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INTRODUCTION

En biologie moléculaire, un dogme fondamental issu de la biologie des bactéries et des
archées impose que le produit d’un gene soit une et une seule protéine. Cependant, chez
les eucaryotes, les mécanismes d’expression du gene sont plus complexes et le dogme
"un gene exprime une protéine" n’est plus applicable. En effet, ’expression des geénes est
régulée par des phénomenes qui vont permettre a ces genes d’exprimer plusieurs protéines
n’ayant pas les mémes fonctions (KELEMEN et al. 2013; BLENCOWE 2017 ; SULAKHE
et al. 2019). Ces phénomenes correspondent a la transcription alternative et a ’épissage
alternatif, et ils concernent la plupart des genes eucaryotes (E. T. WANG et al. 2008;
CHAUDHARY et al. 2019). Depuis la découverte des exons (GILBERT 1978), les fragments
qui portent l'information fonctionnelle des genes, il a été démontré que leur sélection
alternative induit une combinatoire de transcrits possibles (SMITHERS et al. 2019). A eux
deux, la transcription et 1’épissage alternatifs permettent aux 20 000 genes connus chez
I'humain de produire plus de 237 000 transcrits (Ensembl 2021, HOWE et al. 2021). Par
la suite, un certain nombre de ces transcrits vont étre traduits en protéines quantifiées
a hauteur du million de protéines différentes nommées isoformes. Les transcrits peuvent
permettre des interactions spécifiques avec des protéines et des ligands (ELLIS et al. 2012;
SULAKHE et al. 2019), une localisation subcellulaire spécifique (KELEMEN et al. 2013), une
expression différentielle dans des tissus spécifiques (KELEMEN et al. 2013 ; E. T. WANG
et al. 2008 ; ELLIS et al. 2012), et ils peuvent étre spécifiques aux stades de développement,
a l'age (KALSOTRA et COOPER 2011 ; MAZIN et al. 2013) et au sexe (OLIVA et al. 2020).
Dans cette thése, nous nous intéressons a la question ouverte : "Quels sont les transcrits

codants exprimables par un géne ?".

Les techniques de séquencage permettent de détecter les transcrits exprimés a partir
d’échantillons biologiques. Afin de traiter ces données, des méthodes bioinformatiques
ont été mises en place dans le but de pouvoir estimer les transcrits qu'un gene est ca-
pable de produire. Pour cela, les données sont issues de différents projets. Entre 1988
et 2003, le premier génome humain a été séquencé. Ce projet a ensuite été suivi par le

1000 genome project entre 2008 et 2010 puis par le 100000 genome project entre 2012 et
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2018. De nombreux autres projets émergent ainsi dans le but de compléter et d’affiner les
connaissances sur les transcrits, mais obtenir des transcrits complets est difficile. En effet,
certains transcrits sont rares, peu exprimés, ou dépendants de conditions physiologiques
spécifiques. Ainsi, les connaissances sur les transcrits existants issus des analyses de sé-
quencgage ne sont pas exhaustives et de nouvelles méthodes alternatives sont nécessaires.
Dans cette these, nous nous sommes intéressés a compléter cette connaissance grace aux
méthodes de génomique comparative, avec un focus sur les régions codantes des transcrits

codants, ces régions qui ont la capacité de pouvoir étre traduites en protéines.

D’un point de vue évolutif, on peut comparer les genes entre especes au travers de diffé-
rentes ressources afin de déterminer les génes orthologues, puis les isoformes orthologues
(ZAMBELLI et al. 2010). On décrit un caractere orthologue comme un caractere hérité
d’un ancétre commun et présent en copie unique chez les descendants. Dans cette these,
pour déterminer les transcrits exprimables par un gene, nous nous sommes appliqués a
décrire une méthodologie de comparaison de la séquence des genes sur plus de deux es-
peces. Nous avons appliqué la comparaison sur un ensemble de trois especes : ’humain, la
souris et le chien. Cette comparaison a 1’échelle multi-especes permet de s’interroger sur la
conservation de la structure d’épissage des genes et sur la conservation de I’ensemble des
transcrits exprimables par un gene. Pour cela, nous nous sommes basés sur une méthode
de génomique comparative pré-existante (BLANQUART et al. 2016) de comparaisons de
structures de genes entre deux especes qui avaient été appliquées a ’humain et la souris.
Cette méthode compare une paire de genes orthologues, c’est-a-dire un gene chez une
espece avec le gene orthologue chez I'autre espece. La méthode détermine si un transcrit
exprimé par le géne d’'une espece peut-étre exprimé par le géne de 'autre espece. Si oui, un
transcrit orthologue est prédit chez I'autre espece. La méthode propose une représentation
abstraite des genes et des transcrits (OUANGRAOUA et al. 2012).

Dans cette these, nous avons étendu la méthode pour permettre une comparaison
multi-especes. Elle repose sur une représentation des structures orthologues sous forme de
graphes. Nous I'avons appliqué a trois especes, ’humain, la souris et le chien, a la recherche
de genes dont la structure en exons, les sites fonctionnels d’épissage et les transcrits sont
conservés. Déterminer un répertoire de transcrits productibles et conservés par un gene
permet de comprendre a une plus grande échelle la régulation des genes eucaryotes. Avec
cette étude, on peut ainsi apporter une premiere réponse a la question : Si des génes

partagent une structure similaire entre plusieurs espéces, est-ce qu’ils partagent également
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les mémes transcrits ¢

Dans le Chapitre 1, nous décrivons le contexte de la these et I’état de I'art sur les mé-
canismes responsables de la production des transcrits a partir des genes (la transcription
alternative et I’épissage alternatif), sur les méthodes qui permettent de déterminer la sé-
quence ARN des transcrits a partir d’échantillons biologiques (les méthodes de séquencage
a haut débit) et les méthodes qui permettent de prédire des transcrits complets et/ou des
structures orthologues en se basant sur les connaissances et sur leur structure épissée (les
méthodes d’alignements épissés). Nous présentons également les représentations usuelles

de la structure d’un geéne et des transcrits ainsi que leur composition.

Dans le Chapitre 2, nous proposons un formalisme décrivant les structures d’épissage
des genes et des transcrits. Nous décrivons comment ces structures sont comparées entre
deux genes et nous proposons des définitions de 'orthologie des transcrit basées sur la
conservation de ces structures. Cette définition de 'orthologie entre transcrits dont la
structure est conservée permet de prédire de nouveaux transcrits. Nous décrivons éga-
lement les méthodes développées durant la thése pour la comparaison multi-espeéces en

s’appuyant sur des structures de graphes.

Dans le Chapitre 3, nous appliquons la méthode de prédiction de transcrits orthologues
a des données disponibles pour trois espeéces, 'humain, la souris et le chien. Le chapitre
décrit, de plus, la recherche de traces de l'existence de ces transcrits prédits parmi des
données auxiliaires (autres bases de données de transcrits annotés et données de lectures

issues de séquengage).

Dans le Chapitre 4, nous détaillons la construction des graphes de sites orthologues et
de transcrits orthologues obtenus a partir de nos données sur les trois especes, et nous
expliquons la topologie des graphes obtenus. Nous montrons comment nous identifions un
ensemble de génes dont la structure et le potentiel codant, les protéines productibles, sont

conservés chez les trois especes.
Enfin, dans le Chapitre 5, nous exposons les perspectives qui peuvent découler des

méthodes et les résultats obtenus, notamment concernant les comparaisons des régions

non traduites des transcrits codants.
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CHAPITRE 1

CONTEXTE BIOLOGIQUE ET ETAT DE
L’ART

Ce chapitre présente le contexte biologique et un état de 'art concernant les différents
points examinés dans cette these. Nous introduisons d’abord les notions biologiques
concernées par la these : les génomes, les genes et les transcrits, et les mécanismes
nécessaires a la production des transcrits a partir des genes. Ensuite nous présentons
les données bioinformatiques disponibles concernant les transcriptomes : les banques
de données publiques et les formats d’annotations. Enfin, nous décrivons plusieurs
travaux connexes a nos recherches concernant la prédiction de transcrits ou la repré-

sentation des transcrits d’'un gene.
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Définitions des termes du chapitre

Un génome est un ensemble de séquences d’ADN comprenant ’ensemble de I'infor-
mation génétique.

Un géne est une région du génome pouvant étre transcrite en ARN.

La transcription est un processus de copie d'un géne (ADN) en ARN.

Le transcriptome est 'ensemble des transcrits du génome d’un organisme. Dans la
these, nous parlons du transcriptome d’'un gene comme I’ensemble des transcrits ex-
primables par un gene.

La traduction est le processus permettant a certains transcrits d’étre traduits en pro-
téine, la région décrivant la protéine est dite codante (CDS, coding sequence).

Un ARNm ou transcrit est un produit d’expression issu d’un gene via la transcription
et I’épissage formé par une combinatoire d’exons et pouvant étre traduit en protéine.
Un ezon est un segment d’un gene transcrit en ARN et retenu dans un transcrit ma-
ture.

Un intron est un segment d’ARN entre deux exons contigus et qui est supprimé lors
du processus d’épissage produisant un transcrit mature, ou ARN.

Les sites fonctionnels correspondent aux codons start (qui selon nos conventions se-
ront notés '[") et stop ("]") délimitant un CDS et aux sites donneurs ("<") et accepteurs
d’épissage (">") formant le premier et le dernier dinucléotides d'un intron.

La structure d’un géne désigne la succession des exons et des sites fonctionnels qui le
composent, permettant d’identifier la composition en introns et en exons des trans-
crits du gene en fonction de 'ensemble des CDS exprimés.

Un CDS (coding sequence) est la région d'un ARNm qui peut étre traduite en pro-
téine, depuis un codon start jusqu’a un codon stop, séparés par un nombre entier de

codons consécutifs et sans codon stop intermédiaire en phase.
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Chapitre 1 — Contexte biologique et état de l'art

1.1 Mécanismes biologiques de la production de trans-

crits

1.1.1 Génome des organismes eucaryotes

Le génome est ’ensemble du matériel génétique d'un organisme stocké sous forme de
chromosomes. Ces chromosomes sont contenus, chez les eucaryotes, dans le noyau des
cellules qui constituent les tissus de l'organisme. Chaque chromosome est constitué de
deux molécules d’acide désoxyribonucléique (ADN) sous la forme de deux brins complé-
mentaires, représentant une partie de I'information génétique, et de protéines, notamment
des histones responsables de la condensation de ’ADN. Chaque brin est composé d’unités
d’information que I'on nomme nucléotides : 'adénine (A), la thymine (7°), la guanine (G)
et la cytosine (C'). Une complémentarité entre les nucléotides existe et permet une liaison
stable entre les deux brins complémentaires d’ADN : A se lie a T et G se lie avec C.
D’une maniere plus formelle, on peut décrire un brin d’ADN comme étant une séquence
sur un alphabet ¥ de quatre lettres avec ¥ = {A,C,G,T}. Chaque brin se lit dans le
sens allant d'une extrémité nommée "5’" vers 'extrémité nommée "3’". Les deux brins
d’ADN sont orientés parallelement mais en sens opposé, on parle ainsi de brins d’ADN

complémentaires et antiparalléles.

« .

\ ¥ 5 3
——. XDODOOK

S

Organisme Tissu Cellule Chromosome ADN

FI1GURE 1.1 — L’information génétique chez un organisme eucaryote. Une molécule d’ADN
double brin forme un chromosome localisé dans le noyau des cellules eucaryotes. Un chro-
mosome est formé de deux molécules d’ADN complémentaires (paires complémentaires
A—T, G — C) et antiparallele.

L’information génétique portée par 'ADN a une organisation structurée. En effet,
I’ADN contient notamment des segments d’intérét particulier nommés génes. On distingue
deux catégories de genes, des génes codants et des génes non codants. Les genes codants
produisent des transcrits dits codants et pouvant étre traduits en protéines. Les genes non
codants ne produisent que des transcrits dits non codants qui ne sont pas traduits, et qui

sont responsables de nombreuses régulations au sein de 'organisme. Chez ’humain, on
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1.1. Mécanismes biologiques de la production de transcrits

estime qu’il y aurait plus de 20 000 geénes codants pour des protéines, ce qui représente
1 & 2% des nucléotides du génome complet. La grande majorité du génome est composée

d’ADN non codant (dont les génes non codants).

1.1.2 Transcription du géne en transcrit, puis traduction en pro-
téine

Chaque geéne eucaryote est capable d’exprimer des acides ribonucléiques (ARN) ou
transcrits. Pour cela, deux mécanismes sont nécessaires : la transcription et I’épissage. Le
premier produit une copie de ’ADN sous forme d’'un ARN complémentaire, le pré-ARN,
alors que le second va étre responsable de la maturation de ’'ARN, en y sélectionnant
des segments particuliers, les ezons, par rapport a d’autres segments éliminés, les introns.
Dans le cas des genes codants, on obtient un transcrit mature ou ARN messager (ARNm)
a partir d'un pré-ARN messager (pré-ARNm). Celui-ci contient une séquence codante
(CDS, coding sequence) pouvant étre traduite en protéine. Le processus de traduction de
I’ARNm en protéine est enfin réalisé par le ribosome qui traduit la séquence ARN du CDS
(codon par codon du codon start au codon stop) pour former une protéine (Figure 1.2).
Soulignons enfin que la synthese des transcrits est un processus hautement régulé, depuis

son initiation jusqu’a sa destruction.

| | I I || Gene

[ [ || Pré-ARNm

\ | | | ARNm

1
i (C) Traduction ! - Intron
v
Protéine [ ] eon

FIGURE 1.2 — Les mécanismes généraux d’expression des genes codants. A partir d’'un
gene codant, la transcription (A) synthétise une séquence complémentaire nommée pré-
ARNm qui contient certains segments qui vont étre sélectionnés, les exons, au détriment
de certains segments qui vont étre éliminés par 1’épissage (B), les introns. Ce processus
produit un ARNm qui peut ensuite étre traduit pour former une protéine (C).
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Chapitre 1 — Contexte biologique et état de l'art

1.1.2.1 Transcription du géne en ARN

Divers éléments de la séquence d’ADN d’un gene sont exposés pour permettre d’ini-
tier la transcription de ’ADN en pre-ARNm (Figure 1.2(A)). Le promoteur, un segment
d’ADN en amont de la région transcrite, est I'un de ces éléments. Le promoteur est
responsable de la régulation de l'expression du gene. Les promoteurs peuvent fixer des
protéines que I'on nomme facteurs de transcription. Ils vont avoir une activité activatrice
de la transcription, on parle d’éléments enhancer, ou au contraire avoir une activité in-
hibitrice de la transcription, on parle d’éléments silencer. Lorsque le promoteur est actif,
une ARN polymérase (ARN pol II dans le cas des ARNm) se fixe sur le site d’initiation
de la transcription et commence la transcription (Figure 1.3). L’ARN pol II va construire
la séquence ARN complémentaire du gene. A la différence de ’ADN, ’ARN ne comporte
pas de thymine (T) qui est remplacée par 1'uracile (U). Ainsi, ’ARN pol II synthétisera
A ala place de T, C a la place de G, G a la place de C et U a la place de A. Dans le cadre
de la these, par simplicité, nous utiliserons T dans la description de toutes les séquences
nucléotidiques. A l'issue de la transcription, une molécule d’ARN dite pré-ARNm a été
synthétisée, c’est une copie d’une région du gene.

ARN

polymérase
1}

/ activation

enhancer

----------- 1
| Transcription |
- ___!
Geéne —- Pré-ARNm

ARN
polymérase
1

/

silencer X inhibition ]  Région transcrite

Promoteur

| Transcription |

R Site d’initiation de
Gé ipti
ene | ;é ’ r la transcription

FIGURE 1.3 — Régulation de la transcription. Si des enhancer se fixent au niveau du
promoteur, zone du gene représentée en vert, 'ARN polymérase Il se positionne pour
synthétiser un pré-ARNm. Si des silencer sont recrutés, la transcription n’est pas réalisée.
La région transcrite, en jaune, du gene va du site d’initiation de la transcription jusqu’a
un dernier site, dit de terminaison de transcription. La transcription produit une copie
ARN complémentaire de cette région, le pré-ARNm.
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1.1. Mécanismes biologiques de la production de transcrits

1.1.2.2 Epissage

Le pré-ARNm comporte deux types de segments, les introns et les exons. Les introns
correspondent a des séquences qui sont excisées et qui ne seront pas présentes dans le
transcrit dit mature. Les exons, quand a eux, sont des séquences qui sont conservées
et concaténées entre elles pour former le transcrit mature : '’ARNm. Ce mécanisme est
nommé 1’épissage et utilise entre autre les sites d’épissage, qui délimitent les introns (Fi-
gure 1.2(B)). Ces sites d’épissage comportent en particulier des dinucléotides extrémement
conservés et constituant les extrémités des introns. Dans le cas majoritaire de 1’épissage
U2-dépendant (SIBLEY et al. 2016), en 5’ de I'intron, on retrouve le dinucléotide "GT",
débutant le site donneur d’épissage, et du coté 3’, on retrouve le dinucléotide "AG", termi-
nant le site accepteur d’épissage. Les dinucléotides "GT" /" AG" sont présents dans 99% des
introns humains. Ces dinucléotides sont reconnus par des ribonucléoprotéines nucléaires
(small nuclear ribonucleoprotein, snRNP) qui vont avoir un rdle dans la définition d'un
intron et d’un exon en agissant de maniere a former un complexe nommé spliceosome
responsable du mécanisme d’épissage (KELEMEN et al. 2013).

Une fois épissé, ’ARN est une structure instable qui doit étre stabilisé, c¢’est ce qu’on
nomme la maturation. Pour étre maturé, une coiffe est ajoutée a I’extrémité 5’ et une queue
poly(A) (plusieurs dizaines voire centaines d’adénosines) est synthétisée en 3’ (Figure 1.4).

Ces nucléotides ajoutés a ’ARNm ne font donc pas partie de la séquence du gene.

Spliceosome

- Intron
\ r E', """ : Exon
- @ @ :_ _Elfs_age_ K oT Site donneur
Pré-ARNm —_——— ‘ | dépissage

Site accepteur
d’'épissage

/\ Epissage

AG

ARNm / transcrit @ | ‘

FIGURE 1.4 — Maturation d’un pré-ARNm. Le spliceosome excise les introns et concatene
les exons en localisant les sites d’épissage. La maturation implique enfin I'ajout d’une
coiffe a lextrémité 5’ et d’'une queue poly(A) & l'extrémité 3’ pour former le transcrit
mature.
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Chapitre 1 — Contexte biologique et état de l'art

1.1.2.3 Traduction

Les génes codants expriment des transcrits codants, les ARNm, et des transcrits non
codants. Si le transcrit maturé est codant, il peut étre traduit en protéine. C’est le mé-
canisme de la traduction (Figure 1.5). Par définition, les transcrits non codants ne sont
pas traduits en protéines. Ces transcrits ont une fonction régulatrice sur le maintien du
génome, la régulation des transcrits codants, la différenciation cellulaire, le choix de la
lignée cellulaire, de I'organogenese et de ’homéostasie tissulaire (MATTICK et MAKUNIN
2006 ; MARCHESE et al. 2017 ; SCHMITZ et al. 2016). Afin d’étre traduits par le ribosome,
les transcrits matures codants posseédent une séquence codante (CDS, coding sequence)
qui est lue par triplets consécutifs de nucléotides, les codons. Chaque codon, a 'exception
des 3 codons stop possibles, correspond a un acide aminé, I'unité de base d’une protéine.
Le premier codon qui est lu par le ribosome est le codon d’initiation ou codon start,
"ATG", aussi traduit en méthionine. Le dernier est le codon de terminaison ou codon
stop, "T'AA", "TAG" ou "T'GA". Ces 3 codons ne codent pour aucun acide aminé. On
parle de code génétique pour désigner la correspondance entre les 64 codons possibles et
les 20 acides aminés. Les nucléotides précédents et suivants de ces deux codons, en amont
du codon start et en aval du codon stop, ne sont pas traduits et composent les régions 5’
et 3’ non traduites de 'ARNm (les UTR, untranslated region).

_________ 1
ARNmM / transcrit Coiffe e wmm——— e AAAAA..AA I S |
CDs

Codon d'initiation

__________ Codon de terminaison
5'-UTR
3'-UTR

tit=-

Séquence codante CDS

F1GURE 1.5 — Traduction d’'un ARNm. Le ribosome traduit le CDS de ’ARNm du codon
d’initiation jusqu’au codon de terminaison. Chaque codon, a I'exception du codon stop,
est traduit en un acide aminé constituant la protéine.

La transcription et ’épissage sont des étapes qui sont réalisées dans le noyau des cellules
eucaryotes. Une fois maturé, ’ARNm est exporté en dehors du noyau, dans le cytoplasme
et appareil de Golgi, ou il pourra étre traduit par le ribosome puis dégradé. Excepté en
ce qui concerne la traduction, ces étapes sont aussi valables pour les ARN non codants.
Si un ARN est mal synthétisé (par exemple en incluant un codon stop prématuré), le

processus de dégradation NMD (Non sense Mediated Decay) se met en place afin d’éviter
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1.1. Mécanismes biologiques de la production de transcrits

la production de protéines toxiques. Lorsqu'un ARNm est arrivé en fin de vie, il est
dégradé par plusieurs voies possibles comme par exemple un décoiffage, une perte de
sa queue poly(A) ou encore par I'action de micro ARN régulateurs (ARNmi). Ainsi, la
transcription, 1’épissage et la traduction constituent les étapes clés de 'expression des

genes (Figure 1.6).

v
Pré-ARNm
aT Site donneur

et 1 d’'épissage
1

Site d’initiation de
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Promoteur
Gene e =m Em ]
- Intron
pommmmmmmmm s
! (a) Transcription | Exon
1

___________ AG SI‘T‘e gccepteur
‘L d’épissage
ARNm / transcrit Coiffe g AAAAA.AA

Epissage

Codon d’initiation

Codon de terminaison

v
Proteine

5-UTR
3-UTR

Pit==)
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FIGURE 1.6 — Schéma de l'expression d'un gene. (a) Un géne est transcrit, a partir du
site d’initiation de la transcription suite a 'activation du promoteur, en pré-ARNm par le
mécanisme de la transcription. (b) L’épissage forme le transcrit mature, en concaténant
les exons entre eux et en épissant les introns, grace aux sites d’épissage. L’ARN est enfin
stabilisé par I'ajout d’une coiffe en 5’ et d’une queue poly(A) en 3. (¢) L’ARNm, mature,
peut ensuite étre traduit pour former une protéine.

Notons enfin que ’expression d’un gene consiste en la production de grandes quantités
de ces copies que sont les ARNm. Par la suite, on parlera par simplicité d’un transcrit
pour dénommer tout un ensemble de transcrits identiques traités simultanément dans une

cellule.

1.1.3 Diversité des transcrits d’un geéne eucaryote
1.1.3.1 Quantification de la diversité des transcrits

Chez I'humain, on estime qu’il y aurait plus de 20 000 genes codants pour des pro-

téines. On dénombre aussi pres de 24 000 genes non codants. Au total, 'humain exprime-
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Chapitre 1 — Contexte biologique et état de l'art

rait plus de 230 000 transcrits différents (Tableau 1.1) recensés dans la base de données
Ensembl (HOWE et al. 2021). D’apres les données Gencode (FRANKISH et al. 2021), envi-
ron 90 000 de ces transcrits sont codants (GENCODE - Human Release Statistics 2021).
D’apres ’état de 'art, les observations expérimentales réalisées dénombrent actuellement
en moyenne entre 5 et 7 transcrits par géne (STEIJGER et al. 2013; TUNG et al. 2020).

De ce fait, un gene ne donne majoritairement pas un seul mais plusieurs transcrits.

Homo sapiens
Nombre de genes codants 20 442
Nombre de genes non codants 23 982
Nombre de transcrits connus 237 081

TABLE 1.1 — Nombre de génes codants et de transcrits connus chez ’humain dans la base
de données Ensembl en mars 2021.

Par exemple, le gene CREM humain possede 48 transcrits actuellement décrits dans
la base de données publique Ensembl dont 34 codent pour des protéines et 14 sont non
codants (Table 1.2).

1.1.3.2 Meécanismes de la diversité des transcrits

Plusieurs transcrits permettent donc la production de différentes protéines pour un
méme gene. Elles sont appelées protéines isoformes (H.-D. LI et al. 2021; NILSEN et
GRAVELEY 2010). Deux phénomenes sont a l'origine de cette diversité de transcrits : la
transcription alternative et 1’épissage alternatif.

Ces mécanismes sont extrémement régulés pour permettre le bon fonctionnement de
I'organisme. Par exemple, si des mutations sont présentes dans les séquences, un dysfonc-
tionnement intervient pouvant conduire a des cancers ou a des maladies rares (TANERI
et al. 2012).

Transcription alternative. Plusieurs promoteurs dits alternatifs peuvent coexister au
sein de la séquence du gene et permettre la synthese de plusieurs pré-ARNm. Dans la Fi-
gure 1.7(A), deux promoteurs et deux sites d’initiation de la transcription sont présents,
pouvant initier la transcription de deux exons différents. Ces deux sites permettent de pro-
duire deux pré-ARNm différents. Notons que des promoteurs différents peuvent conduire
a la formation d’ARNm possédant le méme CDS, mais dont les régions UTR sont diffé-

rentes. Au cours de la these, nous discuterons de ce dernier cas précis (voir section 4.4
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1.1. Mécanismes biologiques de la production de transcrits

Nom du transcrit | Identifiant Ensembl du transcrit | Taille en nucléotides | Taille protéique Biotype Identifiant CCDS
CREM-210 ENST00000374721.7 2020 269aa Protein coding -
CREM-217 ENST00000439705.5 2306 248aa Protein coding CCDS7182
CREM-204 ENST00000345491.7 2220 300aa Protein coding CCDS7180
CREM-208 ENST00000361599.8 2170 270aa Protein coding CCDS7185
CREM-212 ENST00000374728.7 1933 221aa Protein coding CCDS7183
CREM-207 ENST00000356917.9 1895 108aa Protein coding CCDS53518
CREM-205 ENST00000348787.6 1821 221aa Protein coding CCDS7183
CREM-203 ENST00000344351.5 1625 95aa Protein coding CCDS53522
CREM-206 ENST00000354759.7 1589 248aa Protein coding CCDS7182
CREM-202 ENST00000342105.7 1541 245aa Protein coding CCDS7186
CREM-218 ENST00000460270.5 1416 95aa Protein coding CCDS53522
CREM-211 ENST00000374726.7 1207 137aa Protein coding CCDS7184
CREM-228 ENST00000473940.5 1182 120aa Protein coding CCDS7187
CREM-237 ENST00000488328.5 1049 109aa Protein coding CCDS53519
CREM-229 ENST00000474362.5 1030 96aa Protein coding CCDS53523
CREM-220 ENST00000463314.5 964 138aa Protein coding CCDS58075
CREM-201 ENST00000337656.8 900 299%aa Protein coding CCDS7181
CREM-214 ENST00000395887.7 849 282aa Protein coding CCDS58074
CREM-239 ENST00000489321.5 731 137aa Protein coding CCDS7184
CREM-213 ENST00000374734.7 711 236aa Protein coding CCDS31181
CREM-238 ENST00000488741.5 651 102aa Protein coding CCDS53521
CREM-230 ENST00000474931.5 626 112aa Protein coding CCDST7188
CREM-224 ENST00000468236.5 582 125aa Protein coding CCDS58076
CREM-242 ENST00000490511.1 469 113aa Protein coding CCDS53520
CREM-236 ENST00000487763.5 429 121aa Protein coding CCDS53517
CREM-216 ENST00000429130.7 1476 345aa Protein coding -
CREM-231 ENST00000479070.5 939 312aa Protein coding -
CREM-226 ENST00000469949.6 721 59aa Protein coding -
CREM-234 ENST00000484283.5 660 219aa Protein coding -
CREM-235 ENST00000487132.5 655 186aa Protein coding -
CREM-215 ENST00000427847.6 635 156aa Protein coding -
CREM-221 ENST00000463960.5 582 193aa Protein coding -
CREM-243 ENST00000494479.5 563 115aa Protein coding -
CREM-244 ENST00000495301.1 555 T8aa Protein coding -
CREM-241 ENST00000490460.5 1074 62aa Nonsense mediated decay -
CREM-245 ENST00000495960.5 895 46aa Nonsense mediated decay -
CREM-222 ENST00000464475.1 453 53aa Nonsense mediated decay -
CREM-240 ENST00000489388.5 1022 Pas de protéine Processed transcript -
CREM-227 ENST00000472813.1 955 Pas de protéine Processed transcript -
CREM-225 ENST00000469517.1 910 Pas de protéine Processed transcript -
CREM-248 ENST00000497686.1 839 Pas de protéine Processed transcript -
CREM-219 ENST00000461968.5 47 Pas de protéine Processed transcript -
CREM-209 ENST00000374711.5 722 Pas de protéine Processed transcript -
CREM-233 ENST00000482646.5 715 Pas de protéine Processed transcript -
CREM-247 ENST00000496626.5 596 Pas de protéine Processed transcript -
CREM-246 ENST00000496019.5 563 Pas de protéine Processed transcript -
CREM-223 ENST00000466251.5 485 Pas de protéine Processed transcript -
CREM-232 ENST00000482633.5 415 Pas de protéine Retained intron -

TABLE 1.2 — Ensemble des transcrits du gene CREM humain décrits en 2021 par la base
de données Ensembl. Les biotypes sont définis : ' Protein coding" correspond a un transcrit
codant pour une protéine, "Nonsens mediated decay" correspond a un transcrit ayant un
codon stop prématuré, "Processed transcript' et "Retained intron" correspondent a des
transcrits qui ne sont pas codants.

page 110).

Epissage alternatif. Le mécanisme d’épissage alternatif a été décrit pour la premiere

fois en 1978 (GILBERT 1978). Ce phénomene concerne les genes multi-exoniques (qui
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Chapitre 1 — Contexte biologique et état de l'art

contiennent plusieurs exons). Le spliceosome peut épisser, c¢’est-a-dire sélectionner des in-
trons différents a partir d'un méme pré-ARNm. Cette sélection crée des combinaisons
d’exons différentes et conduit a la formation de transcrits matures différents (Figure
1.7(B)). De maniere générale, on estime que dans environ 90% des cas I'expression des
genes des mammiferes (BAO et al. 2019) et dans 95% des cas I'expression des genes hu-

mains (PAN et al. 2008) implique ’épissage alternatif.
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FIGURE 1.7 — Mécanismes de l'expression alternative des genes. Un gene exprime des
transcrits différents a partir du mécanisme de transcription alternative (A) et d’épissage
alternatif (B). Ces transcrits peuvent étre traduit en protéines (C) si ils correspondent
a des transcrits codants. Le gene possede deux sites d’initiation de la transcription al-
ternatifs (fleches bleues), et deux types de pré-ARNm peuvent étre transcrits. L’épissage
alternatif du premier peut retenir ou non l’exon jaune. Les trois ARNm productibles in-
cluent trois CDS différents encodant trois protéines isoformes. Par simplicité, la figure
représente les régions du géne comme ayant une seule implication future, promotrice, exo-
nique, intronique, codante, UTR. Cependant et du fait de la combinatoire générée, les
régions du gene peuvent avoir plusieurs implications : la méme région du gene illustré
va étre transcrite puis épissée (premier exon, en violet) ou bien ne pas étre transcrite
(promoteur alternatif, seconde fleche bleue) : cette région est selon le contexte un intron
ou un promoteur. De plus, un méme exon codant pourra dans certain contexte ne pas
étre traduit, ou étre partiellement traduit (exon jaune).

Evenements de 1’épissage alternatif. Il existe plusieurs types d’évenements d’épis-
sage alternatifs responsables de la diversité des transcrits : le saut d’exon, la rétention
d’intron, le site d’épissage 3’ alternatif, le site d’épissage 5 alternatif ou encore les exons

mutuellement exclusifs (Figure 1.8). Le saut d’ezon dénomme la situation ot un exon est
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excisé avec ses introns flanquants. Il constitue le type d’évenement le plus répandu chez les
vertébrés parmi les événements d’épissage alternatifs (Y. WANG et al. 2015; SAMMETH
et al. 2008). La rétention d’introns intervient lorsqu’un intron n’est pas épissé et va étre
conservé dans le transcrit mature. C’est un mécanisme qui intervient principalement dans
les régions UTR chez 'humain (ALEXANDRE FAVORETTO GALANTE et al. 2004) et est
I'événement d’épissage alternatif majoritaire chez les plantes (CHAUDHARY et al. 2019).
Les sites d’épissage 3’ et 5 alternatifs vont sélectionner différemment 'extrémité d’un
intron résultant en des variations de la taille des exons qui vont potentiellement chan-
ger la séquence codante. Les exons mutuellement exclusifs désignent le fait que plusieurs
choix d’exons sont possibles et que seulement 'un de ces choix est utilisé, a 1’exclusion
des autres. Ces types d’évenements sont illustrés avec la Figure 1.8. L’épissage constitutif
correspond enfin au cas ou tous les exons du pré-ARN sont retenus par 1'épissage. De
méme un exon dit constitutif est présent dans I'intégralité des transcrits alternatifs d'un
gene.

Notons enfin qu’avec 'expression alternative, un méme segment de gene peut avoir
plusieurs roles : transcrit ou non transcrit, exonique ou intronique, codant ou non codant
(Figure 1.7). De plus, un méme transcrit codant peut parfois étre traduit de différentes
manieres, conduisant a des protéines différentes. On parle alors de traduction alternative.
Au total, 'expression alternative d’un gene résulte de ces trois mécanismes que sont la

transcription alternative, I’épissage alternatif et la traduction alternative.

1.2 Données bioinformatiques concernant les genes

et les transcrits

Le traitement automatique des données génétiques repose sur l'organisation de bases
de connaissances, de définitions et de représentations des objets biologiques et de formats

standards décrits dans cette partie.

1.2.1 Données publiques, annotation et génome de référence

L’ensemble des connaissances disponibles sur les genes et les transcrits sont stockées
dans des bases de données publiques telles que Ensembl (HOWE et al. 2021) pour les ver-
tébrés, la base de données de 'UCSC (University of California, Santa Cruz) (NAVARRO
GONZALEZ et al. 2021) pour pres de 100 organismes ou encore CCDS (Consensus coding
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FIGURE 1.8 — Types d’évenements de 1’épissage alternatif. Chaque évenement d’épissage
alternatif (a gauche) est réalisé sur les pré-ARNm et participe a la synthese d’ARN mes-
sagers matures (a droite). A gauche on schématise une population de pré-ARNm dont
une partie subit un épissage particulier, et I'autre partie un autre épissage.

sequence) (PUJAR et al. 2018) spécialisée pour 'humain et la souris et nettoyée manuel-
lement. Nous utiliserons ces bases dans la these.

Ces données sont basées sur un génome de référence. Chaque organisme séquencé
dispose d’'un génome de référence qui lui est propre. Un génome de référence correspond
au génome d’un individu de ’espece considéré comme référence pour ’espece. Un génome
de référence correspond ainsi a une version d’un génome issue d’un assemblage qui est
susceptible d’évoluer avec de nouvelles versions d’assemblage. En Janvier 2018, le génome
de référence humain est hg38 (GRCh38), celui de la souris est mm10 (GRCm38) et celui
du chien est canfam3.1. En Juillet 2021, le génome de référence de la souris a été modifié
et est passé a la version mm39 (GRCm39).

Un génome de référence n’est pas forcément représentatif de tous les individus. En
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plus de comporter potentiellement des erreurs, un génome de référence n’est pas forcé-
ment complet et nécessite de nouveaux assemblages. Si on prend 'exemple de 'humain,
son génome est divisé en 23 paires de chromosomes qui ont été séquencés en 2003 (CRAIG
VENTER et al. 2001 ; COLLINS et al. 2003) mais pas entierement. C’est en 2020 que le
chromosome X humain a été entierement séquencé en considérant les régions télomériques
(extrémité d’un chromosome contenant de nombreuses répétitions, impliquées dans le pro-
cessus de vieillissement cellulaire) et les régions centromériques (jointure des chromatides)
non assemblées précédemment (MIGA et al. 2020).

Une fois assemblé, le génome doit étre analysé afin de décrire les séquences qui com-
posent sa structure telles que les genes, les régions intergéniques, les régions régulatrices,
les fonctions associées. Cela fait partie de ce qu’on nomme I’annotation. Ainsi, chaque
élément caractérisé sera localisé a un endroit précis, le locus, par des coordonnées sur le

génome de référence.

1.2.2 Formats des données

Les données décrivant les genes et les transcrits sont généralement distribuées sous
des formats spécifiques. On retrouve notamment les formats FASTA et GTF. Le format
FASTA est un format de fichier texte qui contient en plus de la séquence décrite une
information sur la séquences. Il est composé de deux lignes, la premiére commence par le
symbole ">" et est généralement suivi de l'identifiant de la séquence (nom du géne, nom
du transcrit, nom de la protéine) et de commentaires (non obligatoires). La seconde ligne
correspond a la séquence de nucléotides pour un gene ou un transcrit, ou encore d’acides
aminés pour une protéine. Par exemple (Figure 1.9), la premiere ligne du fichier FASTA
du gene CREM humain contient l'identifiant Ensembl, ’espece, le chromosome ou est
situé le gene, la version du génome de référence, les positions du gene sur ce chromosome

et le sens de lecture du gene.

> ENSGO0000095794 homo_sapiens 10 GRCh38 35126791 35212958 1
CTAGGCCCCGCCCCCTGACCCGCACCTTCCCGCCGCCCCTCCCCGGTTCCATTTCATTGT
TGGATTGTGGCGCTTCACTCCTGCTGGCGGCCGGCAGGGGGCGGAGTTCGAGCCTGGATT
TTTTTCCTCGGGGCCTCCCCCGGGAGGCCGTCCCGGCGTGGGGGAGGGGAGGACGGGGCG

FI1GURE 1.9 — Extrait d'un fichier FASTA pour le gene CREM humain.

Le Format GTF (General Transfer Format) ou GFF (General Feature Format) est

un format de fichier qui contient ’ensemble des informations concernant des objets (des
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genes, des transcrits) et leurs compositions (les exons, les codons start, les codons stop,

les régions non traduites par exemple) en présentant leur position génomique au sein du

génome de référence. Chaque ligne représente la description de I'objet. Chaque description

est organisée en 9 colonnes séparées par des tabulations. Par exemple, la Figure 1.10

présente un extrait d’information du gene CREM humain au format GTF.

1. le chromosome considéré ;

2. la source de I'information (nom de la base de données, de la méthode d’origine,
etc.);

3. l'objet concerné (gene, transcrit, exon, CDS, codon start, stop, etc.);

4. la position de début de I'objet sur le génome de référence ;

5. la position de fin de I'objet sur le génome de référence ;

6. le score de 'objet (facultatif) ;

7. le brin d’ADN pour le sens de lecture de I'information : "+" pour le sens 5 — 3/
(sens), "-" pour le sens 3' — 5’ (antisens);

8. le cadre de lecture considéré (facultatif) : '0", "1" ou "2" ou "0" indique que la
premiere base de la séquence est la premiere base du codon, 1 et 2 pour indiquer
que la deuxieéme ou la troisieéme base de la séquence respectivement sont la premiere
base du codon;

9. les attributs de 'objet (informations complémentaires).

10 Ensembl gene 35126791 35212958 + gene_id "ENSG00000095794"; transcript_nb "21";

10 Ensembl transcript 35126923 35179847 + gene_id "ENSG00000095794"; transcript_id "ENST00000374726"; exon_nb "3";

10 Ensembl exon 35148372 35148491 + gene_id "ENSG00000095794"; transcript_id "ENST00000374726"; exon_number "1";
10 Ensembl exon 35178889 35178986 + gene_id "ENSG00000095794"; transcript_id "ENST00000374726"; exon_number "2";
10 Ensembl exon 35179134 35179329 + gene_id "ENSG00000095794"; transcript_id "ENST00000374726"; exon_number "3";

FI1GURE 1.10 — Extrait simplifié d’un fichier GTF pour le géne CREM humain.

1.2.3 Représentation des données

Il existe différentes facons de représenter visuellement les données a partir des données

génomiques. Les plus communes sont celles présentées dans les visualiseurs de génome

(Genome browser) comme celui d’Ensembl ou celui de 'UCSC. Le premier représente

chaque exon de transcrit par rapport au gene en utilisant des blocs pleins pour les exons

ou les parties d’exons codants et des blocs vides pour les exons ou les parties d’exons non
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codants (UTR) (Figure 1.11a). Un exemple de cette représentation pour une partie des
transcrits du gene CREM est présenté dans la Figure 1.11b. Le visualiseur de génome de
I’UCSC adopte une représentation similaire. Les zones épissées y sont représentées par un
trait avec une orientation indiquant le sens de lecture du gene (5 — 3') par rapport au
brin considéré. Les exons ou les parties d’exons non codants (UTR) sont présentés comme
des blocs pleins a 1'échelle et donc de taille réduite comparée a celle des introns (1.11c).
Dans la Figure 1.11d, les transcrits du genes CREM présentés sont orientés par rapport
a leur brin d’ADN lu.

Il existe également une représentation compacte de I’ensemble des transcrits issus d’un
gene, sous forme de graphes. Ces graphes sont appelés graphes d’épissage (splicing graph,
HEBER et al. 2002). Chaque nceud correspond & un exon et chaque aréte correspond aux
liaisons possibles entre les exons, les jonctions entre les exons : les jonctions d’exons. Par
exemple, dans la Figure 1.12, le graphe d’épissage permet de visualiser les compositions
possibles en exons des transcrits. Le graphe montre qu’on peut relier ’exon gris a I’exon
jaune pour former un transcrit et relier ’exon gris a 1’exon bleu puis I’exon bleu a I’'exon
jaune pour former un second transcrit. Les graphes d’épissage permettent ainsi de visua-
liser les combinaisons possibles d’exons sans pour autant afficher les transcrits possibles.
Les graphes d’épissage sont utilisés dans de nombreuses méthodes. Par exemple, la mé-
thode ASGAL (Alternative Splicing Graph ALigner, DENTI et al. 2018) qui vise a aligner
des lectures RNA-seq sur un graphe d’épissage afin de détecter et de prédire de nouveaux

évenements d’épissage. Elle ne permet pas de faire des prédictions directes de transcrits.

1.2.4 Séquencage de ’ADN et de PARN

1.2.4.1 Lectures courtes

Pour tenter d’observer les transcrits exprimés par un gene, de nombreuses méthodes
ont été mises en place. Récemment, des technologies de séquencage a haut débit, dites de
seconde génération, se sont développées afin de décoder les séquences d’ADN.

Elles sont basées sur des fragments de séquences nommés lectures (reads) et présentent
moins de 0,1% de taux d’erreur. Des millions de lectures sont ainsi séquencées en parallele
pour chaque échantillon, ce nombre dépendant de la profondeur (nombre de fois qu'un
nucléotide est séquencé) et de la couverture (proportion de la séquence que 1'on a réussi
a séquencer et a assembler) de séquencage. Il existe différentes technologies (Roche 454,

ABI SOLID, Illumina Solexa). La technologie Illumina qui est la plus répandue (BRONNER
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FIGURE 1.11 — Représentation des transcrits dans les visualiseurs de génomes. a) Re-
présentation schématique dans le visualiseur d’Ensembl. b) Exemple d’une parties des
transcrits du gene CREM dans le visualiseur d’Ensembl. ¢) Représentation schématique
dans le visualiseur de 'UCSC. d) Exemple d’une partie des transcrits du géene CREM
dans le visualieur de 'UCSC.
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FIGURE 1.12 — Construction d'un graphe d’épissage (adaptée de HEBER et al. 2002).
Un gene exprime des transcrits selon des combinaisons d’exons produites par 1’épissage
alternatif. Chaque exon définit un nceud du graphe et chaque aréte représente les jonctions
d’exons connues. Un transcrit complet est un chemin dans le graphe.

et al. 2014).

En plus de séquencer ’ADN, ces méthodes permettent également de séquencer I’ARN
d’un échantillon et caractériser ainsi un transcriptome en identifiant et en quantifiant
les transcrits exprimés dans cet échantillon. On parle de méthodes de RNA-seq. Elles
permettent également d’étudier les régulations post-transcriptionnelles des ARN (matu-
ration, épissage, évaluation du taux de traduction, épigénétique).

Les limites du RNA-seq avec des lectures courtes résultent de la profondeur de sé-
quencage puisqu’on ne détectera ’ARN exprimé qu’a partir d’un certain seuil malgré les
procédures d’amplification. On peut aussi évoquer la limite résultant de la taille des lec-
tures, entre 30 et 150 nucléotides, qui ne couvre pas l'intégralité de 'ARN et ne donne
pas d’'information directe sur les transcrits complets longs de centaines, voir de milliers

de nucléotides.

1.2.4.2 Lectures longues

En parallele, des méthodes de troisieme génération se développent en se basant sur de
longues lectures (jusqu’a plusieurs centaines de milliers de nucléotides) dans le but de

séquencer notamment de grands fragments d’ADN et des transcrits dans leur intégralité.
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Deux technologies sont mises en avant : Pacific Biosciences (PacBio) et Oxford Nanopores
Technologies (ONT). Seulement, cette nouvelle technologie comporte un taux d’erreur
plus conséquent en terme d’insertions et de déletions avec environ 10% a I’heure actuelle
(SESSEGOLO et al. 2019) bien que des méthodes de correction tentent de corriger ces
erreurs (MARCHET et al. 2020).

1.2.4.3 Autres technologies de séquencage ciblées

Il existe d’autres méthodes de séquencage basées sur des techniques de PCR (Réac-
tion de polymérisation en chaine) dont le but est d’amplifier les molécules d’ADN ou
d’ARN en utilisant des amorces, c’est-a-dire un fragment complémentaire de la séquence
ciblée. Par exemple la RACE-PCR (amplification rapide des extrémités d’ADNc) est une
méthode basée sur la PCR dont le but est d’obtenir la séquence complete des ARN,
c’est-a-dire obtenir les séquences codantes et non codantes (UTR) des transcrits codants
notamment mais aussi les transcrits non codants comme les ARNInc. La méthode produit
une copie complete de PARN en ADNc (ADN complémentaire) qui est ensuite amplifiée

et séquencée.

De plus, comme évoqué précédemment, ces technologies séquencent le transcriptome
a un instant donné, et dans une condition donnée et les quantifient avec un seuil de
profondeur de détection. Or, tous les transcrits ne s’expriment pas au méme moment,
dans les mémes conditions et dans les mémes proportions. En 2013, on estimait que 21%
du transcriptome humain complet pouvait étre connu de ces fagons (STEIJGER et al.
2013).

Ces technologies de séquencages ciblés sont tres utiles pour valider des hypotheéses
concernant l’expression d’'un ARN et obtenir des transcrits complets avec peu d’erreur.
Cependant, elles requiérent des a priori (les amorces) sur les transcrits recherchés, et ne

sont pas automatisables a tres hauts débits.
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1.3 Travaux sur ’identification et la comparaison de

transcriptomes

Dans cette these, nous nous intéressons a la problématique de l'identification du trans-
criptome d’'un organisme, c’est-a-dire a caractériser quels sont tous les transcrits qu'un
organisme est capable de produire. Par la suite, nous parlerons de "transcriptome d’un
géne" dans cette these, pour parler de I'ensemble des transcrits qu'un gene est capable
d’exprimer. Pour cela, nous nous basons sur de la comparaison de structures de genes
a une échelle multi-especes afin de prédire des transcrits et d’identifier les isoformes or-
thologues d'un gene. Nous cherchons également a constituer un jeu de données de genes
dont la structure est conservée chez plusieurs especes et pour lesquels nous identifions les
isoformes orthologues et vérifions la conservation des transcriptomes. Dans cette section,

nous présentons les méthodes existantes permettant d’aborder ces questions.

1.3.1 Observer les transcrits

Etudier les transcrits permet de comprendre les processus moléculaires responsables
du développement normal d'un organisme. Cela peut aussi permettre de comprendre les
problemes qui peuvent entraver son bon fonctionnement et pouvant conduire a des mala-
dies rares par exemple. Pour cela, il est nécessaire de pouvoir identifier fonctionnellement
les mutations et d’explorer la diversité des transcriptomes dans différents tissus ou chez
différents individus.

Enfin, tous les transcrits qu'un gene peut produire ne sont pas exprimés au méme
moment ou dans le méme tissu de 'organisme, et on peut chercher a déterminer les

conditions physiologiques de leur expression.

1.3.2 Meéthodes de prédiction de transcrits

Si les méthodes de séquengage sont aujourd’hui les méthodes les plus utilisées pour
étudier 'expression des genes, elles ne sont donc cependant pas exhaustives. Pour com-
pléter ces approches, il est utile de comprendre quels sont les transcrits qu'un gene peut
exprimer et de pouvoir évaluer si I’environnement permet son expression. C’est a ce pre-
mier point, l'identification des transcrits réalisables par un gene, que nous nous sommes
intéressés. Comme dit précédemment, une limitation des méthodes de séquengage est le

fait que I'on séquence un objet biologique (tissu, cellule) & un moment donné et dans une
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condition donnée. Seulement, les transcrits ne s’expriment pas tous en méme temps, ni
dans les mémes proportions, ni dans les mémes conditions. C’est pourquoi des méthodes
complémentaires sont nécessaires afin de pouvoir découvrir I’ensemble du transcriptome

d’un organisme.

Une premiere approche pourrait étre de partir de la séquence brute d'un gene et de
retrouver sa structure intron/exon en utilisant les signaux de sites d’épissage (les donneurs
et accepteurs d’épissage). Comme présenté dans la section 1.1.2.2 (page 21), ces signaux
ne sont pas toujours identiques aux dinucléotides "GT" et "AG", qui constituent le signal
le plus fort de motifs tres dégénérés. Partir de la séquence brute et rechercher de fagon ex
nihilo des signaux dinucléotidiques conduirait a une explosion combinatoire des possibilités
et rend cette approche peu réaliste. Sur CREM, le gene contient 5 945 occurrences de "AG"
et 4 865 de "G'T" et des millions d’introns candidats pourraient ainsi étre proposés alors

que les 48 transcrits connus mettent en évidence seulement quelques dizaines d’introns.

Une autre approche pourrait étre de se baser sur la connaissance actuelle en terme
d’exons pour prédire les combinaisons possibles pour former des transcrits candidats. Si
on prend l'exemple du géene CREM humain qui comporte 20 exons connus, il en résulte
220 _ 1 combinaisons d’exons possibles soit 1 048 575 transcrits possibles. Cette explosion
combinatoire ne reflete pas la réalité du transcriptome, car la majorité des exons sont
constitutifs (présents dans tous les transcrits alternatifs) et ne participent donc pas a la
combinatoire effectivement générée. En effet, seuls 48 transcrits sont observés (Table 1.2).
Ainsi, toutes les propositions de combinaisons d’exons ne conduisent pas a un transcrit
mature. On peut, de plus, prendre en considération les différentes contraintes structurelles,
notamment concernant le CDS dans le cas des transcrits codants (codons start suivit d’un
nombre entier de codons sans codon stop intermédiaire) pour éliminer des transcrits non

réalisables, mais cela ne suffit pas a réduire complétement 1’explosion combinatoire.

Se baser sur les connaissances actuelles semble alors étre une démarche envisageable
pour tenter de compléter les données et c’est sur ce principe que s’appuient de nom-
breuses méthodes. Ces méthodes se basent principalement sur la recherche d’évenements
liés a I’épissage alternatif ou encore sur la conservation des exons entre especes, ce qui
concerne généralement peu d’especes (MULLER et al. 2021). De plus, en ’état actuel de
nos connaissances, aucune de ces méthodes ne s’applique a reconstituer des transcrits
entiers. Dans les sections suivantes, quatre méthodes sont illustrées et leurs principes :
CRAC (PHILIPPE et al. 2013), SplicedFamAlign (SFA, JAMMALI et al. 2019), ThorAxe
(ZEA et al. 2021) et CG-alcode (BLANQUART et al. 2016). Ces méthodes abordent la pro-
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blématique de I’étude des transcriptomes selon les questions suivantes : 1) Quels sont les
évenements d’épissage observés? 2) Comment définir des transcrits similaires entre plu-
sieurs especes? 3) Comment aligner les transcrits observés sur le génome d’une espéce ?
La derniere méthode citée, CG-alcode, est le socle sur laquelle repose les travaux de cette

these.

1.3.3 Identifier les évenements d’épissage, CRAC

Un certain nombre de méthodes prennent en entrée des lectures issues de séquencages
et avec le but de reconstruire une annotation de la structure des transcrits a partir d'un
génome de référence. Parmi ces méthodes, il existe des méthodes d’alignement standard
en RNA-seq, comme CRAC (PHILIPPE et al. 2013), BWA (H. L1 et DURBIN 2009 ; H. L1
et DURBIN 2010), SOAP2 (R. L1 et al. 2008), Bowtie (LANGMEAD et al. 2009), GASSST
(R1zk et LAVENIER 2010) mais aussi des méthodes de prédiction de jonctions d’épissage,
GSNAP (Wu et Nacu 2010), TopHat (TRAPNELL et al. 2009), MapSplice (K. WANG
et al. 2010), TopHat-fusion (KiM et SALZBERG 2011).

Ces méthodes integrent des données de lectures RNA-seq pour déterminer les évene-
ments d’épissage. Elles permettent également d’étudier d’autres caractéristiques comme
des mutations (SNP), des insertions ou des délétions (indel) ou des substitutions (poly-
morphisme), comme le fait par exemple CRAC. Ces méthodes requiérent un génome de
référence (voir section 1.2.1 page 27) et une collection de lectures, indépendemment de
I’annotation du génome. Chaque lecture est subdivisée en sous-séquences de longueur k,
appelées k-mers. CRAC considere une longueur de k = 22 nucléotides soit une probabilité
de 10~* d’avoir un alignement & une mauvaise position sur le génome humain de référence
(PHILIPPE et al. 2013). Ces k-mers sont ensuite alignés sur le génome de référence pour
déterminer leur emplacement. Une suite de k-mers alignés de maniere consécutive sur le
génome indique I'emplacement d’un exon (Figure 1.13).

L’alignement des k-mers sur le génome de référence permet de plus de déterminer des
zone de "cassure', ou se situe une mutation par exemple. En effet, une suite de sites sans
k-mers alignés correspond a une cassure, par exemple correspondant a k sites pour un
SNP, lequel se situe apres le dernier k-mer aligné (Figure 1.14).

CRAC permet d’identifier les évenements d’épissage présents dans les transcrits sé-
quencés et leurs jonctions d’exons. Une cassure correspond a un intron, soit aux sites
du génome de référence sans k-mers alignés et aux k — 1 derniéres positions de 1’exon

précédant 'intron (Figure 1.13). Les k-mers chevauchant la jonctions d’exons ne peuvent
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Jonction d’exons

FIGURE 1.13 — Alignement des k-mers sur le génome. Les k-mers s’alignent sur les zones
transcrites en ARNm. Ils ne s’alignent pas dans les zones introniques. La cassure obtenue
délimitent la jonction entre les deux exons.

pas étre alignés sur le génome.

Il existe d’autres méthodes basées sur des k-mers comme CRAC mais qui n’utilisent pas
de génome de référence. Ce type de méthode basée sur des k-mers est généralisée sous la
forme de graphe de De Bruijn ot un nceud est un k-mer et une aréte est un chevauchement

de k-mers sur k£ — 1 nucléotides.

1.3.4 Aligner des transcrits par programmation dynamique

Ces méthodes utilisent en entrée des données d’annotation de transcrits et un génome
de référence. Leur but est de reconstituer la structure du gene a partir de ces données
d’annotation par programmation dynamique. L’alignement réalisé correspond a un ali-
gnement épissé (spliced alignment), ¢’est-a-dire, qu’on aligne la séquence épissée du CDS
d’un transcrit partiel ou complet sur une séquence génomique. Il s’agit donc de retrouver
les positions des exons du transcrit sur le génome.
Le probléme de ’alignement épissé (spliced alignment problem, SAP) a été décrit et
caractérisé en trois classes (JAMMALI et al. 2019, Figure 1.15), SAP1, SAP2 et SAP3 :
— Le SAP 1 considere I'identification d’une zone ciblée sur le génome de la séquence
du CDS d’un transcrit en recherchant par similarité de séquence I’alignement épissé.
Seuls les alignements de séquences exoniques sont optimisés. Le meilleur alignement
est celui qui aura le score le plus élevé de similarité. Exemple de méthodes SAP1 :
BLAT (KENT 2002), SOAPsplice (HUANG et al. 2011), HSA (Bu et al. 2013).

— Le SAP 2 inclut également la détection des signaux d’épissage correspondant aux

dinucleotides "GT" et "AG" délimitant dans la grande majorité des cas les extrémi-
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FIGURE 1.14 — Représentation de la méthode CRAC sur ’alignement des k-mers en pré-
sence d’une variation de type SNP (single nucleotide polymorphism (adaptée de PHILIPPE
et al. 2013). Sur la figure, les k-mers ont une longueur k& = 22 nucléotides. 14 k-mers
portent la variation et ne s’alignent pas parfaitement avec le génome de référence, in-
duisant la zone de coupure des alignements des k-mers sur 14 positions consécutives du
génome. Les k-mers adjacents a la coupure sont alignés a l'identique a des positions consé-
cutives.

tés des introns pour déduire les limites des exons. L’alignement de meilleur score
obtiendra la meilleure similarité de séquence entre les exons et le génome et dé-
limitera des introns potentiels par ces signaux d’épissage. Exemple de méthodes
SAP2 : Splign (KAPUSTIN et al. 2008), MGAlign (LEE et al. 2003), GMAP (Wu
et WATANABE 2005).

— Le SAP 3 inteégre de plus la structure d’épissage connue des séquences du gene et
du transcrit en entrée pour maximiser le score. Il prend en compte les sites d’épis-
sage des transcrits connus et les jonctions d’exons connues dans les annotations en
plus de la similarité de séquence et des signaux d’épissage pour obtenir le meilleur

alignement. SplicedFamAlign (SFA, JAMMALI et al. 2019) est la premiere implé-
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(a) Probleme d’alignement épissé 1 (SAP1)

Similarité de séquence

(b) Probléme d’alighement épissé 2 (SAP2)
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(c) Probléme d’alignement épissé 3 (SAP3)
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FIGURE 1.15 — Détails des trois problémes d’alignement épissé (SAP) d’apres les des-
criptions de JAMMALI et al. 2019. SAP3 garantit un bon alignement car il atteste de la
similarité de séquence (SAP1), du respect des signaux d’épissage (SAP2) et du fait que
certains des signaux sont connus et que les jonctions d’exons sont connues (SAP3).

mentation d’'un algorithme SAP3 et les auteurs montrent que I’approche identifie

les alignements épissés mieux que les méthodes SAP1 et SAP2.

Des méthodes telles que SFA permettent de déterminer de nouveaux transcrits avec

une précision plus importante en considérant ce qui est déja connu.
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1.3.5 Aligner des transcrits chez plusieurs especes, SplicedFa-

mAlign

On peut ici distinguer deux cas d’utilisation des méthodes d’alignements épissés. Dans
le premier cas, on aligne la séquence d’ARN/ADNc d’une espéce sur le génome de référence
de cette méme espece. Dans le second cas, on aligne la séquence d’une espéce sur le génome
d’une autre espece. Si un transcrit d’'une espece est détecté sur le génome de référence
d’une autre espéce, alors ce transcrit possede une séquence dont la structure d’épissage est
homologue a celle détectée dans le génome de 'autre espece. Cette homologie de séquences
et de structure peut amener a désigner un couple de transcrits orthologues chez les deux

especes.

SplicedFamAlign (JAMMALI et al. 2019), présenté précédemment, a également un mo-
dule permettant I'analyse de I'orthologie des structures d’épissage, c¢’est-a-dire d’étudier
un méme gene chez différentes especes (voir section 1.4.3 page 50). En plus d’identifier la
structure des genes en réalisant des alignements épissés, entre le génome et les transcrits
d’une méme espece, SFA identifie des CDS orthologues partageant des structures épissées
homologues. Deux CDS provenant de deux especes différentes sont jugés orthologues si
ils ont les mémes exons avec préservation de la colinéarité des exons (Figure 1.16). La
méthodes permet ainsi de construire des ensembles de CDS orthologues partagés entre

plusieurs especes.
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FIGURE 1.16 — SplicedFamAlign : identification de CDS orthologues (adaptée de JAMMALI
et al. 2019). Deux CDS sont alignés sur un méme génome au méme locus. Si chaque exon
des CDS est aligné avec le méme locus sur le geéne, alors les deux CDS sont estimés or-
thologues : ils partagent la méme structure épissée. Ainsi des CDS orthologues présentent
des exons orthologues, en copie unique et colinéaires.
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1.3.6 Construire des graphes d’épissage multi-especes, ThorAxe

1.3.6.1 Graphe d’épissage multi-espéces

(a) Construction de graphe d’épissage
Séquence )“ I:I:l - -
protéique “ |:| -

|

Graphe : 7

b) Construction de graphe d’épissage évolutif

Graphe

d’épissage

Graphe

Iy g
épissage

Graphe — l

- - in
d’épissage Sl _u, i
évolutif

FIGURE 1.17 — Construction d’un graphe d’épissage évolutif (adaptée de ZEA et al. 2021).
(a) Un graphe d’épissage illustre pour chaque espéce les sous-exons a partir des séquences
protéiques. Deux sous-exons consécutifs appartenant au méme locus du gene sont liés
par une aréte induite (fleche verte) et deux sous-exons séparés par un intron sont liés
par une aréte structurelle (fleche rouge). (b) Pour I'ensemble des génes orthologues, un
alignement global multiple de séquences est réalisé pour chaque sous-exon. Les sous-exons
alignés forment un regroupement d’exons épissés (s-exons). L’ensemble des liens entre les
s-exons forme le graphe d’épissage évolutif. Sur ’exemple, on pourra lire que I’exon bleu
foncé est spécifique a ’humain et absent chez la souris.

ThorAxe (ZEA et al. 2021) est une méthode de description de la variabilité du trans-
criptome complet entre plusieurs especes réalisée a partir de graphes d’épissage multi-
especes : les graphes d’épissage évolutifs. La méthode identifie les unités exoniques (sous-
exon, correspondant au bloc minimal d’un exon pouvant former un transcrit) de chaque
gene. Puis, la méthode établie les correspondances (orthologies) entre les sous-exons des

genes orthologues pour comparer les genes et identifier les segments exoniques partagés
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et représenter ainsi leur histoire évolutive.

1.3.6.2 Noeuds et alignements multiples

Dans un premier temps, la méthode s’illustre par la représentation implicite d'un
graphe d’épissage par gene et par espece, ou chaque noeud représente un intervalle géno-
mique qui correspond & un exon ou un fragment d’exon (appelé sous-ezon) et les arétes
sont divisées en deux catégories, les arétes induites et les arétes structurelles. Les arétes
induites correspondent a la liaison directe de sous-exons consécutifs et les arétes structu-
relles représentent la liaison d’exons séparés par des introns. Pour construire ces graphes,
I’algorithme se base sur les séquences protéiques en entrée pour reconstituer les trans-
crits. Par exemple, dans la Figure 1.17(a), le premier exon peut-étre découpé en deux
sous-exons indiquant que le deuxieme sous-exon peut-étre utilisé alternativement dans
deux transcrits (extrémités alternatives en 3’ de 1’exon). Dans ce cas, I'aréte entre ces
deux sous-exons est une aréte induite. Pour les autres exons, ils sont toujours utilisés
entierement. Ce sont des sous-exons complets séparés par des introns. Dans ce cas, les

arétes qui les séparent sont des arétes structurelles.

1.3.6.3 Orthologie des sous-exons

Dans un second temps, un alignement global multiple de séquences est réalisé pour
chaque ensemble de sous-exons de chaque espece et lorsque des sous-exons sont alignés
entre les espeéces, ils sont qualifiés d’exons épissés (s-exons, spliced exons). Ainsi, un graphe
est construit ou chaque noeud représente un s-exon et chaque aréte représente le lien entre
les s-exons. Ce graphe représente le graphe d’épissage évolutif. Un exemple adapté de
I'article de ThorAxe est montré en Figure 1.17(b). Avec de nombreuses especes, plusieurs
graphes sont possibles et la méthode attribue un score a chaque graphe en tenant compte
du score de 'alignement multiple, des arétes induites et des arétes structurelles. ThorAxe
est une méthode qui permet de décrire les variations des transcriptomes inter-especes a
partir de ces graphes et ainsi de décrire une notion d’orthologie appliquée au niveau des

exons.
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1.3.7 Génomique comparative entre deux especes et prédiction

de sites et transcrits orthologues, CG-alcode

Enfin, une autre catégorie de méthode d’identification des transcrits est basée sur
les principes de la génomique comparative comme la méthode CG-alcode (Comparative
Genomics for ALternative CODing in Eukaryote genes, BLANQUART et al. 2016). Se-
lon ces principes, les prédictions de transcrits sont établies en exploitant la conservation
de séquences entre genes orthologues. De plus, c¢’est une méthode de reconstruction du
transcriptome d’un gene assistée par la connaissance. En effet, la méthode transpose les
informations connues pour le géne d’une espéce source sur le géne orthologue d’une espéce
cible et permet d’identifier quels orthologues des transcrits du gene source le gene cible
est capable de produire. Pour étre identifiés comme orthologues, deux transcrits doivent
notamment partager ’ensemble de leurs sites d’épissage. Cela conduit a la fois a identi-
fier 'orthologie entre les transcrits connus du gene cible et les transcrits connus du gene

source, et a prédire de nouveaux transcrits réalisables par le gene cible.

1.3.7.1 Considérer la séquence compléte du gene

La méthode utilise en entrée la séquence complete de deux genes orthologues et I'en-
semble de leurs transcrits codants connus. La premiere étape consiste a projeter les trans-
crits d'un geéne sur la séquence de ce gene pour identifier les fragments exoniques (appelés
blocs codants) et ainsi reconstituer la structure intron/exon du gene (Figure 1.19(a)). Les
blocs codants correspondent aux segments exoniques qui sont appelées sous-exons dans la
méthode ThorAxe. La structure du gene est formalisée par une liste de symboles représen-
tant les sites fonctionnels ("[" pour les codons start, '|" pour les codons stop, "<" pour les
sites donneurs et ">" pour les sites accepteurs d’épissage) et les blocs codants (caracteres
alphabétiques : A, B, etc.). Chaque site fonctionnel et chaque bloc codant est de plus
associé a sa coordonnée sur le génome de référence. Par exemple : M = [A <> B <> (]
est le modele d’'un geéne contenant trois exons codants. Cette étape est réalisée pour les

deux genes orthologues indépendamment.

1.3.7.2 Aligner des modeéles de genes

La deuxiéme étape consiste a aligner localement par BLAST (ALTSCHUL et al. 1990)
les blocs codants et les sites fonctionnels du geéne d’une espece sur la séquence complete du

gene orthologue de 'autre espece afin de retrouver les blocs codants conservés partagés par
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les deux genes orthologues. Cette étape constitue un point clé de la méthode, puisqu’elle
permet de prédire I'orthologie des blocs codants et des sites fonctionnels et de prédire des
transcrits orthologues (Figure 1.19(b)). Les alignements révelent de plus des séquences
inconnues conservées, et donc considérées comme orthologues aux séquences connues.
L’alignement est fait en ciblant la séquence nucléotidique du gene de I'autre espece en
utilisant un contexte de vingt nucléotides additionnels de part et d’autre du bloc codant
de maniere a aligner les parties conservées des sites d’épissage. Le score de F-value pour les
BLAST est calibré a 1075 pour les blocs de plus de 20 nucléotides et & 107! dans les autres
cas. Ensuite, les blocs des deux modeles de génes sont nommés en fonction des résultats
de I'alignement : deux blocs codants alignés porteront la méme dénomination indiquant

leur orthologie. Des blocs non alignés auront leur propre dénomination (1.19(c)).

Sites fonctionnels alignés. Pour chaque site connu d’un gene source, on dispose, en
sortie de CG-alcode, des informations suivantes sur le gene orthologue (le gene cible) : 1)
si le site n’est pas aligné sur le gene cible, alors ce site n’a pas d’orthologue dans le gene
orthologue, 2) si le site est aligné alors il y a plusieurs cas possibles (Figure 1.18) :

— si le site est aligné contre des gaps, alors il n’y a pas de site orthologue;

— si le site est aligné avec un motif (site et contexte nucléotidique) non fonctionnel,
alors il n'y a pas de site orthologue;

— si le site est aligné avec un motif (site et contexte nucléotidique) fonctionnel, alors
on a détecté la présence dans le gene cible d’un site orthologue. Deux sous cas
se présentent alors : soit le site identifié était déja connu dans le gene cible, les
deux sites alignés sont alors qualifiés de sites orthologues, et ils porteront le méme
nom, soit il était non connu jusqu’alors, et on le qualifie d’orthologue prédit. Il

apparaitra dans le modele du gene cible.

Blocs codants alignés. Un bloc d'un gene source est aligné sur un gene orthologue si
on aligne a la fois les sites qui flanquent le bloc et la séquence du bloc contre la séquence

du gene orthologue. Deux blocs alignés sont alors qualifiés de blocs orthologues.

1.3.7.3 Identifier 'orthologie des transcrits et prédire des transcrits

Enfin, a partir des modeéles d’un geéne source et d'un gene orthologue (gene cible), la
méthode va estimer si 'orthologue d’un transcrit connu du gene source peut étre produit

par le gene orthologue (1.19(d)). Pour cela, CG-alcode va vérifier la présence, dans le
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FIGURE 1.18 — Alignement d’un site fonctionnel contre la séquence d’un gene orthologue

modele du gene cible, des blocs codants et sites fonctionnels orthologues nécessaires a
sa production par le gene cible. Si tous les blocs codants et tous les sites fonctionnels
orthologues sont présents dans le gene orthologue alors le transcrit est considéré comme
réalisable par le gene orthologue. Sinon, il manque dans le géne orthologue un ou des élé-
ments nécessaires pour produire I'orthologue du transcrit, et il est donc considéré comme
non réalisable. Si le transcrit réalisable par le gene cible était déja présent parmi les trans-
crits connus du gene cible alors les transcrits sont qualifiés de transcrits orthologues. Dans
le cas contraire, un nouveau transcrit est prédit chez le gene cible. Cette méthode a été
appliquée aux génomes de I'humain et de la souris, a partir de données de références (les
transcrits connus) issues de la base de données CCDS (PUJAR et al. 2018). Cette these
repose sur la méthode CG-alcode et ses capacités a prédire des relations d’orthologie entre
transcrits (notion définie par ZAMBELLI et al. 2010), & prédire de nouveaux transcrits chez
une espece, orthologues a des transcrits connus chez une autre espece et a enfin comparer

des structures de genes orthologues chez deux especes par génomique comparative.
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FIGURE 1.19 — Principes de la méthode CG-alcode. (a) Les transcrits connus d’un gene
sont projetés sur celui-ci pour reconstituer sa structure en sites d’épissage et en blocs
codants. (b) les blocs codants d'un gene sont alignés localement sur I'autre géne pour
mettre en évidence des absences (croix rouge) ou des présences (cadre vert) de séquences
homologues. (c¢) Les blocs codants sont dénommés de fagon identiques entre les deux
especes si ils sont alignés, indiquant leur caractere orthologue. Pour qu'un orthologue
d’un transcrit connu soit exprimable dans un gene, chaque bloc du transcrit doit avoir
un orthologue dans ce géne. Par exemple, le transcrit humain [BC] est composé de trois
blocs, chacun ayant un orthologue chez la souris. On conclut que le transcrit [BCI] de la
souris et le transcrit [BCI] humain sont orthologues. (d) Prédiction de 'exécutabilité des
transcrits issus d’un géne par un gene orthologue.
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1.4 Cas d’étude : 'humain, la souris et le chien

1.4.1 Choix des organismes d’étude

D’une maniere générale en biologie, les especes sont étudiées avec des objectifs bien
précis. La souris (Mus musculus) est une espece modele. Elle est notamment étudiée
dans un but médical afin d’améliorer la santé humaine. De ce fait, concernant ces deux
organismes, de nombreuses informations génétiques sont disponibles dans des bases de
données. Ces organismes sont continuellement étudiés pour affiner les connaissances. La
souris n’est pas la seule a étre considérée comme modele. En ce sens, on retrouve également
d’autres organismes : la bactérie Escherichia coli, les levures Saccharomyces cerevisiae et
Schizosaccharomyces pombe, le nématode Caenorhabditis elegans et la drosophile Droso-
phila melanogaster. Toutes ces especes sont devenues des modeles par le fait qu’elles sont
peu coliteuses et faciles a reproduire rapidement (MATTHEWS et VOSSHALL 2020).

Plus récemment, le chien (Canis lupus familiaris), est devenu une espeéce tres étudiée.
Notamment cette espece vit et partage le méme environnement que I’homme et est proche
phylogénétiquement. Cette espece est ainsi utilisée comme nouveau modele pour 1’étude
des maladies humaines en particulier car les races canines, en tant qu’isolat génétique,
présentent des pathologies propres résultant d’un fort taux d’homozygotie. Certaines races
canines peuvent servir de modele pour certaines pathologies humaines (KIRKNESS et al.
2003 ; HOEPPNER et al. 2014; LE BEGUEC et al. 2018). Pour ces raisons, le chien est
parfois considéré comme une espece modele émergente. Au cours de cette theése, nous
avons utilisé des données génétiques du chien au travers une collaboration avec 'TGDR

(Institut Génétique & Développement de Rennes).

Dans cette these, nous examinons des données issues de I’humain, de la souris et du
chien. D’un point de vue évolutif, les lignées de 'humain et de la souris se sont séparées
il y a 75 a 80 millions d’années alors que la divergence avec le chien a eu lieu il y a 90
a 110 millions d’années (KOREN et al. 2007; SCHEIDT et al. 2017; FOLEY et al. 2016,
Figure 1.20). Les données qui concernent ces espéces dans la base de données Ensembl
sont présentées dans la Table 1.3. On remarque en particulier que 2 & 4 fois moins de
transcrits sont connus chez la souris et le chien respectivement, comparé a I’humain, pour
un nombre de genes codants comparables. Par conséquent, il est vraisemblable qu'un
grand nombre de transcrits peuvent étre découverts chez la souris et le chien, tels qu’ils

soient des orthologues de transcrits connus exclusivement chez ’humain.
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Laurasiatheria

Canis lupus familiaris

Boreoeutheria

Rodent
Mus musculus

Euarchontoglires

- Homo sapiens
Primates

F1GURE 1.20 — Relations phylogénétiques entre I’humain, la souris et le chien. L’humain
(Homo sapiens) et la souris (Mus musculus) sont plus proches par rapport au chien

(Canis lupus familiaris). Euarchontoglires est 'ancétre commun de 'humain et de la
souris. Boreoeutheria est I'ancétre commun aux trois especes.

Especes Homo sapiens | Mus musculus | Canis lupus familiaris
Nombre de génes codants 20 442 22 468 20 257
Nombre de genes non codants 23 982 16 060 10 081
Nombre de transcrits connus 237 081 142 434 60 994

TABLE 1.3 — Nombre de génes et de transcrits connus chez I’humain, la souris et le chien
sur la base de données Ensembl en Mars 2021.

1.4.2 Intérét de passer a une comparaison multi-especes

Lorsqu’on compare deux espeéces, comme avec la méthode CG-alcode, on peut identifier
un caractere présent chez une espece E'1 mais pas chez une autre espece E2 et ainsi
prédire sa potentielle existence chez E2. Seulement, si ce caractere n’est connu d’aucune
des especes, celui-ci ne pourra jamais étre prédit. En augmentant le nombre d’especes
étudiées, on peut ainsi accumuler plus de connaissances sur les geénes et étre le plus
complet possible sur leur structure. Par exemple, dans la Figure 1.21, 'humain a trois
exons connus (A, X et C') et la souris et le chien ont chacun deux exons (D et E chez
la souris, F' et G chez le chien). Si on compare 'humain avec I'une des deux autres
especes avec CG-alcode, on peut prédire I'exon X chez le chien mais pas chez la souris,
et observer que I’exon C' humain correspond a ’exon E chez la souris et a 'exon GG chez
le chien Par contre, si on compare uniquement la souris et le chien, on met en évidence la
correspondance entre leurs deux exons (D coincide avec F' et E avec G) mais on ne peut
pas observer la prédiction d’un exon correspondant a ’exon X humain. Ici, la succession
des comparaisons de paires de genes humain-souris, humain-chien et souris-chien, avec
CG-alcode aboutit donc a la juxtaposition des trois couples de genes : "AXC"-"AC",
"AXC'-"AXC", "DE'-"DE". La mutualisation des relations d’orthologie (qui sera faite

avec des graphes de sites fonctionnels dans cette these), quant a elle, permet d’obtenir
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une comparaison plus globale des structures des trois génes humain-souris-chien : "AC"-
"AC"-"AXC". Ainsi, passer a une échelle multi-espece permet d’obtenir des connaissances

plus completes sur la structure d’un geéne entre especes.

r)“ [A<>X<>C(]
A< > C]

Comparaison de paires “ [A <>X<> C]
de génes : CG-alcode ‘H[A <> X<> C]

’R [A<>X<>(] -
[D < > E] & D< > E]

H[F< > G] M [D< > E]

| o )“ [A<>X<>(]
Comparaison multi-espéces g [A < S C]
MA<>X<>(]

FIGURE 1.21 — Passage a une échelle multi-especes pour comparer des structures de genes.
L’humain possede 3 exons connus (A, X et C), la souris et le chien ont chacun 2 exons
connus (D et E chez la souris, F' et G chez le chien). La comparaison via CG-alcode avec
I’humain contre chacune des deux autres especes permet de prédire I’exon X chez le chien.
Les comparaisons avec CG-alcode sans ’humain ne permettent pas de mettre en évidence
I'exon X. La comparaison de paires de genes ne permet pas de mettre directement en
correspondance les exons entre les trois espéces. La vision trois especes, mise en ceuvre
dans cette these, révele quant a elle la correspondance des exons A-D-F' ainsi que C-FE-G,
et fait apparaitre I'exon X chez le chien.

1.4.3 Identifier un ensemble de genes conservés

En phylogénétique, on définit un caractére orthologue comme un caractere présent chez
un ancétre commun et hérité en copie unique chez les descendants. Dans cette these, on
s'intéresse a l'orthologie de plusieurs types de caracteres tels que les genes, les transcrits

ou encore les sites fonctionnels (voir Chapitre 2).
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1.4. Cas d’étude : ’humain, la souris et le chien

En pratique, il existe un certain nombre de genes partagés entre les especes. D’apres
Ensembl Compara (BRESCHI et al. 2017), 80% des geénes codants humains ont un or-
thologue chez la souris, et réciproquement, 72% des genes codants de la souris ont un
orthologue chez 'humain. Si il existe de nombreuses ressources décrivant des genes ortho-
logues, il n’existe pas de méthode décrivant formellement des isoformes orthologues, des
exons orthologues et des sites d’épissage orthologues. Dans la these, on souhaite identifier
parmi les genes partagés entre 'humain, la souris et le chien, des genes produisant les
mémes protéines isoformes. D’apres 1’état de nos connaissances, il n’existe pas d’ensemble
publié présentant des génes aux structures d’épissage (I’ensemble des introns et exons
possibles) conservées entre plusieurs especes. Au cours de la theése, nous avons constitué
un ensemble de genes qui ont leur structure d’épissage conservée entre les trois especes,

et nous analysons la conservation de leurs transcriptomes.

Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre nous avons présenté le contexte biologique et un état de I'art de la

these, a savoir 1’étude des transcrits productibles par un gene eucaryote. Si les mé-
thodes de séquencage permettent I'observation des transcrits exprimés a un moment
donné et dans une condition donnée, de nouvelles méthodes alternatives sont néces-
saires pour compléter les connaissances sur le transcriptome d’un organisme. La these
s’appuie sur une méthode de prédiction de transcrits orthologues par comparaison
de paires de genes orthologues, CG-alcode, pour étendre ’étude a une comparaison
multi-espéces concernant trois especes : 'humain, la souris et le chien. Nous décri-
vons formellement la notion de sites fonctionnels et de transcrits (Chapitre 2). Nous
appliquons la méthode de comparaison de structure a un ensemble de genes ortho-
logues afin de prédire de nouveaux transcrits chez les trois especes d’étude et nous
examinons la validité de ces prédictions (Chapitre 3). Nous identifions et examinons
un ensemble particulier de genes dont la structure d’épissage et les transcrits alterna-
tifs sont conservés (Chapitre 4). Enfin, nous décrivons les perspectives possibles des
développements effectués et des résultats obtenus au cours de cette these (Chapitre
5).
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CHAPITRE 2

REPRESENTATION, COMPARAISON ET
PREDICTION DE STRUCTURES DE GENES
ET DE TRANSCRITS

Dans ce chapitre, nous présentons les formalismes et les méthodes qui ont été dé-
veloppés pour la these. Ils permettent d’appréhender trois problemes principaux. Le
premier concerne la représentation de la structure d’un gene et d’un transcrit a partir
de leurs annotations. Le deuxiéme présente la comparaison des genes et des transcrits
entre deux espéces dans le but de prédire des sites fonctionnels, des blocs codants
et des transcrits, et de définir les structures conservées des genes et des transcrits.
Enfin, le troisiéme définit la comparaison multi-espéces de genes orthologues, a partir
de graphes. En particulier, le graphe des transcrits permet de regrouper les transcrits
des différentes espeéces partageant une méme structure codante (le méme CDS). On

identifie ainsi des groupes de CDS orthologues.
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Définitions des termes du chapitre

Un CDS est la séquence exonique d’'un ARNm qui peut étre traduite en protéine,
depuis un codon start jusqu’a un codon stop, séparés par un nombre entier de codons
consécutifs et sans codon stop intermédiaire en phase.

Les blocs codants sont les segments exoniques qui correspondent aux intervalles entre
les sites fonctionnels, connus ou prédits. Il peut s’agir d'un exon codant complet. Ils
sont représentés par des lettres ("A", "B", etc.).

Les sites fonctionnels correspondent aux codons start ("[") et stop (']") et aux sites
donneurs ("<") et accepteurs d’épissage ('>") formant le premier et le dernier dinu-
cléotides d’un intron.

La structure d’un géne est la succession des blocs codants et des sites fonctionnels qui
le composent, permettant d’identifier la composition en introns et en exons des CDS,
connus et prédits, d'un gene.

Le modeéle de structure d’un géne est la représentation abstraite de la structure d’un
gene, sous la forme d’une collection ordonnée d’'unités lexicales représentant les sites
fonctionnels et les blocs codants.

Le modeéle de structure d’un transcrit est la représentation abstraite des blocs codants
du gene qui le composent, délimités par deux sites fonctionnels : le codon start et le
codon stop. Ainsi, ce modele est focalisé sur le CDS (il ne prend pas en compte les
régions non traduites, les UTR), et la séquence du transcrit est la concaténation des
séquences des blocs codants le composant.

Un caractére orthologue est un caractere commun a deux especes en copie unique,
issu d’un évenement de spéciation et hérité de I'ancétre commun le plus récent de ces
deux especes. On applique ici 'orthologie a trois types de caracteres : au niveau du
gene, du transcrit et du site fonctionnel.

Un groupe de CDS orthologues est un ensemble de transcrits issus d’especes différentes
et ayant la méme structure de CDS. C’est une composante connexe des graphes de

transcrits.
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Chapitre 2 — Représentation, comparaison et prédiction de structures de génes et de transcrits

2.1 Représentation de la structure des genes et des

transcrits

Comme présenté dans la section 1.1.2 (page 19), les pré-ARNm sont structurés en
introns et en exons. Le site donneur d’épissage (généralement “GT7”) et le site accepteur
d’épissage (généralement “AG”) délimitent chaque intron pour qu’il puisse étre supprimé
pendant I’épissage, pour ne laisser que des exons constituant le transcrit mature ou ARNm.
Un transcrit mature codant contient un CDS (coding sequence) qui peut étre traduit en
protéine. Ce CDS, composé d’une succession de codons, démarre au codon start (géné-
ralement “AT'G”) et se termine avec un codon stop (“T'AG”, “TGA” ou “T'AA”), et ne
contient pas de codon stop intermédiaire en phase. Les définitions de structures de genes
et de transcrits proposées dans cette these reposent sur des formalismes introduits par
OUANGRAOUA et al. 2012 et employés notamment dans le travail de BLANQUART et al.

2016 pour décrire des modeles de genes et de transcrits.

2.1.1 Unités lexicales des modeéles : sites fonctionnels et blocs

codants

On définit les sites d’épissage donneur et accepteur ainsi que les codons start et stop
comme des sites fonctionnels. Les exons sont définis a partir des transcrits. Les exons
d’un transcrit sont les segments issus de différents loci génomiques que I'on nomme des
loci exoniques. Un locus exonique est un locus génomique contenant un ou plusieurs exons
alternatifs. Il est entouré de zones introniques. Un exon peut donc étre éventuellement
fragmenté en plusieurs parties, ce qu’on nomme des blocs codants. Par exemple, dans la
Figure 2.1, le locus exonique peut étre utilisé différemment pour former quatre exons al-
ternatifs possibles. On distingue trois intervalles pour ce locus correspondant aux blocs
codants ‘B’, ‘C” et ‘D’. Les sites fonctionnels et les blocs codants définissent les unités lexi-
cales. Ces unités lexicales sont les éléments de base pour définir des modeles de structure

de genes et de transcrits (voir Table 2.1).

Définition 1 (Sites fonctionnels). Les sites fonctionnels correspondent aux sites donneur
(représenté par ‘<’) et accepteur (représenté par ‘>’) d’épissage, qui délimitent les ex-
trémités d’un intron, et aux codons start (représenté par ‘[') et stop (représenté par ‘|’),
qui délimitent les extrémités d’un CDS. Ils peuvent étre connus ou prédits. Les sites fonc-

tionnels prédits sont des orthologues de sites fonctionnels connus, obtenus par génomique
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2.1. Représentation de la structure des génes et des transcrits

Transcrit 1

Transcrit 2
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Exon 1 Exon 6 H-d‘e:-:o_ns
Exon 4 I:I possibles
Exon 5 | | | |
| | ]
Blocs codants A g T BT T

FIGURE 2.1 — Définition des blocs codants d’un exon. Le locus génomique présenté contient
des loci exoniques pouvant donner un (jaune et vert) ou plusieurs (gris) exons. Le locus
exonique gris peut donner quatre exons différents. Trois des quatre exons peuvent étre
découpés en plusieurs fragments génomiques : les blocs codants. Le locus exonique gris
peut donc donner un exon (C') avec un bloc codant (‘{C}’), deux exons (BC et C'D) avec
deux blocs codants ({*B’,‘C"} et {‘C",*D’}) et un exon (BCD) avec trois blocs codants
{B’, ‘«C", ‘D’}). Ces différentes combinaisons sont dues a des sites d’épissage 3’, en
aval du bloc ‘C", et 5’ en amont du bloc ‘C", alternatifs (voir section 1.1.3.2 page 24).
L’assemblage des différents exons permet de constituer différents transcrits alternatifs.

comparative.

Définition 2 (Blocs codants). Les blocs codants (représentés par des caracteres alphabé-
tiques ‘A’, ‘B’, etc.) correspondent aux intervalles génomiques entre des sites fonctionnels
(connus et prédits). Ils désignent des exons complets ou des fragments d’exons présents
dans au moins un CDS d’un geéne. Un ou plusieurs blocs codants forment un exon (voir

Figure 2.1 et section 2.2 page 60).
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Chapitre 2 — Représentation, comparaison et prédiction de structures de génes et de transcrits

Unité lexicale Valeur Représentation structurelle
Codon d’initiation (start) ATG [

Codon de terminaison (stop) | TAA, TAG, TGA ]

Site donneur d’épissage GT <

Site accepteur d’épissage AG >

Bloc codant Intervalle génomique A, B, C, etc.

TABLE 2.1 — Représentation des principales unités lexicales nécessaires a la construction
de modeles de structure de genes et de transcrits.

2.1.2 Modele de structure de geéne

On représente la structure intron/exon d’un transcrit a partir du codon start de I'exon
codant de I'extrémité 5 du CDS jusqu’au codon stop de I’exon codant de I'extrémité 3’ du
CDS. En utilisant les unités lexicales correspondant aux sites impliqués dans la formation

de I'ensemble des CDS d’un geéne, on peut créer un modele de structure de gene.

Définition 3 (Modele de structure de géne). Le modéle de structure de géne M du géne
i est composé d'une liste de N; unités lexicales, ou chaque unité lexicale du gene 7, K,
correspond soit a 'un des sites fonctionnels soit a un bloc codant. La liste est ordonnée

suivant les coordonnées génomiques, indépendamment du sens de lecture.

Par exemple, dans la Figure 2.2, le modele de structure du gene ¢ est représenté par
MF = [A <> B <> C] > D] et celui du géne j par M = [E <> F <> G].

Génei [ A HH B i C - D ] ——>» ModéleM®,=[A<>B<>C]>D]

Genej | E HHF F——FF— G |——» ModeleM® =[E<>F<>G]

FIGURE 2.2 — Exemple de modeles de structure de genes. Chaque modele représente les
sites fonctionnels (codons start : ‘[', codon stop : ‘]’, sites donneur d’épissage : ‘<’; site
accepteur d’épissage : ‘>’ et les blocs codants (‘A’, ‘B’, etc.) qui composent un modele
de structure du gene sous forme d’une liste ordonnée d’unités lexicales (a droite).

2.1.3 Modéle de structure de transcrit

Dans cette these, 1'étude des transcrits se base sur les régions codantes (CDS) des
transcrits. Par simplicité et jusqu’a ce que les cas de régions non traduites (UTR) soient

considérées, on désignera par "transcrit' le CDS du transcrit.
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2.1. Représentation de la structure des génes et des transcrits

Définition 4 (Modele de structure de transcrit). Etant donné un géne 7 et un de ses
transcrits T, le modele de structure de transcrit MlTu de T}, représente la structure
exonique de la partie CDS du transcrit. MlTu correspond a une liste composée d’un sous-
ensemble d’unités lexicales K;,, provenant du modele de géne ME. La premicre et la
derniére unités lexicales de MzTu correspondent aux codons start et stop. Chaque exon du
transcrit 7; ,, est constitué d’'un ou plusieurs blocs codants adjacents, et les unités lexicales
K, correspondantes font partie du modele MZTu Enfin, I’épissage des introns flanquant
ces exons nécessitant la présence de leurs sites d’épissage, alors les unités lexicales K,
correspondantes sont considérées dans MlTu La liste est ordonnée suivant les coordonnées

génomiques, indépendamment du sens de lecture.

Par exemple, étant donné les modeles de genes définis dans la Figure 2.2, la Figure 2.3
présente les transcrits réalisables par les genes ¢ et j. Leurs modeles de structure sont
représentés par M} = [A <> B <> D], M, =[A <> B <> Clet M], = [E <> F <>
G]J.

Transcriti, [ A ] B [ D] —» ModéleM’,;=[A<>B<>D]
Transcriti, [ A ] B [ C] — > ModéleM’,,=[A<>B<>C]
Transcrit j; | E [ F [ G ]——» ModeleM’;=[E<>F<>G]

FIGURE 2.3 — Exemple de modeles de structure de transcrits issus des genes de la Figure
2.2. Chaque modele représente la concaténation des blocs codants ("A", "B", etc.) et fait
apparaitre le codon start ("[") et le codon stop (']") délimitant un CDS.

Techniquement, les données de départ sont les transcrits connus d’un gene, indiqués sous
format GTF. Ainsi, chaque unité lexicale présente dans un transcrit connu est associée a
ses coordonnées sur le génome de référence et le modele de structure de gene est obtenu
a partir des modeles de structure de ses transcrits connus. Par exemple, le modele du
géne M a pu étre obtenu a partir des deux modeles de structure des transcrits Mgl et
MZZ alors que pour le modele du gene MJG , seul le transcrit M fl permet sa construction
(Figure 2.4 et Figure 1.19(a)).
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Transcrit iy | [ | | Geéne i | A T T |
ModéleM™; [ A B D ]
. 'ModéIeMG,[ A < > B < >C] > D1

Transcrit i, | [ [ |
Modele M, [ A B C 1
Transcrit j; | I I | Genej | —H F————
Modele MT;; [ E F G 1 .

' Modele MS; [ E < > F < > G 1

F1GURE 2.4 — Construction des modeles de structure de genes. Chaque exon des transcrits
est projeté sur le gene, en fonction des coordonnées annotées sur un assemblage, pour
déterminer les blocs codants et lister les sites fonctionnels permettant de construire le
modele de gene.

2.2 Comparaison des structures de génes et de trans-
crits entre deux especes : définitions et prédic-

tions

2.2.1 Comparaison des structures de deux genes orthologues et

prédiction de sites fonctionnels

Etant donné deux genes orthologues i et j chez deux espéces, ainsi que leurs transcrits
connus, chaque modele de structure de géne, M et M JG , est d’abord construit a partir de
la structure de ses transcrits connus (Figure 2.4). Le modele de structure du gene i ras-
semble ainsi les éléments constituant chacun des transcrits connus de ¢ : les blocs codants
et les sites fonctionnels apparaissant dans au moins un transcrit. La comparaison d’une
paire de geénes, MY et M JG , consiste & examiner si chaque unité lexicale K;,, de MZ (et
vice-versa pour les unités lexicales K ,, de M ]G ) est conservée ou non dans le gene j ortho-
logue, ce qui est fait en alignant les blocs codants et les sites fonctionnels du gene 4 contre
la séquence génomique du gene j et réciproquement comme décrit dans BLANQUART et
al. 2016 (voir section 1.3.7.2 page 44). Lorsqu’on prédit la relation d’orthologie entre les
deux unités lexicales K;,, et K, alignées, si K;, n’était pas une unité lexicale connue
alors elle est ajoutée pour compléter MJG et est appelée unité lexicale orthologue prédite.
On retrouve ce cas par exemple dans la Figure 2.5 avec les unités lexicales ">", "C" et "]"
qui correspondent a des unités lexicales orthologues prédites dans le gene 5 a partir des
transcrits connus du gene . Dans les cas ou les unités lexicales K, et Kj,, représentent

des blocs codants orthologues, la méme lettre est utilisée pour indiquer qu’un méme bloc
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2.2. Comparaison des structures de genes et de transcrits entre deux espéces : définitions et
prédictions

est partagé entre deux genes, ce qui constitue un caractére orthologue.

a) Modéle dugéne M, =[A<>B<>C]>D]

Modéle du géne M®, =[E< >F <> G]

Comparer les modeéles
pour identifier et prédire
les sites et les blocs
codants orthologues

b) ModéledugéneMG,-=|[ ,|A <| |> ? T > (4: } |> D| ]|
Modéle dugéne M =[ E < > F <-,“"C"]:’a> G 1]

Unification du
nommage des
blocs codants

C) ModéledugéneMG,=|[ ,|A <| |> ? T |> (|: ]| |> D| ]|
Modele du géneM®,=[ A < >B < > C ] > D]

F1GURE 2.5 — Comparaison de deux modeles de genes. Chaque séquence composant un
gene (blocs codants et sites fonctionnels) est alignée sur un autre géne orthologue. Les
unités lexicales qui s’alignent sur les séquences conservées sont prédites orthologues et
les blocs orthologues sont unifiés par une méme lettre (trait rouge). Les unités lexicales
qui s’alignent sur une autre séquence qui n’était pas connues sont prédites orthologues
(traits en pointillés). Les séquences qui ne s’alignent pas n’ont pas de relation d’orthologie
prédite. Ici, les éléments ‘>’ ‘C” et ‘|” du gene i ont été prédits chez le gene j.

Il est intéressant de mentionner qu'un site fonctionnel ou un bloc codant prédit dans
le géne j n’appartient & aucun des transcrits connus de ce geéne. Un site fonctionnel /-
bloc codant prédit dans le gene 5 a partir du gene ¢ correspond a une séquence associée
orthologue & un site fonctionnel /bloc codant appartenant & au moins un des transcrits
connus du gene ¢. Cette mise en évidence de nouveaux blocs codants par une approche
de génomique comparative ouvre la voie a la prédiction de transcrits. La comparaison
d’une paire de genes conduit aux définitions suivantes de la conservation des structures

de genes.

Définition 5 (Unités lexicales orthologues). Soit A(a, b) la relation indiquant que deux
unités lexicales a et b sont considérées alignées par CG-alcode. Deux unités lexicales ali-
gnées, K, du gene ¢ et K, du gene j, définissent une paire d’unités lexicales orthologues,
désignée par A(K; ,, K;,) (et réciproquement A(Kj,,, K; ), la relation d’alignement des
deux unités lexicales étant symétrique). Dans le cas de blocs codants, K;,, et K, sont

désignés par une méme lettre.
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Chapitre 2 — Représentation, comparaison et prédiction de structures de génes et de transcrits

Définition 6 (Unité lexicale prédite). Une unité lexicale, K ,, du gene ¢, qui s’aligne sur
la séquence du gene j avec des sites qui ne correspond a aucune unité lexicale connue dans
ce gene définit une nouvelle unité lexicale du gene j que 'on appelle unité lexicale prédite.

Cette unité lexicale prédite est orthologue a l'unité lexicale K ,, du géne ¢ alignée.

Dans le cas des sites d’épissage, deux dinucléotides identiques doivent étre alignés
pour établir une prédiction, et on considere ainsi d’autres cas que "AG" et "GT". Dans
le cas des codons stop, les motifs alignés attendus sont "T'AA", "TTAG" et "T'GA". Pour
les codons start, deux "AT'G" doivent étre alignés. Lors de I'alignement de sites connus, il
n’y a pas de contrdle des séquences des motifs. Ainsi, "T"TAA" peut étre aligné avec "T'GA"

par exemple.

Définition 7 (Genes structurellement conservés). Deux geénes ¢ et j dont les modeles de
structure de genes M et M ]G ne contiennent que des paires d’unités lexicales orthologues
A(Kim, Kj,,) définissent une paire de génes structurellement conservés. Ainsi, 'ordre
des unités lexicales orthologues entre les deux genes est conservé. En conséquence, apres

renommage des blocs codants orthologues, M et MJ-G sont syntaxiquement égaux.

Par exemple, dans la Figure 2.5, aprés comparaison des genes ¢ et j, le bloc codant
‘C" et ses sites fonctionnels flanquants sont prédits dans le gene j et identifiés comme
orthologues au bloc ‘C” connu dans le géne 7. On a ainsi M = MjG =[A<>B<>C]>

D). Ces deux genes sont donc identifiés comme étant structurellement conservés.

2.2.2 Comparaison des structures de transcrits et prédiction de

transcrits

La comparaison des modeles de structure peut étre appliquée a 1’ensemble des trans-
crits de deux genes orthologues. Cela permet a la fois d’identifier les relations d’orthologie
entre les transcrits connus dont la structure est conservée, et de prédire des transcrits or-
thologues a un transcrit connu et de méme structure. Une comparaison entre les CDS de
deux genes orthologues permet d’évaluer si chaque transcrit connu 75, du gene i (et réci-
proquement pour les transcrits 7}, du gene j) possede un CDS structurellement conservé
dans le gene orthologue j. En d’autres termes, on recherche si un transcrit 7}, existe dans
j avec la méme structure de CDS que T;,, : M, = M.

Si c’est le cas, nous déduisons une relation d’orthologie de CDS entre les transcrits

connus T, et Tj, (Figure 2.6). Ils feront partie du méme groupe de CDS orthologues.
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2.2. Comparaison des structures de genes et de transcrits entre deux espéces : définitions et
prédictions

Sinon, on examine si un nouveau transcrit 7}, peut étre prédit dans le gene j. Pour cela,
il faut que chaque unité lexicale impliquée dans le modele de structure du transcrit M,LTU

ait une unité lexicale orthologue dans le modele MjG de gene j (Figure 2.7).

Définition 8 (CDS structurellement conservés). Deux transcrits 7}, provenant du gene
i et T}, provenant du gene j dont les modeles de structure MZTu et M; I ne contiennent
que des paires d’'unités lexicales orthologues, A(K ,, K, ), définissent une paire de CDS
structurellement conservés. MlTu et M;ﬂ) sont syntaxiquement égaux et ’ordre des unités

lexicales orthologues entre les deux CDS est conservé.

Par exemple, dans la Figure 2.6, les transcrits connus 7;; du gene 7 et T, du gene
J sont composés uniquement de paires d'unités lexicales orthologues. T;; et T}, sont
donc des CDS structurellement conservés : T;; = T;; = [A <> B <> D]. De méme,
dans la Figure 2.7, les deux transcrits connus étiquetés "1" dans les genes 7 et j sont
considérés comme des CDS orthologues structurellement conservés puisqu’ils partagent le
méme modele M} = M, =[A <> B <> D].

Modele du transcriti, M, =[A<>B < >C]

Modeéle du transcriti; M",; =[A<>B<>D] }\ Modele du géne MS; =
N
Modele du transcritj; M";; =[A<>B <> D] }4’—— Modele du géne M® =

[ A< > < >C >
||||||||||
[ A< > <>0C >

CDS structurellement conservés

FIGURE 2.6 — Paire de CDS connus structurellement conservés. Le transcrit ¢; et le trans-
crit j; ont les mémes unités lexicales (trait rouge) indiquant leur relation d’orthologie.

Définition 9 (Séquence d’un transcrit). Etant donnés deux génes orthologues i et j
et un transcrit 7;, provenant du gene 7, si chaque unité lexicale de MZTu a une unité
lexicale orthologue dans le modele de gene M]G , alors une séquence homologue a T;,,
appelée S (MzTu, M G) est jugée exprimable dans j. La séquence S (MZTM7 M G) consiste en

la concaténation des séquences des blocs codants impliqués dans le gene j et désignés

comme orthologues par les modeles de genes.

Par exemple, dans la Figure 2.7, le transcrit étiqueté '2" dans le gene ¢ est formé des
exons A, B et C. Tous ces exons ont des orthologues dans le géne j, ou les exons A et B
sont connus, et I'exon C' est prédit. Ainsi, la séquence S(M, 12, M G) est composée d'une

concaténation des séquences du gene j désignées par A, B et C.

63



Chapitre 2 — Représentation, comparaison et prédiction de structures de génes et de transcrits

Définition 10 (Modele de transcrit exécutable). Si la séquence résultante S(M,, M)
forme un CDS, alors le modele de transcrit MZTu est appelé exécutable étant donné le
modele de gene MjG et la séquence du gene j, que 'on désigne par E(MZTU,MJG) Pour
rappel, cela signifie que la séquence obtenue contient un nombre entier de codons et qu’il
n’y a pas de codon stop intermédiaire en phase entre le codon start et le codon stop. Cela
indique qu’un transcrit 7j,, ayant la séquence CDS S (MZTU, M JG ) et la méme structure de

CDS que Mgu, est potentiellement exprimable dans le géne j. C’est-a-dire que 7}, et T;,,

sont des CDS orthologues structurellement conservés.

Définition 11 (Transcrit orthologue prédit). Si un transcrit exécutable, désigné par T},
n’appartient pas déja a ’ensemble des transcrits connus du gene j considéré, on l'appelle

alors un transcrit prédit.

Par exemple, dans la Figure 2.7, le transcrit marqué "2" dans le gene j est un transcrit
prédit, impliquant I’exon prédit C'. De plus, les séquences concaténées A, B et C' du gene
j forment un CDS. Ainsi, M, est exécutable par le modele M du gene j : E(M]y, M{).
On peut aussi noter que M, = M, = [A <> B <> C] avec E(M],, MF).

Modeéle du transcritM™,; =[A<>B <>D] Modele du transcrit M, =[A<>B <>C]
Modéledugénej= [ A < > B < > C ].:,‘a> D ]
Modeéle du transcrit connuM”;; = [A<>B<>D] Modeéle du transcrit prédit M7, exécutable =[A <> B < > C]

FIGURE 2.7 — Transcrit orthologue prédit et exécutabilité des modeles des transcrits du
gene ¢ par le modele du gene j. Les transcrits T; ; et T o sont exécutables par le modele
du gene j. Le transcrit 7; ; correspond au modele du transcrit 7}; connu. Le transcrit 7; o
n’a pas de modele de transcrit correspondant connu chez le géne j et Tjo est qualifié de
prédit.

A la fin de la comparaison de paires de génes entre deux génes orthologues i et j, nous
disposons donc d'un alignement d'une paire de modeles de génes M et M JG , de relations
d’orthologie entre les unités lexicales, notées A(K; ,, K;,), d'un ensemble de transcrits
prédits, et de relations d’orthologie entre les transcrits (vérifiant, MZTU =M fv, £ (MZTU, M ]G )

et £(M],, M), avec les transcrits T;,, et T}, pouvant étre connus ou prédits. La Figure

2.8 récapitule ’ensemble des étapes présentées précédemment.
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1 ModeleMS, [ A < > B < >C] > D]
Modéliser la
structure de chaque
géne a partir de ses

Espeéce b {Transcritjl [ ] transcrits connus Geénej | S/ 71
Modele M%; [ > G ]
Comparer les modeles
pour identifier et prédire
les sites et les blocs

codants orthologues

Transcriti, | | | |

Transcrit iy | T T ] Genei | I W—//—‘I
Espéce a

ModeledugeneMGv—‘ /‘\<‘> ‘ <‘> 1‘>D‘ !
I Junedened,
Modéle du géne M% =[ E < > <i> C 1> G |
Modele du transcrit connui, M",; = [A<>B<>D] Unifier le nommage
[ o o B O des blocs codants
Modele du transcrit connu j, M";; = [A<>B<>D] a orthologues
a
l N 3
Modele du transcrit connu i, M",, = [A<>B<>C] Identifier les CDS Modele du géne M = /‘A <| T B < > (|: ]‘ T ? ]‘
[T orthologues et ModéledugéneMG,—[A >B<>C 1>D]
Modele du transcrit prédit j2 exécutable M",, = [A<>B<>C] prédire les CDS de

transcrits exécutables

FI1GURE 2.8 — Identification de la structure des genes et des transcrits par comparaison de
genes et prédiction des CDS des transcrits. Cette méthode prend en entrée des transcrits
connus et donne en sortie i) des modeles de structure de génes et de transcrits et ii)
des CDS prédits ainsi que iii) des paires de CDS orthologues. (1) Les transcrits connus
d’un gene permettent de construire sa structure en blocs codants et sites d’épissage. (2)
Les alignements de chaque site fonctionnel et de chaque bloc codant d’'un gene contre
la séquence d’un autre géne permet i) d’identifier 'orthologie entre les sites fonctionnels
connus et les blocs codants pour deux especes (les éléments orthologues sont représentés
dans une méme colonne indiquée par une ligne rouge) et ii) de révéler des sites fonctionnels
et des blocs codants auparavant inconnus (boite en pointillés). (3) Dans chaque gene,
chaque paire de blocs codants orthologues recoit un nom commun. Le renommage du
nom des blocs codants du gene j est montré. (4) Les éléments révélés permettent de
prédire un CDS orthologue d’'un CDS connu. Ici, le transcrit js, orthologue du CDS du
transcrit 7 connu dans le gene 7, est prédit exécutable par le gene j. En effet, comme le bloc
codant ‘C” et ses sites flanquants ‘> C]’ sont prédits présents dans le géne j, le transcrit is
apparait comme réalisable dans le géne 7. On prédit enfin des paires de transcrits connus
orthologues, par exemple les transcrit i; et j; partagent la méme structure [A <> B <>
D].
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Chapitre 2 — Représentation, comparaison et prédiction de structures de génes et de transcrits

2.3 Vers le multi-espéce : comparaison de genes or-

thologues sur trois espéces

2.3.1 Comparer plus de deux especes : graphes de sites fonc-

tionnels entre génes orthologues

Comme décrit ci-dessus, une comparaison d’une paire de genes entre deux genes ortho-
logues ¢ et j produit des paires d’unités lexicales orthologues alignées, A(Kj , K, ), et
des unités lexicales sans orthologue identifié, désignées par A(K;,,, —), ou "—" représente
un gap. Pour chaque unité lexicale, cela définit si elle est partagée par les deux genes ou si
elle est spécifique a un gene, respectivement. Ainsi, étant donné trois genes orthologues 7,
j et k dans trois especes, une unité lexicale partagée par les trois especes peut étre identi-
fiée par trois paires d’alignement : A(K; ,, K1), A(K;m, Jio), et A(K; ., Ki,o), indiquant
que { K m, K, Ki o} est un triplet d'unités lexicales orthologues. Afin de représenter une
comparaison d’unités lexicales au niveau du triplet de génes, nous avons défini un graphe
de sites fonctionnels, G5F.

Chaque noeud de G5 représente une unité lexicale correspondant & un site fonctionnel
de l'un des trois genes. Tous les sites fonctionnels impliqués dans les transcrits connus et
prédits sont pris en compte pour construire le graphe. Chaque aréte de G°F relie un site
fonctionnel K, d'un geéne 7 a un site fonctionnel K, d'un autre gene j si A(K;pm, K,)
(Figure 2.9). De plus, la relation d’orthologie est orientée et deux relations réciproques, "i
aligné avec 7" et "j aligné avec i", définissent I’orthologie entre deux sites des genes i et 7.
Les blocs ne sont pas considérés dans G°F. On construit un graphe des sites fonctionnels
par triplet de génes orthologues chez trois especes. Chaque composante connexe de G
représente un ensemble de sites orthologues. La comparaison des genes se base sur 'ali-
gnement des sites fonctionnels et des blocs codants. Les graphes ne mettent en évidence

que les orthologies de sites fonctionnels. Les orthologies des blocs codants en découlent.

2.3.2 Identification de transcrits structurellement conservés (groupes

de CDS orthologues) : graphes de transcrits

Un graphe a été congu pour comparer les transcrits des genes entre trois especes, le
graphe de transcrits, GT. Chaque nceud de GT correspond a un transcrit (connu ou prédit)

de I'une des trois especes. Chaque aréte de G relie un transcrit T}, d’un géne i 4 un
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Modéle du géne M¢,; = 'T‘ | | | | % E TL —T ||3
\ N G, — o sERARE. >

Modele du gene M%; A <l | B < ?._,_F___.lf D rree prediction
Modele du géne M€, = A < B |< || C D [, 1, <, > sites fonctionnels

| | | | | | | | [ |
Modeéle du géne MC, = A < 5 B I« || - |- |3 D A, B,C, D blocs codants

? noeud prédit
Modéle du géene M€ = ,?‘ T T I|3 T :’1‘ (l: it T ||3 o site espéce a
Modeéle du géne MG, = A |< |5 B |< B > D o site espece b
= = I I o site espéce ¢

‘et

o:f's’
é

FIGURE 2.9 — Graphe de sites fonctionnels : identification des unités lexicales de genes
partagées entre plusieurs especes. Les paires d’alignements des modeles de structure de
genes indiquent les relations d’orthologie des sites fonctionnels et des blocs codants et
permet de prédire de nouveaux éléments réalisables (par exemple, le bloc C et les sites
fonctionnels qui entourent "> C]" dans le gene j, voir Figure 2.8). Les relations d’or-
thologie sont rassemblées dans un graphe de sites fonctionnels multi-especes (bas de la
figure), ou les noeuds sont des sites fonctionnels, les arétes sont des relations d’orthologie
et "?" indique les sites prédits.

Gaphe de sites _ #
fonctionnels : é

.
“ gt
.

o
<

«?
.

Vo9 <+ | 1

transcrit T, d’un geéne j si leurs CDS sont orthologues : (M, M) et E(M],, MF),
c’est-a-dire MZTU = va (Figure 2.10). Nous avons construit un graphe des transcrits
par triplet de génes orthologues chez trois espéces. Chaque composante connexe de G7

représente un groupe de CDS orthologues structurellement conservés.
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ModéledugéneMG,:{ AT\ T >l I|3 T T E ]L T Ilj ]‘
Modeéle du géne M = |[ ,? T T ||3 T -,‘1>‘ 5: .%:s T ||3 ]‘
Modéle du géneMé=[ A < > B < - - - > D ]
Graphe de transcrits Groupes de CDS épissés orthologues
Tk'l M?déle MT1 = [A<>B<>D] ;::::E prédiction
Tia M’; —» connu [l <, > sites fonctionnels
«— MTM —> connu A, B,C,D blocs codants
M', ; — connu ? neeud prédit
o espece a
Tia Triplet de CDS épissés orthologues () espece b
(] espece c
? Modeéle M™, = [A<>B<>(]
T2 M., — connu
+«——«& M, —» predit, prédiction de ">C]"
structure CDS impossible dans M®,
Ti,2

Couple de CDS épissés orthologues

FI1GURE 2.10 — Graphe de transcrits : identification de groupes de CDS orthologues struc-
turellement conservés chez trois especes. Les graphes de transcrits ont été construits en
utilisant les relations d’orthologie entre transcrits obtenues pour chaque paire de comparai-
sons. L’exemple illustre deux groupes de CDS orthologues. Un premier groupe comprend
trois CDS orthologues connus (751, 71, Tk1). Un deuxieme groupe de deux CDS est
constitué d'un CDS connu dans le gene ¢ (7;2) et d’'un CDS prédit dans le gene j (72,
ou "?" indique la prédiction du CDS). Le géne k ne peut pas former le CDS orthologue
en raison de l'absence de I’ensemble de sites fonctionnels "> C]" nécessaires dans ce gene.

Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons décrit des formalismes pour représenter les structures

des genes et des transcrits et nous avons présenté une méthode de comparaison multi-
especes par graphes. Cette méthode repose sur des comparaisons de paires de gene
pour définir des ensembles de sites fonctionnels ou de transcrits orthologues. Ces
relations d’orthologie permettent de construire des graphes représentant un ensemble
(ici de taille trois) de genes orthologues. Le graphe de sites fonctionnels se base sur les
sites fonctionnels afin de décrire la structure des sites d’épissages et les codons start
et stop d’'un gene partagé par plusieurs especes. Le graphe de transcrits s’applique
aux CDS (la structure exonique codante d'un transcrit) et décrit les groupes de CDS

orthologues, dont la structure est conservée, d'un ensemble de genes orthologues.
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CHAPITRE 3

ANALYSE DE TRANSCRITS DE L'HUMAIN,
DE LA SOURIS ET DU CHIEN :
PREDICTIONS DES TRANSCRITS PAR
GENOMIQUE COMPARATIVE

Dans ce chapitre, nous abordons 1'une des questions posées par notre étude : un
gene, quels transcrits 7 Dans un premier temps, nous nous intéressons a la prédic-
tion de transcrits orthologues en utilisant une méthode de génomique comparative.
Cette méthode repose sur la modélisation de la structure des genes définie par les
transcrits connus et les alignements des sites fonctionnels et des blocs codant entre
deux genes orthologues. Pour chaque transcrit connu du premier gene, 'analyse de
la structure du gene orthologue permet de déterminer si un transcrit orthologue peut
étre produit ou non par ce gene. Ces analyses permettent a la fois de prédire des
paires de transcrits orthologues connus partageant la méme structure, et de prédire
de nouveaux transcrits. Avec ces prédictions, on est capable de compléter le réper-
toire de transcrits des genes. Dans un second temps, nous avons cherché a valider
ces transcrits prédits, et nous leur avons attribué un degré de confiance a partir de
deux approches. La premiere vise a rechercher les transcrits prédits directement dans
d’autres bases de données, différentes de celles ayant fourni nos données initiales. La
seconde explore des jeux de données de lectures alignées pour y rechercher une trace
caractéristique des transcrits prédits, leurs jonctions d’exons spécifiques. Ces analyses

ont été appliquées a trois especes : I’humain, la souris et le chien.
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Chapitre 3 — Analyse de transcrits de l’humain, de la souris et du chien : prédictions des
transcrits par génomique comparative
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Définitions des termes du chapitre

La structure d’un gene est la succession des blocs codants et des sites fonctionnels qui
le composent, permettant d’identifier la composition en introns et en exons du gene
en fonction de ’ensemble des CDS exprimés.

Le modeéle de structure d’un géne est la représentation abstraite de la structure d’un
gene, sous la forme d’une collection ordonnée d'unités lexicales de sites fonctionnels
et de blocs codants.

Les sites fonctionnels correspondent aux codons start ("[") et stop ("]") et aux sites
donneurs ("<") et accepteurs d’épissage ('>") formant le premier et le dernier dinu-
cléotides d’un intron.

Les blocs codants sont les segments génomiques qui composent les exons utilisés dans
les parties codantes (CDS) des transcrits codants. Ils sont représentés par des lettres
("A", "B", etc.).

L’alignement de modéles de structure de genes est 1’alignement des blocs codants et
des sites fonctionnels d'un gene sur la séquence d’un gene orthologue.

Le modeéle de structure d’un transcrit est la représentation abstraite des blocs codants
du geéne qui le composent, délimités par deux sites fonctionnels : le codon start et le
codon stop. Ainsi, ce modele est focalisé sur le CDS (il ne prend pas en compte les
régions non traduites, les UTR), et la séquence du transcrit est la concaténation des
séquences des blocs codants le composant.

Un caractére orthologue est un caractere commun a deux especes en copie unique,
issu d’un évenement de spéciation et hérité de ’ancétre commun le plus récent a ces

deux especes.
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Chapitre 3 — Analyse de transcrits de l’humain, de la souris et du chien : prédictions des
transcrits par génomique comparative

3.1 Données utilisées pour I’humain, la souris et le

chien

Dans le cadre de cette these, nous avons utilisé des données pour I’humain, la souris et
le chien provenant de deux bases de données : Ensembl (HOWE et al. 2021) dans sa version
90 et CCDS (PUJAR et al. 2018) en janvier 2018. A cette date, les versions d’assemblage
de ces trois espéces correspondaient & GRCh38.p10 pour 'humain, GRCmS38.p5 pour la

souris et CanFamd3.1 pour le chien.

La sélection des données a été effectuée de maniere a obtenir les genes orthologues
(relation bijective dénommées "1-to-1", "un & un', dans la terminologie de Ensembl Com-
para) entre ces trois especes respectant un certain nombre de critéres. Tout d’abord, les
genes de '’humain et de la souris ont été récupérés dans la base de données CCDS, une
base de données nettoyée manuellement et spécifique a ces deux especes. Pour ces especes,
seuls ont été sélectionnés les geénes possédant au moins deux transcrits alternatifs. Nous
sélectionnons ainsi des genes pour lesquels l'expression (transcription et épissage) alter-
native est avérée et dont les annotations de transcrits sont fiables (transcrits complets).
Ces couples de génes humain/souris ont a nouveau été filtrés pour ne garder que des génes
ayant un orthologue également présents chez le chien. Du fait que le chien est une espece
modele émergente moins documentée que 'humain et la souris, nous avons considéré un
gene si il pouvait exprimer, cette fois-ci, au moins un transcrit connu dans la base de
données Ensembl. Les transcrits sélectionnés correspondent aux transcrits codants (ou
ARNm) associés a ces genes. Dans la suite, nous nommerons ces transcrits : transcrits
connus. Notons également que seuls les CDS des transcrits seront comparés, et que par
simplicité nous ferons le plus souvent référence au terme de "transcrit" pour parler des

"prédictions”, des "orthologues', etc., alors qu’il s’agira au sens strict de CDS.

Au total, en janvier 2018, ce sont 2 167 genes orthologues partagés un-a-un entre
I’humain, la souris et le chien qui ont été extraits. Ces genes exprimant chez les trois
especes 18 109 transcrits connus dont 8 374 chez 'homme, 6 511 chez la souris et 3 224

chez le chien.

Cette these analyse ces données pour répondre aux questions définies en introduction.
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3.2. Prédiction de transcrits a partir de 2 167 triplets de génes orthologues et de 18 109
transcrits connus

3.2 Prédiction de transcrits a partir de 2 167 tri-
plets de geénes orthologues et de 18 109 transcrits

connus

Dans le Chapitre 2 et dans la section 1.3.7 (page 44), nous avons présenté la méthode
CG-alcode permettant de comparer des structures de genes et de transcrits. Cette méthode
repose notamment sur de la prédiction de sites fonctionnels et de blocs codants a partir
d’une approche de génomique comparative pour compléter les modeles de genes avec des
sites orthologues prédits. Ces modeles d’alignement de genes permettent de tester si un
transcrit connu dans un gene chez une espece a peut-étre un transcrit exécutable par le
modele de son gene orthologue chez une espece b. Si c’est le cas et qu’aucun des transcrits

connus chez b n’a ce modele de transcrit, alors ce transcrit est un transcrit prédit.

3.2.1 Exemple du gene CREM

Pour illustrer la méthode de prédiction, nous prenons 'exemple du gene CREM (modu-
lateur de I’élément de réponse a ’adénosine monophosphate cyclique - Cyclic adenosine
monophosphate Responsive Element Modulator). La comparaison de la paire de genes
CREM orthologues chez I'’humain et la souris est présentée a la Figure 3.1. Le premier
point qui est & considérer avant tout concerne le modele de structure des deux genes (haut
de la Figure 3.1). Si on regarde ces deux modeles, on observe que des sites fonctionnels ne
sont pas alignés comme par exemple le bloc codant "O" dans le gene humain n’apparait
pas dans le gene de la souris. Dans le modele d’alignement A des genes, on note A(O, —)
ou "O" est le bloc spécifique & I'humain et "—" définit un gap). Concretement, cela signi-
fie que si un transcrit humain nécessite ce bloc codant O alors, étant donné qu’il n’est
pas retrouvé dans le modele du gene de la souris, le transcrit n’est pas exécutable par le
modele du geéne de la souris.

Dans la comparaison de I’humain vers la souris, sur les 21 transcrits humains connus, 3
nécessitent ce bloc codant "O". Ainsi, ces 3 transcrits humains ne sont pas exécutables par
le modele de structure du géene CREM de la souris et sont considérés comme spécifiques
au gene CREM humain. Concernant les autres transcrits du gene CREM humain, on
retrouve 7 transcrits qui sont exécutables par le modele de structure du gene de la souris
et qui correspondent a des CDS déja connus chez la souris. On infere donc 7 relations

d’orthologie entre transcrits connus. Par construction, ces transcrits partagent le méme
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Modele de structure du géne CREM humain ENSG00000095794 : [A<>B[C<[D<[E<>F<>G<>H<I]>K[L<M[N<[O<P>Q[R<>S<>T]|>UV]
Modeéle de structure du géne CREM souris ENSMUSG00000063889 : [A<>B[C<[D<[E<>F<>G<>H<I[J>K[L<[M[N<[P>Q[R<>S<>T]>U]V]

]

Modele de structure des transcrits humain “ g Modéle de structure des transcrits souris

21 transcrits connus 7 transcrits prédits

CREM-206 ENST00000354759 [A<>BC<>G<>H<>QR<>5<>T] Crem-233 ENSMUST00000154135 [A<>BC<>G<>H<>QR<>5<>T] o "
CREM-217 ENST00000439705 [A<>BC<>G<>H<>QR<>5<>T] Crem-233 ENSMUST00000154135 [A<>BC<>G<>H<>QR<>S<>T] S =
CREM-238 ENST00000488741 [R<>S<>T] Crem-206 ENSMUST00000124747 [R<>S<>T] p g
CREM-211 ENST00000374726 [C<>G<>HII] Crem-227 ENSMUST00000149803 [C<>G<>HI] c o
CREM-239 ENST00000489321 [C<>G<>HlI] Crem-227 ENSMUST00000149803 [C<>G<>HI] E o
CREM-228 ENST00000473940 [N<>QR<>S$<>T] Crem-235 ENSMUST00000154705 [MN<>QR<>5<>T] o
CREM-207 ENST00000356917 [N<>S<>T] Prédiction Crem-229 ENSMUST00000151084 [MN<>5<>T]

(PG 11 transcrits prédits )

CREM-201 ENST00000337656 [A<>BC<>G<>H<>KL<>S<>T]
CREM-213 ENST00000374734 [A<>BC<>G<>H<>5<>T]
CREM-204 ENST00000345491 [A<>BC<>G<>H<>KL<>S<>UV]
CREM-205 ENST00000348787 [C<>G<>H<>S<>UV]
CREM-208 ENST00000361599 [D<>G<>H<>KL<>S<>UV]
CREM-214 ENST00000395887 [D<>G<>H<>KL<>QR<>S<>UV]
CREM-220 ENST00000463314 [L<>S<>UV]

CREM-202 ENST00000342105 [E<>G<>H<>KL<>S<>UV]
CREM-236 ENST00000487763 [N<>QR<>5<>UV]

CREM-237 ENST00000488328 [N<>S<>UV]

CREM-212 ENST00000374728 [C<>G<>H<>S<>UV]

CGAMUSTENST00000337656 [A<>BC<>G<>H<>KL<>S<>T]
CGAMUSTENST00000374734 [A<>BC<>G<>H<>S<>T]
CGAMUSTENST00000345491 [A<>BC<>G<>H<>KL<>S<>UV]
CGAMUSTENST00000348787 [C<>G<>H<>S<>UV]
CGAMUSTENST00000361599 [D<>G<>H<>KL<>S<>UV]
CGAMUSTENST00000395887 [D<>G<>H<>KL<>QR<>S<>UV]
CGAMUSTENST00000463314 [L<>S<>UV]
CGAMUSTENST00000342105 [E<>G<>H<>KL<>S<>UV]
CGAMUSTENST00000487763 [N<>QR<>S<>UV]
CGAMUSTENST00000488328 [N<>S<>UV]
CGAMUSTENST00000374728 [C<>G<>H<>S<>UV]

Inconnu chez la
souris

CREM-230 ENST00000474931 [0<>5<>T] (
- Prédiction . P R .

CREM-224 ENST00000468236 [0<>QR<>S<>UV] ’ € ! Transcrits speaflques 3 '’humain ]

CREM-242 ENST00000490511 [0<>5<>UV] negative ¢

Modeéle de structure des transcrits souris g “ Modéle de structure des transcrits humain

13 transcrits connus 6 transcrits prédits ~
Crem-233 ENSMUST00000154135 [A<>BC<>G<>H<>QR<>5<>T] CREM-217 ENST00000439705 [A<>DE<>I<>J<>RS<>U<>V] _g c
Crem-229 ENSMUST00000151084 [MN<>5<>T] CREM-207 ENST00000356917 [P<>U<>V] o ©
Crem-206 ENSMUST00000124747 [R<>5<>T] CREM-238 ENST00000488741 [S<>U<>V] g g
Crem-202 ENSMUST00000049942 [PQR<>5<>T] CREM-238 ENST00000488741 [S<>U<>V] € c
Crem-235 ENSMUST00000154705 [MN<>QR<>S5<>T] CREM-228 ENST00000473940 [P<>RS<>U<>V] 8 -
Crem-227 ENSMUST00000149803 [C<>G<>HI] Prédiction CREM-239 ENST00000489321 [E<>I<>JK] \
positive 7 transcrits prédits
Crem-228 ENSMUST00000150235 [A<>BC<>F<>G<>H<>KL<>QR<>5<>U] CGATENSMUST00000150235 [A<>BC<>F<>G<>H<>KL<>QR<>S<>U] $
Crem-204 ENSMUST00000122958 [E<>F<>G<>H<>KL<>QR<>S5<>U] CGATENSMUST00000122958 [E<>F<>G<>H<>KL<>QR<>5<>U] '5 %
Crem-234 ENSMUST00000154470 [A<>BC<>F<>G<>H<>5<>T] CGATENSMUST00000154470 [A<>BC<>F<>G<>H<>5<>T] g £
Crem-221 ENSMUST00000142690 [C<>F<>G<>HI] CGATENSMUST00000142690 [C<>F<>G<>HI] IS _g
Crem-201 ENSMUST00000025069 [A<>BC<>F<>G<>H<>KL<>S<>T] CGATENSMUST00000025069 [A<>BC<>F<>G<>H<>KL<>5<>T] 8 =
Crem-239 ENSMUST00000165086 [A<>BC<>F<>G<>H<>QR<>5<>T] CGATENSMUST00000165086 [A<>BC<>F<>G<>H<>QR<>S<>T] £
Crem-203 ENSMUST00000082141 [A<>BC<>G<>H<>KL<>QR<>5<>T] CGATENSMUST00000082141 [A<>BC<>G<>H<>KL<>QR<>5<>T]

FiGURE 3.1 — Prédiction de l'exécutabilité des transcrits connus du gene CREM. Les
modeles obtenus pour les géenes CREM de 'humain et de la souris sont présentés en
haut de la figure. La comparaison des transcrits de I’humain avec le gene de la souris
concerne 21 transcrits connus. 18 sont exécutables par le modele du gene CREM de la
souris (indiqués par la fleche "Prédiction positive"), dont 7 sont déja connus parmi les
transcrits de la souris et 11 ne le sont pas et sont donc prédits. 3 transcrits humains ne
sont pas exécutables par le gene CREM de la souris (indiqués par la fleche "Prédiction
négative") et sont spécifiques au gene CREM humain. 13 transcrits connus de la souris
sont exécutables chez 'humain dont 6 correspondent a un orthologue connu et 7 ont un
orthologue prédit chez 'humain.

modele de structure de transcrit sont donc liés par une relation d’orthologie entre transcrits
connus. Enfin, on retrouve 11 transcrits qui sont exécutables chez la souris mais dont les

modeles de structure ne correspondent a aucun transcrit connu de la souris, ils sont alors
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prédits chez le gene CREM de la souris. Ainsi, on obtient, de plus, 11 relations d’orthologie
entre un transcrit connu chez I’humain et un transcrit prédit chez la souris.

Dans la comparaison de la souris vers I’humain, les 13 transcrits de la souris sont tous
exécutables par le modele du gene humain. 6 ont déja leur modele identifié parmi les
transcrits connus humain ce qui permet d’inférer 6 relations d’orthologie entre transcrits
connus. 7 transcrits de la souris ont un modele non identifié chez ’humain bien qu’étant
exécutable chez I'humain. Ils sont donc prédits et forment une relation d’orthologie entre
transcrits connus chez la souris et transcrits prédits chez I’humain.

On réalise ces comparaisons de paires de genes orthologues pour les trois espéeces
(humain < souris, humain < chien, souris <> chien) ce qui représente un total de 6 com-
paraisons de génes pour prédire des transcrits (voir Figure 3.1). L’Annexe 1 montre la
comparaison du gene CREM entre I’humain et le chien, et I’Annexe 2 montre la compa-
raison entre la souris et le chien. Avec toutes les paires de génes comparées, on obtient des
modeles d’alignements de paires de genes incluant les connaissances actuelles issues des
transcrits connus, et de nouveaux sites et transcrits orthologues prédits par génomique

comparative.

3.2.2 Complétion des transcriptomes : 6 861 transcrits prédits

Comme présenté dans la section 2.2.2 (page 62) et illustré dans le paragraphe pré-
cédent, nous avons appliqué la méthode de prédiction de transcrits par comparaison de
paires de genes sur l’ensemble des 2 167 triplets de genes orthologues entre I’humain, la
souris et le chien. Les résultats obtenus a partir de ces comparaisons sont illustrés dans
la Figure 3.2. Au total, nous avons pu prédire 6 861 transcrits exécutables.

La Figure 3.2 montre notamment 'origine des prédictions réalisées chez I’humain. On
observe 1 223 transcrits qui ont été prédits au moins a partir des transcrits connus chez
la souris (certains d’entre eux ont également pu étre prédits en considérant des transcrits
connus chez le chien, voir ci-apres) et 317 a partir des transcrits connus exclusivement chez
le chien. Ainsi, 1 540 transcrits prédits sont ajoutés au transcriptome de 'humain qui était
composé de 8 374 transcrits connus, ce qui représente un ajout de 18,4% par rapport a
son transcriptome connu. On parvient donc a compléter le transcriptome humain pourtant
tres étudié.

Chaque prédiction réalisée peut provenir de deux sources de données. Par exemple,
pour 'humain, on peut prédire un méme transcrit a la fois a partir de la souris (comparai-

son humain-souris) et a partir du chien (comparaison humain-chien). On s’intéresse dans
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ce chapitre aux transcrits prédits, que ’on cherche ici a nommer. Ainsi, pour nommer un
transcrit prédit on ne mentionnera qu’une seule des especes sources possédant un trans-
crit orthologue connu. Par convention, pour les trois espéces, I’humain est prioritaire sur
la souris et la souris prioritaire sur le chien. Donc, pour des transcrits prédits chez 1'hu-
main, on nomme la souris comme source avant le chien, et les identifiants produits pour
les transcrits prédits seront construit avec un préfixe CGA (pour CG-alcode), suivit de
Iidentifiant de ’espece ou la prédiction est réalisée, suivit enfin de I'identifiant Ensembl
du transcrit orthologue & l'origine de la prédiction (voir Annexe 3). Certains des 1 223
transcrits prédits chez I’humain a partir de la souris auraient pu également étre prédits a
partir du chien. En revanche, les 317 transcrits prédits prédit chez 'humain a partir du

chien sont des prédictions exclusives au chien.

Au total, ce sont 6 861 transcrits prédits (1 540 chez ’humain, 2 112 chez la souris et 3
209 chez le chien) qui, ajoutés aux 18 109 transcrits connus des trois espéces, représentent

une augmentation du nombre d’annotations de 37,9% pour les trois especes confondues.

3224 Transcrits connus
on 8574 connus (Ensembl, CCDS)
connus connus : —_——
f~ = =1 Transcrits prédits
-

=8623 =9914 =6433

FI1GURE 3.2 — Prédiction de transcrits a partir de transcrits connus. La somme de chaque
colonne donne le nombre de transcrits connus et prédits chez chacune des espéces. Le
milieu et le bas de chaque colonne correspondent aux prédictions effectuées a partir des
deux autres especes. Par exemple, 8 374 transcrits sont connus chez 'humain, 317 ont été
prédits chez 'humain en utilisant exclusivement les connaissances sur les 3 224 connus
chez le chien et 1 223 ont été prédits au moins a partir des 6 511 transcrits connus chez
la souris.
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3.2.3 Espeéces modeles et non modeles

Les 6 861 prédictions ne sont pas distribuées de fagon homogene (Figure 3.2). En
effet, les transcriptomes de base (CCDS et Ensembl 90) de 'humain et de la souris sont
composés de 8 374 et 6 511 transcrits connus, ce qui est bien supérieur aux 3 224 transcrits
connus pour le chien, une espéce modele émergente et moins documentée. On s’attendrait
donc a obtenir beaucoup de prédictions chez le chien. En effet, on a vu précédemment
(Figure 3.2) que 1 540 transcrits sont prédits chez ’humain (18,4% de son transcriptome
de base). Or pour le chien, ce sont 3 209 transcrits qui sont prédits, soit une augmentation
de 99,5% de son transcriptome de base. La souris, quant a elle, a 2 112 transcrits prédits
(32,4% de son transcriptome de base). L’humain, 1'espéce la plus documentée, est bien
I'espece ayant eu le moins de transcrits prédits a I'inverse du chien, 'espéce la moins

documentée.

3.3 Analyse de la fiabilité des prédictions

Bien que les transcrits soient prédits en posant un certain nombre de garanties (exé-
cutabilité, conservation du CDS, présence d’un codon start et d'un codon stop, nombre
entier de codons et absence de codon stop intermédiaire pour ne pas décaler le cadre de
lecture de la séquence), il est important d’estimer la pertinence de nos prédictions vis &
vis des connaissances en biologie. Pour cela, on va rechercher si certains des transcrits
prédits peuvent étre retrouvés dans d’autres ensembles de données, ce qui conforterait
I’ensemble des résultats de la méthode. Tout d’abord, nous recherchons si ces transcrits
prédits sont présents dans des bases de données publiques. Sinon, nous tentons d’identifier
dans des données issues de séquencage (les lectures) un élément discriminant de nos trans-
crits prédits : les jonctions d’exons spécifiques aux prédictions, que nous définissons dans
la section 3.3.2 (page 81). Avec ces analyses, nous avons attribué a chaque transcrit prédit
une annotation parmi les quatre suivantes : confirmé, possible, réalisable, non réalisable
(Figure 3.3). Chacune de ces quatre annotations étant mutuellement exclusive.

On définit ces catégories de la fagon suivante :

Définition 12. Un transcrit confirmé est un transcrit prédit retrouvé parmi les transcrits

connus d’une base de données.

Définition 13. Un transcrit possible est un transcrit prédit dont aucune jonction d’exons
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n’est caractérisée comme spécifique, c¢’est-a-dire que toutes les jonctions d’exons du trans-

crit prédit sont déja observées dans d’autres transcrits connus.

Définition 14. Un transcrit réalisable est un transcrit prédit possédant au moins une
jonction d’exons spécifique, et tel que toutes ses jonctions spécifiques sont soutenues par

des données de lectures issues de séquengage.

Définition 15. Un transcrit non réalisable est un transcrit prédit possédant au moins une

jonction d’exons spécifique non soutenue par des données de lectures issues de séquencage.

3.3.1 Recherche dans des bases de données

Nous avons utilisé les données provenant de la version 90 d’Ensembl pour réaliser nos
prédictions, nous pouvons donc nous appuyer soit sur des données plus récentes de En-
sembl soit sur des bases de données indépendantes. Nous avons comparé nos transcrits
prédits avec trois nouvelles versions d’Ensembl (96, 98, 102) pour les trois especes et la
version 103 pour 'humain et le chien (la plus récente utilisée au moment de la rédaction).
La version 103 n’a pas été utilisée pour la souris compte tenu du fait qu’elle repose sur
une nouvelle version d’assemblage. Sur cette nouvelle version (GRCm39), les coordon-
nées génomiques sont donc différentes de celles de la version précédente (GRCm38) sur
laquelle repose nos résultats. On ne peut donc pas comparer directement nos résultats
basés sur I'ancienne version avec la nouvelle version d’assemblage de la souris. En effet,
on utilise des fichiers au format GTF comme entrée pour la recherche de transcrits pré-
dits dans d’autres sources de données. Cette recherche est donc basée sur des coordonnées
génomiques exactes et non de l'identité de séquences génomiques.

Nous avons également utilisé les données présentes dans la base de données de 'UCSC
pour les trois especes. En plus de cela, nous avons utilisé les données de XBSeq pour
I'humain et la souris (CHEN et al. 2015), un outil mis en place pour mesurer les données
d’expression, et de FEELnc pour le chien (WUCHER et al. 2017), un outil pour annoter les
ARN longs non-codants (IncRNA) et décrivant également des transcrits ARNm prédits
chez le chien.

Afin de pouvoir comparer nos prédictions aux données de ces bases, nous avons em-
ployé le logiciel BedTools (QUINLAN et HALL 2010) dans sa version 2.18 avec son option

d’intersection de fichiers.
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Transcrit prédit | \ \ \ |

l Recherche dans des

bases de données

BD 1 BD 2 BD3

Transcrit prédit retrouvé ?

~____ oul

NON =I Transcrit confirmé

Transcrit prédit t | \ \ \ |
Jonctions dexons H H r-

Présence de jonctions d’exons spécifiques ?

\
oul NON [

" Transcrit possible
r

Alignement de lectures

Cas d'alignements possibles :

1) || | 2)| || | 3) | || |

‘ Transcrit réalisable | Transcrit non réalisable

FIGURE 3.3 — Protocole de vérification des transcrits prédits. Etape 1 : recherche du
transcrit prédit ¢t dans les bases de données. Si le transcrit ¢ y est retrouvé, il est considéré
comme confirmé. Etape 2 : recherche de la présence de jonctions d’exons spécifiques &
t. Si toutes les jonctions d’exons de t sont déja observées parmi les transcrits connus,
le transcrit est considéré possible. Si il existe des jonctions d’exons spécifiques et que
des lectures peuvent s’aligner sur toutes ces jonctions d’exons spécifiques, le transcrit est
considéré réalisable, sinon il est non réalisable.

Chaque fichier de base de données, des fichiers GTF, ont été convertis au format
BED12, un format de fichier tabulé qui décrit, dans notre cas, pour chaque ligne, un
transcrit et sa composition en exons (voir Annexe 4.1).

De plus, pour chaque transcrit, on ne conserve que les informations concernant son

CDS pour avoir une correspondance parfaite entre un CDS connu dans une base de don-
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nées et un CDS qu’on a prédit. L’Annexe 4.1 donne un exemple de représentation d’un
transcrit au format BED12.

L’outil BedTools intersect vérifie les correspondances entre nos prédictions et les trans-
crits des bases de données (voir Annexe 4.2). Si 'une de ces bases contient un transcrit
qui, décrit au format BED12, correspond exactement a un transcrit prédit, alors le trans-
crit prédit est annoté comme confirmé. L’ensemble des étapes du pipeline employé pour

cette étape de vérification est présenté dans la Figure 3.4 et dans I’Algorithme 1 .

CDS prédits CDS prédits
Conversion
[
Changement
de format _—
GTF BED12 CDS prédits
Ensembl 90 Ensembl 90 confirmes
bedtools intersect
CDS des transcrits >
Transcrits connus connus
OUTPUT
Conversion
|
Extraction des CDS
GTF BED12
Ensembl 96, 98, 102, 103, Ensembl 96, 98, 102, 103,
UCSC, XBSeq, FEELNnc UCSC, XBSeq, FEELnc

F1GURE 3.4 — Confirmation des transcrits prédits a partir des transcrits connus dans les
bases de données.
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Algorithme 1 Confirmation des transcrits prédits a partir de transcrits connus auxiliaires

Entrée: CDS prédits, transcrits connus auxiliaires
Sortie: CDS étiquetés "confirmé"
pour tout transcrit connu auxiliaire faire
extraire CDS
convertir au format BED12
fin pour
pour tout CDS prédit faire
exporter au format BED12
fin pour
pour tout CDS prédit faire
BedTools intersect
si CDS prédit entierement aligné a un CDS connus alors
CDS prédit étiqueté "confirmé"
fin si
fin pour

3.3.2 Recherche dans des données de lectures de séquencage :

jonctions d’exons spécifiques

La seconde méthode de vérification des prédictions, pour attribuer un degré de confiance
a nos transcrits prédits, se base sur I'identification d’éléments appartenant spécifiquement
a un transcrit prédit : les jonctions d’exons spécifiques. Une jonction d’exons est le lien
entre deux exons consécutifs. Nous définissons une jonction d’exons spécifique a un trans-
crit par les définitions suivantes en considérant I'ordre des exons sur le brin sens (Figure

3.6). Pour le brin antisens, 'ordre s’inverse pour les définitions.

Définition 16 (Précédence d’exons). Etant donnés deux exons e; et e; d'un transcrit T
définis par leurs positions de début a et de fin b sur un génome de référence, e; = [a;, b;]
et e; = [a;,b;]. On dit que e; est situé avant e; sur le transcrit, c’est-a-dire que e; précede

€j, Sl b; < a;.

Définition 17 (Exons consécutifs). On dit que deux exons e; et e; sont consécutifs dans

un ensemble de transcrits 7 si e; et e; sont contigus sur un des transcrits de 7, c’est-a-dire

si il existe un transcrit 7' € 7, constitué des exons €, ..., e/, et un index k tel que e}, = e;

5 G

et e,.; = e;. On note le couple d’exons consécutifs, sans exon intermédiaire, par e; < e;
dans 7.

81



Chapitre 3 — Analyse de transcrits de l’humain, de la souris et du chien : prédictions des
transcrits par génomique comparative

Définition 18 (Jonction d’exons). Une jonction d’exons est le couple de positions [b;, a;]

entre deux exons consécutifs e; < e; (Figure 3.5).

&; b 3 b

F1GURE 3.5 — [llustration d’une jonction d’exons. La jonction d’exons est représentée par
la double fleche rouge séparant les deux exons e; et e;. Les nucléotides aux positions
génomiques b; et a; sont consécutifs dans le transcrit possédant la jonction e; < e;.

Définition 19 (Jonction d’exons spécifiques). Une jonction d’exons J E est dite spécifique
a un transcrit 7' par rapport a un corpus 7, si JE € T et JE ¢ 7. Une jonction d’exons
spécifique pointe un couple d’exons apparaissant consécutifs dans 7" mais pas dans les

transcrits du corpus 7 (Figure 3.6).

T mmp EXON 1 —< EXON 3 em— ¢ T = Spécifiquea T

T [xoni | bxon2 | xons | | ===emmp Exon 1 ‘< ExOn 2 e & T

m— EXON 2 < EXON 3 wemmy & T

FIGURE 3.6 — Mise en évidence d’une jonction d’exons spécifique. Les jonctions "exon 1
< exon 2" et "exon 2 < exon 3" appartiennent aux transcrits connus d’un corpus 7. La
jonction "exon 1 < exon 3" appartient a un transcrit 7" mais pas aux jonctions de 7, elle
est une jonction spécifique de T' comparé au corpus 7.

3.3.2.1 Identification des jonctions d’exons spécifiques

Pour obtenir des jonctions d’exons spécifiques, on extrait 1’ensemble des jonctions
d’exons codants issues des transcrits connus dans Ensembl version 90 (version utilisée pour
les prédictions de transcrits, voir section 3.1 page 72) ainsi que l’ensemble des jonctions
d’exons des transcrits prédits (voir section 3.2 page 72). Une fois les jonctions d’exons
extraites pour les deux ensembles de données sous deux fichiers BED12, on identifie les
jonctions d’exons du fichier des prédictions qui ne sont pas dans les jonctions d’exons

du fichier Ensembl 90. Pour cela, deux listes Python sont créées, I'une regroupant les
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jonctions d’exons connues et la seconde les jonctions d’exons prédites. On identifie pour
chaque jonction d’exons prédite si elle est contenue dans la liste des jonctions d’exons
connues. Si elle n’est pas dans cette liste, alors on définie cette jonction d’exons comme
ayant été prédite et comme spécifique a nos données de prédictions. Par exemple, la
Figure 3.7 montre chez le chien les deux transcrits connus issus du fichier Ensembl 90 et
le transcrit prédit issu du fichier de prédictions. Le transcrit prédit possede une jonction
d’exons spécifique qui n’appartient a aucun des deux transcrits connus d’Ensembl 90.
Cette jonction relie le bloc codant GG au bloc codant . La jonction d’exons qui relie le
bloc codant G au bloc codant J dans un des transcrits connus n’est pas la méme. Le bloc
codant J se situe 6 nucléotides en aval du début du bloc codant I. Si un transcrit prédit
ne possede aucune jonction d’exons spécifique, nous ne rechercherons pas d’autres preuves

biologique, et le transcrit est considéré comme transcrit possible pour le gene.

3.3.2.2 Jeux de données de lectures

Pour vérifier les jonctions d’exons spécifiques, nous avons utilisé des jeux de données
de lectures couvrant une grande quantité de tissus chez I'humain (Annexe 5.1, D. WANG
et al. 2019), la souris (Annexe 5.2, SOLLNER et al. 2017) et le chien (Annexe 5.3, LE
BEGUEC et al. 2018; WUCHER et al. 2017; HOEPPNER et al. 2014). Hormis pour la
souris, ces jeux de données étaient disponibles sous le format BAM, un format de fichier
de lectures alignées sur leur génome de référence. Les fichiers de lectures de la souris
étaient disponibles au format FASTQ, le format de lectures brutes non alignées sur le
génome de la souris. Un alignement des lectures a été réalisé avec le logiciel d’alignement
STAR, conformément au protocole décrit par les auteurs, pour obtenir les fichiers au
format BAM. Chacun des fichiers BAM a été aligné sur le fichier de jonctions d’exons

spécifiques avec BedTools (Annexe 4.3).

3.3.2.3 Préparation des données en vue de l’alignement avec des lectures

courtes

Selon la taille des exons, on augmente a 65 nucléotides en amont pour le premier exon
ou en aval pour le second exon. Si I'exon a une taille inférieur a 65 nucléotides, c’est
sa taille complete qui est utilisée. Ce choix résulte du fait que ’on souhaite aligner des
lectures courtes qui font généralement une centaine de nucléotides en taille. En attribuant
65 nucléotides de chaque c6té de la jonction d’exons, on s’assure de pouvoir aligner des

lectures completes et que le tiers de la lecture au moins chevauche un exon. Les jonctions
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(a) b bt i I
dog_ensembl_tot.bed ENSCAFTO0000002236
- IS I |
- ENSCAFT00000002233
dog_cgalcode_tot.bed : : : = “ : ” :
CGACAFTENSTO0000257468
specific_junction.bed
CGACAFTENSTO0000257468/UNCO0143
(b) ENSCAFT00000002236 A<>B<>C<>D<>E<>F<>Ge>H<> | J<>Kes>L
ENSCAFT00000002233 G< >J<>K<sL
CGACAFTENST00000257468 A<>B<>C<>D<>E<>F<>G< >| J<>Ke<>L
75 203 200 bp 75 203 210 bp 75 207 910 bp 75 207
| | I | | |
(c)

1 G C A C A G G T G A G T T A G A T G C A G A A T
[ > > > > > > > ] L > o > > > 5> > > >
ENSCAFTO0000002236 ENSCAFTO0000002236
b > > > > > > ] Lo >
ENSCAFTO0000002233 ENSCAFTO0000002233

P > > > > > > > > > > > > > > > >
CGACAFTENSTO0000257468|UNCO00143 CGACAFTENSTO0000257462JUNC 00145
[ > > > > > > > ] L > > > > > 5> > > >
CGACAFTENSTO0D00257468 CGACAFTENSTO0000257468
FIGURE 3.7 — Exemple d’une jonction d’exons spécifique pour le transcrit pré-

dit CGACAFTENST00000257468 visualisée sous le logiciel IGV. (a) Deux trans-
crits sont connus dans Ensembl 90 (fichier "dog ensembl tot.bed") et un trans-
crit CGACAFTENST00000257468 a été prédit (fichier dog cgalcode.bed). Le trans-
crit prédit CGACAFTENST00000257468 contient une jonction spécifique (fichier
specific__junction.bed, en rouge) n’appartenant & aucun des transcrits connus dans En-
sembl 90. (b) Cette spécificité est due a la liaison entre le bloc codant G et le bloc codant
I. (c) Le bloc codant J est situé a 6 nucléotides en aval du premier nucléotide du bloc
codant I. I, J et I'accepteur alternatif appartiennent au méme exon.

d’exons sont stockées dans un fichier au format BED12 ou chaque ligne correspond a une
jonction d’exons. Le format est le méme que pour les transcrits (voir Annexe 4.1) mais
adapté aux jonctions d’exons. Ainsi, en colonne 10, on aura le chiffre 2 pour indiquer
qu’on s’intéresse aux deux exons de la jonction d’exons. En colonne 11, généralement on
aura "65,65" pour indiquer I'extension en amont et en aval et la colonne 12 donnera les
positions relatives en considérant cette extension (0, taille du fragment génomique entre
les deux extensions sur le génome) (Figure 3.8).

Certaines lectures s’alignent par fragments sur les jonctions d’exons ou sur un seul des

deux exons. Un nettoyage est réalisé pour ne conserver que les lectures qui s’alignent au
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Transcrit Exon 1 | Exon 2 |
Position sur
le génome
a b c d
Géne L Exon 1 | | Exon 2 | |
Extension -64 nt Extension +64 nt

Dernier Premier
Position n.-64 <:| ! e [ Position n+64
nucléotide n, nucléotide n; J
Jonction d’exons

n-64 n n; nj+64

Format BED12
Chr n;-64-1 n+64 transcrit_id . + n-64-1 n+64 . 2 65,65 0,d-a+1

FI1GURE 3.8 — Obtention des jonctions d’exons de transcrits au format BED12. La jonction
d’exon correspond au dernier nucléotide du premier exon (n;) et au premier nucléotide du
second exon (n;). Chaque extrémité est augmenté de 64 nucléotides (n; —64, n;+64) pour
obtenir des jonctions d’exons de 130 nucléotides. Chaque jonction d’exons est stockée au
format BED12 en considérant ces extensions.

moins sur les deux exons impliqués dans la jonction d’exons (chevauchement), en vérifiant
la correspondance parfaite des coordonnées des lectures avec les coordonnées des exons.
On évite ainsi d’avoir des alignements sur un seul des deux exons impliqués de la jonction
d’exons. Par exemple, la Figure 3.9 illustre un alignement des lectures issu du fichier de
I’échantillon de la glande surrénale chez le chien sur la jonction d’exons spécifique du

transcrit prédits
CGACAFTENST00000257468.

Une fois cet alignement effectué, on vérifie si toutes les jonctions d’exons spécifiques
d’un transcrit prédit ont été couvertes par des lectures. Ainsi, si un transcrit prédit n’a
aucune ou seulement certaines jonctions d’exons couvertes par des lectures, alors le trans-
crit prédit est étiqueté comme non réalisable selon les ensembles de données de lectures.
A Tinverse, si toutes les jonctions d’exons spécifiques sont couvertes par des lectures, alors

le transcrit prédit est étiqueté comme réalisable. Ceci met en évidence dans les données de
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CBACAFTENSTO0000257458UNCO0149

FiGUurRE 3.9 — Alignement parfait des lectures issues de 1’échantillon de glande
surrénale chez le chien sur la jonction d’exons spécifique du transcrit prédit
CGACAFTENST00000257468.

séquencgage une "signature' du transcrit prédit nécessaire mais non suffisante pour quali-
fier le transcrit prédit comme confirmé. L’ensemble du pipeline détaillé est présenté a la
Figure 3.10 et dans I’Algorithme 2.

Extraction des jonctions
d’exons spécifiques
des transcrits prédits

GTF

Prédictions

Delta = 65

BED12

Jonctions d’exons

spécifiques
GTF g H
Ensembl 90

Transcrits réalisables

Alignement des lectures Extraction des lectures
sur les jonctions d’exons correctement alignées

bedtools intersect

BED12 OUTPUT
Alignement qes Jonctions d’exons Jonctions d’exons
lectures sur le génome PR o
spécifiques avec spécifiques toutes
|:> alignement des entiérement couvertes
lectures par des lectures

STAR
FASTQ BAM

Lectures brutes g H Lectures alignées
sur le génome

FiGURE 3.10 — Vérification des transcrits prédits réalisables en alignant des lectures
courtes sur les jonctions d’exons spécifiques pour I’humain, la souris et chien.
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Algorithme 2 Recherche de jonctions d’exons spécifiques dans des données expérimen-
tales
Entrée: CDS prédits non étiquetés "confirmé', données de lectures issues de séquencage
Sortie: CDS étiquetés "possible", "réalisable" ou "non réalisable"
pour tout CDS connu faire
extraire les jonctions d’exons dans une liste
fin pour
pour tout CDS prédit faire
extraire les jonctions d’exons dans une liste
fin pour
pour toute jonction d’exons de CDS prédit faire
si jonction d’exons ¢ liste jonctions d’exons de CDS connus alors
ajouter jonction d’exons dans la liste des jonctions d’exons spécifiques
fin si
si CDS prédit sans jonction d’exons spécifique alors
CDS prédit étiqueté "possible"
fin si
fin pour
exporter liste jonctions d’exons spécifiques au format BED12
pour toute jonction d’exons spécifique faire
BedTools intersect avec données de lectures (BAM)
si jonctions d’exons spécifiques toutes couvertes par des lectures alors
CDS prédit étiqueté "réalisable"
sinon {jonctions d’exons spécifiques non toutes couvertes par des lectures}
CDS prédit étiqueté "non réalisable"
fin si
fin pour
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3.3.3 Résultats de la recherche des transcrits prédits dans des

bases de données auxiliaires

A partir de la méthode de recherche des transcrits prédits dans des bases de données,
nous avons pu obtenir les résultats présentés dans la Table 3.3. Premiérement, 32,5%
des transcrits prédits chez le chien sont confirmés avec les bases de données notamment
pour Ensembl version 98 et FEELnc. Pour FEELnc, il s’agit de nouvelles données qui ont
été obtenues par I'Institut Génétique & Développement de Rennes (IGDR). Pour ce qui
concerne 'humain et la souris, 17,5% et 16,4% respectivement des transcrits prédits sont
confirmés. Au total, nous avons montré que 1 659 transcrits prédits (269 chez 'humain,
346 chez la souris et 1 044 chez le chien) sur les 6 861, soit 24,2%, sont validés par recherche
dans des bases de données auxiliaires. Ayant été obtenus de maniere indépendante a notre

méthode et a nos données initiales, ils sont annotés confirmés.

Espéces Humain | Souris | Chien | Total
Nombre de transcrits prédits 1540 | 2112 | 3209 | 6 861
Trouvés dans Ensembl 96 162 294 1
Trouvés dans Ensembl 98 +3 +9 | +720
Trouvés dans Ensembl 102 +5 +4 +0
Trouvés dans Ensembl 103 +8 - +0
Trouvés dans XBSeq +85 +35 -
Trouvés dans FEELnc - - | +321
Trouvés dans UCSC +6 +4 +2
Nombre total de transcrits prédits retrouvés 269 346 | 1044 | 1659
dans des bases de données 17,5% | 16,4% | 32,5% | 24,2%

TABLE 3.1 — Vérification des transcrits prédits pour les 2 167 triplets de génes orthologues
a partir de bases de données

3.3.4 Résultats de la recherche des transcrits prédits dans des

jeux de données de RINA-seq
3.3.4.1 Résultats obtenus

Les 5 202 transcrits prédits qui n’ont pas été confirmés avec les bases de données
ont été confrontés aux données de lectures issues de séquencage RNA-seq. 1l s’agit 1a de
rechercher des "signatures" des transcrits prédits dans les lectures. Plus précisément, si

un transcrit possede des jonctions d’exons e; < e; qui lui sont spécifiques, le fait que

38



3.3. Analyse de la fiabilité des prédictions

les lectures témoignent de l'existence de ces enchainement d’exons e; < e; supporte le
transcrit prédit. Avec les alignements de lectures disponibles, nous obtenons les résultats
présentés dans la Table 3.2. On retrouve en moyenne 1,3 jonctions d’exons spécifiques
par transcrit lorsque les transcrits prédits en possedent (3761/2897, Table 3.2). Si toutes
les jonctions d’exons spécifiques d’un transcrit prédit sont couvertes par des lectures, le
CDS du transcrit est dit réalisable. Sur les 5 202 transcrits prédits analysés, 2 897 (55,7%)
contiennent au moins une jonction d’exons spécifique dont 1 732 (59,8%), sont réalisables.
Un exemple de résultat d’alignement est présenté en Figure 3.11 ot on observe le nombre
de lectures qui s’alignent sur des jonctions d’exons spécifiques selon les tissus considérés.
Les transcrits prédits dans lesquels toutes les jonctions d’exons spécifiques n’ont pas été
couvertes par des lectures sont qualifiés de non réalisables sachant les jeux de données de
lectures utilisés. Enfin, les transcrits prédits qui ne contiennent aucune jonction d’exons
spécifique sont qualifiés de possibles. L’ensemble de leurs jonctions d’exons étant déja

connu, I’enchalnement des exons du transcrit prédit est possible.

1200 + Tissus
W ADRENALGLANDL 7 # CORTEX1 B ESOPHAGUSL KDNEYL M LUNG1 #  PANCREAS] W SPLEEN 1 Z . TESTISL
N ADRENALGLANDZ2 R CORTEX2 M ESOPHAGUS2 NN KIDNEY2 o LUNG2 EEN PANCREAS2 N SPLEEN 2 EEm TESTIS2

1000 4 mES COLON1 DUODENUML Wl HEART1 #' UVERL B OVARYL 1A SKINL e STOMACH1 THYROIDGLANDL
mam COLON2 EEm DUODENUM2 BN HEART2 N UVER2  OVARY2 EEm SKIN2 M STOMACH2 EEE THYROIDGLAND2

800

600

400 -

Nombre de lectures alignées

200 A

Jonctions d’exons spécifiques

FIGURE 3.11 — Alignement de lectures sur des jonctions d’exons spécifiques. Chaque co-
lonne en abscisse représente une jonction d’exons spécifique et les ordonnées donnent
le nombre de lectures alignées. Cet exemple montre un extrait de 50 jonctions d’exons
spécifiques de transcrits prédits chez I’humain.

3.3.4.2 Couverture des jonctions d’exons

Nous cherchons maintenant a déterminer quelles couvertures des jonctions d’exons
sont attendues, c’est-a-dire le nombre de lectures de séquencage alignées sur une jonc-
tion d’exons spécifique. Pour cela, nous avons réalisé un alignement des lectures sur les

jonctions d’exons non spécifiques (jonctions d’exons appartenant a des transcrits connus
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Especes Humain | Souris | Chien | Total
Transcrits prédits non trouvés dans les bases de données 1271 1766 | 2165 | 5202
Transcrits prédits sans jonctions d’exons spécifiques 547 751 | 1007 | 2305
Nombre de jonctions d’exons spécifiques 939 | 1397 | 1425 | 3761
Transcrits prédits avec des jonctions d’exons spécifiques 7241 1015 | 1158 | 2897
Sans lectures alignées (aucune jonction spécifique retrouvée) 292 468 289 | 1049
Avec et sans lectures alignées (seulement certaines jonctions spécifiques retrouvées) 33 49 34 116
Avec lectures alignées (toutes les jonctions spécifiques retrouvées) 399 498 835 |1 732
Transcrits trouvés avec des lectures alignées 551% | 49,1% | 72,1% | 59,8%

TABLE 3.2 — Vérification des transcrits prédits pour les 2 167 triplets de genes orthologues
avec des jonctions d’exons spécifiques trouvées dans des données de lectures issues de
séquencage.

de la version 90 d’Ensembl). Nous avons testées les jonctions d’exons des transcrits pour
un sous-ensemble de 253 triplets de genes parmi les 2 167 dont les caractéristiques et
I'obtention seront I'objet du prochain chapitre.

Pour cet ensemble de données, nous avons extrait 3 407, 3 350 et 3 125 jonctions
d’exons pour I’humain, la souris et le chien réciproquement. Nous avons aligné des lec-
tures sur 3 387, 3 337 et 3 066 jonctions d’exons chez ces trois especes. Ces jeux de données
de lectures couvrent donc 99,4%, 99,6% et 98,1% des jonctions d’exons appartenant aux
transcrits connus. Ainsi, les jeux de données sont assez complets, sans 1’étre totalement.
En terme de couverture, on retrouve, comme pour les jonctions d’exons spécifiques, des
jonctions d’exons peu couvertes (moins de 10 lectures) quelque soit I'espece (Figure 3.12).
On peut donc considérer que des jonctions d’exons spécifiques prédites ayant une couver-

ture de moins de 10 lectures sont supportées par les données de séquencage.

3.3.5 Résultats des deux méthodes sur les données completes

Gréce a ces deux méthodes, nous avons pu confirmer 1 659 (24,2%) des 6 861 transcrits
prédits grace aux données de bases de données auxiliaires. 2 305 (33,6%) des transcrits
prédits sont considérés comme possibles du fait que leurs enchainements d’exons soient
déja connus. 1 732 (25,2%) des transcrits prédits ont toutes leurs jonctions d’exons spéci-
fiques couvertes par des lectures issues de données de RNA-seq et sont réalisables sachant
ces données de séquencage. Ainsi, 3 391 (49,4%) transcrits prédits ont soit été retrouvés
dans les bases de données soit considérés comme réalisables par des jonctions d’exons
retrouvées dans des données de lectures (Figure 3.13).

Des résultats similaires sont obtenus pour le sous-ensemble de 253 genes étudiés au

chapitre suivant. Parmi les 1 029 transcrits prédits, 34% sont retrouvés dans les bases
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F1GURE 3.12 — Fréquence de la couverture en lectures des jonctions d’exons connues.
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FIGURE 3.13 — Résultats de la confirmation expérimentale de l'existence des transcrits
prédits. Un transcrit prédit confirmé est un transcrit prédit présent dans une base de
données autre que celle considérée pour établir les prédictions; un transcrit réalisable est
un transcrit prédit dont toutes ses jonctions d’exons spécifiques sont supportées par des
lectures issues de séquencage ; un transcrit possible est un transcrit prédit qui ne possede
aucune jonction d’exons spécifique et un transcrit non réalisable est un transcrit prédit
dont au moins une jonction d’exons spécifique n’est pas supportée par des lectures.

de données auxiliaires (Table 3.3). Parmi les 679 prédictions restantes, 394 transcrits

possedent des jonctions d’exons spécifiques et pour 225 d’entre eux (64%) des lectures sont
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alignées avec toutes les jonctions d’exons spécifiques (Table 3.4). Ces résultats indiquent

que nos prédictions sont soutenues par les données expérimentales considérées.

Espéces Humain | Souris | Chien
Nombre de transcrits prédits 180 249 600
Trouvé dans les données Ensembl 96 27 43 0
Trouvé dans les données Ensembl 98 +2 +1 | +183
Trouvé dans les données Ensembl 102 +0 +1 +0
Trouvé dans les données Ensembl 103 +3 - +0
Trouvé dans les données XBSeq +8 +5 -
Trouvé dans les données FEELnc - - +74
Trouvé dans les données UCSC +2 +1 +0
Nombre total de transcrits trouvés 93, 3%73 2. 5?% 42.2;7:

TABLE 3.3 — Vérification des transcrits prédits pour les 253 triplets de genes orthologues
a partir de bases de données

Espéces Humain | Souris | Chien
Transcrits prédits non trouvés dans les bases de données 138 198 343
Transcrits prédits sans jonctions d’exons spécifiques 59 78 148
Transcrits prédits avec des jonctions d’exons spécifiques 79 120 195
Sans lectures alignées 32 59 48
Avec lectures alignées 47 61 147
Transcrits trouvés avec des lectures alignées 59.5% | 50.8% | 75.4%

TABLE 3.4 — Vérification des transcrits prédits pour les 253 triplets de geénes orthologues
avec des jonctions d’exons spécifiques trouvées dans des données de lectures

Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons appliqué une méthode de comparaison de génes sur un
ensemble de 2 167 triplets de genes orthologues de I’humain, la souris et le chien pour
prédire des transcrits orthologues. Nous avons pu prédire au total 6 861 CDS avec
une base de 18 109 transcrits connus chez ces trois especes. A partir de notre méthode
de recherche de traces de nos transcrits prédits dans des bases de données et dans des
jeux de données de lectures issues de séquencage, nous avons pu donner du crédit a
3 391 d’entre eux, soit 49,4%.
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CHAPITRE 4

IDENTIFICATION D’UN ENSEMBLE DE
GENES DE STRUCTURE D’EPISSAGE
CONSERVES ENTRE L’HUMAIN, LA
SOURIS ET LE CHIEN

Le chapitre précédent présente la prédiction de transcrits chez 'humain, la souris
et le chien et I'analyse de fiabilité des prédictions. Dans ce chapitre, nous traitons
de la comparaison multiple de gene sur les trois especes a la recherche de genes
pouvant exprimer exactement le méme ensemble de protéines chez les trois especes.
Pour cela, nous avons recherché des génes ayant une structure d’épissage strictement
conservée : mémes sites fonctionnels, mémes exons. Ces genes orthologues conservés
peuvent ainsi produire le méme ensemble de CDS : chaque CDS observé chez une
espece est potentiellement réalisable chez les deux autres espéces, ce qui constitue un
groupe de CDS orthologues (contenant des transcrits connus et prédits). Cet ensemble
de genes strictement conservés peut ensuite permettre d’observer des variations plus
fines de séquences, notamment des variations de la structure des régions non traduites
des transcrits : les UTR (untranslated region). Ces variations résultent du phénomene

de transcription alternative.
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Définitions des termes du chapitre

La structure d’un géne est la succession des blocs codants et des sites fonctionnels qui
le composent, permettant d’identifier la composition en introns et en exons du gene
en fonction de ’ensemble des CDS exprimés.

Les sites fonctionnels correspondent aux codons start ("[") et stop ("]") et aux sites
donneurs ("<") et accepteurs d’épissage ('>") formant le premier et le dernier dinu-
cléotides d’un intron.

Un CDS est la séquence exonique d’'un ARNm qui peut étre traduite en protéine,
depuis un codon start jusqu’a un codon stop, séparés par un nombre entier de codons
consécutifs et sans codon stop intermédiaire en phase.

Un caractére orthologue est un caractere commun a deux especes en copie unique, issu
d’un évenement de spéciation et hérité de I'ancétre commun a ces deux especes. On
applique ici ce terme a trois types de caractéres : au niveau du gene, du transcrit et
du site fonctionnel. Deux sites fonctionnels sont orthologues si ils sont alignés. Deux
transcrits sont orthologues si tous les sites fonctionnels et les blocs codants des deux
CDS sont conservés.

Un gene de structure d’épissage conservé est composé d'un ensemble de sites fonc-
tionnels partagés entre les trois espéces, dits orthologues. On parle de conservation
stricte : aucun site fonctionnel n’a divergé.

Une classe d’équivalence du graphe des transcrits est constituée d’un ensemble de
transcrits qui, chez une espéce, partagent un méme CDS.

Un groupe de CDS orthologues est un ensemble de transcrits issus d’especes différentes
et ayant la méme structure de CDS. C’est une composante connexe des graphes de
transcrits.

Un groupe de CDS orthologues complet est un groupe contenant un CDS représentant

pour chacune des trois espéces. Dans le cas trois espéces, il s’agit donc d'un triplet.
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Chapitre 4 — Identification d’un ensemble de génes de structure d’épissage conservés entre
[’humain, la souris et le chien

4.1 Comparaison trois-especes

4.1.1 Relations d’orthologie trois espéces

Dans le Chapitre 2, nous avons décrit des comparaisons de paires de genes basées sur
la modélisation de la structure d’épissage des genes a partir de leurs transcrits connus.
Pour rappel, cette modélisation permet de révéler, grace aux alignements de séquences,
les relations d’orthologie qui relient les blocs exoniques et les sites fonctionnels (codons
start et stop, sites donneurs et accepteurs d’épissage) entre les modeles de structure de
deux genes orthologues. Ainsi, pour chaque site fonctionnel présent chez une espece, on
est capable de dire si il possede un orthologue chez 'autre espece ou si il est spécifique a
cette espece.

Les comparaisons de paires de genes permettent ensuite d’associer des paires de CDS
orthologues entre deux especes. Si deux transcrits entre deux especes partagent une méme
structure d’épissage décrite par un méme modele de transcrit, ils sont considérés comme
orthologues : ils appartiennent au méme groupe de CDS orthologues. On peut noter qu’il
pourrait exister des CDS orthologues ayant divergé : quelques sites fonctionnels auraient
été modifiés durant 1’évolution. Dans le cadre de cette thése, nous nous somme basé sur
une définition de conservation stricte des transcrits orthologues.

Nous avons étendu la comparaison a une échelle multi-especes (voir section 2.3 page 66)
en utilisant les informations obtenues des comparaisons de paires de génes pour construire
des graphes. Nous appliquons ici la méthode a une comparaison de trois espéces comme
premiére étape a une application multi-especes (Figure 4.1).

Pour cela, deux types de graphes sont construits : les graphes de sites fonctionnels et les
graphes de transcrits. Le pipeline de construction des graphes est résumé a la Figure 4.2. Il
rappelle comment la comparaison de paires de genes, nécessaire pour prédire les relations
d’orthologies entre sites fonctionnels et entre transcrits, est utilisée pour construire les

graphes.

4.1.2 Graphes de sites fonctionnels : interprétation phylogéné-

tique de la conservation des sites chez trois especes

Etant donné des genes orthologues et leurs transcrits connus sur trois espéces, des
relations d’orthologie sont identifiés pour les sites fonctionnels grace aux comparaisons

de paires de geénes. Des graphes de sites fonctionnels sont alors construits (voir section
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4.1. Comparaison trois-espéces

/

] e e

e ——

FIGURE 4.1 — Passage des alignements de paires de genes a un graphe multi-especes.
L’alignement de deux sites fonctionnels entre deux espeéces est représenté par un trait
rouge. Chaque rond coloré est un nceud du graphe de sites et chaque aréte est une relation
d’orthologie identifiée.

2.3.1 page 66 et Annexe 6) pour établir la comparaison des trois espeéces. On est ainsi
capable d’identifier si un site fonctionnel est partagé entre plusieurs especes (triplet ou
couple de sites fonctionnels dans le graphe) ou bien si il est spécifique a une seule espece
(singleton dans le graphe). Ainsi, ces graphes peuvent donner lieu a une interprétation
phylogénétique. Si un site fonctionnel est retrouvé chez les trois espéces, cela suggere qu’il
était possiblement présent des leur ancétre commun (Figure 4.3a). Un site non observé
chez toutes les especes sera interprété différemment selon les relations phylogénétiques
entre les especes. De cette fagon, on considere qu’il a été perdu chez I’humain ou la souris
lorsqu’il est absent chez ces especes. Alors qu’on peut supposer qu’il est apparu chez
I'ancétre de ’humain et de la souris lorsqu’il est absent chez le chien (Figure 4.3b). Enfin,
si un site fonctionnel n’est présent que chez une espece, on peut supposer qu’il est apparu
chez cette espece ou bien qu’il aurait également pu étre perdu chez 'ancétre commun de

I'humain et de la souris lorsqu’il n’est présent que chez le chien (Figure 4.3c).

97



Chapitre 4 — Identification d’un ensemble de génes de

[’humain, la souris et le chien

structure d’épissage conservés entre

LN LN N N N LN
Géne Géne Géne Géne Geéne Géne
N LN LN N |\ LN
Transcrits Transcrits Transcrits Transcrits Transcrits Transcrits
L Humain Souris Humain Chien Souris Chien
= | oo | J
e O
8.5
o,
o zf Prédictions CG-alcode Prédictions CG-alcode Prédictions CG-alcode
2o
©
<
Paires de modeéles de structure de génes / transcrits
Graphe de sites Graphe de
(%] . .
0 Y fonctionnels transcrits
S 5 »
g un
c ‘e o]
5> 58 « » >
2 e " -
o U g + 4 »
o “5’ = . . . T
53 1 . _ r \/
o+ C b P <o .
7] = . y, -
S g ! JEEY
E ,8 (W] &« . . . ; S
L u% » A - T " -
¥ "~ -
« N rd s -
y, SN

FIGURE 4.2 — Pipeline de construction des graphes de sites fonctionnels et de transcrits
pour un triplet de génes orthologues

4.1.3 Graphes de transcrits : identification des groupes de CDS

orthologues chez trois especes

Sur les trois espéces, un graphe de transcrits est construit. Il relie les transcrits ortho-
logues (connus et prédits) ayant la méme structure d’épissage (voir section 2.3.2 page 66).
On peut, comme pour les sites fonctionnels, interpréter ce graphe en termes phylogéné-
tiques. Ainsi, si un transcrit possede une méme structure d’épissage du CDS conservée
chez les trois especes, alors ce transcrit a pu étre exprimé depuis le gene de I'ancétre com-
mun aux trois especes (Figure 4.3a). Au contraire, si ce transcrit n’est pas retrouvé chez
les trois especes, alors soit il n’est plus exprimable par le géne (chez 'humain et la souris)
ou n’a jamais existé (chez le chien) (Figure 4.3b) soit il est exprimé spécifiquement chez
une espece et n’existait pas chez les ancétres communs Boreoeutheria ou Euarchontoglires
(Figure 4.3c).
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4.1. Comparaison trois-espéces
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FIGURE 4.3 — Interprétations phylogénétiques des graphes de sites fonctionnels et de
transcrits sur I’humain, la souris et le chien. Un rond vert correspond a la présence d'un
caractere chez une espece ou un ancétre commun : Boreoeutheria et Euarchontoglires. Une
croix rouge correspond a la perte d’un caracteére chez une espéce. (a) Cas d'un caractere
présent chez les trois especes depuis leur ancétre commun Boreoeutheria, représenté par
un triplet dans le graphe. (b) Cas d’un caracteére absent chez une espece, représenté par
un couple dans le graphe. (¢) Cas d’un caracteére présent chez une seule espéce, représenté
par un singleton dans le graphe.
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Chapitre 4 — Identification d’un ensemble de génes de structure d’épissage conservés entre
[’humain, la souris et le chien

4.2 Construction des graphes a partir des données

Notre approche est sélective, un certain nombre de filtres sont appliqués pour sélec-
tionner les génes & analyser. Etant donné un ensemble de génes sur k espéces, la premiére
série de contraintes appliquées vise a sélectionner des genes sur lesquels on dispose d’or-
thologie "un-a-un" dans les especes considérées et possédant suffisamment de transcrits
connus pour que 'expression alternative soit avérée (voir section 3.1 page 72 et section
4.2.1). La deuxiéme série de contraintes, qui fait I'objet de la section 4.4 (page 110), a
pour but d’identifier un ensemble de génes ayant la méme structure d’épissage, conservée
chez chacune des trois espéces : humain, souris et chien. Chacun de ces genes ayant les
mémes exons et les mémes sites fonctionnels partagés par les trois especes, il est ainsi
supposé produire le méme ensemble de CDS. Autrement dit, chaque CDS réalisé sur une
des espéces est réalisable par les deux autres especes et appartient a un groupe de CDS
orthologue complet, de taille de trois classes d’équivalence.

La Figure 4.1 montre un graphe de sites fonctionnels attendu lors de cette sélection.
Au départ, les trois alignements de paires de genes permettent d’obtenir des relations
d’orthologie entre sites fonctionnels par paires d’especes. La combinaison de toutes les
relations d’orthologie permet d’obtenir un graphe, dont les noeuds sont des sites fonction-
nels et les arétes des relations d’orthologie. Sur I’exemple, toutes les composantes connexes
sont sous forme de triplets, indiquant que tous les sites fonctionnels sont partagés chez les
trois especes. Ce type de graphe sélectionné est aussi applicable au graphe des transcrits

mais avec des conditions précisées dans les paragraphes suivants.

4.2.1 Hypotheéses des comparaisons de paires de genes

Plusieurs hypotheses sont posées pour réaliser les comparaisons de paires de genes : la
colinéarité des genes, la bijection des relations d’orthologie entre sites fonctionnels et les

transcrits.

Colinéarité des sites orthologues des genes. Pour pouvoir construire des graphes,
la méthode de comparaison de paires de genes suppose la colinéarité des exons des genes
orthologues pour produire des modeles de structure de genes et de transcrits. L’hypothese
est que 'ordre des exons d'un gene est conservé chez ses orthologues. Si I'ordre n’est pas
conservé entre les deux genes orthologues, alors on dit qu’il n’y pas de conservation de la

colinéarité du gene chez les deux especes et les genes orthologues ne sont pas comparés.
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4.2. Construction des graphes a partir des données

Par exemple, dans la Figure 4.4, I'ordre des exons gris et bleu n’est pas le méme entre le
gene humain et le géne de la souris, en haut de la figure. Au contraire, ’ordre est identique
sur ceux du bas. De ce fait, les deux génes orthologues en haut de la figure ne sont pas
comparés et ne permettront pas de produire des modeles d’alignement de genes. Ces genes

sont donc éliminés en premiere phase de la comparaison de paires de geénes.

Gene humain —{ [/ I | T
~ ~ - L
e ~ e !
‘-\\ s ~ -

-
< PN

\

des deux genes orthologues

Gene souris —_—//—| — F—

Gene humain — 7/ —— | i
| . | ! | ! ! Colinéarité !
! : ! ! : A Comparaison des deux
: : ! ! ! ! g genes orthologues
1 1 1 1 1 1
Genesouris  —[ /-

F1GURE 4.4 — Hypothese pour la comparaison de paires de genes : conservation de la
colinéarité des exons des genes

Bijection des relations d’orthologie entre sites. Seuls les genes disposant d’exons
en copie unique (exons non répétés, dupliqués, au sein d’'un méme gene) dans un méme
geéne sont considérés. Ainsi, chaque comparaison de paires de genes aligne chaque site
fonctionnel d’un gene avec un site fonctionnel d’un gene orthologue, et réciproquement.
Par exemple, dans la Figure 4.5, le géne humain et son orthologue chez la souris possedent
6 sites fonctionnels. Chaque site fonctionnel est aligné de maniére bijective (un site humain

aligné avec un site souris et ce méme site souris aligné avec le méme site humain).

Filtrage des transcrits connus. Certains transcrits connus ne sont pas considérés si
leur CDS ne respecte pas certains standards : c¢’est le cas si un des sites fonctionnels ne
respecte pas les contraintes suivantes : AT'G en codon start et TAA, TAG ou TGA en
codon stop. Par exemple, le transcrit ENSCAFT000000005928 du gene CREM chez le

chien a son CDS débutant par GAC'. De ce fait, ce transcrit ne sera analysé.
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Chapitre 4 — Identification d’un ensemble de génes de structure d’épissage conservés entre
[’humain, la souris et le chien
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Graphe de sites
fonctionnels

FIGURE 4.5 — Bijection des relations d’orthologie pour la construction de graphes de sites
fonctionnels

4.2.2 Hypotheses des graphes de sites fonctionnels

Pour rappel, un graphe de sites fonctionnels représente 1’orthologie des sites fonction-

nels d’un triplet de genes orthologues.

Sites fonctionnels utilisés. Siun gene a un seul transcrit ou peu de transcrits et qu’ils
sont non valides (mauvais codon start/stop, nombre multiple de codons non respecté,
codon stop prématuré), alors aucun modele de structure de transcrits n’est construit pour
I'espece. Seuls les sites fonctionnels appartenant & au moins un modele de CDS connu
ou prédit sont utilisés pour construire les graphes de sites fonctionnels. Ainsi, des sites
fonctionnels prédits dans un modele de gene, mais n’appartenant a aucun CDS connu
ou prédit valide, ne seront pas représentés dans le graphe. Par conséquence, si aucun
transcrit n’est valide pour une espece, I'espece sera absente du graphe obtenu. Au final,
nous sélectionnons les graphes ayant toutes les especes représentées. Dans notre cas, les

trois especes d’étude humain, souris et chien doivent étre présentes dans chaque graphe.

Anomalies de relations d’orthologie. Lors des multiples alignements de paires de
genes, il arrive que certains sites fonctionnels soient alignés entre certaines paires d’especes
mais pas avec d’autres paires d’especes. Par exemple, dans la Figure 4.6, 1'accepteur
d’épissage est aligné entre 'humain et la souris et entre la souris et le chien mais n’est pas
aligné entre I’humain et le chien du fait du comportement indépendant de 'alignement

BLAST entre les comparaisons de paires de genes. Par exemple, I'alignement de meilleur
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4.2. Construction des graphes a partir des données

score ne place pas les nucléotides "AG" du chien en face des nucléotides "AG" de I’humain.
On peut avoir "AG" aligné avec "A — G" (ou "—" représente un gap). Les graphes de sites
fonctionnels qui présentent ce genre de cas ne seront pas sélectionnés pour rechercher des

geénes conservés entre les trois especes.

r

L2 St S
3/

g —
~ >

FIGURE 4.6 — Cas de sites fonctionnels non alignés entre certaines especes.

Interprétation phylogénétique sur les graphes de sites fonctionnels. Au final,
trois types de composantes connexes sont considérés dans un graphe de sites fonctionnels
G un triplet (Figure 4.7a) représente un site fonctionnel partagé par les trois especes,
un couple (Figure 4.7b) représente un site fonctionnel partagé par deux espéces, un sin-
gleton (Figure 4.7¢) correspond a un site fonctionnel présent chez une seule espéce. Seuls
les triplets de genes orthologues dont les graphes sont constitués exclusivement de compo-
santes connexes en forme de singletons, de couples et/ou de triplets sont pris en compte
pour l'analyse dans le cas des graphes de sites fonctionnels. Les autres cas, expliqués

précédemment, ne sont pas interprétés dans la suite des analyses (Figure 4.7d).

L’Algorithme 3 présente I'idée générale de construction du graphe de sites fonctionnels.

4.2.3 Hypotheses des graphes de transcrits

Pour rappel, un graphe de transcrits concerne un triplet de genes orthologues. Il relie

les transcrits du gene ayant la méme structure de CDS.
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Chapitre 4 — Identification d’un ensemble de génes de structure d’épissage conservés entre
[’humain, la souris et le chien

(a)/:i\ (b)o/'. () © (d)d/j\'o

F1GURE 4.7 — Composants présents dans les graphes de sites fonctionnels. Les composants
considérés sont : (a) triplets, (b) doublons, (c) singletons. Les composants ambigus comme
(d) ne sont pas considérés.

Algorithme 3 Construction d'un graphe de sites fonctionnels pour un gene partagé par
k especes

Entrée: alignements des k x (k — 1) paires de genes via CG-alcode
Sortie: graphe de sites fonctionnels G°F
pour toutes les k x (k — 1) paires de génes [M7, M¢] faire
pour tout site € M faire
si site € CDS valide alors
ajouter le site & 'ensemble des nceuds de G°F
si site € M aligné a un site € M alors
si site de M ]-G € CDS valide alors
ajouter le site de MJG a I'ensemble des nceuds de G5F
ajouter l'aréte entre site de MC et site de M]G
fin si
fin si
fin si
fin pour
fin pour

Relation d’orthologie 1-a-1, 1-a-plusieurs. Dans ce cadre, on s’intéresse a deux
types d’orthologie. Dans 'orthologie "l —a — 1" (1-to-1), chaque transcrit en correspon-
dance est liée par une relation d’orthologie bijective. Dans 'orthologie "1 — a — plusteurs'
(1 —to—many), il y a plus d’un transcrit orthologue associé. Dans ce second cas, on n’est
pas en mesure de déterminer quelle paire de transcrits sont orthologues sur la base de la

région codante seule.

Interprétation phylogénétique sur les graphes de transcrits. On cherche a dé-
terminer des CDS orthologues. On considere donc, comme pour les sites fonctionnels, les
graphes ayant des cas d’interprétation phylogénétiques simples. Ainsi, chaque composante

connexe doit avoir la forme de singleton, de couple ou de triplets de CDS (Figure 4.7).
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4.2. Construction des graphes a partir des données

Cependant, comme on vient de I’évoquer, il existe aussi des transcrits différents encodant
un méme CDS (relations d’orthologie "l-a-plusieurs"). Les graphes qui les contiennent

sont alors plus complexes et seront considérés dans un second temps (Figure 4.8d).

Il est a noter que chacune des composantes connexes d'un graphe de transcrits corres-
pond a ce qu’on définit comme un groupe de CDS orthologues (voir section 2.2.2 page 62).
Les cas de triplets sont ceux qui correspondent a la conservation trois especes du CDS du

transcrit.

@) i“: (b)o‘/'. © o (d)% (e’o./‘o\.

F1GURE 4.8 — Composants présents dans les graphes de transcrits. Les composants consi-
dérés sont : (a) triplets, (b) doublons, (c) singletons dans les graphes de transcrits, (d)
composantes connexes avec des transcrits encodant un méme CDS (transcription alter-
native). On appellera les CDS, présents plusieurs fois dans ces triplets (d), des CDS en
copies multiples. Ceux-ci seront étudiés en Chapitre 5. Les composants ambigus comme
(e) ne sont pas considérées.

Un graphe ne contenant que des triplets de sites fonctionnels (Figure 4.7a) ou de
transcrits (Figure 4.8a) indique que chaque site fonctionnel ou transcrit posséde un or-
thologue dans chacune des autres especes. Dans le cas des graphes de sites fonctionnels
G5F, un tel géne possede un modele de structure de géne partagé par les trois especes
définissant un triplet de génes structurellement orthologues. Un graphe de transcrits G
contenant uniquement des triplets de transcrits implique que chaque CDS possede un
CDS orthologue dans chacune des autres especes. Cela indique que chacun des trois genes
orthologues peut exprimer le méme ensemble de CDS. Toutes ses composantes connexes
sont des groupes de CDS orthologues complets. Chaque CDS est en copie simple dans
ce cas. Dans le cas des graphes de transcrits contenant des CDS en copies multiples, les
groupes de CDS orthologues peuvent contenir plusieurs fois le méme CDS chez la méme
espece. On définit alors une classe d’équivalence pour chaque CDS de chaque espéce (voir
Figure 4.17 page 117). Ainsi, si chaque espece a une classe d’équivalence non vide, cela
forme aussi un groupe de CDS orthologue complet et revient a la méme conclusion que

précédemment. Cette partie sera discutée au Chapitre 5.
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Chapitre 4 — Identification d’un ensemble de génes de structure d’épissage conservés entre
[’humain, la souris et le chien

L’Algorithme 4 présente 'idée générale de construction du graphe de transcrits.

Algorithme 4 Construction d’un graphe de transcrit pour un gene partagé par k especes

Entrée: alignements des k x (k — 1) paires de genes via CG-alcode et les relations d’or-
thologie entre CDS (connus et prédits)
Sortie: graphe de transcrits GT
pour toutes les k x (k — 1) paires de génes M, M{] faire
pour tout transcrit 7;,, du gene ¢ faire
si CDS € T, valide alors
ajouter CDS € M/ & l'ensemble des nceuds de G*
si il existe un 7}, du gene j tel que Msz syntaxiquement égal a M fn alors
si CDS € T,, valide alors
ajouter CDS € M/, a I'ensemble des nceuds de G*
ajouter 'aréte entre T, et T, & GT
fin si
fin si
fin si
fin pour
fin pour

4.3 Exemple du gene CREM et illustration des di-

vergences

Si on reprend 'exemple du gene CREM, suite aux différents filtres, la Figure 4.9 montre
son graphe de sites fonctionnels obtenus entre 'humain, la souris et le chien a partir des
alignements de paires de genes. Pour rappel, seuls les sites fonctionnels appartenant a des
CDS valides sont présents dans le graphe de sites fonctionnels. Dans ce graphe, 9 sites
fonctionnels sont présents chez une seule espece (6 chez ’humain et 3 chez la souris), 3 sont
partagés entre deux espéces (2 couples humain-chien et 1 couple souris-chien, cercle rouge
dans la Figure 4.9) et 24 sont conservés entre les trois especes (triplets dans la Figure 4.9).
Grace a ce graphe, on peut conclure que les structures ont divergé. Il ne constitue pas
un cas de triplet de genes structurellement conservés. En 'occurence, durant 1’évolution
des trois espéces, on constate que les especes ont divergé notamment chez 'humain et la
souris (plusieurs nouveaux sites fonctionnels). Le chien a tous ses sites fonctionnels déja
observés au moins chez une autre espece et pourrait avoir conservé la structure ancestrale.

A partir de ce graphe, on peut aligner les modeles de structure de genes des trois
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4.3. Exemple du géne CREM et illustration des divergences

FIGURE 4.9 — Représentation du graphe de sites fonctionnels du gene CREM chez ’hu-
main, la souris et le chien. Le graphe comporte 24 sites fonctionnels partagés entre les
trois especes (composantes connexes a trois sommets ou triplets), 3 partagés entre deux es-
peces et 9 qui sont retrouvés spécifiquement chez une seule espece (composantes connexes
contenues dans le cercle rouge). Les noeuds des sites fonctionnels sont colorés en bleu,
gris et rouge respectivement pour I’humain, la souris et le chien. On observe que des sites
fonctionnels ont divergé (apparition/perte) chez les trois especes.
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especes. Pour le gene CREM, les modeles sont présentés a la Figure 4.10. Les modeles
montrent ainsi les différences entre les trois especes. Les principales différences pour ce
gene sont des apparitions de nouveaux blocs exoniques (chez I’humain trois blocs : D, O

et V, chez la souris deux blocs : M, P) ou des disparitions de blocs (chez la souris un
bloc : J).

Humain [A<>B[C<[D<[E<>F<>G<>H<I J|>K[L< [N<[O< >Q[R<>S<>T]>U V]
Souris  [A<>B[C<  [E<>F<>G<>H<I] >K L<[M N<  [P>Q[R<>S<>T]>U]
Chien  [A<>B[C< [E<>F<>G<>H<I J|>K L<  [N< >Q[R<>S<>T]>U]

F1GURE 4.10 — Construction des modeles de structure de genes pour trois especes a partir
du graphe de sites fonctionnels. En rouge figurent les sites fonctionnels existant sous forme
de singletons et en vert les sites fonctionnels existant sous forme de couples. En bleu sont
présentés les blocs qui ne sont pas présents chez les trois espéces.

La Figure 4.11 montre le graphe de transcrits, avec CDS valides, du gene CREM ou
deux groupes de CDS orthologues présentent des cas de transcrits ayant un méme CDS
chez 'humain (cadres verts dans la Figure 4.11). Ces cas sont expliqués plus loin dans le
chapitre. Comme pour son graphe de sites fonctionnels, le graphe de transcrits du gene
CREM n’a pas que des triplets de transcrits, ce qui fait que le répertoire de transcrits n’est
pas conservé entre les trois especes. En effet, étant donné que les modeles de genes des
trois espéces ne sont pas structurellement identiques, les génes n’ont pas la possibilité de
produire les mémes transcrits. Par exemple, le bloc O, uniquement présent dans le modele
du gene CREM humain, ne sera possédé par aucun transcrit de la souris ou du chien.
Pour I'humain trois transcrits connus 'utilisent (ENST00000474931 : [O <> S <> T,
ENST00000468236 : [O <> QR <> S <> UV] et ENST00000490511 : [O <> S <>
UV]). Ces CDS ne peuvent exister chez la souris ou chez le chien et sont spécifiques a
I’humain. Autre exemple, le bloc J, uniquement présent dans les modeles de 'humain
et du chien, ne pourra pas étre présent dans des transcrits de la souris. Deux transcrits
humains connus (ENST00000374726 : [C <> G <> HIJ], ENST00000489321 : [C' <>
G <> HIJ]) et un transcrit du chien prédit (CGACAFTEN ST00000374726 : [C' <>
G <> HIJ]) l'utilisent. On peut supposer, ici, 'apparition d'un codon stop prématuré
chez la souris "H I]" alors que chez ’humain et le chien les exons ancestraux sont conservés
"HIJ]". En conclusion, des sites qui ont divergé (cadre rouge dans la Figure 4.11), qui se
sont perdus ou qui sont apparus entraineront des CDS de transcrits divergés, perdus ou

créés.
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F1GURE 4.11 — Représentation du graphe de transcrits du gene CREM chez ’humain, la
souris et le chien. Le graphe comporte 9 composantes connexes de transcrits impliquant
les trois especes (composantes connexes en triplets), 5 composantes connexes de transcrits
impliquant deux espéces et 17 composantes connexes de transcrits impliquant une seule
espece (composantes connexes contenus dans le cadre rouge). Certains transcrits encodent
le méme CDS (cadres verts). Les nceuds sont colorés en bleu, gris et rose selon s'il s’agit
de transcrits de I'humain, de la souris et du chien. On déduit que les transcriptomes des
genes CREM ont divergé chez les trois especes.
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4.4 Application des graphes a la détection de struc-

tures strictement conservées

Le but de cette partie est d’identifier un jeu de genes dont la structure d’épissage est

conservée entre I’humain, la souris et le chien.

A partir des 2 167 triplets de genes orthologues de départ et des comparaisons de paires
de genes réalisées et présentées dans le Chapitre 3, nous avons construit 2 141 graphes
basés sur les relations d’orthologie entre sites fonctionnels. En effet, 26 triplets de genes
orthologues ne passent pas les filtres posés au niveau de la méthode de comparaison de
paires de genes (probleme de colinéarité ou de bijection, voir section 4.2.1 page 100). Sur
ces 2 141, 1 661 graphes ont été sélectionnés pour étre analysés (voir section 4.2.2 page 102)
car respectant toutes les hypotheses relatives aux graphes. Au final, nous avons retenu des
graphes possédant soit des sites fonctionnels spécifiques a un gene d’'une seule espece, soit
des sites fonctionnels partagés dans les genes de deux ou trois especes comme expliqué
précédemment (Figure 4.7). Les résultats a chaque étape du pipeline sont présentés a la
Figure 4.12.

2 167 triplets de genes orthologues

Comparaison de paires de génes
Génération de graphes \) 26 triplets de génes non colinéaires
\ 4

2 141 graphes de sites fonctionnels

Analyse des graphes
Y i \) 480 graphes non interprétables
\

1 661 graphes de sites fonctionnels

FIGURE 4.12 — Pipeline d’analyse des graphes de sites fonctionnels. Au départ 2 167
triplets de genes orthologues sont définis pour I’humain, la souris et le chien. 2 141 graphes
de sites fonctionnels sont obtenus a partir des comparaisons de paires de genes les 26 autres
ont échoué (genes non colinéaires entre les trois especes et orthologie des sites fonctionnels
non bijective). 1 661 sont analysables (sites fonctionnels en copie unique, les trois especes
présentes et tous les cas sont interprétables).

110
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4.4.1 253 genes de structure d’épissage conservée

Parmi les 1 661 triplets de genes, on en identifie 253 (15,2%) ayant des graphes de sites
fonctionnels ot chaque site fonctionnel est partagé chez les trois especes (Figure 4.13).
Ces 253 triplets de genes orthologues définissent, par leur représentation sous forme de
graphe de sites fonctionnels ne comportant que des triplets, des geénes structurellement
conservés. Les autres génes présentent au moins un site fonctionnel spécifique a une espece,
ou partagé dans seulement deux especes sur trois. Par exemple, le gétne CREM n’est pas
retenu parmi les 253 genes (voir section 4.3 page 106). Le diagramme de Venn (Figure
4.13) indique la topologie des graphes de sites fonctionnels obtenus pour ’ensemble des
données. 220 graphes sont situés a l'intersection "Deux especes' - "Une espece’, c’est-
a-dire que pour chacun de ces 220 genes, aucun site fonctionnel n’est partagé entre les
3 especes : des sites fonctionnels peuvent étre partagés entre deux especes mais jamais
avec une troisieme espece. 74 cas n’ont aucun site fonctionnel aligné. On peut supposer
des artefacts de la comparaison de paires de genes, un probleme avec les données ou
l'occurrence de frameshifts (décalage du cadre de lecture et codons stop divergés) durant
I’évolution et nous empéchant de déterminer une paire de transcrits orthologues. Les
explorations approfondies pour analyser et traiter ces cas n’ont pas été réalisées dans la
these. 520 graphes ont des composantes en triplets, couples et singletons comme 1’exemple
du gene CREM (Figure 4.9) présenté dans la section 4.3 (page 106). Cette figure révele
beaucoup de divergences. Elles ne sont pas interprétées dans cette these, le focus ayant

été mis sur des genes conserveés.

Analyse des 253 geénes. Les 253 triplets de genes orthologues partagent une méme
structure d’épissage, c’est-a-dire qu’on est capable de retrouver tous les sites fonctionnels
(codon start, codon stop, donneur et accepteur d’épissage) alignés chez les trois espeéces.
De ce fait, tous les exons codants sont partagés entre les trois especes. Sur cette base, ces
genes orthologues ont donc théoriquement le méme potentiel de transcription, ¢’est-a-dire
qu’ils ont en commun tous les sites nécessaires pour réaliser les mémes CDS orthologues
et donc le méme ensemble de protéines isoformes. Si on regarde les termes de la Gene
Ontology afin de classer les genes, on observe que ces 253 genes n’appartiennent pas a une

catégorie de génes en particulier, aucun processus n’est surreprésenté (voir Figure 4.14).
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Trois especes Deux especes

179
0
520
415 220
\/
74

Une espece

FI1GURE 4.13 — Diagramme de Venn montrant la distribution des graphes de sites fonc-
tionnels sur les 1 661 triplets de genes orthologues. Chaque cercle représente les genes
ayant des sites fonctionnels communs partagés entre trois ou deux especes ou spécifiques
a une seule espece. Tous les sites fonctionnels sont partagés par les trois especes pour 253
genes. Ces genes sont structurellement conservés.

4.4.2 Transcriptomes des genes structurellement conservés

Nous avons construit des graphes de transcrits en considérant les 1 661 triplets de
genes orthologues ayant servi dans le paragraphe précédent pour l'analyse des structures
d’épissage des genes. En utilisant les mémes propriétés citées précédemment (uniquement
des singletons, couples ou triplets comme composantes connexes, pas de CDS en copies
multiples), nous avons obtenu 986 graphes de transcrits. La Figure 4.15 présente la distri-
bution des topologies de ces 986 graphes de transcrits. Sur I’ensemble de ces 986 graphes,
135 triplets de genes orthologues possedent des composantes connexes sous forme de tri-
plets. C’est-a-dire que chacun des CDS de ces genes est retrouvé chez toutes les espéces en
copie unique (ce qui suggere que 'ancétre commun & ces especes possédait ces structures
de CDS). 206 n’ont aucun transcrit partagé a plus de deux especes, 103 n’ont eu aucune
relation d’orthologie déterminée par CG-alcode. En plus des 135 génes complets cités, 542
(185 4 261 4 96) ont des transcrits partagés entre les trois especes.

Les 135 graphes de transcrits ont tous les CDS partagés entre les trois especes en copie
unique, c¢’est-a-dire que la structure de tout CDS d’une espece est aussi représentée chez les

autres especes. Pour rappel, avec les graphes de sites fonctionnels (voir section précédente
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PANTHER GO-Slim Biological Process

Total # Genes: 251 Total # process hits: 597
180
170 Il behavior (GO:0007610)

160 biological adhesion (GO:0022610)

Il biological regulation (GO:0065007)

B cellular process (GO:0009987)
developmental process (GO:0032502)
growth (G0O:0040007)

150
140
130
120

110 Il immune system process (GO:0002376)
100 B interspecies interaction between organisms (GO:0044419)
90 Il localization (GO:0051179)
80 [l locomotion (GO:0040011)
70 Il metabolic process (GO:0008152)
60 [l multi-organism process (GO:0051704)
50 multicellular organismal process (GO:0032501)
40 B reproduction (GO:0000003)
30 I [l reproductive process (GO:0022414)
—- Nom=EER_ T _

Genes

20 response to stimulus (GO:0050896)
10 B signaling (GO:0023052)

Category

FIGURE 4.14 — Répartition des 253 genes dans les annotations de processus biologiques
de la Gene Ontology. 251 genes ont eu une correspondance dans les annotations. La
majorité des genes se classent dans les catégories "processus cellulaires' (" cellular process"),
"régulations biologiques" ("biological requlation") et "processus métaboliques" ("metabolic
process").

4.4.1), on a extrait 253 graphes de sites fonctionnels conservés, et on a émis I’hypothese
que ces 253 graphes avaient le méme potentiel de transcription. Les 135 geénes identifiés
via les graphes de transcrits sont en effet inclus dans ces 253 genes confirmant ’hypothese

que partager les mémes CDS implique de partager les mémes sites fonctionnels.

Les 118 autres geénes restant (253 — 135) comportent quant a eux des cas de CDS en
copies multiples chez une espece. Le gene CREM, qui ne fait pas partie de I’ensemble
253, illustre ces cas de copies multiples (Figure 4.8 et Figure 4.11), ot deux composantes
connexes présentent deux CDS humains identiques (nceuds bleus dans les cadres verts).
Dans chacun des 118 graphes de transcrits, il existe au moins une composante connexe
correspondant a de tels cas, c’est-a-dire qu’au moins une composante connexe est un
triplet avec des CDS en copies multiples. En considérant ces CDS en copies multiples
dans des classes d’équivalence, chacune des composantes connexes de ces 118 triplets de
genes est présent sous forme de triplets de classes d’équivalence (voir Figure 4.17). On
définit une classe d’équivalence du graphe comme étant I’ensemble du ou des transcrits

d’une méme espece ayant un méme CDS. On dit que chaque classe d’équivalence ayant
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FIGURE 4.15 — Diagramme de Venn montrant la distribution des topologies des graphes de
transcrits sur les 986 triplets de genes orthologues sélectionnés. Chaque cercle représente
les genes ayant des sites fonctionnels communs partagés entre trois ou deux especes ou
spécifiques a une seule espece. Tous les CDS sont partagés en copie unique chez les trois
especes pour les 135 genes.

plus d’un transcrit contient n transcrits et n—1 transcrits redondants. A ce niveau, chacun
des 253 triplets de genes, dont les structures d’épissage sont conservées, a son répertoire

de CDS conservé entre I’humain, la souris et le chien.

4.4.2.1 CDS en copie unique : Analyse des 135 triplets de genes

135 genes sont tels que chez chaque espéce, le géne est conservé structurellement et
chaque CDS est présent en copie unique. Pour rappel, les graphes de transcrits sont basés
a la fois sur les transcrits connus et prédits du gene. On a voulu savoir quel était le nombre
de genes parmi ces 135 genes pour lesquels tous les transcrits étaient connus chez I'une
ou 'autre des especes. La distribution du nombre de transcrits connus et prédits pour
chacun des 135 triplets de genes est présentée a la Figure 4.16. On observe que seuls 6
genes du chien sur les 135 n’ont eu aucune prédiction contre 70 (51,9%) chez 'humain
et 61 (45,2%) chez la souris. Cela montre que les transcrits connus sont principalement
présents chez I'humain et la souris alors que les transcrits prédits sont plus largement
présents chez le chien, une espéce émergente dont les données continuent d’arriver dans

les bases de données. En effet, 129 génes (95,6%) sur les 135 génes du chien ont obtenu
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au moins une prédiction. Au total, cet ensemble contient 845 transcrits connus et 541
transcrits prédits, soit (845 + 541)/3 = 462 groupes de CDS orthologues (Table 4.1). Il
est & noter que 25 transcrits du chien donnés en entrée (présent sur le graphique) n’ont

pas été utilisés dans nos graphes car leur CDS n’était pas valide.

4.4.2.2 CDS en copies multiples : Analyse des 118 triplets de genes

En complément des 135 triplets de genes en copie unique, 118 geénes sont présents
avec au moins un CDS en copies multiples chez une espeéces pour un total de 253 triplets
de génes structurellement orthologues. Ces 118 genes possedent donc tous des transcrits
présentant le méme CDS en copies multiples.

Concretement, comme présenté a la Figure 4.17, nous avons défini, au sein des groupes
de CDS orthogues, des classes d’équivalence qui correspondent aux transcrits partageant
le méme CDS chez une espece. Dans la Figure 4.17a, le triplet de droite correspond a
un groupe de CDS orthologues avec un unique transcrit dans chaque classe d’équivalence
de chaque espece. Le triplet de gauche forme un groupe de CDS orthologues avec deux
transcrits dans les classes d’équivalence de I’humain et de la souris, et un seul transcrit
dans la classe d’équivalence du chien. La Figure 4.17b représente les transcrits complets de
ce groupes de CDS orthologues (genes EN SG00000173065, ENSMUSG00000037750 et
ENSCAFG00000031142) pour des classes d’équivalence comprenant plus d’un transcrit.
Avec cette représentation, on observe que les CDS des transcrits sont identiques et que
leurs régions UTR different. Avec ces informations, on ne peut pas déterminer quel trans-
crit humain est orthologue a quel transcrit de la souris sur la base du CDS du transcrit
comme seule information. En effet, les CDS sont identiques. Par contre, on peut suppo-
ser que le transcrit humain £ N.ST00000452648 est orthologue au transcrit de la souris
ENSMUST0000015571 du fait que les sites d’épissage des introns présents en 5-UTR
peuvent s’aligner. De méme, on peut supposer que le transcrit humain £ N .ST00000581407
est orthologue au transcrit de la souris ENSMUST00000073705, leur 5-UTR pouvant
quasiment s’aligner entierement. Les extrémités 3’-UTR quant a elles ne permettent pas
de déterminer cela.

Sur I'ensemble des 118 triplets de genes orthologues, on dénombre 1 051 transcrits
connus qui permettent de prédire 488 transcrits. En considérant les classes d’équivalence,
ce sont 288 CDS redondants qui sont contenus dans ces 118 triplets de génes. Ainsi, 417
groupes de CDS orthologues ((1 051 + 488 — 288)/3) sont exprimés par ces 118 triplets
de genes orthologues (Table 4.1).
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FIGURE 4.16 — Distribution du nombre de transcrits connus (CCDS et Ensembl 90) et
prédits dans le cas des 135 triplets de genes orthologues. Les quatre distributions de gauche
correspondent aux transcrits connus, les quatre de droite correspondent aux transcrits
prédits. Les deux distributions noires représentent I’ensemble des transcrits chez les trois
especes, les 6 autres correspondent aux distributions chez '’humain (bleu), la souris (gris)
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FIGURE 4.17 — Représentation des classes d’équivalence au sein des groupes de CDS
orthologues pour le triplet de geéne ENSG00000173065, ENSMUSG00000037750 et
ENSCAFG00000031142. (a) Caractérisation des classes d’équivalence : le groupe de
CDS orthologues de gauche a deux transcrits au sein d’'une méme classe d’équivalence
chez I'’humain, de méme chez la souris. Pour ce triplet chez le chien, comme pour toutes
les especes du second groupe de CDS orthologues, la classe d’équivalence est composée
d’'un CDS en copie unique par espéce. (b) Représentation des transcrits impliquant des
CDS en copies multiples chez I’humain et chez la souris.

Ensemble de données Transcrits Humain | Souris | Chien | Total
953 Transcrits connus 854 762 280 | 1,896
CDS prédits 180 249 600 | 1,029
Transcrits connus 364 331 150 845
135 sans CDS redondants CDS prédits 08 131 312 541
Transcrits connus 490 431 130 | 1,051
CDS prédits 82 118 288 488
118 avee CDS redondants | apyg o qondans 155 | 132 1] 288
CDS connus avec UTR manquants 25 10 66 101
‘ 114 ‘ Classes d’équivalence avec redondance ‘ 109 ‘ 103 ‘ 1 ‘ 213 ‘

TABLE 4.1 — Caractéristiques des CDS des 253 triplets de genes structurellement conser-
vés.

De plus, concernant ces 118 triplets de genes, 101 transcrits connus (Table 4.1) sont
dépourvus de régions 5> UTR, 3” UTR, ou les deux, dans les bases de données. Ainsi, si
I’on souhaite analyser plus en détail ces genes au niveau des UTR, nous devons considérer

cette absence d’information. Nous avons trouvé 114 triplets de genes orthologues sur les
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118 qui présentent des CDS redondants dans au moins une espece et dont les régions
UTR sont annotées, ce qui représente 213 classes d’équivalence concernées : 109 chez
I’humain, 103 chez la souris et 1 seule chez le chien. Pour ces classes d’équivalence, il est
possible de chercher a déterminer quels sont les UTR conservés entre deux especes, tel que
illustré a la Figure 4.17. Dans chaque classe d’équivalence de 'humain et de la souris, deux
promoteurs alternatifs différents permettent d’initier la transcription de deux transcrits
différents encodant le méme CDS. Outre la comparaison des UTR conservés orthologues,
il devient possible d’examiner la conservation des promoteurs orthologues (voir Chapitre
5)

4.4.3 Base de données de 253 triplets de genes structurellement

conserveés

Grace aux graphes de sites fonctionnels et aux graphes de transcrits, nous avons iden-
tifié 253 genes orthologues dont la structure d’épissage est conservée chez ’humain, la
souris et le chien. Ces genes expriment 1 896 transcrits connus et nous avons prédit 1 029
CDS (Table 4.1). En moyenne, ce sont 2,5 transcrits connus qui sont exprimés par gene
allant de 1 (chez le chien) a 13 (chez 'humain). Nous avons prédits une moyenne de 1,3
transcrits par géne allant de 1 (dans chaque espece) a 12 transcrits prédits (chez le chien).
Parmi les 1 029 transcrits prédits, 350 ont été trouvés dans d’autres bases de données
que la version 90 d’Ensembl et, pour les autres, 255 présentent des jonctions d’exons
spécifiques qui ont été alignées avec des lectures de séquencage (voir Chapitre 3).

Chacun des 253 genes orthologues code les mémes structures de CDS épissés dans
les trois orthologues. Le protéome des genes est donc partagé entre les especes et nous
avons identifié 879 groupes de CDS orthologues. Nous avons identifié 114 genes parmi
les 253 ou une redondance de CDS s’est produite (45,1% des geénes), ce qui implique 213
classes d’équivalence contenant un CDS en copies multiples (Table 4.1). 8% des CDS sont
donc encodés par plusieurs transcrits (213/3 * 879). Pour ces genes, il devient nécessaire
d’examiner la conservation des UTR.

Par ailleurs, nous avons construit une base de données SQL, "transcript_ortho", pour
stocker cet ensemble de 253 triplets de genes structurellement orthologues. Son schéma
relationnel est présenté dans la Figure 4.18. Cette base de données décrit diverses infor-

mations telles que :

— la composition en intron/exon des geénes et des transcrits basée sur leur coordonnées
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génomiques (contenus dans les tables "exon" et "intron" ou "posStart" et "posEnd"
définissent la premiere et la derniere coordonnée génomique),

— les relations d’orthologie entre les genes des especes et les relations d’orthologie
entre les CDS de transcrits pour les 2 925 transcrits (1 896 connus et 1 029 pré-
dits) (contenus dans les tables "orthoGene", "groupOrthoG" et "pairTOrtho" ou
'groupGId" définit le groupe de genes orthologues et "sourceGId" définit 'identi-
fiant du gene),

— les annotations de vérifications expérimentales accordées aux transcrits prédits
(contenus dans les tables "typeValidationT" et "sourceValidationT"),

— les sous-catégories de groupes de genes (ensemble 135, ensemble 118 avec UTR,
ensemble 118 sans UTR, contenus dans la table "typeGeneSet" ot "nameSet" définit
les types d’ensemble),

— les CDS retrouvés dans les groupes de CDS orthologues (contenus dans la table
"refCDS" ou "idTranscrit" est I'identifiant du transcrit et "idCDS" est I'identifiant
du groupe de CDS orthologues),

— les différents CDS apparaissant dans une méme classe d’équivalence d'un groupe
de CDS orthologue (deux éléments apparaissant avec le méme identifiant "idCDS"

dans la table "refCDS" et appartenant a la méme espece).

Cette base de données SQL a été implémentée par des scripts Python. Elle a été
réalisée en collaboration avec Pierre-Alexis Odye lors d’un stage de M1 informatique que
j’ai encadré. Le descriptif des différentes tables et attributs de la base de données est

donné en Annexe 7.

Les utilisations potentielles de ces données seront décrites dans le chapitre suivant.
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Chapitre 4 — Identification d’un ensemble de génes de structure d’épissage conservés entre
[’humain, la souris et le chien

typeGeneSet
yp refCDS
idSet: INT
nameSet: VARCHAR idTranscript: INT
idCDS: INT
description: VARCHAR
sourcelnfo transcriptUsed: BOOL
idGene: INT 1.1 utrFound: BOOL
baseNameV: VARCHAR 1.1
caracteristic: VARCHAR geneSet
score: VARCHAR idGene: INT
frame: VARCHAR idSet: INT hasGT
geneBiotype: VARCHAR idGene: INT hasTE 11 exon
1.N 1 |Transcript INT 11 1.N idTranscript INT 1 idExon: INT
idExon: INT posStart: INT
gene — transcript exoninTNb: INT posEnd: INT
L—»idGene: INT idTranscript: INT
exon_utr
- 4,—» sourceGld: VARCHAR sourceTld: VARCHAR
SourceCld; VARCHAR chr: INT posStart: INT hasTI intron
transcript: VARCHAR 1.N as
posStart: INT posEnd: INT - = 5 11 -
posTStart: VARCHAR idTranscript INT idintron: INT
posEnd: INT exonNb: INT v "
0sTENd: VARCHAR idintron INT posStart: INT
P strand: "+"|"-* transcriptName: VARCHAR -
strand: """ intronInTNb: INT posEnd: INT
) geneName: VARCHAR transcriptBiotype: VARCHAR
exon_urStart: INT idSpecies: INT state: "known"|"predicted”
exon_utrEnd: INT
1.1 0.1 typeValidationT
species - resultvalidationT idValidation: INT
idSpeci p- INT orhosene idTranscript: INT 11 VARCHAR
I ecles: sourceGld: VARCHAR 11 11 ldTranscript: o
nameSpecies: VARCHAR rounGld: INT : ' idValidation: INT description: VARCHAR
] aroupGld: INT
idSource: INT
nbSpecificJunction: INT
3.3 pairTOrtho nbSpecificJunctionFound: INT sourceValidationT
transcriptSource: VARCHAR 11 idSource: INT
groupOrthoG transcriptTarget: VARCHAR nameSource: VARCHAR
aroupGld: INT ~———— groupGld: INT typeSoure: VARCHAR
opggort: INT remark: VARCHAR

FIGURE 4.18 — Schéma relationnel de la base de données "transcript ortho".

Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons identifié un ensemble de 253 triplets de genes orthologues
qui présentent des structures de geénes completement conservés entre ’humain, la
souris et le chien. Tous les sites fonctionnels sont partagés. Ces 253 triplets de genes
mettent aussi en avant une conservation des CDS potentiellement exprimés. Dans
la description des transcrits complets, 135 triplets de genes présentent un ensemble
de transcrits identiques entre les 3 especes dans leur partie codante et 118 illustrent
des groupes d’orthologie avec de multiples transcrits encodant un méme CDS pour
une méme espece, résultant de la transcription alternative. Nous avons également

identifier 879 groupes de CDS orthologues pour ’ensemble des 253 triplets de genes.
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CHAPITRE 5

APPLICATIONS ET PERSPECTIVES

Dans ce chapitre, nous présentons les perspectives découlant de la these et les applica-
tions possibles du jeu de données de 253 genes dont la structure et les CDS alternatifs

sont conservés.
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Chapitre 5 — Applications et perspectives

5.1 Génomique comparative

5.1.1 Comparaison des transcrits dans leur intégralité : analyse
des régions UTR

Jusqu’a présent, on a pu déterminer la conservation des genes en fonction de leur po-
tentiel codant. Pour 253 génes sélectionnées, le potentiel codant est strictement conservé.
Il devient alors possible d’interpréter d’autres caracteres divergents. Une perspective peut
notamment étre de se pencher sur une analyse plus fine de la diversité des transcrits
concernant les UTR alternatifs. Les UTR d’un transcrit codant, 5’"UTR précédant le CDS
et 3 UTR suivant le CDS, sont d’importantes régions régulatrices du transcrit. Les UTR
régulent la sélection par le ribosome d'un codon start donné, l'adressage du transcrit
dans un compartiment cellulaire donné ou encore sa stabilité (MAYR 2019). La variabi-
lité des UTR des transcrits résulte du phénomeéne de transcription alternative d’une part
(voir section 1.1.3.2 page 24) impliquant plusieurs sites d’initiation et de terminaison de
la transcription présent sur un méme gene. D’autre part, il existe aussi la possibilité de
mobiliser des codons start alternatifs d’'un méme transcrit, phénomene de traduction al-
ternative, ce qui induit des 5’UTR et des CDS différents (KAzZAK et al. 2013 ; KWAN et
THOMPSON 2019). Les UTR alternatifs des transcrits n’ont pas été pris en compte dans
les comparaisons et les prédictions de transcrits dans les travaux présentés dans ce ma-
nuscrit. Cela dit, nos données permettent de comparer les UTR des transcrits encodant
des CDS orthologues. Chacun des 253 genes structurellement conservés codent les mémes
structures de CDS chez les trois especes. Nous avons identifié 879 groupes de CDS ortho-
logues. Nous avons identifié 114 génes parmi les 253 (45,1% des génes) ou une redondance
de CDS est observée, ce qui implique 213 classes d’équivalence présentant des CDS redon-
dants sur les 879 groupes de CDS orthologues (voir section 4.4.2.2 page 115 et Table 4.1).
Pour rappel, une classe d’équivalence est un ensemble de transcrits qui, dans un méme
gene chez une méme espece, partagent un méme CDS (voir Chapitre 4). Pour chacun de
ces 213 cas de classes d’équivalence, il existe ainsi plusieurs transcrits sur un méme gene
qui encodent une méme protéine, et dont les UTR different. Nous avons examiné ces UTR
pour les transcrits connus (les transcrits prédits étant réduits a la partie CDS).

La partie 5-UTR des transcrits est une zone qui contient une certaine diversité d’in-
trons. Quant au coté 3’-UTR, la plupart du temps, peu d’introns sont observés. Par la
suite, on parle d’intron UTR pour qualifier un intron situé dans une région UTR. Pour des

classes d’équivalence allant jusqu’a 6-7 transcrits possibles chez une espece, nous avons pu
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5.1. Génomique comparative

observer que le nombre d’introns peut étre assez important. Par exemple, pour le gene de
la souris ENSMUSG00000070780 (Figure 5.1), nous observons 6 transcrits au sein d'une
méme classe d’équivalence. Leur coté 5’-UTR est différent pour chacun des 6 transcrits in-
diquant qu’au moins 6 régions promotrices sont présentes pouvant encoder le méme CDS.
Pour rappel, une région promotrice est située avant chaque site de début de transcription,
et elle a pour fonction d’initier la transcription. Le coté 5-UTR est complexe puisque la
combinatoire d’exons et d’introns est importante : on retrouve entre 1 et 5 introns UTR
pour chaque transcrit, et 8 introns différents peuvent étre dénombrés sur ’ensemble des

6 transcrits, dans la région UTR.

ENSMUST00000113726 {< >< >< > | [<><><>] }
ENSMUST00000201544 {<> <>< >< >< > | [<><><>] }
ENSMUST00000094757 { < >< > [<><><>] }
ENSMUST00000167950 { <>< >< >< > | [<><><>] }
ENSMUST00000200775 {< >< >< > | [><><>] }
ENSMUST00000113724 { < > | [<><><>] | }

FIGURE 5.1 — Modeéles de structure des transcrits contenus dans une classe d’équivalence
du gene de la souris ENSMUSG00000070780. 6 transcrits sur les 7 connus du gene pos-
sedent un méme CDS en copies multiples constituant ainsi une méme classe d’équivalence.
Sur la figure, seuls les 6 transcrits de la méme classe d’équivalence sont représentés. Le
CDS est délimité par les codons start et stop et est encadré sur la figure. Les symboles
correspondent aux codons start ([) et stop (]), aux sites donneur (<) et accepteur (>)
d’épissage, et aux sites d’initiation ({) et de terminaison (}) de la transcription. Les sites
fonctionnels présents dans plusieurs transcrits et alignés dans une méme colonne ont la
méme coordonnée génomique. Pour chaque transcrit, les sites fonctionnels affichés sont
uniquement ceux impliqués dans la structure du transcrit (i.e. les sites non impliqués pour
ces transcrits sont laissés en blanc).

Dans le méme groupe de CDS orthologues (Figure 5.2), le géne humain £N SG00000163694
possede 2 transcrits avec le méme CDS en copies multiples dans la classe d’équivalence.
L’un possede 2 introns UTR et 'autre 3 introns UTR. Pour I’ensemble des deux trans-
crits humains, ce sont 4 introns UTR différents qui sont identifiés. Quant au gene du chien
complétant le groupe de CDS orthologues, un seul transcrit est identifié, avec 1 intron
UTR.

Une classe d’équivalence contient des transcrits possédant le méme CDS mais des
UTR différents. Elle met donc en évidence des transcrits qui se confondent si on les re-
garde a ’échelle de la partie codante (CDS) mais qui se différencient si on les observe a
I’échelle de la séquence entieére (CDS et UTR). Une perspective envisageable est de com-

parer les transcrits dans leur intégralité. Dans le détail, cette these met en correspondance
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Chapitre 5 — Applications et perspectives

des transcrits sur plusieurs especes au niveau des CDS aboutissant a l'identification de
I’homologie structurelle des CDS de transcrits communs et a la prédiction de CDS ortho-
logues. Cette approche pourrait étre étendue a ’échelle du transcrit entier (CDS et UTR)
pour identifier de nouveaux exons UTR dans les génes des autres especes par alignement
des régions UTR et pour prédire de nouveaux transcrits complets orthologues. En 1’état
actuel de la méthode, on a le moyen d’aligner les exons et les sites des régions UTR des
transcrits d’'un méme gene chez une méme espece, mais pas de faire cet alignement entre
les especes. En effet, CG-alcode utilisé pour la base de ce travail de thése pour comparer
les transcrits entre les especes ne se base que sur 'alignement de leur CDS et non de leurs
UTR.

ENSMUST00000113726 { < > < > < > [ [<><><>] }
ENSMUST00000201544 { < > < > < > < > < > | [<><><>] }

Mouse ENSMUST00000094757 { < > < >|[<><><] }

”" ENSMUST00000167950 { < > < > < > < > [<><><>] }

ENSMUST00000200775 { < > < > < > | [<><><>] }
ENSMUST00000113724 { < > | [<><><>] |}

Human ENST00000381793 { < > < >|[<><><>] }
ENST00000295971 { < > < > < > | [<><><>] |}

Dog ENSCAFT00000025193 { < >|[<><><>] ]}

FIGURE 5.2 — Modeles de structure des transcrits contenus dans les trois classes d’équi-
valence humain, souris et chien d’'un méme groupe de CDS orthogues. Le triplet de genes
orthologue KN SG00000163694-E N SMUSG00000070780-ENSC AFG00000015898 pos-
seéde un groupe de CDS orthologues avec un méme CDS en copies multiples dans la classe
d’équivalence de la souris et dans celle de I’humain. 6 transcrits souris et 2 transcrits
humains possedent le méme CDS. Le chien a un seul transcrit représentant ce CDS. Les
unités lexicales des parties UTR sont alignées sur une méme espece, mais pas entre les
especes. Pour chaque transcrit, les sites fonctionnels affichés sont uniquement ceux impli-
qués dans la structure du transcrit (i.e. les sites non impliqués pour ces transcrits sont
laissés en blanc).

Dans I'exemple illustré, il existe une combinatoire complexe résultant de promoteurs
alternatifs et d’épissages alternatifs conduisant a la formation de différentes régions 5’UTR
de transcrits, lesquels encodent une méme protéine. Une perspective importante de cette
these consisterait a examiner la conservation de ces UTR distincts entre especes. Chacune
des trois especes partage-t-elle le méme ensemble de régions 5’UTR, auquel cas une combi-
naison d’exons UTR reste a découvrir chez la souris et 6 chez le chien 7 Les différents UTR
connus sont-ils au contraire distincts entre espéces et certains n’ont pas d’orthologue chez

une ou deux especes ? Ces différents scénarios posent donc la question de ’évolution et ces
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5.1. Génomique comparative

différents UTR. Enfin et par ailleurs, est-il possible d’établir les spécificités fonctionnelles
liées a ces transcrits 7 Et comment est régulée I'expression de différents transcrits enco-
dant une méme protéine ? Leurs promoteurs alternatifs d’'un méme gene opérent-ils dans
des contextes physiologiques différents? Les promoteurs alternatifs orthologues sont-ils

conservés entre especes ?

5.1.2 Comparaison des éléments régulateurs

L’épissage alternatif est régulé grace a différents processus aujourd’hui identifiés et
impliquant la formation de complexes moléculaires combinant le pré-ARNm avec des
protéines ou des micro-ARN complémentaires. Les sites de fixation de ces éléments ré-
gulateurs sur le pré-ARNm peuvent étre identifiés dans la séquence ADN du gene. On
distingue les motifs dits enhancer, dont la fonction est de favoriser un évenement, et les
motifs silencer, dont la fonction est d’empécher I’événement (voir section 1.1.2.1 page 20,
KELEMEN et al. 2013). Ces motifs enhancer et silencer ne sont pas déterminés entiere-
ment et sont dépendants de conditions d’expression. Ces éléments agissent directement
sur la reconnaissance d’un intron et la sélection d’un exon par le spliceosome. La Figure
5.3 présente des exemples possibles de motifs enhancer et de motifs silencer. D’autres cas
peuvent exister comme par exemple la présence de combinaison de motifs enhancer et/ou
silencer. Lorsqu’un motif enhancer et un motif silencer co-existent, ¢’est une compétition
directe entre les deux motifs ou la régulation dépendra de la concentration des éléments
et de leur affinité pour ces motifs (CARTEGNI et al. 2002).

Les données sont aujourd’hui encore peu nombreuses et de nombreuses études sont
nécessaires pour compléter nos connaissances sur ces motifs (HALFON 2020). Dans cette
these, nous avons pu obtenir un ensemble de genes structurellement conservés. Apres
avoir pris en compte l'orthologie décrite des sites fonctionnels, nous pourrions ensuite
étudier la divergence ou la conservation de ces séquences impliquées dans la régulation
de I'expression des transcrits alternatifs. Des études montrent que certains événements
d’épissage rencontrent une divergence dans leurs taux d’inclusion (XIONG et al. 2018) ou
une divergence dans leurs taux d’expression spécifiques aux tissus (KOREN et al. 2007), ce
qui suggere une divergence des séquences régulatrices. Nos données identifient les trans-
crits alternatifs orthologues et les sites d’épissage orthologues. Par conséquent, les niveaux
d’inclusion d’exons alternatifs orthologues peuvent étre comparés entre especes et corré-
lés avec de possibles divergences des motifs régulateurs observées aux environs des sites

d’épissage concernés.
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FIGURE 5.3 — Définition d’un intron et d’un exon (adaptée de KELEMEN et al. 2013 et
de CARTEGNI et al. 2002). Le motif enhancer situé sur l'exon (ESE : exonic splicing
enhancer, a) ou sur U'intron (ISE : intronic splicing enhancer, c) favorise le recrutement
des éléments qui vont reconnaitre ’exon (ou se situe 'ESE, en aval de I'ISE) pour que
celui-ci soit sélectionné. Le motif silencer situé sur I'exon (ESS : ezonic splicing silencer,
b) ou sur l'intron (ISS : intronic splicing silencer, d) inhibe le recrutement des éléments
qui vont reconnaitre ’exon (ot se situe I'ESS, en aval de I'ISS) pour que celui-ci ne soit pas
reconnu. Des structures secondaires d’ARN sous forme de tiges-boucle peuvent se former
et replier ’ARN sous forme double brin, empéchant la reconnaissance de ces éléments qui
nécessite que I’ARN soit sous forme simple brin. Par exemple, un ISS n’est pas reconnu
et n’inhibe pas la sélection de I'exon (e), ou encore un ESE n’est pas accessible est ne
permet pas de reconnaitre l'exon (f).

5.2 Transcriptomique comparative

La transcriptomique comparative est la méthode qui permet de comparer les niveaux
d’expression des geénes a travers différentes conditions physiologiques, différents tissus ou
méme différents individus d’'une méme espece. Cette méthode peut étre poussée a une
toute autre échelle : la comparaison des niveaux d’expression des transcrits alternatifs
d’un geéne entre les especes. Par exemple, BRESCHI et al. 2017 compare les transcriptomes

exprimés entre 'humain et la souris. Dans leur analyse, ils précisent que le profil d’ex-
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5.2. Transcriptomique comparative

pression d’un gene selon les tissus et les conditions d’expression peut étre différent chez
une espece. Ces profils d’expression peuvent étre partagés ou divergés entre especes. Dans
tous les cas, ces comparaisons entre especes sont aujourd’hui réalisées a I’échelle du gene,
tous ses transcrits alternatifs étant confondus dans la mesure d’expression. Il conviendrait
de réaliser ces mesures a 1’échelle du transcrit alternatif, ce que pourraient permettre de

réaliser nos données.

En particulier, la notion de jonction d’exons spécifique utilisée dans cette these (voir

section 3.3.2 page 81) correspond a une signature spécifique a un transcrit.

A partir des données d’alignement de lectures sur les jonctions d’exons spécifiques
(voir section 3.3.4 page 88), on a pu observer que certaines jonctions avaient de fortes
couvertures (Figure 3.11). Avec la description des CDS orthologues produite dans cette
these, il devient possible de quantifier les niveaux d’expression différentielles de certains
CDS alternatifs chez chacune des espéces. Une telle étude de transcriptomique compa-
rative nécessite pour cela d’utiliser des échantillons de tissus pour chacune des especes
et obtenus dans des conditions physiologiques similaires et & une méme profondeur de
séquencage. En supposant que ces échantillons soient obtenus, nous pourrions quantifier
le niveau d’expression d’une jonction d’exons spécifique a un transcrit donné chez les trois
especes afin d’étudier si cette jonction est exprimée différemment chez les trois especes
¢’est-a-dire si des espéeces sur-expriment ou sous-expriment cette jonction et donc ce trans-
crit dans des conditions données. Ceci constituerait une premiere approche possible pour

comparer les niveaux d’expression entre especes a I’échelle du transcrit alternatif.

Prenons I’ensemble du triplets de genes £ N .SG00000001167 - ENSMU SG00000023994
- ENSCAFG00000001580 appartenant a I’ensemble des 253 triplets de génes structurel-
lement conservés. Ce triplet de genes possede quatre groupes de CDS orthologues ou
chaque CDS est en copie unique dans chaque espéce (Figure 5.4). Parmi les jonctions
d’exons visibles, nous avons sélectionné deux jonctions : la jonction "F' <> H" spécifique
au groupe de CDS orthologues 2 et la jonction "A <> BC" spécifique au groupe de CDS
orthologues 3 dans la figure. Nous avons ensuite sélectionné les échantillons de tissus en
commun entre les trois especes (Tables 7?7, 7?7, ?7). Au total, 5 tissus semblent communs
aux trois especes : colon, cceur, rein, foie et pancréas. Nous avons aligné les échantillons
de lectures de ces 5 tissus sur les deux jonctions spécifiques sélectionnées. Les résultats
sont présentés dans la Figure 5.5. Les résultats montrent un alignement de lectures sur les
deux jonctions pour les trois especes. Seulement, ces résultats ne sont pas interprétables

directement. Il est nécessaire de considérer plusieurs parametres notamment la profon-
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deurs de séquencage, les réplicats ou encore les conditions physiologiques. Si toutes les

conditions sont réunies, on peut imaginer normaliser des couvertures et les comparer, ce

qui n’est pas possible ici.

Groupe de CDS orthologue 1

Groupe de CDS orthologue 2

Groupe de CDS orthologue 3

Groupe de CDS orthologue 4

CGATENSMUST00000078800
ENSMUST00000078800
ENSCAFT00000002475

CGATENSMUST00000159063
ENSMUST00000159063
CGACAFTENSMUST00000159063

ENST00000341376
ENSMUST00000046719
CGACAFTENST00000341376

ENST00000353205
ENSMUST00000162460
CGACAFTENST00000353205

[A<>C<>D<>E<>F<>GH<>I<>I<>K]
[A<>C<>D<>E<>F<>CGH<>I<>T<>K]
[A<>C<>D<>E<>F<>GH<>I<>I<>K]

[A<>D<>E<>F<>H<>I<>T<>K]
[A<>D<>E<>F<>H<>I<>I<>K]
[A<>D<>E<>F<>H<>I<>T<>K]

[A<>BC<>D<>E<>F<>GH<>I<>J<>K]
[A<>BC<>D<>E<>F<>GH<>I<>J<>K]
[A<>BC<>D<>E<>F<>GH<>I<>J<>K]

[A<>D<>E<>F<>GH<>I<>J<>K]
[A<>D<>E<>F<>GH<>I<>J<>K]
[A<>D<>E<>F<>GH<>I<>J<>K]

FIGURE 5.4 — Groupes de CDS orthologues pour le triplet de genes ENSG00000001167-
ENSMUSG00000023994- EN SC AFG00000001580. Quatre groupes de CDS orthologues
sont exprimés par les trois especes (gauche), les identifiants de transcrit sont indiqués
(centre) ainsi que les modeles des transcrits (droite). Certains groupes de transcrits or-
thologues possedent des jonctions d’exons qui leurs sont spécifiques, la jonction entre les
exons A et BC (notée "A <> BC" dans le modele de transcrit) est spécifique au groupe
3, la jonction entre les exons F' et H (notée "F' <> H") est spécifique au groupe 2. Ces
deux exemples sont indiqués en rouge sur la figure.

Ainsi, a partir de jeux de données séquencés dans des tissus et des conditions physiolo-
giques similaires, on pourra comparer entre especes, pour ce jeu de données de 253 genes,
les niveaux d’expression a 1’échelle des transcrits alternatifs, identifiés par leurs jonctions

d’exons spécifiques.

5.3 Evaluation comparative des méthodes d’aligne-

ment épissé

Une autre perspective de cette these peut étre d’améliorer les méthodes de génomiques
comparatives ou d’alignement d’épissé (MEYER et al. 2020). Dans leur travail avec Spli-
cedFamAlign (JAMMALI et al. 2019), les auteurs ont pris en considération la structure
d’épissage des transcrits ainsi que les sites d’épissage connus dans un gene cible afin de
rechercher des orthologues épissés grace a un alignement de séquences par programmation

dynamique (voir Chapitre 1). Avec ThorAze (ZEA et al. 2021), les auteurs représentent le
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Tissus
== COLON MW HEART  WWB KIDNEY BB LVER 20 PANCREAS

Nombre de lectures alignées

OUF JuncoooDz

5 JUNC000D2
MM_JUNCOG0D2

MM_JUNCOB0DL
CLF JuNCOo0DL

g
2
2
E
2
L4

Jonctions d'exons

FIGURE 5.5 — Alignement de lectures sur des jonctions d’exons spécifiques. Chaque colonne
en abscisse représente une jonction d’exons testée et en ordonnée le nombre de lectures
qui y sont alignées. Les trois jonctions de gauche correspondent a la jonction d’exons
"F' <> H" du groupe de CDS orthologues 2 (Figure 5.4) et les trois jonctions de droite
correspondent a la jonction d’exons "A <> BC'" du groupe de CDS orthologues 3 (Figure
5.4).

transcriptome multi-espece d'un géne par le biais de graphes dont les noeuds sont les seg-
ments exoniques partagés entre especes. Un chemin dans le graphe partagé par plusieurs
especes peut correspondre a des transcrits orthologues partagés.

Notre ensemble de 253 triplets de genes orthologues conservés obtenu au cours de
la these, peut permettre d’évaluer, d’améliorer et de comparer des méthodes informa-
tiques telles que SplicedFamAlign ou encore ThorAzxe visant a identifier la conservation

des transcrits entre especes et visant a identifier des ensembles de transcrits orthologues.

5.4 Poursuite de la méthode de comparaison multi-
especes

La méthode de comparaison trois-especes employée sur I’humain, la souris et le chien
est une premiere étape de comparaison multi-especes. Deux questions interviennent a la
suite de ce travail : La méthode peut-elle étre employée avec trois especes plus éloignées
phylogénétiquement ? La méthode peut-elle étre employée a une échelle de plus de trois
especes ?

L’étude réalisée repose sur une implémentation pré-existante d’alignement sur un gene
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Chapitre 5 — Applications et perspectives

orthologue de blocs codants et de sites connus d'un gene source (BLANQUART et al. 2016),
méthode appliquée a des especes proches phylogénétiquement. Si on souhaite étudier de
nouvelles especes plus éloignées, les résultats peuvent changer : les scores des alignements
des Blast ne seront pas les mémes et on s’attend a perdre en conservation sur des especes
tres éloignées. En particulier, plus les especes seront divergées, plus la probabilité sera
grande pour qu’'un site fonctionnel au moins ait divergé. Dans ce cas on ne pourra pas
identifier comme orthologues certains couples de transcrits, car leur structure d’épissage ne
sera plus jugée conservée. En d’autres termes, porter notre analyse a des cas d’especes plus
éloignées requerra de savoir interpréter les divergences possibles des exons orthologues :
apparition de larges indel, disparition et réapparition compensatrice d'un site d’épissage,
apparition de décalage de phase du CDS, mutation des codons start et stop entralnant une
variation de longueur d’exons C et N terminaux orthologues. Notre étude n’a considéré
comme orthologues que les transcrits ayant conservé tous leurs sites fonctionnels. Identifier
les transcrits orthologues dont certains sites ont divergé pourrait permettre d’étendre la
méthode a des espéeces plus éloignées.

Le deuxieme point a évoquer concerne le fait de pouvoir employer cette méthode a une
échelle de plus de trois especes. On pourrait imaginer, par exemple, comparer a des es-
peces de primates, ou a d’autres mammiferes, ou a des espéces plus éloignées de ’humain.
La structure de graphe, introduite pour gérer les comparaisons multi-especes, permet
d’envisager de comparer plus de trois especes. Les limites reposent principalement sur la
combinatoire, et le fait que la méthode va devoir réaliser (N x (N — 1)) analyses indépen-
dantes de paires de genes pour une exploration sur N espéces, et valider a chaque fois les
hypothéses de conservation (bijection, colinéarité) avec un risque d’échec dépendant des
alignements réalisés.

Une stratégie envisageable serait de ne plus avoir recours a de multiples comparaisons
de paires de génes, mais a des alignements multiples des séquences des genes pour inférer

les modeles de structure.
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CONCLUSION

Au cours de cette these, nous avons con¢u et mis en ceuvre une méthode de com-
paraison multi-espeéces de genes orthologues dans le but de contribuer a répondre a la
question ouverte : quels sont les transcrits exprimables d’un géne ¢ En particulier, nous
nous sommes intéressés a rechercher des genes ayant des structures d’épissage conservées
chez plusieurs espéces, et a la recherche de genes capables d’exprimer un transcriptome
également conservé chez ces especes. La modélisation multi-especes des geénes et des trans-
crits repose sur une structure de graphe. L’ensemble des développements et des résultats

produits au cours de cette these sont présentés dans la Figure 5.6.

Cette comparaison multi-especes a été appliquée a trois especes : 'humain, la souris
et le chien. 2 167 genes orthologues partagés par ces trois especes ont été sélectionnés,
I’ensemble exprimant 18 109 transcrits connus en janvier 2018. La comparaison multi-
especes a notamment permis de prédire 6 861 transcrits non connus et potentiellement
exprimables par ces genes. Une analyse a été mise en place pour tester la validité de ces
prédictions en fonction d’autres sources de connaissance et de données de séquencage.
Elle révele que parmi les transcrits prédits, plus de 24% sont déja connus dans d’autres
bases de données et plus de 25% possedent des jonctions spécifiques d’exons sur lesquels

s’alignent des lectures de séquencgage (voir Chapitre 3).

La comparaison multi-espéces s’appuie sur des graphes de sites fonctionnels (codon
start, codon stop, sites donneur et accepteur d’épissage) spécifiant les relations d’orthologie
entres sites, ceci afin d’analyser la structure des régions codantes des genes. Au total, 253
triplets de genes ont été identifiés chez I’humain, la souris et le chien, ayant tous leurs
sites fonctionnels composants leur structure d’épissage partagés chez les trois especes. Les
structures partagées par ces 253 triplets de génes orthologues peuvent étre interprétées
comme conservées depuis ’ancétre commun a ces trois especes. A partir de la, nous avons
émis I’hypothese que le transcriptome de ces génes pouvait également étre conservé du fait
que tous les sites fonctionnels permettant d’exprimer les exons codants pour des protéines
(CDS) sont présents chez chaque espeéce. Nous avons testé cette hypothése en examinant
les graphes de transcrits spécifiant les relations d’orthologie entre CDS chez les trois

especes. Les graphes de transcrits sont composés des composantes connexes réunissant les
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transcrits ayant un méme CDS dont la structure est conservée chez les différentes especes.
On appelle cette composante connexe un groupe de CDS orthologues. Au total, pour les
253 genes, on dénombre 879 groupes de CDS orthologues et donc 879 protéines isoformes
possibles partagées par 'humain, la souris et le chien. Pour ces 253 genes, aucun isoforme
n’est par conséquent spécifique a une ou deux des especes.

De plus, pour 135 de ces 253 genes, tous les CDS ont une relation d’orthologie bijective
("un-d-un'), et donc un et un seul transcrit porteur de ce CDS dans chaque espece. Les
118 autres genes restants, quant a eux, ont aussi une conservation de leurs CDS chez les
trois especes mais possedent plusieurs transcrits encodant un méme CDS chez une méme
espece, résultant d’'une activité de transcription alternative. Ces transcrits "redondants'
dans une méme espece ont une méme partie codante et des UTR différents. Examiner la
conservation des UTR pour déterminer quels sont les transcrits complets orthologues est
une perspective de cette these.

Les résultats principaux de la these sont :

— la formalisation de l'orthologie structurelle entre génes et entre transcrits,

— la prédiction de transcrits chez I'humain, la souris et le chien (6 861 transcrits

prédits),

— la mise en ceuvre d'une méthode de recherche de transcrits prédits dans des données

auxiliaires,

— l’identification de relations d’orthologie structurelle entre des transcrits connus,

— la définition d’une méthode de comparaison de structure d’épissage multi-especes

(appliquée & trois especes),

— l’identification d’un ensemble de 253 geénes dont la structure d’épissage est conser-

vée entre les trois espéces,

— l’identification des différents transcrits exprimables pour chaque géne (inventaire

des différentes protéines réalisables) au travers de groupes de CDS orthologues,

— la distribution des données sous la forme d’une base de données.
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Validations des CDS prédits
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Annexe 1 : Comparaisons de la paire de genes CREM

entre ’humain et le chien

Modeéle de structure du géne CREM humain ENSG00000095794 :

[A<.B<.>C>D[E<.[F<.[G<.>H<.>1<.>)<K].>L[M<.[P<.[Q<.>R[S<.T>U<.>V].>W]

Modeéle de structure du gene CREM chien ENSCAFG00000003685 : [A<.[B<.>C>D[E<.[F<.[G<.>H<.>I<.>J<K].>L[M<.>N<.>0<.[P<.>R[5<.>T>U<.>V].>W]

Modeéle de structure des transcrits humain

21 transcrits connus

ENST00000374726 [E<>I<>JK]
ENST00000354759 [A<>DE<>|<>J<>RS<>U<>V]
ENST00000489321 [E<>I<>JK]
ENST00000345491 [A<>DE<>I<>J<>LM<>U<>W]
ENST00000337656 [A<>DE<>I<>J<>LM<>U<>V]
ENST00000374734 [A<>DE<>I<>J<>U<>V]
ENST00000348787 [E<>l<>)<>U<>W]
ENST00000361599 [F<>I<>J<>LM<>U<>W]
ENST00000395887 [F<>I<>J<>LM<>RS<>U<>W]
ENST00000463314 [M<>U<>W]
ENST00000342105 [G<>I<>I<>LM<>U<>W]
ENST00000487763 [P<>RS<>U<>W]
ENST00000473940 [P<>RS<>U<>V]
ENST00000488328 [P<>U<>W]
ENST00000356917 [P<>U<>V]
ENST00000488741 [S<>U<>V]
ENST00000374728 [E<>I<>)<>U<>W]
ENST00000439705 [A<>DE<>|<>J<>RS<>U<>V]

ENST00000474931 [Q<>U<>V]
ENST00000468236 [Q<>RS<>U<>W] ’
ENST00000490511 [Q<>U<>W] i

Modéle de structure des transcrits chien

3 transcrits connus
ENSCAFT00000047121 [A<>DE<>H<>I<>J<>U<>V]
ENSCAFT00000005931 [A<>DE<>H<>|<>]<>LM<>RS<>U<>V]

ENSCAFT00000005928 [B<>CDE<>H<>1<>J<>LM<>N<>0<>TU<>V] JJ

~ A

* _H Modele de structure des transcrits chien

18 transcrits prédits

CGACAFTENST00000374726 [E<>I<>JK]
CGACAFTENST00000354759 [A<>DE<>I<>J<>RS<>U<>V]
CGACAFTENST00000489321 [E<>I<>JK]
CGACAFTENST00000345491 [A<>DE<>I<>J<>LM<>U<>W]
CGACAFTENST00000337656 [A<>DE<>I<>J<>LM<>U<>V]
CGACAFTENST00000374734 [A<>DE<>I<>J<>U<>V]
CGACAFTENST00000348787 [E<>I<>J<>U<>W]
CGACAFTENST00000361599 [F<>I<>J<>LM<>U<>W]
CGACAFTENST00000395887 [F<>I<>J<>LM<>RS<>U<>W]
CGACAFTENST00000463314 [M<>U<>W]
CGACAFTENST00000342105 [G<>I<>J<>LM<>U<>W]
CGACAFTENST00000487763 [P<>RS<>U<>W]
CGACAFTENST00000473940 [P<>RS<>U<>V]
CGACAFTENST00000488328 [P<>U<>W)]
CGACAFTENST00000856917 [P<>U<>V]
CGACAFTENST00000488741 [S<>U<>V]
CGACAFTENST00000374728 [E<>I<><>U<>W]
CGACAFTENST00000439705 [A<>DE<>I<>J<>RS<>U<>V]

Prédiction
positive

Prédiction

.. Transcrits spécifiques a I’humain ]
négative (4

Modéle de structure des transcrits humain

| 2 transcrits prédits
CGATENSCAFT00000047121 [A<>DE<>H<>I<>I<>U<>V]
| CGATENSCAFT00000005931 [A<>DE<>H<>I<>I<>LM<>RS<>U<>V]

Prédiction
positive

Transcrit spécifique au chien ]

Prédiction
négative

Y

c

2

=

(3]

L

N

(]

=

[3)

3

c

=

Q

%]

[=
—

Prédiction de 'exécutabilité sur le chien des transcrits connus chez I'humain (haut de
la figure) et réciproquement (bas de la figure) du gene CREM. Les modeles obtenus pour
les genes CREM de 'humain et du chien sont présentés en haut de la figure.

La comparaison des transcrits de I’humain avec le gene du chien concerne 21 transcrits
connus. 18 sont exécutables par le modele du géene CREM du chien. Tous étant inconnus
chez le chien, ces 18 transcrits sont donc prédits chez le chien. 3 transcrits de I’humain
ne sont pas exécutables par le gene CREM du chien et sont spécifiques au gene CREM
humain (ils nécessitent le bloc codant @) qui n’a pas d’orthologue sur le géne du chien).

La comparaison des transcrits du chien avec le gene de ’humain concerne 3 transcrits
connus. 2 sont exécutables chez ’humain et sont donc prédits chez I’humain. 1 transcrit
n’est pas exécutable par le getne CREM de I'humain et est spécifique au gene CREM du

chien (il nécessite les blocs et les sites N <> 0, non trouvés chez I'humain). Les sites
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fonctionnels et les blocs codants spécifiques a 'une des deux especes sont indiqués en
rouge dans les modeles des genes.

Bilan : 18 prédictions ont été faites chez le chien et 2 chez 'humain. Sur les 24 CDS
différents au total, 20 sont partagés par les deux especes, 3 sont spécifiques a I’humain et

1 est spécifique au chien.
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Annexe 2 : Comparaisons de la paire de genes CREM

entre la souris et le chien

Modéle de structure du gene CREM souris ENSMUSG00000063889 : [A<.B<.>C>D[E<.[F<.>G<.>H<.>I<]].>K<.[N<.[O>P[Q<.>R>5<.>T].>U]
Modéle de structure du géne CREM chien ENSCAFG00000003685 : [A<.[B<.>C>D[E<.[F<.>G<.>H<.>I<).>K<.>L<.>M<. [N<.O>P[Q<.>R>5<.>T].>U]
Modele de structure des transcrits humain Modeéle de structure des transcrits chien
~ —

13 transcrits connus 1 transcrit prédit § ~5
ENSMUST00000154470 [A<>DE<>G<>H<>I<>5<>T] | ENSCAFT00000047121 [A<>DE<>G<>H<>I<>S<>T] S % S

——

'

12 transcrits prédits

ENSMUST00000150235 [A<>DE<>G<>H<>I<>K<>PQ<>S<>U] CGACAFTENSMUSTO00000150235 [A<>DE<>G<>H<>I<>K<>PQ<>5<>U] 5
ENSMUST00000122958 [F<>G<>H<>I<>K<>PQ<>S<>U] prédiction CGACAFTENSMUST00000122958 [F<>G<>H<>|<>K<>PQ<>S<>U] =
ENSMUST00000154135 [A<>DE<>H<>I<>PQ<>S<>T] . CGACAFTENSMUST00000154135 [A<>DE<>H<>|<>PQ<>5<>T] ©
ENSMUST00000151084 [N<>$<>T] S CGACAFTENSMUST00000151084 [N<>S<>T] 2
ENSMUST00000124747 [Q<>5<>T] CGACAFTENSMUST00000124747 [Q<>S<>T] o
ENSMUST00000049942 [OPQ<>S5<>T] CGACAFTENSMUST00000049942 [OPQ<>5<>T] <
ENSMUST00000154705 [N<>PQ<>5<>T] CGACAFTENSMUST00000154705 [N<>PQ<>5<>T] e
ENSMUST00000149803 [E<>H<>l] CGACAFTENSMUSTO0000149803 [E<>H<>1)] 2
ENSMUST00000142690 [E<>G<>H<>IJ] CGACAFTENSMUST00000142690 [E<>G<>H<>1] <
ENSMUST00000025069 [A<>DE<>G<>H<>I<>K<>S<>T] CGACAFTENSMUST00000025069 [A<>DE<>G<>H<>1<>K<>5<>T] 8
ENSMUST00000165086 [A<>DE<>G<>H<>I<>PQ<>5<>T] CGACAFTENSMUST00000165086 [A<>DE<>G<>H<>1<>PQ<>5<>T] £
ENSMUST00000082141 [A<>DE<>H<>I<>K<>PQ<>5<>T] CGACAFTENSMUSTO00000082141 [A<>DE<>H<>|<>K<>PQ<>5<>T]

| NS

Modéle de structure des transcrits chien

~

|
J Prédiction
|

|

|

g Modéle de structure des transcrits humain

1 transcrit prédit
ENSMUST00000154470 [A<>DE<>G<>H<>I<>S<>T]

3 transcrits connus
ENSCAFT00000047121 [A<>DE<>G<>H<>I<>S<>T] |

souris

positive
1 transcrit prédit
CGAMUSTENSCAFT00000005931 [A<>DE<>G<>H<>l<>K<>PQ<>5<>T]

souris

s
c
c
]
<

£

ENSCAFT00000005931 [A<>DE<>G<>H<>I<>K<>PQ<>5<>T] |

Prédiction . P .
ENSCAFT00000005928 [B<>CDE<>G<>H<>l<>K<>L<>M<>RS<>T] | .. [ Transcrit spécifique au chien ]

Prédiction de I'exécutabilité sur le chien des transcrits connus chez la souris (haut de
la figure) et réciproquement (bas de la figure) du gene CREM. Les modeéles obtenus pour
les génes CREM de la souris et du chien sont présentés en haut de la figure.

La comparaison des transcrits de la souris avec le gene du chien concerne 13 transcrits
connus. Tous sont exécutables par le modele du gene CREM du chien, dont 1 déja connu
parmi les transcrits du chien et 12 ne le sont pas et sont donc prédits chez le chien.

La comparaison des transcrits du chien avec le gene de la souris concerne 3 transcrits
connus. 2 sont exécutables chez la souris, dont 1 déja connu parmi les transcrits de la
souris et 1 qui ne 'est pas et qui est prédit. 1 transcrit n’est pas exécutable par le gene
CREM de la souris et est spécifique au gene CREM du chien (il nécessite les blocs et sites
L <> M). Les sites fonctionnels et les blocs codants spécifiques a I'une des deux especes

sont indiqués en rouge dans les modeles des genes.
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Bilan : 12 prédictions ont été faites chez le chien et 1 chez la souris. Sur les 16 CDS

différents au total, 15 sont partagés par les deux especes, 1 est spécifique au chien.
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Annexe 3 : Identifiants attribués aux transcrits prédits

Un identifiant est attribué a chaque transcrit prédit, en se référant au transcrit source.
Il commencera par les lettres "CGA" pour qualifier qu'on I’a prédit par la méthode CG-
alcode chez un espéce avec l'identifiant Ensembl du transcrit source. Par exemple, si
un transcrit souris "ENSMUSTO000x" est prédit exécutable chez 'humain, il est identifié
"CGATENSMUSTO000x". Si un transcrit chien "ENSCAFT000x" est prédit exécutable chez
I’humain sans qu’un transcrit souris n’ait permis de le prédire, il est identifié "CGATENS-
CAFTO000x". On utilise ainsi I'identifiant de base d’Ensembl " EN.S" suivit de "M US" pour
la souris, "CAF" pour le chien, et () pour 'humain et "T" pour indiquer qu’il s’agit d’un
transcrit suivi du numéro de référence du transcrit "00000000xxxxxx". Par exemple, le
transcrit humain "CREM — 206" exprimé par le gene CREM est identifié dans Ensembl
par "ENST00000354759" et le transcrit de la souris du gene orthologue "Crem — 233" est
identifié par "ENSMUST00000154135".
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Annexe 4 : Utilisation de BedTools intersect pour la
recherche de transcrits prédits dans les données auxi-

liaires

4.1 : Description du contenu d’un fichier au format BED12 adapté

aux transcrits

Description des 12 colonnes du format BED12 appliqué aux transcrits :

Nom du chromosome sur lequel est situé le transcrit sur le génome;
Position de départ, a partir de zéro, du transcrit sur le génome
Position de fin, inclusive, du transcrit sur le génome

Nom du transcrit décrit ;

Score (non utilisé dans notre cas) ;

Brin, soit "+" soit "-", du sens de lecture du gene;

Similaire a la colonne 2;

Similaire a la colonne 3;

S B

Valeur Rgb (non utilisé dans notre cas) ;

—_
e

Nombre d’exons du transcrit

—_
—_

. Liste des tailles de chaque exon séparées par des virgules;

—
[\

. Liste des positions de départ de chaque exon séparées par des virgules.

Exemple de représentation du CDS du transcrit £N.ST00000291722 au format BED12 :

9 133460066 133468653 ENST00000291722 0 + 133460066 133468653 0 4 121,73,108,91, 0,3416,7854,8496,

Le transcrit £NST00000291722, exprimé par le gene ENSG00000160325, est situé
sur le chromosome 9 sur le brin "+" et est situé entre les positions 133 460 067 et 133 468
653 incluses. Il est composé de 4 exons de 121, 73, 108 et 91 nucléotides en taille qui sont
situés aux positions relatives 0, 3 416, 7 854 et 8 496.
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4.2 : Exécution de BedTools intersect pour la recherche de trans-

crits prédits dans des bases de données auxiliaires

Nous avons utilisé la ligne de commande suivante pour effectuer la recherche de cor-
respondance entre transcrits prédits et transcrits connus dans des bases de données auxi-

liaires :
bedtools intersect -a prediction.bed -b reference.bed -wa -wb -f 1 -r -split

Les options "-wa" et "-wb" servent a donner la correspondance entre les deux transcrits
trouvés, "-f 1" précise que le transcrit prédit contenu dans "prediction.bed" doit s’aligner
de facon exacte sur le transcrit de référence décrit dans 'reference.bed", "-r" précise la
réciprocité de 'alignement, afin que le CDS du transcrit connu s’aligne parfaitement sur

le transcrit prédit, et "-split" précise que les fichiers sont des fichiers au format BED.

4.3 : Exécution de BedTools intersect pour la recherche de jonc-
tions d’exons spécifiques aux transcrits prédits
Nous avons utilisé la ligne de commande suivante pour effectuer la recherche de cor-

respondance entre les jonctions d’exons spécifiques et les lectures issus de données de

séquencage :
bedtools intersect -abam file.bam -b junction.bed -wa -wb -split -bed

Les options "-wa'" et "-wb" servent a donner la correspondance entre la jonction d’exons
ciblée et la lecture qui peut s’y aligner, "-split" précise que le fichier de jonctions d’exons
est au format BED, "-abam" indique que le premier fichier est au format BAM, et "-bed"

demande un fichier de sortie au format BED.
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Annexe 5 : Détails des échantillons de tissus utilisés

pour la confortation des jonctions d’exons spécifiques

5.1 : Echantillons de tissus utilisés chez ’humain

Echantillons Tissus

1-2 Glande surrénale (x2)
3-4 Colon (x2)

5-6 Cortex (x2)

7-8 Duodénum (x2)
9-10 (Esophage (x2)
11-12 Ceeur (x2)
13-24 Rein (x2)
15-16 Foie (x2)
17-18 Poumon (x2)
19-20 Ovaire (x2)
21-22 Pancréas (x2)
23-24 Peau (x2)
25-26 Rate (x2)
27-28 Estomac (x2)
29-30 Testicule (x2)
31-32 Glande thyroide (x2)

Liste des 16 échantillons de tissus utilisés pour la recherche de jonctions d’exons spécifiques
dans le cas des transcrits prédits chez 'humain. Ces 16 échantillons de tissus sont en
duplicat. Ces données proviennent de D. WANG et al. 2019.
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5.2 : Echantillons de tissus utilisés chez la souris

Echantillons Tissus

1-3 Cerveau (x3)
4-6 Colon (x3)
7-9 Duodénum (x3)
10-12 (Esophage (x3)
13-14 Ceeur (x2)
15-17 Iléon (x3)
18-20 Jéjunum (x3)
21-23 Rein (x3)
24-26 Foie (x3)
27-29 Muscle quadriceps (x3)
30-32 Pancréas (x3)
33-35 Estomac (x3)
36-38 Thymus (x3)

Liste des 13 échantillons de tissus utilisés pour la recherche de jonctions d’exons spécifiques
dans le cas des transcrits prédits chez la souris. Ces 13 échantillons de tissus sont en
triplicat a I'exception des échantillons de tissus du coeur qui sont en duplicat. Ces données
proviennent de 'article de SOLLNER et al. 2017.
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5.3 : Echantillons de tissus utilisés chez le chien

Echantillon Tissus Races Références
1 Glande surrénale Bouvier bernois WUCHER et al. 2017
2 Sang Beagle HOEPPNER et al. 2014
3 Cerveau Beagle HOEPPNER et al. 2014
4 Cervelet Berger belge WUCHER et al. 2017
5 Cervelet Grand Bouvier Suisse | WUCHER et al. 2017
6 Cortex Berger belge WUCHER et al. 2017
7 Colon intestinal Bouvier bernois WUCHER et al. 2017
8 Follicule pileux Labrador WUCHER et al. 2017
9 Ceeur Beagle HOEPPNER et al. 2014
10 Jéjunum Labrador WUCHER et al. 2017
11 Kératinocyte Beagle WUCHER et al. 2017
12 Rein Berger belge HOEPPNER et al. 2014
13 Foie Beagle HOEPPNER et al. 2014
14 Poumon Beagle HOEPPNER et al. 2014
15 Glande mammaire | Grand Bouvier Suisse | WUCHER et al. 2017
16 Muqueuse buccale Golden retriever LE BEGUEC et al. 2018
17 Muqueuse buccale Labrador LE BEGUEC et al. 2018
18 Muqueuse buccale Caniches LE BEGUEC et al. 2018
19 Muscle Beagle HOEPPNER et al. 2014
20 Nez Labrador WUCHER et al. 2017
21 Nez Labrador WUCHER et al. 2017
22 Nez Labrador WUCHER et al. 2017
23 Bulbe olfactif Grand Bouvier Suisse | WUCHER et al. 2017
24 Ovaire Beagle HOEPPNER et al. 2014
25 Pancréas Berger belge WUCHER et al. 2017
26 Rétine Border Collie WUCHER et al. 2017
27 Peau Beagle WUCHER et al. 2017
28 Peau Grand Bouvier Suisse | WUCHER et al. 2017
29 Moelle épiniere | Grand Bouvier Suisse | WUCHER et al. 2017
30 Rate Berger belge WUCHER et al. 2017
31 Testicule Beagle HOEPPNER et al. 2014
32 Thymus Saluki WUCHER et al. 2017

Liste des 32 échantillons de tissus utilisés pour la recherche de jonctions d’exons spécifiques
dans le cas des transcrits prédits chez le chien. Ces 32 échantillons de tissus proviennent
de trois études publiées (LE BEGUEC et al. 2018 ; WUCHER et al. 2017 ; HOEPPNER et al.
2014).
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Annexe 6 : Détails des prédictions et des alignements

sur un triplet de génes

L’annexe présente un exemple des prédictions et des alignements réalisés pour le triplet
de genes £ N SG00000001167 - ENSMUSG00000023994 - ENSCAFG00000001580. La
premiere figure présente les transcrits connus pour chaque gene (a), les alignements des
trois modeles de geénes (b) et les transcrits prédits obtenus (c). La seconde figure illustre
I’alignement des blocs codants et des sites fonctionnels "> B > C <"et "> G > H <'

prédits dans la premiere figure.
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Three orthologous genes shared in human, mouse and dog:
ENSG00000001167, ENSMUSG00000023994, ENSCAFG00000001580
a Known transcripts:

Human ENST00000341376 [A<>BC<>D<>E<>F<>GH<>|<>|<>K] T Start codon
ENST00000353205 [A< >D<>E<>F<>GH<>I<>|<>K] T Stop codon Functional
<! Donor splice site sites
Mouse ENSMUST00000078800 [A< >C<>D<>E<>F<>GH<>I<>]<>K] s Acceptor splice site
ENSMUST00000162460  [A< >D<>E<>F<>GH<>I<>J<>Kl  |z: B! etc. Minimal transcript building blocks
ENSMUST00000046719 [A<>BC<>D<>E<>F<>GH<>I<>|<>K]
ENSMUST00000159063 [A< >D<>E<>F< >H<>I<>|<>K]

Dog ENSCAFT00000002475 [A< >C<>D<>E<>F<>GH<>I<>)<>K]

Gene models:

=

Le— A—A—A

G ‘ Alignment
o . .
G H I J K o Predfctf-:‘d site
Prediction
G H | J K <3 Site subgraph

A e—v—v—yv
ViV
Le— V—Vv—V

C Predicted transcripts:

Human From ENSMUST00000078800 [A<>C<>D<>E<>F<>GH<>I<>]<>K]
From ENSMUST00000159063 [A<>D<>E<>F<>H<>I<>]<>K]

Dog From ENST00000341376 [A<>BC<>D<>E<>F<>GH<>I<>]<>K]
From ENST00000353205 [A<>D<>E<>F<>GH<>|<>]<>K]
From ENSMUST00000159063 [A<>D<>E<>F<>H<>I<>]<>K]

Prédiction de sites d’épissage et d’exons, conduisant a la prédiction de transcrits. (a)
Modeles des CDS des transcrits connus. Ils font intervenir des blocs codants, et des sites
fonctionnels.Les blocs codants correspondent aux intervalles entre les sites fonctionnels.
Un méme nom de bloc apparaissant chez plusieurs especes indique une région conservée
et orthologue. Par exemple, deux transcrits connus chez la souris impliquent des exons
alternatifs dénommés C' et BC, ou les deux exons contiennent le bloc ‘C”’, et le bloc ‘B’
est une extension 5’ alternative de 'exon C'. Un CDS humain connu implique un exon
BC' estimé étre un orthologue de I'exon BC' de la souris, et le CDS canin connu implique
un exon C, orthologue de 'exon C' de la souris. (b) Alignement de modeles de geénes.
Chaque bloc et site d'un gene est aligné avec la séquence d’un gene orthologue, donnant
des alignements de paires de génes. Ces alignements révelent i) I'orthologie entre les sites
(ou blocs codants) déja connus, ii) I'homologie de séquence des sites (ou blocs) connus
avec des loci non annotés dans un autre gene, donnant des sites et blocs prédits (bulles
en pointillés). Ici, 'alignement des génes humain-souris révele la présence d’un homologue
humain du site accepteur de C, déclaré comme prédit. Il indique que le géne humain est
capable d’exprimer I'exon C' seul, sans la partie ‘B’. Prédictions supplémentaires : le site
accepteur H chez ’humain et le chien, et bloc ‘B’ plus son site accepteur chez le chien.
Le graphe de sites fonctionnel résume les relations d’orthologie par paires : un nceud est
un site fonctionnel et une aréte est une relation d’orthologie. (¢) Transcrits prédits. 5
transcrits sont rendues possibles par les prédictions de sites et de blocs.
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> B> C
Human 3_6 Cé\_@‘CAGGGTGGTGTCACTGCTGTGCAGTTGCAGACTGAGGCCCAGGTGGCATCCGCCT
Mouse ag CAG CAGGGTGGTGTCACTGCTGTCCAGCTGCAGACTGAGGCCCAGGTGGCATCCGCCT

exons C | Dog ag cag CAGGGTGGTGTCACTGCTGTCCAGTTGCAGACTGAGGCCCAGGTGGCATCCGCCT
and BC &>
Human  CAGGCCAGCAAGTCCAGACCCTCCAGGTA gt
Mouse  CAGGCCAGCAAGTCCAGACCCTCCAGGTA gt
Dog CAGGCCAGCAAGTCCAGACCCTCCAGGTA gt
> G >
Human  ag TTACAGTCCCTGTTTCAG GCATGATCACTATCCCAGCAGCCAGTTTGGCAGGAGCACA
Mouse  ag TTACAGTCCCTGTTTCAG GCATGATCACCATCCCAGCAGCCAGTTTGGCAGGGGCACA
Dog ag TTACAGTCCCTGTTTCAG GCATGATCACCATCCCAGCAGCCAGTTTGGCAGGAGCACA
H
exons | Human  GATTGTTCAAACAGGAGCCAATACCAACACAACCAGCAGTGGGCAAGGGACTGTCACTGT n  Always intronic nucleotide
X A i
and GH Mouse  GATCGTTCAGACAGGAGCCAATACCAACACAACCAGCAGTGGACAAGGGACGGTCACTGT | N Exonic nucleotide
Dog GATTGTTCAGACAGGAGCCAACACCAACACAACCAGCAGTGGGCAGGGGACTGTCACTGT | +—* Bloc interval
< ag Acceptor splice site
> > . o
Human  GACACTACCAGTGGCAGGCAATGTGGTCAATTCAGGAGGGATGGTCATG gt gt Donor splice site
Mouse  GACACTGCCTGTGGCAGGGAATGTGGTCAACTCAGGAGGAATGGTCATG gt ag  Predicted acceptor splice site
Dog GACACTACCAGTGGCAGGCAATGTGGTCAATTCAGGAGGGATGGTCATG gt n  Predicted exon

Détails d'un alignement de séquences : prédiction des sites et blocs accepteurs chez 1'hu-
main et le chien. Deux alignements multiples sont présentés ici, fournissant plus de détails
sur les prédictions illustrées dans la figure : les alignements des loci codant pour les exons
C et BC, et les exons H et GH. Les majuscules indiquent les nucléotides impliqués dans
les exons connus, et les minuscules indiquent les nucléotides introniques dont on n’a en-
core jamais observé I'appartenance a un exon. Par exemple, dans les genes de 'humain
et de la souris, le plus long exon BC' est connu (en majuscules). Dans le géne du chien
cependant, seul I'exon C' plus court est connu et les nucléotides en amont ont été observés
comme introniques jusqu’a présent (minuscules). Notez que I'exon C n’est pas connu chez
I'humain (il n’apparait dans aucun transcrit humain). Les sites d’épissage sont indiqués
en gras, et les sites d’épissage prédits sont soulignés. Par exemple, un motif “AG" chez
I’humain a été aligné avec I'accepteur connu “AG" de ’exon C' chez la souris, ce qui donne
un site d’épissage orthologue prédit chez ’humain (“AG" en gras souligné). Ce motif est
maintenant identifié comme un site accepteur de 'exon C' chez I'humain. De plus, un
motif “ag" chez le chien a été aligné avec l'accepteur “ag" connu de l'exon BC' chez la
souris, ce qui a permis de prédire un site d’épissage orthologue chez le chien (souligné
en gras “ag").Les nucléotides des exons prédits sont indiqués en rouge. Par exemple, un
motif “cag" chez le chien a été aligné avec la séquence “C' AG" du bloc connu ‘B’ chez
la souris, ce qui donne un bloc prédit (“cag" rouge). En conséquence, des exons C' et H
plus courts peuvent exister chez ’humain (seuls les exons BC' et GH plus longs étaient
connus). Chez le chien, deux nouveaux exons peuvent exister, H (seul GH était connu)
et BC (seul C était connu).
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Annexe 7 : Détails de la composition des tables de la

base de données

La base de données, dont le schéma relationnel est présenté a la figure 4.18, est consti-
tué de 19 tables.

La table gene contient les informations disponibles sur les 253 geénes dont la structure

est conservée avec les attributs suivants :

idGene : INT / Identifiant du gene généré pour la base de données;
sourceGId : VARCHAR / Identifiant Ensembl du géne;

chr : INT / Chromosome associé;

posStart : INT / Position génomique de début du gene;

posEnd : INT / Position génomique de fin du gene;

strand : ("+’-") / Sens de lecture du géne;

geneName : INT / Nom du gene;

idSpecies : INT / Identifiant de 1'espece associé au gene.

La table hasG T présente les relations entre les genes et les transcrits, pour connaitre

quels sont les transcrits associés a un gene :

idGene : INT / Identifiant du gene;
idTranscript : INT / Identifiant du transcrit ;

La table transcript contient toutes les informations disponibles sur les transcrits :

idTranscript : INT / Identifiant du transcrit généré pour la base de données;
sourceTId : VARCHAR / Identifiant Ensembl du transcrit ;

posStart : INT / Position génomique de début du transcrit ;

posEnd : INT / Position génomique de fin du transcrit ;

nbEzon : INT / Nombre d’exons codants constituant le transcrit ;
transcriptName : VARCHAR / Nom du transcrit ;

transcriptBiotype : VACRHAR / Biotype du transcrit ;

state : (’known’|'predicted’) / Statut du transcrit : connu ou prédit.

La table hasTFE contient toutes les relation entre les transcrits et les exons qui les

composent ainsi que leur position dans le transcrit :
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— 4idTranscript : INT / Identifiant du transcrit;
— idEzon : INT / Identifiant de I'exon;

— ezxonInTNb : INT / Numéro d’ordre de ’exon dans le transcrit.

La table exon contient toutes les informations génomiques sur les exons :
— idExon : INT / Identifiant de I'exon généré pour la base de données ;
— posStart : INT / Position génomique de début de 1’exon;;

— poskEnd : INT / Position génomique de fin de I’exon.

La table hasT1I contient toutes les relation entre les transcrits et les introns qui séparent
les exons qui composent les transcrits ainsi que leur position dans le transcrit :
— idTranscript : INT / Identifiant du transcrit ;
— idIntron : INT / Identifiant de 'intron;;

— dntrondnTNb : INT / Numéro d’ordre de I'intron dans le transcrit.

La table #ntron contient toutes les informations génomiques sur les introns :
— ddIntron : INT / Identifant de 'intron généré pour la base de données;
— posStart : INT / Position génomique de début de I'intron;

— posknd : INT / Position génomique de fin de U'intron.

La table orthoGene permet de connaitre les groupes d’orthologie entre genes :
— groupGId : INT / Identifiant du groupe d’orthologie;
— sourceGId : VARCHAR / Identifiant du gene.

La table groupOrthoG permet de relier les groupes d’orthologie aux identifiants gé-
nérés par CG-alcode :

— groupGId : INT / Identifiant du groupe d’orthologie;

— opggnb : INT / Numéro de la paire orthologue du groupe d’orthologie (correspond

au numéro de la paire de génes comparée dans 1'analyse par paires de CG-alcode).

La table pairTOrtho contient les relations d’orthologie au niveau du transcrit (source
et cible) :

— transcriptSource : VARCHAR / Transcrit source;

— transcript Target : VARCHAR / Transcrit cible;

— groupeGId : INT / Identifiant correspondant au groupe d’orthologie.
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La table sourceInfo contient les informations secondaires sur les genes :

— idGene : INT / Identifiant du gene;

— baseNameV : VARCHAR / Nom et version de la base de données d’origine du

gene ;

— caracteristic : VARCHAR / Caractéristique du gene;

— score : VARCHAR / Score du geéne;

— frame : VARCHAR / Cadre de lecture du gene;

— geneBiotype : VARCHAR / Biotype du gene.

La table species contient les especes étudiées :
— idSpecies : INT / Identifiant de Iespece;
— nameSpecies : VARCHAR, / Nom de I'espece.

La table exon__utr contient les informations sur les exons UTR :

— sourceGId : VARCHAR / Identifiant du gene;

— transcript : VARCHAR / Identifiant du transcrit ;

— posTStart : VARCHAR / Position génomique de début du transcrit ;
— posTEnd : VARCHAR / Position génomique de fin du transcrit ;

— strand : ('+’|-") / Sens de lecture sur le géne;

— ezon_utrStart : INT / Position de début de 'UTR;

— exon_utrEnd : INT / Position de fin de I'UTR.

La table result ValidationT contient les informations sur les transcrits prédits avec
leur statut de validation :
— idTranscript : INT / Identifiant du transcrit ;
— 4dValidation : INT / Identifiant de la méthodes de validation ;
— dSource : INT / Identifiant de la source de données utilisée ;
— nbSpecificJunction : INT / Nombre de jonctions d’exons spécifiques (par défaut 0
siil n’y en a pas);
— nbSpecificJunctionFound : INT / Nombre de jonctions d’exons spécifiques identifiés

avec des lectures.

La table sourceValidationT contient les information sur les sources de données uti-
lisées pour les validations :

— idSource : INT / Identifiant de la source de données utilisée ;
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— nameSource : VARCHAR / Nom de la source de données utilisée ;
— typeSource : VARCHAR / Type de données ('database’|’read’) ;
— remark : VARCHAR / Informations supplémentaires.

La table typeValidationT contient les informations sur les méthodes de validations
employées :
— 4dValidation : INT / Identifiant de la méthode de validation ;
— nameMethod : VARCHAR / Nom de la méthode utilisée : 'annotation’, ’all_junction_known’,
‘specific__junction__in__reads’; 'no__evidence’

— description : VARCHAR / Descriptions supplémentaires.

La table geneSet contient les relations entre les genes et 'identifiant de 1’ensemble
auquel ils appartiennent :

— idGene : INT / Identifiant du gene;

— idSet : INT / Identifiant de I'ensemble;

La table typeGeneSet contient la description des ensembles de genes (ensemble 135
ou 118, avec ou sans transcription alternative avérée) :
— 4dSet : INT / Identifiant de ’ensemble;
— nameSet : VARCHAR / Nom de I'ensemble de genes ("Set135", "Set118");
— description : VARHAR / Description de I'ensemble de genes ("transcriptome__conserved",

non

"alternative__transcription__true', "alternative _transcription_ false").

La table refCDS contient les informations sur les groupes de CDS orthologues :
— ddTranscript : INT / Identifiant du transcrit ;
— idCDS : INT / Identifiant du groupe de CDS orthologue ;
— transcriptUsed : BOOL / Si le transcrit est utilisé dans cette étude;
— wutrFound : BOOL / si les UTR sont trouvés dans le transcrit (5" et 3" UTR).
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Comparer des structures de génes pour la prédiction de transcrits alternatifs codants

chez 'humain, la souris et le chien

Mot clés : Bioinformatique, génomique comparative, épissage alternatif, transcription alterna-

tive, orthologie, prédiction de transcrits

Résumé : Les organismes vivants sont
capables d’exprimer plusieurs transcrits (ou
ARN) alternatifs a partir d’'un méme géne. Ces
transcrits sont responsables des mécanismes
de régulation de l'organisme, certains sont
traduits en protéine. Détecter 'ensemble des
transcrits pouvant étre exprimés par un géne
est aujourd’hui un probleme ouvert auquel
de nombreuses méthodes informatiques telles
que le séquencage des données de I'ARN, les
méthodes d’alignements de séquences épis-
sées ou encore les méthodes de génomiques
comparative tentent de répondre. Cette these

propose une méthode de génomique compa-
rative permettant de comparer la séquence de
génes partagés par plusieurs especes. Il en
résulte une méthode de prédiction de trans-
crits a une échelle multi-especes, en s’ap-
puyant sur une structure de graphes. Cette
méthode a été appliquée a trois espéces (hu-
main, souris, chien). Elle a permis de prédire
un nombre important de transcrits et d’iden-
tifier un ensemble de génes conservés entre
les trois espéces et partageant les mémes
structures exoniques et les mémes CDS.

To compare gene structures for prediction of alternative coding transcripts in human,

mouse and dog

Keywords: Bioinformatics, comparative genomics, alternative splicing, alternative transcrip-

tion, orthology, transcript prediction

Abstract: Living organisms are capable of
expressing several alternative transcripts (or
RNAs) from a single gene. These transcripts
are responsible for the regulatory mechanisms
of the organism, some of them are translated
into protein. Today, detecting the set of tran-
scripts that can be expressed by a gene is an
open problem to which many computational
methods such as RNA sequencing, spliced
sequence alignment methods or comparative
genomics methods try to address. This the-

sis proposes a comparative genomics method
to compare the sequence of genes shared by
several species. The result is a method for
predicting transcripts on a multi-species scale,
based on a graph structure. This method was
applied to three species (human, mouse, and
dog). It allowed to predict a relevant number
of transcripts as well as to identify a set of
genes that are conserved between the three
species and that share both the same exonic
structures and the same CDS.
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