
de démontrer que cette idée n’est pas applicable, car la transition A — G est
également asymétrique entre le brin avancé et le brin tardif pour la réplication
(Duquenne et al., 2007).
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FiG. 3.9 — Asymétrie des substitutions A — G et T — C sur le brin
avancé pour la réplication, en fonction du contexte 5’ - 3'. Les contextes

qui pourraient se chevaucher avec des dinucléotides CpG ont été exclus

de I'analyse.

Dans les régions transcrites, I'intensité de ’asymétrie des substitutions A —
G et T — C est dépendante du contexte 5 - 3'. Il est donc pertinent de se
demander si les mémes effets de voisinage sont observés pour 'asymétrie associée
a la réplication. Pour répondre a cette question, nous avons analysé le patron de
substitution dans les régions voisines des origines de réplication déterminées par
Huvet et al. (2007).

Dans le génome humain, ’orientation des génes protéiques n’est pas aléatoire ;
il existe une forte tendance de co-orientation entre réplication et transcription
(Huvet et al., 2007). Cette co-orientation peut constituer un facteur confondant
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pour notre analyse. Pour éviter cela, nous avons effectué notre analyse uniquement
sur des régions intergéniques.

Les taux de substitution A — G et T" — C sur le brin avancé pour la ré-
plication sont présentés dans la figure 3.9. Nous remarquons que l'intensité de
I’asymétrie de ces deux substitutions est affectée par le contexte nucléotidique.
Dans le contexte TNT /AN A, les taux de substitution sont trés élevés, et le niveau
d’asymétrie est également trés fort, alors que dans le contexte GNA/TNC' la dif-
férence des deux taux de substitution est trés faible. Ces deux observations sont en
parfaite concordance avec les résultats obtenus pour les séquences transcrites (cf.
figures 3.9 et 3.2). De maniére générale, la variation des niveaux d’asymétrie en
fonction du contexte est trés similaire pour la réplication et pour la transcription
(avec peut-étre exception du contexte ANT', qui présente un faible niveau d’asy-
métrie pour la réplication, mais un fort niveau d’asymeétrie pour la transcription).

3.5 Superposition de deux facteurs : réplication et trans-

cription

Pourquoi cette similarité entre réplication et transcription ? La co-orientation
des deux processus pourrait répondre au moins en partie a cette question. Pour
I’analyse du patron de substitution sur le brin avancé nous avons étudié¢ uni-
quement des régions intergéniques, pour éviter la superposition des deux sources
d’asymétrie. Par contre, pour 'analyse des régions transcrites nous n’avons pas
fait de distinction entre génes codés sur le brin avancé et génes codés sur le brin
tardif. En effet, cette distinction est plus difficile & faire, d’une part parce que
nous ne connaissons pas les positions de toutes les origines de réplication dans
le génome humain, et d’autre part parce que la terminaison se fait de maniére
aléatoire.

Est-il possible que ’asymétrie de substitution que I’on observe dans les régions
transcrites soit en effet provoquée par la réplication, du fait de la co-orientation
des deux mécanismes 7 Nos résultats indiquent que 'asymétrie des substitutions
A — G et T — C augmente avec le niveau d’expression, ce qui suggére que la
transcription pourrait étre une cause directe de 'asymétrie. Mais la réplication
peut la-aussi étre un facteur confondant : en effet, dans le génome humain les
génes exprimés dans de nombreux tissus sont localisés préférentiellement au voi-
sinage des origines de réplication, alors que les génes tissu-spécifiques sont plus
¢loignés des origines (cf. figure 3.10, Huvet et al. (2007)).
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ORI ORI
Chrormatine ouverte : L § : <I>
précoce précoce
Déclenchement tardif
de la réplication
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= =t
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Etendue de l'expression
des génes

Crientation de Ia ||"‘ ‘ =l | | |
transcription TN — ; _"H

Qrganisation des

génes SRR s o i G — R DR

F1G. 3.10 — Organisation du génome humain autour des origines de répli-
cation. Les génes de ménage (qui sont exprimés dans de nombreux tissus)
sont localisés préférentiellement prés des origines. La plupart des génes
sont codés sur le brin avancé pour la réplication. D’aprés Huvet et al.
(2007).

Nous avons également démontré que les taux de substitution A — Get T — C
dans les régions transcrites ont tendance & diminuer avec le niveau d’expression
des génes, ce qui suggére que le mécanisme a ’origine de ’asymétrie pourrait étre
un biais de réparation couplée a la transcription.

Est-ce que la-aussi la position par rapport aux origines de réplication peut
étre un facteur confondant? Cette possibilité ne peut pas étre exclue. Cepen-
dant, il est difficile d’imaginer pourquoi le mécanisme de réplication de 'ADN
aurait comme conséquence la diminution du taux de mutation au voisinage des
origines. De méme, il est peu probable que la diminution des taux de substitution
soit due a des processus sélectifs, car les séquences que nous étudions sont sous
faible contrainte (introns et régions intergéniques).

Les effets confondants dus a la co-orientation de la réplication et de la trans-
cription mis a part, il est possible que la similarité entre les patrons de substitution
asymétrique engendrés par les deux processus ait des causes biologiques réelles.
L’hypothése qui nous parait la plus vraisemblable pour expliquer 'asymétrie as-
sociée a la transcription est I'existence d’un biais de réparation spécifique au brin
matrice. Il est tout aussi possible que 'asymétrie de substitution associée a la
réplication soit la conséquence d’un biais de réparation. Par exemple, Radman
(1998) avait suggéré que la réparation du brin tardif pourrait se faire avec plus
d’efficacité, du fait de la synthése discontinue de ce brin - car la machinerie de
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réparation nécessite la présence de cassures les deux brins d’ADN.

3.6 Discussion

Pour réaliser les analyses présentées dans ce chapitre, nous avons posé plu-
sieurs hypothéses simplificatrices. Nous discuterons ci-dessous des arguments qui
peuvent étre amenés pour ou contre chacune de ces hypothéses, ainsi que de
I'impact que leur inexactitude pourrait avoir sur nos résultats.

3.6.1 Distinction entre processus évolutifs neutres et sélec-
tifs

Dans cette analyse, nous avons supposé que les substitutions asymétriques ob-
servées dans les régions centrales des introns sont dues a des processus évolutifs
neutres, tels que des biais de mutation ou de réparation associés a la transcription.
Avant de faire cette hypothése simplificatrice, nous avons supprimé de I'analyse
les séquences introniques qui sont le plus susceptibles de contenir des éléments
fonctionnels pour I’épissage. Les extremités des introns sont connues pour conte-
nir de telles séquences fonctionnelles (Black, 2003) ; par conséquent, nous avons
décidé d’enlever de I'étude les fragments de 500 paires de bases situés a chaque
extremité des introns. La taille des fragments & supprimer a été choisie sur la base
des résultats présentés par Touchon et al. (2003). Il faut noter que les connais-
sances actuelles sur les éléments fonctionnels impliqués dans 1’épissage rendent
possible une analyse plus fine (Yeo et al. (2007), L. D. Hurst, communication
personnelle).

Méme en ayant pris ces précautions, il faut noter que nous n’avons pas la ga-
rantie absolue que I'asymétrie des substitutions est rééllement due a un processus
neutre. Il est en effet possible d’imaginer un scénario purement sélectif, selon le-
quel 'asymétrie de composition des introns serait avantageuse car elle pourrait
permettre la discrimination entre exons et introns au cours de I’épissage (hypo-
thése suggérée par Zhang et al. (2008), par exemple). L’analyse des patrons de
substitutions n’est pas suffisante pour écarter ce type de scénario. La solution qui
nous parait la plus adéquate pour résoudre ce probléme est d’analyser de maniére
simultanée le patron de polymorphisme et celui de substitution. En effet, si des
processus neutres sont a l'origine de ’asymétrie de composition, cela devrait se
voir dans le patron de polymorphisme : les mutations de A — G devraient étre
plus fréquentes que celles de T' — C', par exemple. Si par contre I'asymétrie est
exclusivement générée par des processus sélectifs, cela devrait se réfléter unique-
ment dans la probabilité de fixation de mutations, et non pas dans leur fréquence
d’apparition. Les données de polymorphisme actuellement disponibles pour le gé-
nome humain (The International HapMap Consortium, 2007) vont permettre de
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réaliser cette analyse, que nous présentons comme une perspective de ce travail.

3.6.2 Niveaux d’expression des génes dans la lignée germi-
nale

Une autre hypothése forte que nous avons posée ici est que ’étendue d’expres-
sion des génes peut étre utilisée comme approximation de leur taux d’expression
dans la lignée germinale. Cette hypothése simplificatrice a été souvent utilisée
dans la littérature (voir par exemple Duret (2002); Lercher et al. (2004)), et elle
peut étre justifiée grace a plusieurs arguments.

Tout d’abord, il parait raisonnable de supposer que les génes tissu-spécifiques
ne sont pas exprimés dans la lignée germinale, alors que les génes de ménage (qui
sont exprimés dans tous les tissus) devraient 1’étre. Une confirmation de cette
intuition vient de l’analyse des génes qui produisent des retropseudogénes (et qui
sont donc a fortiori exprimés dans la lignée germinale) dans le génome humain :
ces génes-la sont en général exprimés dans de nombreux tissus (Gongalves et al.,
2000). Cependant, il faut noter qu’il existe des preuves en faveur d’'un phénomeéne
de “hypertranscription” (qui toucherait presque tous les génes, y compris ceux
tissu-spécifiques) dans la lignée germinale méale (Schmidt, 1996; Kleene, 2001).

Il faut également remarquer que pour la question qui nous intéresse ici il est
important d’analyser une mesure d’expression des génes qui soit relativement
stable dans le temps. En effet, pour qu’il existe une corrélation entre le niveau
d’expression des génes et les biais mutationnels provoqués par la transcription, ce
niveau d’expression doit rester suffisamment stable dans le temps pour permettre
I’accumulation graduelle des mutations. Or, des études récentes indiquent que
le taux d’expression évolue & une vitesse importante : ainsi, il existe une forte
divergence de niveau d’expression entre I’lhomme et le chimpanzé, bien que la sé-
paration de ces deux espéces soit relativement récente (Khaitovich et al., 2006).
La vitesse d’évolution du niveau d’expression des génes semble étre particuliére-
ment élevée pour la lignée germinale male, peut-étre a cause de facteurs comme
la compétition entre spermatozoides (Khaitovich et al., 2006). Par opposition,
I’étendue d’expression des génes nous parait intuitivement plus stable d’un point
de vue évolutif. A ce jour, nous ne connaissons pas d’étude qui s’intéresse a la
stabilité évolutive de I'étendue de 'expression ; cet argument intuitif est donc a
prendre avec précaution.

3.6.3 La distinction entre réplication et transcription est-
elle possible ?

Comme discuté précédemment, la co-orientation entre réplication et transcrip-
tion et la distribution des génes de ménage le long des domaines de réplication
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sont d’importants facteurs confondants pour nos analyses. La séparation des ef-
fets de la réplication et de la transcription est difficile, sinon impossible a faire
(du moins pour I'instant). A I’heure actuelle, nous ne disposons pas de données
expérimentales a I’échelle du génome entier pour les positions des origines de ré-
plication. L’inférence in silico des positions des origines de réplication représente
certes une avancée importante dans ce sens, mais elle ne permet pas a ce jour
d’identifier la totalité des origines de réplication du génome humain (Touchon
et al., 2005; Huvet et al., 2007). Lorsque les origines de réplication seront dé-
terminées expérimentalement, il sera important de réexaminer I'organisation des
génes protéiques par rapport a leurs positions. Si les phénoménes de co-orientation
entre réplication et transcription et la distribution biaisée des génes autour des
origines sont valables & 1’échelle du génome entier, le découplage entre les deux
sources d’asymétrie sera impossible.

A la lumiére de ces réflections, il est important de noter explicitement que
’hypothése que nous proposons pour expliquer asymétrie des substitutions (et la
dépendance du contexte), c’est a dire I'existence d’un biais de réparation associée
a la transcription, n’est qu’'une hypothése parmi d’autres possibles.

3.6.4 D’autres facteurs confondants potentiels

Il peut paraitre surprenant que cette analyse qui porte sur la variabilité des
patrons de substitutions dans le génome humain ne fasse pas mention de I'impact
de la recombinaison, ou de celui du taux de G et C local. En effet, ces deux facteurs
sont connus pour avoir une forte influence sur les patrons (et sur les taux) de
substitution (Duret et Arndt, 2008). La raison pour laquelle nous n’en avons pas
discuté est simple : nous nous intéressons ici spécifiquement a ’asymétrie des
substitutions. Pour cette question particuliére, il est clair que le taux de G et
C local ne peut pas influencer nos résultats : en effet, le taux de G et C est
une mesure de composition intrinséquement symétrique par rapport aux deux
brins d’ADN, et donc il devrait avoir le méme impact sur les deux changements
complémentaires que nous étudions.

L’influence du taux de recombinaison sur l'asymétrie des substitutions est
plus difficile & évaluer : certains auteurs ont évoqué la possibilité que la conver-
sion génique biaisée soit asymétrique par rapport aux deux brins d’ADN dans
les régions transcrites (Webster et Smith, 2004). Cependant, le mécanisme bio-
logique & travers lequel pourrait avoir lieu cette conversion génique asymétrique
n’est pour l'instant qu’une spéculation. Il faut également noter que cette étude
reposait sur des données assez partielles, et ses conclusions devraient étre rééva-
luées a la lumiére des informations que nous avons & ce jour, notamment par
I’analyse les données de polymorphisme a I’échelle du génome entier. Par souci

.....

de la recombinaison sur ’asymétrie de substitution. Nous considérons toutefois
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qu’il sera nécessaire d’en discuter dans une future étude plus détaillée.

3.7 Conclusion et perspectives

L’analyse de la variation des taux de substitution en fonction du patron d’ex-
pression des génes nous permet de suggérer que I’'asymétrie des taux de transition
A — G et T'— C dans les régions transcrites pourrait étre due & un mécanisme
de réparation couplée a la transcription. Nous avons également démontré que
I’asymétrie de substitution associée a la réplication est dépendante du contexte
nucléotidique. De plus, cette dépendance de contexte est trés similaire & celle que
I’on observe dans les régions transcrites. Ces résultats nous conduisent & proposer
que 'asymétrie des substitutions A — G et T' — C pourrait étre provoquée par
un mécanisme de réparation brin - spécifique, aussi bien pour la transcription
que pour la réplication. Nos résultats sont également en faveur d’une influence
directe du contexte nucléotidique 5" - 3’ sur lefficacité de la réparation de ’ADN.

Pour réaliser cette étude, nous avons été amenés a poser plusieurs hypothéses
simplificatrices. Notamment, nous avons admis que le nombre de tissus soma-
tiques dans lesquels un géne est exprimé est une bonne approximation de son
niveau d’expression dans la lignée germinale. Il serait sans doute intéressant de
valider cette analyse lorsque des estimations expérimentales directes seront dis-
ponibles pour 'expression dans la lignée germinale.

Dans ce chapitre nous avons étudié I'influence du contexte immédiat (nature
des nucléotides voisins en 5 et 3') sur les patrons de substitutions asymétriques.
Cependant, 'influence du contexte sur les patrons de substitution n’est pas res-
treinte aux seuls nucléotides voisins, mais s’étend sur une région plus large. Dans
le chapitre suivant, nous nous intéresserons a l'effet de la composition locale en
nucléotides sur le patron de substitution.

3.8 Matériel et méthodes

3.8.1 Données génomiques et alignements de séquence

Les génomes étudiés ici correspondent aux assemblages hgl8, panTro2 et
rheMac2 de 'homme, du chimpanzé et du macaque, respectivement. Les an-
notations des génes protéiques ont été extraites d’Ensembl, version 49. Les ali-
gnements entre les trois espéces correspondant aux introns ont été extraits en
utilisant les interfaces de requéte Galaxy (Giardine et al., 2005) et Génomicro
(V. Lombard et L. Duret, communication personnelle). Les calculs des taux de
substitutions asymétriques ont été réalisés uniquement sur la région centrale des
introns ; nous avons supprimé les 500 paires de bases a chaque extrémité des in-
trons. Nous avons choisi la taille des fragments a éliminer en nous basant sur
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les résultats présentés par Touchon et al. (2004), qui suggérent que dans le gé-
nome humain "asymétrie de composition directement déterminée par les signaux
d’épissage s’étend sur environ 500 pb.

3.8.2 Données d’expression

Nous avons utilisé les données d’expression obtenues avec la méthode SAGE
(Velculescu et al., 1995), disponibles dans la banque de données “Human Can-
cer Anatomy Project” (http://cgap.nci.nih.gov/SAGE). Nous avons extrait ici
uniquement les bibliothéques correspondant aux tissus normaux (par opposition
aux tissus cancéreux), qui contiennent plus de 20000 étiquettes. Nous disposons
ainsi de 100 bibliothéques, correspondant & 26 tissus. Un géne est considéré étre
exprimé dans un tissu, si I’étiquette correspondante est présente dans au moins
une bibliothéque associée a ce tissu, quelle que soit sa fréquence observée.

Nombre de tissus | Génes || Nombre de tissus | Génes

0 492 14 468
1 597 15 504
2 588 16 524
3 629 17 494
4 585 18 450
D 597 19 470
6 572 20 453
7 520 21 489
8 554 22 472
9 539 23 381
10 490 24 415
11 488 25 377
12 466 26 521
13 519

TAB. 3.2 — Distribution des patrons d’expression des génes dans les biblio-

theques SAGE.

Cette banque de données donne la correspondance entre chaque étiquette
SAGE et un identifiant UniGene. Pour chaque géne protéique, nous avons extrait
son identifiant UniGene en balayant les annotations fournies par Ensembl, version
49. Le jeu de données est constitué de 13654 génes pour lesquels un identifiant
UniGene et une étiquette SAGE est disponibles. Pour tracer les graphiques des
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taux de substitution en fonction du patron d’expression, les substitutions ont été
regroupées pour les génes qui sont exprimés dans un méme nombre de tissus.

3.8.3 Origines de réplication

Les positions des origines de réplication utilisées ici sont celles publiées par Hu-
vet et al. (2007). Puisque dans le génome humain la terminaison de la réplication
semble avoir lieu de maniére aléatoire, la définition des fragments correspondant
aux brins avancé et tardif n’est pas triviale. Nous avons décidé de restreindre
notre étude aux régions qui se trouvent dans le voisinage immédiat des origines
de réplication, pour avoir plus de confiance dans la définition des brins avancé et
tardif. Ainsi, nous considérons que les fragments de 20 kilobases qui se trouvent
en 5’ des origines correspondent au brin tardif, et que les fragments de méme taille
en 3’ des origines correspondent au brin avancé. Pour éviter que I'asymétrie de
substitution associée a la transcription ne soit un facteur confondant, nous avons
restreint notre jeu de données aux origines de réplication qui se trouvent dans
des régions intergéniques, a une distance d’au moins 50 kilobases par rapport au
plus proche géne. Avec cette restriction, le jeu de données analysé est restreint a
170 origines de réplication.

Ces coordonnées sont données par rapport a ’assemblage hgl7 du génome
humain. Les annotations des génes protéiques pour cette version du génome ont
été extraites de la banque Ensembl, version 37. Pour l'inférence des substitu-
tions, nous avons utilisé les alignements entre les assemblages hgl7, panTrol et
rheMacl, extraits de la base de données Génomicro, version 1 (V. Lombard et
L. Duret, communication personnelle).

3.8.4 Inférence des patrons de substitution

L’inférence des patrons de substitution a été faite avec une méthode de parci-
monie, comme décrit par Meunier et Duret (2004). Le contexte nucléotidique des
substitutions est pris en compte. Pour compter une substitution dans un contexte
XNY, il faut que les trois bases en 5’ de 'homme, du chimpanzé et du macaque
soient égales & X, et de méme pour les trois bases voisines en 3'. Les sites CpG
sont définis par les voisinages CNY et X NG'; les sites non-C'pG sont ceux pour
lesquels X # C et Y # (. Les taux de substitution présentés dans les graphiques
sont ceux des sites non-C'pG. Les taux de substitution dans les régions transcrites
sont calculés toujours par rapport au brin codant du gene. Pour ’étude des ori-
gines de réplication, le calcul est fait par rapport au brin avancé. Les éléments
répétés sont masqués lors de I'inférence des substitutions.
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Chapitre 4

Patrons d’évolution asymétrique

dans les séquences répétées

4.1 Introduction

La relation entre le patron de substitution et la composition en nucléotides
d’une séquence d’ADN peut étre facilement comprise comme une relation unidi-
rectionnelle, de type cause-effet. La variation régionale dans le patron de substi-
tution, par exemple comme une conséquence de la variation du niveau de recom-
binaison le long des chromosomes, peut produire une variation régionale similaire
dans la composition en nucléotides (Meunier et Duret, 2004).

Il est certes moins intuitif, mais tout aussi correct, que la composition locale
en nucléotides peut également avoir un effet direct sur le patron de substitution.
A une échelle fine, la nature des nucléotides voisins en 5 et 3’ a une influence
importante sur le patron de substitution ponctuelle (¢f. chapitre 3). A une plus
grande échelle, nous savons a ce jour que le patron de substitution peut étre
influencé par le contenu en guanine et cytosine dans la région avoisinante. Ainsi,
Pefficacité de la réparation des mésappariements semble étre plus grande dans les
régions riches en guanine et cytosine, peut-étre a cause de la plus grande stabilité
de la double hélice dans ces zones (Radman et Wagner, 1986; Jones et al., 1987).

On a également proposé que le contenu local en G et C pourrait affecter le
taux de mutation spontanée de la cytosine (Fryxell et Zuckerkandl, 2000), et 1’ex-
plication invoquée est aussi en rapport avec la stabilité de la double hélice.

La molécule d’ADN est une structure trés dynamique. Les liaisons hydrogéne
qui assurent 'appariement des deux brins sont dissociées localement, pour per-
mettre le déroulement des processus tels que la réplication et la transcription.
Cette dénaturation de 'ADN peut aussi se faire spontanément, par le mécanisme
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qui est appelé “respiration” de ’ADN (Fryxell et Zuckerkandl, 2000). Les régions
a fort taux de guanine et cytosine sont moins susceptibles & la dénaturation, car
I’appariement de ces nucléotides se fait par trois liaisons hydrogéne, au lieu de
deux pour 'adénine et la thymine. Nous savons également que la plupart des
mutations de C' — T interviennent & cause du phénoméne de désamination de
la cytosine, qui arrive trés fréquemment sur les molécules d’ADN a I’état simple
brin (Frederico et al., 1990). Il s’ensuit que les régions riches en G et C devraient
présenter un plus faible taux de désamination de la cytosine (et donc de muta-
tions de C' — T'), car elles se trouvent moins souvent a 1’état simple brin que les
régions riches en A et T (Fryxell et Zuckerkandl, 2000). C’est effectivement ce
que l’on observe dans le génome humain (cf. figure 4.1).
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F1G. 4.1 — Variation du taux de substitution de C' — T selon le contenu local
en G et C. A gauche : le taux de substitution hors des sites CpG, a droite : le
taux de substitution dans les dinucléotides C'pG. D’aprés Arndt et al. (2005).

La variabilité régionale des taux de substitution et la corrélation avec la com-
position en nucléotides sont des sujets qui ont été étudiés de maniére intensive
au cours des derniéres années (Smith et al., 2002; Meunier et Duret, 2004; Arndt
et al., 2005; Duret et Arndt, 2008). Il faut cependant remarquer que ces études
se sont intéressées uniquement & la relation entre le taux de G et C des séquences
et le patron de substitution. Or, la conformation de la molécule d’ADN, qui peut
influencer son mode d’évolution, n’est pas influencée uniquement par le contenu
en guanine et cytosine. La complexité de la séquence peut également avoir un
impact sur sa structure tridimensionnelle.

Les génomes eucaryotes sont parsemés de séquences répétées de trés faible
complexité, et qui possédent une composition en nucléotides extrémement biai-
sée : les microsatellites. Ces séquences sont connues pour générer des confor-
mations inhabituelles de ’ADN, notamment des hélices de type Z (Hamada et
Kakunaga, 1982). Pour mieux comprendre U'influence de la composition locale en
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nucléotides sur le processus évolutifs, il serait intéressant de déterminer quel est le
mode d’évolution des microsatelllites. C’est a cette question que nous essayerons
de répondre dans le présent chapitre.

4.1.1 Les microsatellites : des séquences & composition ex-
tréme

Les microsatellites sont des répétitions en tandem d’un court motif (entre 1 et
6 nucléotides). Par exemple, les séquences AAAAAAAAAAA et ACACACACAC
peuvent étre appelées des microsatellites, la premiére étant la répétition d’un mo-
tif A et la deuxiéme étant la répétition d’un motif AC. On dit que ces séquences
sont a trés faible complexité, car leur structure est en effet trés réguliére, et elles
sont aussi caractérisées par une composition en nucléotides qui est trés biaisée.

Ce type de séquence répétée a été découvert il y a presque 30 ans (Hamada et
Kakunaga, 1982), et il est vite devenu évident que les microsatellites sont présents
de maniére ubiquitaire dans les génomes eucaryotes (Hamada et al., 1982; Tautz
et Renz, 1984). Les microsatellites sont aujourd’hui trés bien connus, et cela pour
une raison pratique : ces séquences sont trés fréquemment utilisées en tant que
marqueur moléculaire pour des études de génétique.
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F1G. 4.2 — Schéma décrivant le glissement de PADN polymérase au moment

de la réplication des séquences répétées.

La caractéristique des microsatellites qui les rend trés utiles en tant que mar-
queur moléculaire est le niveau élevé de variabilité de longueur qu’ils présentent.
Par conséquence, le mode d’évolution de la longueur des microsatellites a été trés
bien étudié, aussi bien de maniére expérimentale que d’un point de vue théorique
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(¢f. Schlotterer (2000); Ellegren (2004); Buschiazzo et Gemmell (2006) pour re-
vue). Il est maintenant admis que la principale source des mutations qui affectent
la longueur des microsatellites est le mécanisme de glissement de la polymérase au
moment de la réplication (cf. figure 4.2), qui a fréquemment comme conséquence
l'apparition d’insertion ou de délétions dans les séquences répétées (Streisinger
et al., 1966; Levinson et Gutman, 1987).

4.1.2 Mutations ponctuelles dans les microsatellites

Les modéles couramment acceptés pour ’évolution des microsatellites sont
fondés sur I’équilibre de deux mécanismes évolutifs : les événements de glissement
de polymérase au moment de la réplication, ainsi que des mutations ponctuelles
des nucléotides (Kruglyak et al., 1998). Si le premier processus a été étudié de ma-
niére exhaustive au cours des derniéres années, a ce jour la connaissance du patron
de mutation ponctuelle dans les microsatellites reste trés incompléte. Pourtant,
des microsatellites qui présentent des changements ponctuels de nucléotides ont
été découverts trés tot dans les génomes des eucaryotes, et il est maintenant ad-
mis qu’ils sont trés fréquents (Estoup et al., 1993). Un exemple de microsatellite
qui présente un changement ponctuel de nucléotide est ACACACATACACAC
ce type de microsatellite est en général appelé “imparfait” ou “interrompu’.

Les microsatellites imparfaits sont caractérisés par des réductions significa-
tives de la variabilité en longueur, par rapport aux répétitions parfaites (Chung
et al., 1993; Blanquer-Maumont et Crouau-Roy, 1995; Angers et Bernatchez,
1997). Récemment, il a été démontré que la nature du nucléotide qui interrompt
la séquence répétée peut moduler le gain en stabilité du microsatellite (Boyer
et al., 2008). Puisque les microsatellites imparfaits sont moins susceptibles au
phénomeéne de glissement de ’ADN polymérase, I’accumulation des changements
nucléotidiques peut mener a la dégénération et finalement a “la mort” du micro-
satellite (Taylor et al., 1999). Néanmoins, les interruptions de la séquence répétée
peuvent également étre supprimées par le glissement de ’ADN polymérase, qui
rétablit donc le microsatellite parfait (Harr et al., 2002).

Les premiéres études qui ont discuté I'existence de substitutions ponctuelles
dans les microsatellites se sont intéressées a leur distribution le long de la sé-
quence, et n’ont pas fourni d’information sur la direction ou le taux des substitu-
tions. Méme pour ce qui concerne la distribution des substitutions sur la longueur
de la séquence répétée, il n’existe pas a ce jour un consensus. Il a été d’abord
suggéré que les substitutions ne sont pas distribuées de facon uniforme, mais se
concentrent vers les extrémités des microsatellites (Brohede et Ellegren, 1999;
Shepherd et Lambert, 2005). Par contre, il n’est pas clair si cette conclusion est
valable pour tous les locus et pour toutes les espéces, car une étude des micro-
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satellites situés sur les chromosomes sexuels humains a signalé une distribution
homogéne des substitutions (Balaresque et al., 2003).

Les facteurs qui déterminent I’évolution de la longueur des microsatellites
ont déja été étudiés a I'échelle des génomes complets (Kelkar et al., 2008). Par
contre, les connaissances trés partielles que nous possédons a ce jour sur le patron
de mutation ponctuelle viennent d’études basées sur de faibles nombres de locus.
[’absence d’un consensus clair n’est donc pas surprenante, et de nombreuses
questions concernant cet aspect de I’évolution des microsatellites restent a présent
ouvertes. L’objectif de ce chapitre est d’effectuer une étude exhaustive du patron
de substitution nucléotidique dans les microsatellites du génome humain. Un de
nos objectifs est évidemment de contribuer aux connaissances actuelles du mode
d’évolution des microsatellites. Dans une perspective plus large, nous souhaitons
également étudier I'influence de la composition locale en nucléotides sur le patron
d’évolution des séquences. Un des aspects qui nous intéressent est évidemment
I’asymeétrie de patrons de substitution par rapport aux deux brins d’ADN.

4.2 Questions posées

La premiére question & laquelle nous souhaitons répondre est : comment peut-
on estimer le patron de substitution dans les microsatellites 7 La réponse n’est
pas triviale, et c’est peut-étre en partie pour cela que cet aspect du mode d’évo-
lution des microsatellites a été ignoré jusqu’a présent. La maniére habituellement
employée pour inférer le patron de substitution dans des séquences d’ADN est la
comparaison de séquences homologues : le méme locus est séquencé dans plusieurs
espéces, ensuite les séquences homologues sont alignées et I'inférence des substi-
tutions se fait en fonction de la topologie de I'arbre phylogénétique des espéces
prises en compte. Dans le cas des microsatellites, la composition en nucléotides
est fortement biaisée, et la nature répétée de ces séquences rend 'alignement des
sites homologue difficile, sinon impossible (cf. figure 4.3). I’approche comparative
n’est donc pas directement applicable pour ce type de séquence.

Pour inférer le patron de substitution, nous baserons notre raisonnement sur
I’observation suivante : du fait de la nature répétitive des séquences de microsa-
tellites, la présence d’interruptions dans la séquence d’ADN est dans la plupart
des cas synonyme avec 'apparition de mutations ponctuelles. Nous allons donc
utiliser la distribution des imperfections dans les microsatellites pour estimer le
patron de substitution des nucléotides.

Une deuxiéme question qui nous intéresse est de savoir si la composition ex-
tréme en nucléotides des microsatellites peut influencer le patron de substitution
ponctuelle. Pour étudier cet aspect, nous comparerons les patrons de substitution
entre microsatellites et régions non-répétées. L’estimation de ce deuxiéme patron
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AAAAACAAA - - --- - - - AAAAACAAA - -

AAAAAAAAGAAAAA AAAAAAAAGAAAAA

ACACACACACATACACACACA ACACACACACATACACACACA

ACACACACACACACA------ ACACACACACA ------ CACA

F1G. 4.3 — Schéma décrivant la difficulté de I'alignement des séquences de mi-
crosatellites. Dans le premier exemple, on veut aligner deux microsatellites
homologues de type A, les deux étant imparfaits, mais présentant des substi-
tutions nucléotidiques différentes. Les algorithmes d’alignement de séquences
auront tendance a positionner face a face les deux changements nucléotidiques
observés dans les microsatellites, pour maximiser le score de I’alignement. Dans
le deuxiéme exemple, les deux microsatellites sont de type AC,,, et 'un d’entre
eux présente une substitution. Les algorithmes d’alignement vont positionner
préférentiellement cette substitution devant un “gap”. Dans les deux cas, le

scénario évolutif inféré peut étre biaisé par la méthode d’alignement.

de substitution pourra se faire avec 'approche comparative classique, grace a la
disponibilité des séquences génomiques complétes pour 'homme, le chimpanzé et
le macaque.

Enfin, nous essayerons de déterminer si le patron de substitution dans les mi-
crosatellites est influencé par des facteurs régionaux autres que la composition
en nucléotides. Notamment, nous souhaitons savoir si ’évolution des microsatel-
lites qui sont présents dans des régions transcrites est aussi caractérisée par une
asymétrie des substitutions par rapport aux deux brins d’ADN.

4.3 Comptage des substitutions dans les microsatellites

L’idée d’estimer un patron de substitution en analysant une seule séquence
génomique peut paraitre extravagante, du moins & premiére vue. Néanmoins,
la nature répétitive des microsatellites nous permet d’effectuer ce genre d’infé-
rence. Ces séquences répétées peuvent présenter des interruptions, qui sont dans
la plupart des cas équivalentes a des mutations ponctuelles. Par exemple, le scé-
nario le plus parcimonieux pour expliquer I'existence du microsatellite imparfait
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ACACACATACACAC est que 'état ancestral était un microsatellite parfait
d’'unité AC, et qu’une seule mutation de C' — T a eu lieu dans la quatriéme
unité de répétition. Avec ce type de raisonnement, ’analyse de la distribution des
imperfections pour chaque type de microsatellite peut nous donner une estimation
du patron de substitution nucléotidique dans ces séquences.

Il est important de noter qu’ici on utilise le terme “substitution” pour désigner
tous les changements de nucléotides qui sont observés dans un microsatellite. Evi-
demment, il est impossible de distinguer entre mutations polymorphes et fixées en
analysant un seul génome, donc le terme “substitution” ne doit pas étre compris
comme “mutation fixée dans la population”.

4.3.1 Piéges du raisonnement par parcimonie

Comme tout raisonnement par parcimonie, le notre présente des points sen-
sibles. Le mécanisme de glissement de la polymérase, qui détermine I’évolution
de la longueur des microsatellites, peut dupliquer ou supprimer des unités de
répétition imparfaites. Par exemple, pour expliquer I'existence du microsatellite
AAAAGAAGAAGAAAA, on peut imaginer plusieurs scénarii évolutifs. D’une
part, on peut supposer que ’état ancestral était un microsatellite parfait A,
et que trois substitutions indépendantes de A — G ont eu lieu dans les unités
centrales. D’autre part, on peut imaginer qu'une seule substitution de A — G a
eu lieu initialement, et que le motif AAG au centre de la répétition a ensuite été
multiplié par glissement de la polymérase. Le deuxiéme scénario semble plus rai-
sonnable, et 'inférence du patron de substitution serait erronée si on appliquait
le premier raisonnement. Pour éviter cette source de biais, nous avons enlevé de
notre analyse tous les microsatellites “composés”; ¢’est a dire ceux qui contiennent
un mélange de deux unités de répétition (A et AAG dans I'exemple cité). Nous
avons également effectué une analyse séparée en incluant uniquement les micro-
satellites qui ne présentent qu’un seul changement de nucléotide. Les résultats
obtenus ne sont pas significativement différents avec les deux approches.

Cette correction permet de réduire le biais introduit par la duplication des
unités imparfaites, mais elle ne peut pas résoudre le probléme de I’élimination des
unités imparfaites par le glissement de la polymérase. Ce probléme semble étre
sans issue, mais il faut remarquer qu’il ne peut biaiser I'inférence du patron de
substitution que si I’élimination des unités imparfaites ne se fait pas de maniére
aléatoire. Il n’est pas clair pour l'instant quel est 'impact de ce processus sur la
distribution des imperfections dans les microsatellites.

Le fait de prendre en compte les substitutions qui ont lieu aux extrémités des
microsatellites peut aussi poser des problémes. Plusieurs études ont signalé que
dans les microsatellites les substitutions ont lieu plus fréquemment aux extrémi-
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tés (Brohede et Ellegren, 1999; Shepherd et Lambert, 2005). Cela pourrait en
effet étre une caractéristique réelle des séquences répétées, mais il est tout aussi
probable que les frontiéres de la région répétée sont difficiles a définir. Pour éviter
cette situation, nous avons pris en compte uniquement les changements qui ont
eu lieu dans la région centrale des microsatellites, en ignorant les deux unités de
répétition a chaque extrémité. De méme, pour le comptage des substitutions nous
avons imposé le contexte soit conservé : les deux unités de répétition voisines des
deux cotés de la substitution doivent étre parfaites.

Enfin, une autre source possible de biais est I’association entre microsatellites
et éléments transposables. En effet, certains microsatellites imparfaits, notam-
ment ceux de type A,, sont souvent trouvés a l'intérieur des éléments Alu et
LINE. Le fait de compter ces substitutions comme des événements indépendants
pourrait mener & une estimation erronée du patron de substitution, car 'imper-
fection était vraisemblablement présente dans 1’élément transposable ancestral,
et a été ensuite multipliée par retrotransposition. Il est donc important d’exclure
de 'analyse les microsatellites qui chevauchent des éléments transposables.

Il est important de noter que notre approche peut donner uniquement des
estimations des taux relatifs de substitution. Pour calculer des taux absolus de
substitution, I’échelle de temps doit étre fixée de maniére précise, et I’approche
comparative peut fournir cette échelle de temps. Par contre, 'analyse des im-
perfections présentes dans les microsatellites ne permet pas d’estimer la période
de temps au cours de laquelle ces substitutions ont eu lieu. Pour nous assurer
néanmoins que nous analysons des événements évolutifs relativement récents, et
pour minimiser la possibilité que des substitutions multiples aient lieu & un méme
site, nous avons pris en compte seulement des microsatellites qui présentent un
haut niveau d’identité par rapport au microsatellite parfait correspondant (cf.
Matériel et méthodes).
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4.4 Distribution génomique des microsatellites

Nous avons identifié tous les microsatellites parfaits et imparfaits pour lesquels
la longueur de 'unité de répétition est comprise entre 1 et 3. Les résultats que nous
présentons ici concernent uniquement les microsatellites qui ne se superposent pas
avec des éléments transposables, et qui se trouvent dans des régions intergéniques
ou dans les introns.

Comme remarqué précédemment (Kelkar et al., 2008), 'abondance des mi-
crosatellites dépend de la longueur de 'unité, c’est a dire que les microsatellites
de type mononucléotide sont plus fréquents que les répétitions de di- et trinu-
cléotides (cf. figure 4.4). La composition en bases de I'unité de répétition est
aussi un facteur important dans leur fréquence d’apparition. Les microsatellites
riches en guanines et cytosine sont relativement rares dans le génome humain, en
particulier pour les motifs qui incluent le dinucléotide C'pG.

Pour les microsatellites qui sont trés peu fréquents dans le génome humain,
le patron de substitution ne pourra pas étre inféré avec précision. Par la suite,
nous avons restreint notre étude aux répétitions d’unité A, AC, AG, AT, AAC
et AAT, qui sont les plus abondants.

Les microsatellites sont des séquences qui ont une composition extréme en
nucléotides. On peut se demander si les régions génomiques dans lesquelles ils ap-
paraissent sont aussi caractérisées par des compositions biaisées. Pour répondre
a cette question, nous avons calculé le taux de guanine et cytosine dans les ré-
gions flanquantes des microsatellites. La taille de la région flanquante a été fixée
a 100 paires de bases. Les résultats sont présentés dans la figure 4.5. Nous re-
marquons que la composition des régions voisines des microsatellites n’est pas
particuliérement biaisée. Les valeurs médianes des distributions se trouvent tou-
jours au voisinage de 0.4, les valeurs les plus faibles étant rencontrées pour les
microsatellites AT, et AC,,.
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F1G. 4.4 — Distribution des microsatellites d'unité de longueur 1, 2 et 3 dans les
régions non-codantes du génome humain. Il faut noter qu’ici les microsatellites
complémentaires sont regroupés, nous ne faisons pas de distinction entre des
répétitions de motifs AC' et TG, par exemple. De méme, aucune distinction
n’est possible entre les microsatellites d’unités chevauchantes, par exemple

AAC, et ACA,, sont considérés étre le méme microsatellite.
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F1G. 4.5 — Contenu en G et C dans les régions flanquantes des microsatellites
(50 paires de bases de chaque coté). Seulement les microsatellites les plus

fréquents ont été représentés. La barre verticale représente la position de la

médiane de la distribution.

4.5 Patrons de substitution dans les microsatellites

Les patrons de substitution nucléotidique dans les microsatellites humains
sont présentés dans les figures 4.6 et 4.7. Pour cette partie de 1’étude, nous avons
calculé un patron de substitution symétrique, c’est a dire que les substitutions
complémentaires (par exemple A — G et T — C) sont regroupées. De méme,
aucune distinction n’est faite entre les microsatellites complémentaires (AC,, est
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synonyme de T'G,,). Le patron de substitution est dépendant du contexte, c’est a
dire que chaque substitution est donnée en fonction des nucléotides voisins en 5’ et
3. Dans le génome humain, les microsatellites les plus fréquents sont relativement
riches en A et T, par conséquent nous avons pu estimer le patrons de substitution

des nucléotides A/T avec plus de précision, et dans plus de contextes que celui
des nucléotides G/C.
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Fi1G. 4.6 — Patron de substitution des nucléotides A, dans les microsatellites
A,, AC,, AG,, AAC, et AAT,,.

Nous pouvons remarquer que les patrons de substitutions varient selon le
type de microsatellite. Par exemple, si on veut comparer les taux relatifs des
transversions A — C' et A — T, le résultat ne sera pas le méme selon 'unité
de répétition du microsatellite (cf. figure 4.6; les comparaisons 2 & 2 par tests
de x? donnent des p — values inférieures a 2 x 10710). De méme, le rapport
entre les taux de transversions C' — A et €' — G n’est pas le méme dans les
microsatellites AC, AG et AAC. Les microsatellites semblent toutefois respecter
une régle fondamentale du patron de substitution du génome humain, dans le
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ACn /GTn AGn /CTn AACN /GTTn
Contexte ANA Contexte TNT Contexte ANA
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F1G. 4.7 — Patron de substitution des nucléotides C', dans les microsatellites
AC,, AG, et AAC,.

sens que les transitions sont beaucoup plus fréquentes que les transversions.

Pourquoi a-t-on cette variabilité du patron de substitution selon le type de
microsatellite 7 Une réponse possible est qu’il s’agit 14 uniquement de I'influence
du contexte 5 - 3'. Ce facteur ne semble pas étre le seul en cause, car nous
observons par exemple des patrons de substitution différents pour le nucléotide
C dans le méme contexte AN A, pour les microsatellites AC,, et AAC,,.

Nous pouvons aussi tester cette hypothése en comparant les patrons de sub-
stitution entre les microsatellites et les régions non-répétées du génome humain,
a contexte 5’ - 3’ égal. Nous présentons ces patrons de substitution dans les
figures 4.8 et 4.9. Dans certains cas, les patrons de substitutions sont effective-
ment trés similaires entre microsatellites et régions non-répétées. Par exemple,
les substitutions qui ont lieu dans le contexte AN A sont similaires dans les mi-
crosatellites A, et dans les régions non-répétées, dans le sens que I'on dans les
deux cas A - T < A — C < A — G. De méme, les patrons de substitutions ont
la méme allure pour le contexte C N A, dans les microsatellites AAC,, et dans les
régions non-répétées, caron a A - T < A — C < A — G pour les deux cas.
(Nota bene : ici similaire ne veut pas dire statistiquement identique. Lorsque nous
comparons les patrons de substitution avec des tests de type x2, nous rejetons
’hypothése d’égalité des distributions avec des p — values inférieures a 0.001.)

Dans la plupart des cas, les patrons de substitution sont différents entre mi-
crosatellites et régions non-répétées (la comparaison avec des tests de x? donne
des p — values inférieures a 10710).
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FiG. 4.8 — Patron de substitution des nucléotides A, dans les régions non-
répétées, dans les contextes ANA, CNC, GNG, ANC, CNA, ANT, TN A.
Ces contextes correspondent a ceux présents dans les microsatellites A,,, AC,,
AG,, AAC, et AAT,. Cette figure est & comparer avec la figure 4.6.
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ACA —> ANA TCT —>TNT
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|

Taux de substitution
0.002
|

0.001
|
Taux de substitution

0.0000 0.0005 0.0010 0.0015 0.0020
.

0.000

C->A C->G C->T C—>A C—>G C->T

Fig. 4.9 — Patron de substitution des nucléotides C, dans les régions non-
répétées, dans les contextes ANA et TINT. Ces contextes correspondent aux

microsatellites AC,,, AG, et AAC,. Cette figure est & comparer avec la fi-

gure 4.7.
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4.6 Variation du patron de substitution selon le contenu
en G et C

Nous avons vu précédemment que la prise en compte du contexte immeédiat
(nucléotides voisins en 5’ et en 3') ne suffit pas pour expliquer les différences du
patron de substitution entre microsatellites et régions non-répétées. Nous avons
voulu vérifier si ce désaccord peut étre dii a des effets de voisinage au sens plus
large, notamment a des différences de taux de G et C local.

Pour faire cela, nous devons d’abord définir la taille des fenétres sur lesquelles
on calculerait le taux de G et C local. A I'heure actuelle, nous ne connaissons
pas a quelle échelle s’étend réellement 'influence du taux de G et C local sur le
patron d’évolution. La motivation du choix sera ici uniquement technique. Si ’on
choisit des tailles de fenétre trop faibles, de 'ordre de 20-30 paires de bases, le
voisinage des substitutions qui ont lieu dans les microsatellites se réduit en fait & la
séquence de la répétition. La comparaison avec les régions non-répétées n’est alors
pas toujours possible. Par exemple, pour avoir un terme de comparaison pour les
substitutions qui ont lieu dans les microsatellites A, ou AT, il faudrait trouver
des régions a 0 % de guanine et cytosine, qui ne soient pas des microsatellites.
Cela est évidemment impossible. Méme pour les microsatellites dont le taux de
G et C est moins biaisé (par exemple AC,, ou AG,), la comparaison est difficile

- car dans le génome humain il existe aussi peu de régions a 50 % de taux de G
et C.

Nous avons donc choisi des tailles de fenétres glissantes qui dépassent la lon-
gueur moyenne des microsatellites. Pour chaque imperfection observée dans un
microsatellite, nous avons calculé la composition en G et C dans une fenétre de
100 paires de bases centrée sur 'imperfection. La variation de la composition des
régions flanquantes est présentée dans la figure 4.10. Puisque nos fenétres glis-
santes incluent les microsatellites, il est normal d’observer que le taux de G et C
autour des substitutions qui ont lieu dans les microsatellites AT,,, AAT,, et A,
est plus faible que celui calculé pour les microsatellites de type AG et AC.

Nous avons calculé le patron de substitution dans les régions non-répétées,
en fonction du taux de G et C local, calculé comme pour les microsatellites
dans des fenétres de 100 pairs de bases. Les résultats sont présentés dans les
figures 4.11, 4.12 et 4.13. Pour ces comparaisons nous tenons bien sir compte
aussi du contexte immeédiat 5 - 3.
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F1G. 4.10 — Contenu en G et C dans les régions flanquantes des microsatellites
imparfaits. Les régions flanquantes sont centrées sur la substitution (50 paires
de bases de chaque coté). Seulement les microsatellites les plus fréquents ont

été représentés. La barre verticale représente la position de la médiane de la

distribution.

Si le taux de G et C local suffit pour décrire le du mode d’évolution de
séquence, on s’attend A ce que les patrons de substitutions soient similaires pour
les régions répétées et non-répétées, lorsque ce taux de G et C est pris en compte.
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Patrons de substitution AAA —> ANA
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Patrons de substitution CAC —> CNC
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F1G. 4.11 — Patrons de substitution de A vers C', G et T dans les microsatellites
A, et AC,, et comparaison avec les régions non-répétées, en tenant compte du
taux de G et C local et du contexte 5 - 3'.

Nos résultats contredisent cette attendue, dans la plupart des cas. En effet,
les patrons de substitutions sont souvent significativement différents (méme si
comparables) entre microsatellites et régions non-répétées, méme si le contenu en
G et C régional est pris en compte. Dans certains cas, la différence n’est pas trés
grande. Par exemple, le taux de G et C autour des substitutions qui ont lieu dans
les microsatellites A,, varie entre 26 % et 34 %. Le patron de substitution calculé
pour ce type de microsatellite est cependant plus similaire & celui observé pour
des régions non-répétées dont le taux de G et C est compris entre 0.35 et 0.45
(cf. figures 4.11 et 4.14).

Dans d’autres situations, les différences peuvent étre beaucoup plus flagrantes.
Par exemple, le taux de G et C des régions autour des imperfections observées
dans les microsatellites AC,, et AG,, est relativement élevé (au dessus de 0.35),
mais le patron de substitution dans ces microsatellites est plus similaire & celui
observé dans des régions non-répétées a trés faible taux de G et C (¢f. figures 4.11
et 4.14).
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Patrons de substitution GAG —> GNG
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F1G. 4.12 — Patrons de substitution de A vers C', G et T dans les microsatellites
AG, et AT,, et comparaison avec les régions non-répétées, en tenant compte
du taux de G et C local et du contexte 5 - 3'.
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Patrons de substitution ACA —> ANA
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F1G. 4.13 — Patrons de substitution de C vers A, G et T dans les microsatellites
AC,, TG, et AAC, et comparaison avec les régions non-répétées, en tenant

compte du taux de G et C local et du contexte 5 - 3.
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Pour réaliser une comparaison globale entre microsatellites et régions non-
répétées, nous avons effectué des analyses de correspondances sur les patrons de
substitutions (c¢f. Mateériel et Méthodes). Nous avons tout d’abord comparé les
patrons de substitution du nucléotide A, pour les contextes 5" — 3" AAA, CAC,
GAG et TAT (qui correspondent aux microsatellites A,, AC,, AG, et AT,).
Pour les régions non-répétées, nous avons construit plusieurs classes selon le taux
de G et Clocal (cf. figure 4.14). La carte factorielle présentée dans la figure 4.14
montre que la premiére source de variabilité dans le patron de substitution (qui
correspond a 1’axe horizontal) est représentée par le contexte 5 —3'. Le deuxiéme
axe (sur la verticale) semble étre li¢ a Peffet du taux de G et C local sur le patron
de substitution. Pour les contextes CAC, GAG et T AT, nous remarquons que les
patrons de substitutions des microsatellites présentent le plus de similarité avec
les régions non-répétées & faible taux de G et C, alors que cela n’est pas le cas
pour le contexte AAA.

Nous avons refait ’analyse pour les patrons de substitutions du nucléotide C,
dans les contextes 5’ — 3" ACA et TCT (microsatellites AC,, et AG,,). Le premier
axe factoriel semble aussi correspondre au contexte 5 — 3’, mais la séparation est
moins nette que pour les substitutions du nucléotide A. Dans le contexte T'C'T,
nous remarquons cette fois que le patron observé pour le microsatellite (AG,,)
présente plus de similarité avec les régions non-répétées a fort taux de G et C.
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Analyse des correspondapces des patrons de substitution A->N

GC 0.0-0.25 GC 0.45-0.55
GC 0.25-0.35 GC 0.55-1.0
GC 0.35-0.45 Microsatellite

F1G. 4.14 — Carte factorielle pour 'analyse des correspondances des patrons
de substitution de A vers C, GG et T' dans les microsatellites A,,, AC,,, AG,
et AT, (contextes AAA, CAC, GAG, TAT) et dans les régions non-répétées,
selon le taux de G et C local et du contexte 5’ - 3. L’axe des X correspond a
la coordonnée sur le premier axe factoriel (qui totalise 87 % de la variabilité
totale des données), 'axe des Y représente la coordonnée sur le deuxiéme axe
factoriel (12% de variabilité). Les classes de taux de G et C pour les régions
non-répétées sont représentées en couleur ; les points noirs correspondent aux

microsatellites.
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Analyse des correspondances des patrons de substitution de C—>N

GC 0.0-0.25 GC 0.45-0.55
GC 0.25-0.35 GC 0.55-1.0
GC 0.35-0.45 Microsatellite

F1G. 4.15 — Carte factorielle pour I'analyse des correspondances des patrons de
substitution de C vers A, G et T' dans les microsatellites AC/TG,, et AG/TC,
(contextes AC'A et TCT) et dans les régions non-répétées, selon le taux de G
et C local et du contexte 5’ - 3'. L’axe des X correspond a la coordonnée sur
le premier axe factoriel (qui totalise 73 % de la variabilité totale des données),
I'axe des Y représente la coordonnée sur le deuxiéme axe factoriel (23% de
variabilité). Les classes de taux de G et C pour les régions non-répétées sont

représentées en couleur ; les points noirs correspondent aux microsatellites.
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4.7 Substitutions asymétriques dans les microsatellites trans-

crits

Nous avons voulu vérifier ensuite si le patron de substitution dans les micro-
satellites est affecté par des facteurs régionaux, autres que la composition locale
en nucléotides. Dans le génome humain, le mode d’évolution des séquences est
trés affecté par un processus cellulaire essentiel : la transcription. Comme discuté
précédemment, les régions transcrites du génome humain sont caractérisées par
un patron de substitution asymétrique par rapport aux deux brins. La substitu-
tion qui présente le plus fort degré d’asymétrie est la transition A — G. Lorsque
le brin codant est pris comme référence pour le calcul des substitutions, il y a
un fort excés de transitions A — G par rapport & T'— C' (Green et al., 2003).
De plus, 'intensité de 'asymétrie est influencée par le contexte 5’ - 3’ (Hwang et
Green, 2004).

Pour tester si la transcription affecte le patron de substitution dans les micro-
satellites, nous avons identifié les répétitions qui sont présentes dans les introns
des génes protéiques. Nous avons calculé les taux relatifs de substitution par rap-
port au brin codant, et nous avons comparé les substitutions complémentaires
A — G et T — C dans des contextes complémentaires. Par exemple, le taux de
A — @ dans les microsatellites AG,, est comparé avec le taux de T" — C' dans les
répétitions de type T'C,,.

Il est important de prendre une précaution supplémentaire pour s’assurer que
la différence des taux de substitution est effectivement due a 'asymétrie du méca-
nisme de transcription, et non pas a la différence d’age dans les microsatellites :
les échelles de temps auxquelles les deux patrons de substitution sont inférés
doivent étre identiques. Pour faire cela, nous avons pris en compte uniquement
les microsatellites humains qui possédent des orthologues chez le chimpanzé, et
pour lesquels le microsatellite orthologue est parfait. Avec cette correction, nous
avons plus de certitude que les substitutions observées ont eu lieu depuis le méme
moment dans le temps : la divergence entre I’homme et le chimpanzé.

Les résultats sont présentés dans la figure 4.16. Seulement les microsatellites
mononucléotides et dinucléotides ont été pris en compte pour cette étude, car
la quantité de données n’est pas suffisante pour des unités de répétition plus
grandes. Le patron de substitution asymétrique observé pour les microsatellites
est remarquablement similaire & celui des régions non-répétées. Comme attendu,
il y a un excés de transitions A — G par rapport & T'— C', pour tous les types de
microsatellites. L’asymétrie est plus forte lorsque les voisins en 5" et 3’ sont des
pyrimidines, aussi bien pour les microsatellites que pour les séquences uniques.
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Substitutions A->G et T->C dans les régions transcrites non-répétées
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F1G. 4.16 — Patron de substitution asymétrique dans les régions non-répétées

et dans les microsatellites.
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4.8 Influence de la composition en nucléotides sur le patron

de substitution

L’approche que nous avons présentée ici permet d’estimer le patron de substi-
tution des nucléotides dans les répétitions de type microsatellite. Cette méthode
est basée sur un raisonnement parcimonieux, et ce mode d’inférence est effective-
ment susceptible a étre biaisé. Nous avons essayé d’éliminer, dans la mesure du
possible, les sources d’erreur. Malheureusement, la précision de notre méthode
d’inférence des substitutions ne peut pas étre estimée par comparaison avec une
méthode alternative, car pour les microsatellites les approches classiques d’in-
férence des substitutions ne sont pas applicables. La discussion qui suit admet
comme hypothése de travail que nos résultats ne sont pas affectés de maniére
significative par les biais sous-jacents a la méthode d’inférence.

Comme discuté précédemment, il est a ce jour admis que le taux local de
guanine et cytosine peut avoir une influence significative sur le patron de substi-
tution. Nous savons également que celui-ci est aussi dépendant de la nature des
nucléotides immédiatement voisins en 5" et en 3'. S’agit-il des seuls facteurs qui
influencent le mode d’évolution des séquences? Notre étude de I’évolution des
microsatellites semble indiquer le contraire.

Nous avons comparé les patrons de substitution entre microsatellites et régions
non-répétées, en tenant compte aussi bien du contexte immeédiat que du taux de
G et C dans les régions flanquantes. Malgré ces corrections, nous observons que
les patrons de substitution sont sensiblement différents entre microsatellites et
séquences non-répétées. Nous remarquons que dans la plupart des cas le patron
de substitution dans les microsatellites est plutot similaire au patron estimé pour
des régions uniques a composition en bases trés biaisée, c’est a dire avec des
contenu en G et C soit trés forts, soit trés faibles. Cela nous semble cohérent, car
les microsatellites ont aussi une composition trés biaisée - seulement, il ne s’agit
pas la seulement du contenu G et C, mais de la composition au sens plus large.

Il existe plusieurs raisons possibles pour les désaccords observés entre les mi-
crosatellites et les régions non répétées. Tout d’abord, les échelles de temps aux-
quelles les deux patrons de substitution sont inférés sont trés différentes. Pour
les régions non-répétées, les substitutions ont eu lieu depuis la divergence rela-
tivement récente (4 a 6 millions d’années) entre 'homme et le chimpanzé. Pour
les microsatellites, nous n’avons aucun controle de I’échelle de temps avec notre
approche. Néanmoins, étant donné le taux moyen de substitution dans les micro-
satellites et en admettant que la vitesse d’évolution est la méme pour les deux
types de séquences, nos résultats suggérent que ces événements évolutifs sont
considérablement plus anciens que la divergence homme-chimpanzé. Pour cette
raison, et malgré I’élimination des microsatellites trop divergents, I’apparition de
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substitution multiples peut biaiser notre estimation.

Une autre explication possible est que le patron de substitution n’est pas in-
fluencé uniquement par le taux de G et C, mais aussi par la composition locale en
nucléotides, comprise dans un sens plus large. Les microsatellites sont par défi-
nition des régions de trés faible complexité de séquence. L’explication biologique
qui est le plus fréquemment invoquée pour la relation entre le taux de G et C et
le patron de substitution est 'influence du contenu en guanine et cytosine sur la
stabilité de la double hélice. L.a composition trés biaisée des séquences de type mi-
crosatellite n’est pas sans conséquence sur la conformation de la molécule d’ADN.
Au contraire, la caractéristique qui définissait les microsatellites, au moment de
leur découverte, était le potentiel de ces séquences a former des doubles hélices
de type Z (Hamada et Kakunaga, 1982). Au vu de nos résultats, nous pouvons
proposer que le patron de mutation ponctuelle dans les microsatellites pourrait
étre influencé par cette conformation particuliére de ’ADN.

Les différences observées pour le patron de substitution entre les microsatel-
lites et les régions non-répétées ne sont certainement pas négligeables. Il existe
cependant quelques caractéristiques communes qui peuvent étre intéressantes.
Notamment, nous avons démontré que dans le génome humain les microsatellites
transcrits sont caractérisés par les mémes patrons de substitution asymétrique que
les régions non-répétées. Ce résultat ouvre une application possible pour notre
approche. Dans de nombreuses espéces, ’approche comparative classique ne peut
pas étre appliquée pour inférer le patron de substitution, a cause de ’absence
de séquences génomiques provenant d’espéces apparentées. Dans ces situations,
I'inférence du patron de substitution dans les microsatellites, qui nécessite moins
de données génomiques, peut se prouver utile pour étudier 'effet des mécanismes
tels que la réplication ou la transcription sur le mode d’évolution des séquences.

4.9 Conclusion et perspectives

Dans ce chapitre, nous avons étudié le patron de substitution dans des régions
caractérisées par une composition “extréme” en nucléotides, et nous avons com-
paré le mode d’évolution de ces séquences avec celui des régions non-répétées.
Nos résultats suggérent que la nature répétitive de ces séquences et leur contenu
biaisé en nucléotides ont une forte influence sur leur patron de substitution. Cette
influence de la composition en nucléotides sur le patron d’évolution pourrait s’ex-
pliquer par la présence d’une conformation particuliére de PADN dans ces régions
répétées.

Malgré cela, les microsatellites “obéissent” a une des régles fondamentales de
I’évolution des séquences d’ADN : 'asymétrie des substitutions dans les régions
transcrites. Nous pouvons conclure donc que le processus biologique qui est &
Porigine du mode d’évolution asymétrique associé a la transcription n’est vrai-
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semblablement pas influencé par la composition extréme en nucléotides, ni par
I’éventuelle présence d’une conformation particuliére de I’ADN.

4.10 Matériel et méthodes

4.10.1 Données génomiques et détection des microsatellites

Les données génomiques utilisées ici proviennent des assemblages hg18, panT'ro2
et rheMac2 des génomes de ’homme, du chimpanzé et du macaque, respective-
ment. Les données ont été extraites de la base de données de 'UCSC Genome
Browser (Karolchik et al., 2003). Les annotations des génes protéiques ont été
extraites de la base Ensembl, version 45 (Hubbard et al., 2002), en utilisant le
systéme de requéte ACNUC (Gouy et al., 1985).

Nous avons détecté les microsatellites avec le logiciel Tandem Repeats Finder
(Benson, 1999), en utilisant comme poids pour 'alignement 2, 5 et 7 pour les
appariements corrects, pour les mésappariements et pour les insertions-délétions,
respectivement. Ce logiciel permet de sélectionner les microsatellites en fonction
du score de I'alignement avec le microsatellite parfait correspondant. Nous avons
fixé le seuil de score & 20 pour les microsatellites de type mononucléotide et a
30 pour les microsatellites d’unité di- ou trinucléotide. Avec ce seuil, les micro-
satellites mononucléotidiques parfaits sont inclus dans ’analyse si leur longueur
dépasse 10 unités, et les microsatellites dinucléotides parfaits sont inclus si leur
longueur dépasse 8 unités. Nous avons restreint le jeu de données aux microsatel-
lites ayant au moins 80 % d’identité avec le microsatellite parfait correspondant,
et nous avons supprimé les répétitions qui possédent des insertions ou des délé-
tions a 'intérieur des unités de répétition.

Nous avons également éliminé de l'analyse les microsatellites qui se che-
vauchent avec des éléments transposables, ainsi que les microsatellites composés
(qui sont un mélange de deux unités de répétition, par exemple ACACTCTCACAC).

Les microsatellites analysés sont uniquement ceux présents dans des régions
non-codantes, c’est a dire dans les régions intergéniques, a une distance d’au
moins 2kb par rapport au géne voisin le plus proche, ainsi que dans les introns.

4.10.2 Patrons de substitution dans les microsatellites

Pour inférer les patrons de substitution des nucléotides dans les microsatel-
lites, nous avons analysé les interruptions qui pourraient apparaitre a travers des
mutations ponctuelles. Par exemple, nous excluons les microsatellites imparfaits
de type AAAAACGTAAAAA, ou l'interruption ne peut pas s’expliquer par une
simple substitution.

Pour éliminer le risque d’apparition de substitutions multiples au méme site,
nous avons éliminé les microsatellites qui étaient trop divergents par rapport aux
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Chapitre 4 : Patrons d’évolution asymétrique dans les séquences répétées

microsatellites parfaits correspondant (moins de 80 % d’identité). Nous prenons
en compte uniquement les substitutions qui ont lieu dans un contexte conservé;
les deux unités voisines de chaque coté d'une imperfection doivent étre parfaites
pour que la substitution soit comptée.

Pour la premiére partie de I'analyse, nous avons inféré des patrons de sub-
stitution asymétriques, c’est a dire que nous avons regroupé les substitutions
complémentaires. Par exemple, les substitutions GAG — GGG dans les microsa-
tellites (AG), et les substitutions CTC — CCC dans les microsatellites (7°C),,
ont été regroupées.

Pour la deuxiéme partie de l'analyse, les patrons de substitutions dans les
microsatellites transcrits ont été calculés sur le brin codant, et les microsatellites
complémentaires ont été étudiés séparément. Pour pouvoir comparer des taux
absolus de substitution (et non pas uniquement des taux relatifs), nous avons
fixé I’échelle de temps en analysant uniquement les microsatellites qui ont des
orthologues chez le chimpanzé, et ol cet orthologue est parfait.

4.10.3 Patrons de substitution dans les séquences non-répétées

Les alignements entre les trois espéces correspondant aux régions intergeé-
niques et aux introns ont été extraits en utilisant les interfaces de requéte Galaxy
(Giardine et al., 2005) et Génomicro (V. Lombard et L. Duret, communication
personnelle). L’inférence des patrons de substitution a été faite avec une méthode
de parcimonie, comme décrit par Meunier et Duret (2004). Le contexte nucléoti-
dique des substitutions est pris en compte. Pour compter une substitution dans
un contexte X NY, il faut que les trois bases en 5’ de I’homme, du chimpanzé
et du macaque soient égales & X, et de méme pour les trois bases voisines en 3'.
Le taux de G et C local (dans une fenétre de 100 paires de bases) est également
pris en compte. Nous avons testé deux autres tailles de fenétre (20 et 50 paires
de bases) ; les résultats ne sont pas significativement affectés.

Comme pour les microsatellites, pour la premiére partie de ’analyse, nous
avons inféré des patrons de substitution asymétriques, c’est a dire que nous avons
regroupé les substitutions complémentaires (par exemple les XAY — XGY et
YTX — YCX ont été regroupés, oit X est le nucléotide complémentaire de X).
Pour la deuxiéme partie de I'analyse, les patrons de substitutions dans les introns
ont été calculés par rapport au brin codant.

4.10.4 Comparaison des patrons de substitutions

Pour comparer les patrons de substitution entre les microsatellites et les ré-
gions non-répétées, nous avons utilisé le test de y? d’égalité des distributions,
appliqué aux tables de contingence. Ce test permet de comparer des distribu-
tions 2 a 2. Nous avons également réalisé une comparaison plus global, grace a
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4.10 Matériel et méthodes

des analyses de correspondances (Greenacre, 1984). Ces analyses de correspon-
dances ont été réalisées sur des tables de contingence qui croisent les différents
types de substitutions (par exemple A — C, A — G et A — T pour la premiére
analyse) avec les différents types de régions (microsatellites, régions non-répétées
avec un taux de G et C dans les classes 0—0.25, 0.25—0.35, 0.25—0.35, 0.35—0.45,
0.45 — 0.55 et 0.55 — 1).

Les calculs ont été réalisés en utilisant les fonctions proposées par la biblio-
théque ADE4 (Chessel et al., 2004) dans R (R Development Core Team, 2005).
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Conclusion et perspectives

Dans les sciences du vivant, les avancées se font historiquement sur une échelle
de complexité décroissante : I'étude des organismes a été révolutionnée par la dé-
couverte de la cellule, et la biologie cellulaire a été a son tour métamorphosée
par découverte du matériel génétique. A présent, nous disposons de toutes les
informations nécessaires pour étudier les plus petites “briques” du vivant : les
nucléotides qui forment les séquences d’ADN. Mais pour comprendre 1’évolution
des séquences d’ADN, nous devons remonter I’échelle de la complexité. Si ’ADN
fournit le plan de construction de la cellule vivante, il est tout aussi vrai que le
fonctionnement de cette cellule est le principal moteur de ’évolution de ’ADN.
Il est donc important de comprendre I'impact des processus cellulaires essentiels,
tels que la réplication, la transcription ou la recombinaison sur le mode d’évolu-
tion des séquences d’ADN.

L’objectif de cette thése a été d’étudier deux de ces processus cellulaires es-
sentiels : la réplication et la transcription. Ces deux mécanismes ont un fonc-
tionnement qui est asymétrique par rapport aux deux brins d’ADN, et ils ont
tous les deux comme conséquence évolutive 'apparition d’'une composition asy-
métrique dans les séquences génomiques. De plus, ces deux phénomeénes agissent
de maniére coordonnée le long des chromosomes, et il est souvent trés difficile de
séparer leurs influences respectives sur ’évolution des séquences.

Dans la premiére partie de cette thése, nous avons étudié un aspect particulier
de l'organisation des chromosomes procaryotes : la co-orientation entre réplica-
tion et transcription. Nous avons proposé une nouvelle approche pour 1'étude
des biais de composition des séquences, qui permet de séparer ces deux sources
d’asymétrie. Grace a cette nouvelle méthode, qui a ’avantage qu’elle ne néces-
site pas de connaissances a priori sur la position de l'origine et du terminus de
réplication, nous avons réussi a évaluer I'impact de la réplication sur ’asymétrie
de composition, pour I'ensemble des génomes procaryotes complétement séquen-
cés. Nous avons démontré que les biais de composition associés a la réplication,
loin d’étre universels, présentent une trés grande variabilité, méme entre espéces
proches de bactéries. Quels sont les fondements biologiques de cette variabilité ?
Cette question reste a présent ouverte.
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Par la suite, nous avons étudié le patron d’évolution des séquences d’ADN,
dans les régions transcrites et autour des origines de réplication. Nous avons sur-
tout porté notre attention sur un phénomeéne particulier : 'influence du contexte
nucléotidique immeédiat sur I’asymétrie d’évolution des séquences. Cette analyse
a été réalisée sur le génome humain, car c’est pour cette espéce que 'on a dé-
montré pour la premiére fois que la nature des nucléotides voisins en 5" et en 3’ a
un impact important sur le patron de substitution asymétrique dans le génome
humain (Hwang et Green, 2004). Ici, nous avons réussi & démontrer que des biais
de voisinages similaires sont en jeu pour I’évolution asymétrique des séquences
autour des origines de réplication.

Nous avons également analysé la variation des taux de substitutions asymé-
triques en fonction du patron d’expression des génes, et nos résultats nous ont
permis de suggérer qu'un biais de réparation préférentiel sur le brin matrice de
la transcription pourrait entrainer ’évolution asymétrique des séquences. L’in-
fluence du voisinage sur ’asymétrie de substitution pourrait s’expliquer alors par
une variabilité de D'efficacité de réparation des mésappariements selon le contexte
nucléotidique. Mais peut-on étendre la méme conclusion pour I'asymétrie de com-
position engendrée par la réplication 7 La similarité entre les patrons d’évolution
asymétrique provoqués par la réplication et par la transcription suggéere que le
méme type de mécanisme biologique pourrait en étre la cause. Des analyses sup-
plémentaires sont & présent nécessaires pour déterminer si I’évolution asymétrique
associée a la réplication pourrait aussi étre 'effet d’un mécanisme de réparation.

Nous nous sommes ensuite intéressés a I'influence du contexte génomique sur
I’évolution des séquences d’ADN, cette fois dans un sens plus large, car nous
avons étudié la relation entre la composition locale en nucléotides et le patron
de substitution. En particulier, nous avons proposé une méthodologie d’étude du
patron de substitution nucléotidique dans des régions répétées a composition en
nucléotides trés biaisée : les microsatellites. Nous avons appliqué cette méthode
pour inférer le mode d’évolution des microsatellites présents dans le génome hu-
main. Nous avons démontré que le patron de substitution des microsatellites est
souvent, différent de celui qui est caractéristique des régions non-répétées. Nous
avons proposé que cette différence pourrait étre due a I'existence d’une confor-
mation particuliére de la double hélice d’ADN dans ce type de séquence.

Malgré les différences observées entre microsatellites et les régions non-répétées,
nos résultats démontrent que dans les régions transcrites les microsatellites sont
sujets au mémes processus évolutifs asymétriques que le reste du génome. Si la
structure tridimensionnelle de 'ADN est effectivement en cause pour le mode
d’évolution particulier des microsatellites, ce dernier résultat suggére que le mé-
canisme biologique qui engendre I'asymeétrie de substitution liée a la transcription
ne serait pas dépendant de la conformation de la double hélice. Cela souléve a
nouveau des questions sur 'identité de ce mécanisme.
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Une conclusion importante que nous pouvons tirer de ce travail est que lorsque
I'on étudie I’évolution de ’ADN, il est important de comprendre que les nucléo-
tides A, C, G, T ne sont pas entités indépendantes. Le mode d’évolution des
séquences est fortement influencé par le contexte génomique, a échelles plus ou
moins grandes.

A Tavenir, I'étude de 'influence du contexte génomique pourra étre étendue
a des niveaux supérieurs d’organisation. Notamment, les avancées récentes (aussi
bien in silico qu’expérimentales) en ce qui concerne le positionnement des nucléo-
somes et la structure de la chromatine, rendent possible une analyse plus poussée
de 'impact de I'environnement des séquences d’ADN sur leur mode d’évolution.
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TITRE en francais : Etude des patrons d’évolution asymétrique dans les sé-
quences d’ADN.

RESUME en francais : Cette these étudie Ueffet de deux processus cellulaires
essentiels, la réplication et la transcription, sur la composition en nucléotides des sé-
quences d’ADN. Ces mécanismes ont un fonctionnement asymétrique par rapport aux
deux brins d’ADN, et ils ont comme conséquence une composition asymétrique dans
les séquences.Nous avons étudié la co-orientation entre réplication et transcription chez
les procaryotes. Nous proposons une méthode pour I’étude des biais de composition qui
découple ces deux sources d’asymétrie. Nous montrons que les biais associés a la répli-
cation sont trés variables, méme entre espéces proches. Nous avons ensuite analysé le
patron de substitution dans les régions transcrites et autour des origines de réplication
du génome humain, et notamment 'effet du contexte 5-3’. Les biais de voisinage sont
similaires pour 'asymeétrie associée a la réplication et & la transcription. La variation
des taux de substitutions en fonction du patron d’expression des génes suggére qu'un
biais de réparation asymétrique et contexte-dépendant pourrait étre en jeu. Enfin, nous
avons proposé une méthode de calcul du patron de substitution dans des séquences a
composition biaisée : les microsatellites. Nous avons démontré que les microsatellites
transcrits sont sujets au meémes processus asymétriques que les régions non-répétées.

MOTS-CLEFS en francais : asymétrie, réplication, transcription.

TITRE en anglais : Patterns of asymmetric DNA sequence evolution

RESUME en anglais : This thesis analyses the effect of two essential cellular
mechanisms, replication and transcription, on the base composition of DNA sequences.
These two processes function asymmetrically on the two DNA strands, and they have
as a consequence an asymmetric nucleotide composition in genomic sequences.First,
we studied the co-orientation between replication and transcription in prokaryotes. We
proposed a method for the study of base composition biases which can separate these two
sources of asymmetry. We show that the effect of replication on base composition can be
highly variable even between closely related species. We then studied the substitution
pattern in transcribed regions and around replication origins, in human, with special
emphasis on the effect of the 5’-3’ nucleotide context. Patterns of context-dependent
asymmetric substitutions are similar for replication and transcription. The variation of
substitution rate with the expression pattern suggests the presence of context-dependent
asymmetric repair mechanisms. We proposed a computational approach for the study
of the substitution pattern in microsatellites. We prove that transcribed microsatellites
are subject to asymmetric evolution.

MOTS-CLEFS en anglais : asymmetry, DNA replication, transcription.
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