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Avant-propos

L’objectif de ces travaux de these, est I’étude des relations génotype-phénotype a travers le
prisme de 1’évolution, par des approches de génomique comparative. Ils ont abouti, in fine, au
développement d’outils complémentaires permettant d’explorer sous plusieurs angles le rapport
entre 1’histoire évolutive des genes et leurs fonctions. Ces outils ont été intégrés a deux
ressources publiques, Ortholnspector 3.0 et MyGeneFriends, et appliqués a 1I’étude d’une classe
de pathologies génétiques, les ciliopathies.

Les chapitres d’introduction sont au nombre de trois, un pour chacun des axes essentiels sur
lesquels s’appuient mes travaux.

Le premier pose le contexte général dans lequel s’inscrit cette thése, 1’étude des relations
génotype-phénotype. Je commencerai par donner le contexte historique en exposant comment
la compréhension des relations génotype-phénotype a évolué au cours du temps puis aborderai
la fagon dont I’émergence des technologies a haut-débit en a révolutionné 1’é¢tude. J’illustrerai
ces progres en décrivant les principales technologies ‘omiques’ et la maniére dont chacune
permet d’étudier un aspect distinct du passage du génotype au phénotype. J’aborderai ensuite
les défis associés aux données massives issues de ces technologies et surtout les opportunités
ouvertes par I’intégration des données omiques, qui permettent de reconstituer une image
compléte des systémes biologiques a partir de données parcellaires mais complémentaires. La
notion d’intégration est en effet essentielle pour comprendre mes travaux, dont 1’objectif est de
concevoir des marqueurs évolutifs a méme d’étre exploités dans cette logique.

Le second chapitre décrit le cadre conceptuel dans lequel je me suis placé pour 1’élaboration de
marqueurs évolutifs a savoir, le champ de la génomique comparative qui permet I’analyse de
données massives sous ’angle de I’évolution. J’y définirai les notions de base : le concept
d’homologie et ce qu’il permet d’apprendre sur la fonction des €¢léments génomiques. Surtout,
je montrerai les multiples possibilités d’exploitation des données génomiques massives offertes
par la génomique comparative pour en apprendre plus sur le Vivant. Je détaillerai, en particulier,
les exploitations ayant trait a I’étude des relations génotype-phénotype, avec le profilage
phylogénétique, représentation de I’histoire évolutive des geénes que j’utiliserai dans mes
travaux comme marqueur évolutif. J’illustrerai concrétement le potentiel de ce dernier en
présentant le cil eucaryote, dont 1’é¢tude a grandement bénéficié¢ de la génomique comparative
et qui est emblématique de la complexité des relations génotype-phénotype.

Finalement, le dernier chapitre s’intéresse en détail a I’inférence des relations d’orthologie,
préalable a toute étude de génomique comparative et donc, au profilage phylogénétique. Je
décrirai les méthodes existantes permettant de réaliser cette inférence, et les problématiques qui
y sont liées dans le contexte des données massives. Dans ce chapitre, j’attribuerai une place
importante aux ressources publiques dédiées aux relations d’orthologie et surtout, a la fagon
dont ces ressources permettent de représenter synthétiquement et de contextualiser ces données
pour en guider Dinterprétation. Ces deux aspects ont orienté en grande partie mes
développements autour des marqueurs évolutifs.

La section Contributions s’articule elle aussi en trois chapitres ; les deux premiers décrivent la

conception et I’exploitation de marqueurs évolutifs tandis que le dernier montre son application
concrete a I’étude des ciliopathies.
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Le premier chapitre décrit la fagon dont j’ai exploité les données génomiques massives pour en
extraire une information synthétique a travers la plateforme d’orthologie d’Ortholnspector 3.0,
qui sert de socle a I’ensemble des outils d’exploitation développés par la suite. Je décrirai la
fagon dont j’ai répondu aux différentes problématiques des données massives, a savoir la
s¢lection de données pertinentes et de qualité, I’organisation des données et la gestion technique
du flux de données, dans I’optique d’une plateforme de génomique comparative complete.
Finalement, je mettrai en avant I’importance de la représentation synthétique des relations
d’orthologie pour en faciliter I’exploration et faire de I’histoire évolutive un marqueur aisément
interprétable.

Le second chapitre détaille les méthodes et outils que j’ai développés pour exploiter ces
marqueurs évolutifs selon trois grands axes : passer de I’histoire évolutive d’un géne au
phénotype qu’il induit, éclairer un phénotype par I’histoire évolutive des génes qui y sont
associés et finalement, relier les geénes partageant une histoire similaire. Je décrirai
I’implémentation des outils correspondants dans Ortholnspector 3.0 et illustrerai ces outils et
leur complémentarité par des applications a I’étude des relations génotype-phénotype. Avec la
derniére partie de ce chapitre, je montrerai comment le marqueur évolutif peut étre exploité de
concert avec d’autres types de données, dans le contexte de MyGeneFriends, un réseau social
reliant génes, maladies et chercheurs.

Les deux plateformes dont il est question dans ces deux premiers chapitres, Ortholnspector 3.0
et MyGeneFriends ont fait I’objet de publications dans des revues avec comité de lectures. Ces
publications sont disponibles en annexe de la thése.

Le troisiéme et dernier chapitre est consacré a l’exploitation multi-niveaux des profils
phylogénétiques dans le cadre de I’étude du cil et des ciliopathies. Ces travaux ayant fait I’objet
d’une publication détaillée, celle-ci constitue I’essentiel du chapitre. Je reviendrai sur ces
travaux en illustrant concrétement I’importance de la représentation des données et la
complémentarité des divers outils d’exploitation, thémes vus aux chapitres précédents.

Un chapitre Matériel et méthodes est disponible a la suite de la section contribution, détaillant
les sources de données utilisées au cours de cette these, les détails techniques des plateformes
et outils auxquels j’ai contribué ainsi que les protocoles de manipulation de données que j’ai
Suivis.

A la lumiere de I’expérience acquise au cours de cette these, je conclurai sur I’importance de la
représentation et la contextualisation des données omiques. J’y ajouterai une réflexion sur les
multiples possibilités d’exploitation de 1’histoire évolutive pour comprendre les systemes
biologiques, en esquissant des perspectives d’extension des marqueurs évolutifs pour I’étude
du Vivant.
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1 Les relations génotype-phénotype : des premiers pas a la
révolution des omics

La notion de génotype désigne I’ensemble de I’information héréditaire d’un individu, porté par
le génome. Pendant longtemps, son contenu ainsi que son support, sont restés inaccessibles. A
I’opposé, tous les traits observables ou qu’il est possible de mesurer a 1’échelle macroscopique
comme microscopique chez un individu constituent son phénotype. Le phénotype résulte de
I’interaction de deux facteurs, le génotype d’un individu et son environnement. Les relations
génotype-phénotype décrivent les associations qui existent entre une partie de 1’information
génétique, les genes ou d’autres éléments génétiques, et I’apparition d’un trait phénotypique
donné. En s’intéressant aux relations génotype-phénotype, on cherche donc a comprendre le
role de chaque géne dans les mécanismes biologiques et dans le cadre médical, comment
certaines variations de ces geénes peuvent conduire a une pathologie.

Dans ce chapitre, je retrace la fagon dont la compréhension des mécanismes liant génotype et
phénotype a évolué¢ avec notre compréhension du vivant. Je montre notamment comment les
technologies a haut débit, dites omics, ont constitué¢ une révolution pour I’étude de ces
mécanismes tout en en révélant toute la complexité. Je termine par un tour d’horizon des
méthodes modernes congues pour évaluer cette complexité, basées sur l’intégration de
I’ensemble des informations a disposition.

1.1 L’émergence des relations génotype-phénotype

1.1.1 La transmission des caractéres : naissance du concept de géne

Deés les premiers temps de ’histoire, 1’idée qu’une information cachée ordonne 1’apparition des
caractéres physiques et observables ¢€tait intimement liée au concept d’hérédité. 11 était évident
qu’un enfant ressemble le plus souvent a ses deux parents, voire a ses grands-parents. Dans un
autre contexte, I’élevage montrait qu’il est possible d’obtenir des races d’animaux douées d’un
caractere voulu en faisant les croisements judicieux. Les principales théories de 1’hérédité qui
ont imprégné pendant longtemps I’histoire de la biologie remontent a I’Antiquité. Selon
Hippocrate (460-377 av. J-C.), chaque partie du corps d’un individu adulte produit des fluides
qui convergent dans les organes reproducteurs et se mélangent lors de la reproduction pour
déterminer les caractéristiques de I’enfant. Ultérieurement, Aristote (384-322 av. J-C) formulait
I’idée selon laquelle la « graine », la contribution de ’homme, générait la forme permettant de
mouler la « matiére », la contribution de la femme. Ces deux modéles cherchaient avant tout a
expliquer les mécanismes de la reproduction, mais aussi comment les caractéristiques des deux
parents étaient observables chez 1’enfant. Pour autant, les traits héritables dérivaient seulement
du phénotype de parents et la notion de génotype n’étant pas présente, il ne s’agissait pas encore
de théories de I’hérédité au sens ou nous I’entendons de nos jours. Ces deux modéles, bien que
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ne reposant sur aucune base expérimentale, furent les vues dominantes sur la question pendant
pres de 2000 ans (Cobb, 2006). L’observation directe des cellules germinales par Leeuwenhoek
(1632-1723) pour le spermatozoide, puis par Von Baer (1792-1876) pour 1’ovule, fournit une
connaissance plus compléte de la reproduction, mais apporta peu d’éléments sur la fagon dont
ces gamétes transmettent I’information a la descendance.

Les bases théoriques des mécanismes de 1’hérédité furent véritablement posées au XIXe siecle,
avec les célebres travaux de Gregor Mendel (1822-1884). Son corpus d’expérimentations
repose sur le croisement de lignées pures de pois de Valence sur plusieurs générations et 1’étude
de la ségrégation de caractéres discrets au cours des générations. Le résultat de ces expériences
permit d’affirmer les premiers concepts clés en génétique : les caracteres observables des étres
vivants sont déterminés par des facteurs discrets et chaque organisme possede une paire de ces
facteurs, qui peuvent exister sous différentes formes, les alleles. Ces facteurs se transmettent
selon trois lois, appelées lois de Mendel : 1. IIs sont transmis a la descendance par les gametes,
portant seulement un alléle de chaque facteur. 2. Ils ségrégent de fagon indépendante lors de la
formation du gamete. 3. Certains alleles ont un mode d’expression dominant sur les autres.
L’allele dominant détermine I’effet du caractere.

En séparant les traits observés et les facteurs porteurs de 1’information, Mendel marque donc
un tournant dans la compréhension de 1’hérédité en séparant I’information du caractere observé.
Ses travaux n’auront cependant un impact qu’un siécle plus tard. En effet, c’est en 1909, en
s’inspirant, entre autres, des travaux de Mendel, que Wilhelm Johansen définit pour la premiére
fois I’idée moderne de geéne, équivalent des ‘facteurs’ mendéliens. De 13, il définit le génotype
qui comprend I’ensemble des geénes dans un gaméte ou un zygote. Il oppose le génotype au
phénotype, qui est I’ensemble des caractéres observables d’un individu. Dans cette définition,
les traits ne se transmettent jamais d’un individu a I’autre, ce sont uniquement les génes qui
sont transmis et qui définissent ensuite le phénotype. Pour autant, Johansen prenait déja note
que I’environnement joue un role important dans cette relation et suggérait I’idée qu’un trait
phénotypique résulte non seulement de 1’effet de plusieurs génes, mais aussi de 1’interaction
entre ces genes et I’environnement.

1.1.2 Hérédité et évolution

Au XIXeme siecle, une autre avancée considérable fit date dans I’histoire de la compréhension
des relations génotype-phénotype : la théorie de I’évolution des especes par sélection naturelle.
Cette avancée ne répondait pas a la question de la transmission des caractéres d’un individu a
I’autre, mais a celle de 1’apparition des especes. A cette époque, la notion essentialiste selon
laquelle toutes les especes d’étres vivants ont €té créées en 1’état par Dieu et ne subissent pas
de transformation était remise en cause par 1’étude des fossiles par des naturalistes, dont
Georges Cuvier (1769-1832), qui remarqua que les especes que 1’on trouve a 1’état de fossile
n’ont pas d’équivalents modernes. Cela donna naissance au mouvement du catastrophisme, qui
postulait que des catastrophes majeures ménent a I’extinction comme a la création d’espéces.
Le catastrophisme restait toutefois fixiste, c’est-a-dire qu’il prévoyait que les espéces ainsi
créées ne subissent pas de modification au cours du temps.
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C’est dans ce contexte qu’en 1803, Jean-Baptiste Pierre Antoine de Monet, chevalier de
Lamarck, publia sa Philosophie zoologique qui lui vaudra d’étre considéré comme le fondateur
du transformisme. Dans ce systéme, il formula I’idée que les caracteres acquis et conservés par
un individu au cours de sa vie, sont transmis aux générations suivantes et affectent leur
descendance. Selon cette idée, un organe dont 1’usage est fréquent au cours de la vie d’un
individu se trouvera renforcé chez ses descendants, quand un organe peu utilisé finira par
disparaitre. Il s’agit ici de la premiere théorie impliquant un ‘changement’ des especes au cours
du temps, bien que dans cette conception, c’est en premier lieu le phénotype des individus qui
influe sur leur génotype.

En 1859, Charles Darwin publia son ouvrage De [’origine des espéces par le moyen de la
sélection naturelle dans lequel il développa sa théorie de 1’évolution. Celle-ci repose sur
I’observation qu’il existe des variations de caracteres entre individus d’une méme espéce et que
ces variations peuvent étre transmises a leurs descendants. En faisant le parall¢le avec la fagon
dont ces caracteres sont artificiellement sélectionnés par les éleveurs pour modeler les lignées
selon leurs besoins, Darwin fit I’hypothése que des variations peuvent étre naturellement
sélectionnées et que c’est la fixation de multiples variations de ce genre qui donne naissance
aux especes. L’hypothese de la sélection naturelle implique que les individus dont les variations
sont avantageuses dans leur environnement au sens large, se reproduiront plus efficacement et
donneront naissance a plus de descendants que d’autres individus non-avantagés. Si les
conditions se maintiennent, le nombre d’individus avantagés croitra et la variation se
transmettra donc a toute la population.

La théorie de 1’évolution de Darwin, contrairement au transformisme, n’impliquait pas que le
phénotype influe directement sur le génotype. Ce sont des variations héritables qui sont
sélectionnées au cours des générations, mais I’on n’en connaissait pas encore le support
physique.

1.1.3 Le support physique des génes

C’est au début du XXe siécle que la question du support des genes fut réellement abordée. En
1902, Walter S. Sutton (Sutton, 1903) observa que les chromosomes, dont I’existence était
connue depuis le siecle précédent, se conduisent de fagon similaire aux facteurs de Mendel.
Notamment, les paires de chromosomes se séparent pour se répartir parmi les gametes. 1l fit
alors I’hypothése que ces structures sont les porteuses des geénes, a raison de plusieurs génes
par chromosome. Cette théorie permettait également d’expliquer pourquoi les génes donnant
lieu a certains caractéres semblent ne pas ségréger de manicre indépendante et elle fut étayée
dans les années suivantes. La découverte du déterminisme sexuel par les chromosomes sexuels
Y et X chez le coléoptere Tenebrio molitor par Nettie Stevens en 1902 suivie par des
découvertes similaires d’Edmund Wilson (Wilson, 1905), posa le fondement des célebres
travaux de Thomas Hunt Morgan, reconnu comme un des peres de la génétique moderne. Ses
croisements de drosophiles lui permirent de démontrer [’existence de caracteres
morphologiques dont la ségrégation est liée au sexe et ainsi attester de la présence de ces génes

R




sur les chromosomes sexuels. Ses travaux aboutirent également a la premiére carte
chromosomique, placant pour la premicre fois les génes en tant qu’unité physique sur le
chromosome.

Le XXeéme siécle finit d’apporter une compréhension sur la nature réelle de 1’information
génétique dans le chromosome. Les expériences de Avery-MacLeod-McCarty (Avery et al.,
1944), puis de Hersey-Chase (Hershey et Chase, 1952) conclurent définitivement que le support
de I'information génétique chez les étres vivants est la molécule d’ADN et non pas ’autre
composant des chromosomes, les protéines pourtant plus complexes chimiquement et
longtemps pressenties. En 1953, James Watson et Francis Crick (Watson et Crick, 1953)
permirent définitivement de conclure la recherche du support de I’information génétique en
proposant la structure de la double hélice d’ADN, composée de deux brins complémentaires,
sur la base des clichés de diffraction électronique de Rosalind Franklin.

1.1.4 Du géne au phénotype ?

Ces informations en main, comprendre les relations génotype-phénotype revient a comprendre
quels sont les mécanismes permettant de passer de la molécule d’ADN a I’expression d’un
phénotype donné. Exprimé autrement, comment 1’on passe de I’ensemble des geénes a un
organisme complet et fonctionnel.

En 1958, Francis Crick (Crick, 1958) fera progresser la compréhension de ces mécanismes en
formulant pour la premicre fois une ébauche de la théorie centrale de la biologie. La séquence
d’ADN, linéaire, porte le code nécessaire pour synthétiser les protéines, qui sont les réelles
effectrices de la cellule. Il proposa notamment que le code génétique s’exprime sous forme de
triplets. L existence de I’ARN messager (ARNm), permettant de porter I’information génétique
de ’ADN dans le cytoplasme, fut théorisée trois ans plus tard par Jacob et Monod (Jacob et
Monod, 1961) et démontrée la méme année par Gros (Gros et al., 1961). Le code génétique fut
intégralement déchiffré quelques années plus tard par Nirenberg (Martin et al., 1962), venant
compléter le schéma du passage du géne a la protéine : I’ADN, porteur du geéne et capable de
s’auto-répliquer, sert de patron pour I’ARNm, qui est ensuite traduit par le ribosome en
protéine, selon un code de correspondance entre triplets d’acides nucléiques et acides aminés.
A partir de 13, il serait tentant de penser que la relation entre les génes, les protéines et en
définitive le phénotype, est linéaire (Un gene, une protéine, une fonction) mais les mécanismes
sont bien str plus complexes que cela.

Les avancées majeures en génétique, notamment les découvertes de Mendel et Morgan,
reposent sur 1’étude de caracteres liés a un geéne seul. Il s’agit cependant de cas particulier, un
trait phénotypique étant le plus souvent associé a plusieurs génes interagissant dans un systéme.
Cette intuition était d’ores et déja centrale pour Johannsen (Johannsen, 1923):




“But however far we may proceed in analysing the genotypes into separable genes or factors,
it must always be borne in mind, that the characters of the organisms - their phenotypical
features - are the reaction of the genotype in toto. The Mendelian units as such, taken per se
are powerless.”

Une meilleure compréhension du mécanisme d’expression des geénes n’a pas permis de
surmonter cet obstacle, principalement a cause de la complexité des systémes biologiques, que
I’on retrouve a tous les niveaux de la théorie centrale, des mécanismes régulant 1’expression
des geénes a ceux assurant les modifications des protéines en passant par 1’épissage des ARNm.
Cette complexité s'est révélée progressivement au cours des 60 années de recherche qui ont
suivi la découverte de I’ADN et a été pleinement mise en lumiére par 1’essor des omiques.

1.2 La révolution des omiques

Le suffixe ‘-omique’ désigne les méthodologies dites a haut-débit, dont le développement a été
trés rapide durant les 20 derni¢res années. Fondés sur le mot génome, historiquement
I”’ensemble des genes’, les omiques définissent ‘I’étude de I’ensemble’. De cette maniére, la
transcriptomique correspond a 1’étude de I’ensemble des transcrits et la protéomique a I’étude
de I’ensemble des protéines. Les méthodes omiques permettent 1’étude poussée des systémes
biologiques a chaque niveau, depuis le contenu du génome d’une cellule jusqu’a I’ensemble
des protéines qui y sont produites.

Dans cette section, j’aborde les principales méthodologies et technologies que I’on réunit sous
I’appellation omique ainsi que leurs apports respectifs dans 1’étude des relations génotype-
phénotype. Ces descriptions n'ont pas vocation a étre exhaustives, ainsi je n’aborderai pas, par
exemple, la métabolique ni la lipidomique, mais elles cherchent a illustrer par des exemples
concrets la grande variété des mécanismes impliqués dans les relations génotype-phénotype
que I’on peut aujourd’hui explorer a 1’aide de ces méthodes (Figure 1-1).
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Figure 1-1 Schéma du flux d’informations modulant la relation génotype-phénotype et les omiques
associées. Les différents niveaux de ce flux sont associés a des omiques et aux mécanismes qu’elles
permettent d’étudier. La diversité de ces mécanismes refléte la complexité des processus impliqués.




1.2.1 La génomique

La génomique est parfois considérée comme « la mere de toutes les omiques » : la premiere a
s’étre développée et a avoir atteint la maturité, mais aussi celle qui s’intéresse directement au
génotype (Figure 1-1). Ici, je présente brievement les avancées en termes de séquencage ADN
ayant permis son €émergence et les diverses applications auxquelles elle a donné naissance.

1.2.1.1 Bréve histoire du séquengage

Les premiéres techniques de séquencage, visant a retrouver I’enchainement des bases
nucléotidiques constituant un geéne ou un génome, furent développées dans les années 1960,
soit dix ans apres la découverte de I’ADN. Le développement des méthodes permit le
séquencgage d’objet de taille de plus en plus importante. Ainsi, la premic¢re séquence d’acide
nucléique completement déterminée fut celle de I’ARN de transfert (ARNt) de Saccharomyces
cerevisiae en 1965 (Holley et al., 1965) ; la premiere séquence d’ARN ribosomale, ’ARN 5S
de Escherichia coli en 1967 (Brownlee et al., 1967) ; le premier génome a ARN, celui du
bactériophage MS2 en 1976 (Fiers et al., 1976) et le premier génome a ADN, celui du
bactériophage ¢X174 (Sanger et al., 1977). Le séquengage par terminaison de chaine, ou
séquencage de Sanger fut la premiére technique a étre largement répandue et donna lieu aux
premieres machines de séquencage. Ce sont des variantes de ce protocole de séquencage, dit de
premiere génération, qui permirent ensuite le séquengage du premier génome complet bactérien
en 1995 (Haemophilus influenzae) (Fleischmann et al., 1995) et du premier génome eucaryote
(Saccharomyces cerevisiae) en 1996 (Goffeau et al., 1996). En 2001, la premiére version du
génome humain fut finalement obtenue par séquencage de premiere génération, au terme de
plusieurs années de travail (Lander et al., 2001).

Malgré ces réussites, les techniques de premiere génération restaient sujettes a des limitations
techniques rendant difficile le séquencage de génome a grande échelle, notamment pour des
raisons de colit. Pour cette raison, les séquenceurs de seconde génération, illustrés par les
techniques de pyroséquencgage proposées par 454 (Margulies et al., 2005) et la méthode Solexa
d’Illumina (Bentley et al., 2008) déclenchérent un changement de paradigme dans I’étude des
génomes. Basés sur le séquengage paralléle de millions de lectures courtes (400-500 paires de
bases pour 455 et 35 paires de bases pour Illumina), ils permirent d’augmenter
considérablement la quantit¢ d’ADN pouvant étre séquencé en une étape, réduisant dans le
méme temps le colit des projets de séquencage. A titre d’exemple, le séquengage du génome du
Dr. Watson avec des techniques de premicre génération s’étendit sur plusieurs années pour un
colit de 100MS$ (Levy et al., 2007), le méme génome fut séquencé en deux mois seulement pour
IMS$ (Wheeler et al., 2008) avec des technologies de seconde génération. La troisiéme
génération de séquenceurs, menée par Pacific Bioscience (Eid et al., 2009) et Oxford Nanopore
Technologies (Clarke et al., 2009), plus récente, permet 1’obtention de lectures longues (en
moyenne 10 kpb, et jusqu’a 882 kpb (Jain et al., 2018) ) dont la taille facilite I’assemblage des
génomes. Si elles sont encore sujettes a un taux important d’erreurs dans la caractérisation de
la séquence (5 a 15%)), elles sont utilisées en complément des techniques de seconde génération
pour combiner les avantages des lectures longues a la précision plus élevée des lectures courtes
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(Jain et al., 2018; Johnson et al., 2018). Avec I’avénement de ces technologies, le nombre de
projets de séquencage a véritablement explosé durant la derniere décennie, ouvrant la voie a
des exploitations du génome impossible auparavant ainsi qu’au phénoméne des données
massives en biologie (Stephens et al., 2015) et par la, au champ des omiques.

1.2.1.2 La génomique pour les relations génotype-phénotype

Le séquengage d’un génome complet consiste, tres schématiquement a fractionner des
échantillons d’ADN prélevés d’un tissu ou d’une culture d’organismes, éventuellement en
amplifier les fragments, puis a les séquencer. Les séquences ainsi obtenues sont ensuite
assemblées informatiquement de fagon a reconstruire le génome complet.

La possibilité d’obtenir la séquence du génome diploide d’un individu, soit son génotype, est
évidemment d’un intérét considérable dans 1’étude de son influence sur le phénotype. Une des
principales répercussions de la démocratisation des techniques de séquengage est 1’essor
considérable de leur utilisation dans le domaine du diagnostic ou il s’agit d’identifier le ou les
variants génétiques responsables des pathologies héréditaires. Le génome d’un individu humain
comptant, en moyenne, plus de 3 millions de variants par rapport au génome de référence (Shen
et al., 2013), cette recherche se concentre sur les variants peu fréquents dans les populations
humaines. On les compare pour cela a des données de référence, comme celles obtenues dans
le cadre du projet 1000 génomes (1000 Genomes Project Consortium et al., 2015), recensant
des dizaines de milliers de variants observés sur des milliers d’individus. Plus de 85% des
variants a I’origine de maladies étant contenus dans les exons (Rabbani et al., 2014) qui
représentent moins de 1,5% du génome, le séquencage d’exomes (I’ensemble des exons) est
préférée aux génomes complets pour ce type d’analyse.

Avec les réductions de colt, cependant, de plus en plus d’initiatives visent a 1’acquisition de
données de génomes complets a grande échelle. Pour une illustration parlante, (Telenti et al.,
2016) ont récemment séquencé plus de 10 000 génomes humains et des initiatives plus
ambitieuses encore ont été lancées telles que le Projet 100 000 génomes au Royaume-Uni ou le
Plan France Médecine génomique en France, visant a obtenir a terme plusieurs centaines de
milliers de séquences génomiques par an. Ces résultats sont donc amenés a se multiplier dans
le futur, rendent imaginables les comparaisons de génomes a grande échelle du type des genome
wide association studies (GWAS). Briévement, ces études ont pour principe de corréler des
informations génotypiques a I’existence d’un phénotype sur un échantillon important
d’individus. Si ces études sont classiquement réalisées sur des marqueurs de /loci
chromosomiques et non pas sur le génome entier, I’accessibilité croissante des techniques de
séquencage a haut-débit les rendent a présent envisageables au niveau génomique (van Rheenen
et al., 2016).

1.2.1.3 Seéquencage de cellule unique

Une des avancées technologiques les plus marquantes de ces derniéres années en termes de
séquencage est probablement I’apparition de séquencage de cellules uniques. Comme leur nom
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I’indique, ces techniques prennent avantage des technologies d’isolation des cellules,
notamment la micro fluidique, pour extraire I’ADN d’une seule cellule, puis I’amplifier avant
de la séquencer (Gawad et al., 2016). Bien que la qualité des génomes obtenus de cette fagon
ne soit pas au niveau de ce que 1’on peut obtenir par séquengage classique, du fait de la quantité
réduite de matériel, le séquencage de cellules uniques offre des opportunités inédites. Il est
notamment possible d’évaluer les changements introduits dans le matériel génétique dans les
cellules d’un organisme multicellulaire au cours de sa vie et donc, les variations que 1’on
retrouve au sein d’un méme organisme. Un des exemples iconiques est la possibilité de suivre
la trajectoire génétique des cellules cancéreuses pendant le développement des tumeurs (Kim
et Simon, 2014). Il s’agit, a ce titre, d’une technologie unique pour étudier les marqueurs
génotypiques de la prolifération cancéreuse.

1.2.1.4 Meétagénomique

La métagénomique, une variante des méthodes d’analyse génomique, consiste a séquencer non
pas le génome d’un organisme donné, mais de I’ensemble des organismes provenant d’un
échantillon environnemental (Quince et al., 2017). Brievement, les protocoles de
métagénomique nécessitent de prélever un échantillon de I’environnement d’intérét, d’en
extraire ’ADN, de le fragmenter afin de générer les bibliotheques de séquengage. Une fois le
séquencage réalisé, les séquences sont assemblées et attribuées aux différentes espéces
présentes dans 1’échantillon, par exemple en les comparant a des bases de données d’especes
connues ou en se basant sur la composition en bases nucléiques de 1’échantillon.

Les techniques de métagénomique permettent [’acquisition de séquences d’un nombre
important d’organismes microscopiques comme les bactéries, les archées, les protistes et méme
les virus. Elles rendent possible d’interroger des biosphéres d’une rare diversité : I’ensemble
des océans accessibles a I’homme (Sunagawa et al., 2015), les sols, les environnements
extrémes, mais aussi des environnements associés a des especes tels que la peau et le systéme
digestif des grands vertébrés.

De ce point de vue, la métagénomique apporte un moyen d’étudier les relations génotype-
phénotype en santé humaine. En effet, on estime que chez I’homme, les communautés
bactériennes représentent au minimum autant de cellules que les cellules proprement humaines
(Gilbert et al., 2018). A ce titre, la faune bactérienne d’un individu, ou microbiome, est un
facteur environnemental considérable affectant des traits phénotypiques tels que 1’absorption
de nutriments ou le systtme immunitaire (Schirmer et al., 2016). L’analyse des métagénomes
intestinaux peut ainsi permettre d’identifier des marqueurs de pathologies non-transmissibles
comme ’obésité (Ley et al., 2006).

1.2.1.5 Epigénomique

Le terme épigénétique rend compte de modifications héritables de 1’expression du génotype,
qui n’en modifient pas le contenu. Ces modifications correspondent a des modifications de 1’état
de la chromatine, induites par des altérations chimiques (méthylations, acétylations...) de
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I’ADN ou des histones. Les changements épigénétiques peuvent avoir lieu a des stades précis
du développement (ce qui permet la différenciation cellulaire) ou en réponse a des conditions
environnementales. Du fait des modifications épigénétiques, deux individus ou cellules portant
le méme génotype peuvent développer des phénotypes différents, a I’image des types cellulaires
chez les métazoaires.

L’épigénomique est I’omique dédiée a I’étude des modifications épigénétiques sur I’ensemble
du génome. Schématiquement, les méthodes d’épigénomique reposent sur le séquencage ciblé
d’échantillons du génome traités préalablement pour en isoler les régions de chromatine
ouverte, accessibles a la transcription (DNAse-seq) ou les régions portant des modifications
ciblées (ChipSeq) (Friedman et Rando, 2015). Ces techniques sont €galement utilisées en
dehors du contexte de 1’épigénomique pour identifier les régions ou se fixent les facteurs de
transcription régulant I’expression des genes.

L’état de I’épigénome est spécifique d’un type cellulaire ou d’un tissu donné, et la
détermination d’épigénomes de référence pour I’ensemble des tissus humains est actuellement
un objectif majeur d’efforts internationaux, dans le cadre d’initiatives comme le Infernational
Human Epigenome Consortium (Stunnenberg et al., 2016). Ces références sont bien sir
importantes pour comprendre comment un méme génotype donne lieu a des phénotypes
différents au niveau cellulaire.

Les modifications épigénétiques, en définitive, régulent la fagon dont les genes sont exprimés
dans une cellule donnée. Ils se situent de cette fagon a un niveau plus élevé que la génomique
sur I’échelle passant du génotype au phénotype (Figure 1-1). Les autres omiques que nous
allons voir par la suite s’¢lévent encore sur cette échelle en ne s’intéressant plus aux génes mais
a leurs produits.

1.2.2 La transcriptomique

La transcriptomique consiste en I’étude de ’ensemble des transcrits, les molécules d’ARN,
présents dans une ou plusieurs cellules a un moment donné. Le domaine de la transcriptomique
a émergg dans le début des années 2000 avec I’apparition des puces a ADN ((Lowe et al., 2017)
pour une revue sur les technologies transcriptomiques). Ces puces présentent a leur surface des
milliers de séquences nucléotidiques de taille réduite, appelées sondes, et permettent par
hybridation aux transcrits étiquetés avec un fluorophore d’identifier les transcrits présents dans
un échantillon et de les quantifier dans une certaine mesure. Depuis une dizaine d’années
cependant, la transcriptomique utilise également les technologies de séquengage de deuxieéme
génération, avec I’avénement du RNA-seq. Briévement, ces techniques sont basées sur le
séquengage des transcrits présents dans un échantillon qui sont ensuite alignés a un génome de
référence.

Contrairement a la génomique ou I’information est stable dans le temps, la transcriptomique

permet d’obtenir une vision de la dynamique des processus cellulaires. Par exemple, des
mesures a différents stades du développement offrent une vision des variations de I’expression
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des genes, a la fois qualitativement et quantitativement. Il est ainsi possible de suivre les
changements d’expression d’un geéne dans le temps, en réponse a des changements de
conditions comme I’apparition d’un pathogéne ou I’administration d’un médicament, ou dans
I’espace par les différences d’expression d’un méme géne d’un type cellulaire ou d’un tissu a
’autre.

Un apport important de la transcriptomique est I’identification et la quantification de
I’expression des ARN non codants (ARNnc) qui ne sont pas traduits en protéines mais
interviennent a différents niveaux des processus cellulaires. Sans entrer dans les détails, on
compte dans cette catégorie les ARN ribosomaux et ARN de transfert nécessaires a la traduction
en protéines mais aussi les long ARN non codants, les micro ARN, les petits ARN interférant
impliqués dans la régulation de 1’expression des genes, ou encore les petits ARN nucléaires
impliqués dans la maturation des ARNm dont leur épissage. Les mécanismes d’épissage des
ARNm controlent la facon dont un geéne s’exprime en protéine par le biais de 1’épissage
alternatif, mécanisme par lequel un méme géne peut donner plusieurs transcrits, et
potentiellement plusieurs protéines différentes, par I’inclusion ou non de certains exons. La
encore, la transcriptomique apporte des informations additionnelles par rapport a la génomique,
en permettant I’identification et la quantification des transcrits alternatifs (Trapnell et al., 2010).

De bien des fagons, la transcriptomique en s’intéressant a la fagon dont les éléments génétiques
s’expriment au sein des cellules, donne donc une vision complémentaire a la génomique sur la
fagon dont le génotype est traduit en phénotype.

1.2.3 La protéomique

La protéomique est I’omique qui s’intéresse a un des niveaux le plus proche du phénotype en
identifiant les protéines présentes dans un échantillon. Elle repose sur des principes techniques
trés différents des deux premiéres omiques que nous avons vues plus tot, car elle s’intéresse a
une molécule fondamentalement différente des acides nucléiques. Un des défis majeurs étant
que, contrairement a I’ADN, il est impossible d’amplifier les protéines présentes dans un
échantillon ; il est donc nécessaire de travailler directement avec la quantité disponible.
Néanmoins, les technologies impliquées évoluent aussi et avec elles le potentiel ouvert par
I’analyse directe des protéines seules ou en interactions dans la cellule (Altelaar et al., 2013).
Les méthodes de protéomique modernes reposent principalement sur la spectrométrie de masse.
Les protocoles standards comprennent I’extraction des protéines de 1’échantillon, le traitement
par une protéase pour les réduire en peptides, puis la fragmentation de 1’échantillon par
chromatographie liquide. Les peptides de chaque phase sont ensuite fragmentés par
spectrométrie de masse, ce qui permet d’en identifier la séquence. L’identification de la protéine
correspondante peut ensuite se faire par comparaison a une base de données.

A linstar de la transcriptomique, la protéomique informe sur les processus biologiques
inaccessibles par I’étude du seul génome. Elle permet notamment I’identification précise des
sites de modifications post-traductionnelles, la glycosylation, la phosphorylation, la
nitrosylation ou 1’ubiquitination, dont le rdle est central au bon fonctionnement de la cellule.
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En s’intéressant directement aux réels effecteurs de la cellule, la protéomique rend possible la
caractérisation des interactions protéines-protéines ayant lieu dans la cellule. Ces réseaux
d’interactions sont caractérisés par une organisation en modules hiérarchiques, chacun
correspondant a une fonction donnée ou a un phénotype donné, comme une pathologie. Ces
particularités sont utilisées pour reconstruire les réseaux fonctionnels permettant de comprendre
comment la dysfonction d’un seul géne influence le phénotype final et identifier d’autres génes
potentiellement associés a ce phénotype (Barabasi et al., 2011).

1.2.4 Phénomique

La phénomique est la discipline s’intéressant au dernier niveau de I’échelle menant du génotype
au phénotype (Figure 1-1) I’ensemble des traits phénotypiques d’un individu. En principe, le
phénome décrit I’ensemble des informations microscopiques comme macroscopiques, que I’on
peut mesurer pour un individu et qui peuvent varier en fonction du temps et d’une cellule a
’autre, ce qui le rend impossible a caractériser intégralement. Dans les faits, le terme désigne
donc I’acquisition de multiples données phénotypiques a I’échelle de I’organisme (Houle et al.,
2010).

Les mesures phénotypiques les plus completes possibles sont essentielles a I’examen des
relations génotype-phénotype car elles permettent de tirer profit des données a haut-débit
générées par les autres omiques, notamment en réalisant des études d’associations entre les
variants observés et les phénotypes, de type GWAS. Le besoin de centraliser les informations
phénotypiques pour réaliser ces analyses a, par exemple, permis le développement de la Mouse
Phenome Database (Grubb et al., 2014), qui regroupe de nombreux enregistrements
phénotypiques sur les différents souches de souris utilisées en laboratoire.

Une autre approche rentrant dans le cadre de la phénomique est la caractérisation détaillée des
différences phénotypiques dues a ’atteinte d’un ou plusieurs genes notamment dans le cadre
des maladies génétiques. Une définition précise des phénotypes associés aux pathologies
connues permet d’orienter la recherche de genes impliqués dans d’autres pathologies avec des
syndromes proches. En santé humaine, ces informations phénotypiques sont structurées dans
des bases de données comme Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) et Human
Phenotype Ontology (HPO). Ces annotations standardisées permettent de classifier les
pathologies en modules en fonction du nombre de phénotypes en commun, qui superposés aux
réseaux de genes issus des autres omiques, peut montrer leur associations a des modules
fonctionnels communs (Wu et al., 2009).

1.3 Défis et opportunités des omiques

Les technologies a haut-débit, tout en permettant d’éclairer la complexité des processus
biologiques, ont fait passer le vivant dans I’¢ére des données massives, les fameuses big data
(Stephens et al., 2015). La gestion et I’exploitation de ces données pour la compréhension des
relations génotype-phénotype sont donc soumises aux défis propres aux données massives, a
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savoir les probléemes de qualité, d’hétérogénéité et de flux des données. Plutot que d’explorer
la forme que prennent ces problemes au niveau de chaque omique, je les illustrerai ici avec la
génomique dont I’exploitation est au cceur de cette these.

1.3.1 La qualité des données génomiques

Un des défis posés par les données massives est le probleme de leur qualité et de leur
hétérogénéité. Toutes les données accessibles ne sont pas pertinentes, a plus forte raison
lorsqu’elles sont issues de protocoles expérimentaux différents. En ce qui concerne les données
génomiques, les sources d’erreurs sont nombreuses et les controles qualité y sont nécessaires a
plusieurs étapes.

Malgré les nombreux développements et améliorations des protocoles et des machines de
séquencage ces dernieéres années, toutes les technologies de séquengage sont sujettes a des
erreurs lors de la détection des bases nucléiques. La plupart des protocoles d’analyse des
données de séquencage intégrent des programmes permettant de filtrer les lectures sur la base
de leur qualité afin de limiter I’impact des erreurs de séquengage sur 1’assemblage du génome
(Pabinger et al., 2014). Le risque potentiel d’erreur dans la détermination de la séquence finale
dépend également de la profondeur de séquencage. Ce parametre correspond au nombre de fois
ou chaque base du génome est lue en moyenne, plus la profondeur est élevée, plus on peut étre
stir de la bonne attribution des bases dans la séquence génomique.

La profondeur de séquencage est également déterminante pour obtenir une séquence génomique
complete, ou tout au moins la plus compléte possible. Lors de 1’assemblage de novo (sans
séquence de référence déja connue), les lectures chevauchantes sont dans un premier temps
regroupées les unes aux autres en séquences consensus continues, les contigs qui peuvent elles-
mémes étre regroupées en scaffolds. Ainsi, deux indicateurs de la contiguité d’une séquence
génomique sont le nombre de contigs nécessaires pour couvrir la moitié¢ du génome et la taille
en paires de bases du plus petit contig a ajouter pour couvrir 50% du génome (N50).

Les problemes de qualité au niveau de I’acquisition des données se répercutent dans leur
interprétation. J’illustre ce probléme par les données d’annotations que 1’on retrouve dans les
bases de données publiques. La séquence de génes présents aux extrémités de contig, quand ils
ne sont pas complétement absents de la base, sont fragmentaires. Les annotations automatiques,
méme de génomes complets, font régulierement des erreurs dans les prédictions des bornes des
séquences codant pour les protéines, notamment dans 1’identification du codon stop ou dans la
détermination des bornes exons/introns. Finalement, les annotations fonctionnelles des genes
par des protocoles automatisés sont elles aussi sujettes a erreur, ce qui méne a une proportion
considérable de mauvaises annotations dans les bases de données publiques, de 25% a 60% des
séquences protéiques selon les familles de protéines considérées (Schnoes et al., 2009). Ces
difficultés tendent a augmenter avec le temps : les annotations erronées pouvant étre réutilisées
pour annoter d’autres séquences, ce qui mene a des propagations d’erreurs d’un génome a
’autre (Gilks et al., 2005).
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Les erreurs de prédiction de geénes ou d’annotation fonctionnelle peuvent étre résolues par
I’intervention d’experts dans la curation de données, permettant d’augmenter de fagon
considérable la fiabilité de celles-ci, mais le flux des données rend impossible I’application de
ces interventions a grande échelle. Cet état de fait est derriere I’asymétrie des deux sections de
la base de connaissances UniprotKB (The UniProt Consortium, 2017), dédiée aux séquences et
a I’annotation de protéines. Ainsi en novembre 2018, TrTEMBL, la section qui contient les
entrées de protéines issues de procédures automatiques, en totalise plus de 126 millions, quand
Swissprot regroupe 558 590 entrées ayant fait I’objet d’une évaluation manuelle, soit moins
d’1% des données totales.

1.3.2 Flux des données en génomique

Le séquengage a haut-débit produit a minima des dizaines de petaoctets de données par an, des
projections récentes estiment que 1’ensemble des données génomiques approchera les
zettaoctets (10%') de données d’ici une dizaine d’années, et que les données génomiques
humaines représenteraient a elles seules de 2 a 40 exaoctets (10'%) d’ici 2025 (Stephens et al.,
2015) (Figure 1-2). Au regard de la derniére décennie, le volume de données génomiques
double tous les 7 mois et les prévisions pour les années qui viennent estiment, au plus bas,
qu’elles continueront a étre multipliées par deux tous les 12 mois. Ces chiffres illustrent bien
I’arrivée de la biologie dans I’ére des données massives, d’autant plus qu’ils ne prennent pas en
compte les données générées par les autres ‘omiques’, dont la croissance est similaire.
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Figure 1-2 Croissance du séquencage ADN. Volume des données génomiques humaines en fonction
du temps en termes de nombre de génomes (axe gauche) et croissance de la capacité¢ annuelle de
séquencage (axe droit). Quelques jalons de I'histoire du séquengage y sont indiqués pour référence, ainsi
que les projections de croissance jusqu’en 2025. Adaptée de (Stephens et al., 2015).
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L’augmentation exponentielle des données disponibles pose des problémes nouveaux en
biologie dans le sens ou ces données doivent étre stockées de maniere efficace, étre aisément
mises a disposition malgré leurs tailles et pouvoir étre analysées dans des délais raisonnables.
Cela nécessite I’acces a du matériel performant, mais surtout, d’étre en mesure d’extraire la
connaissance des données disponibles et de la représenter synthétiquement pour en faciliter
I’analyse et I’acces au plus grand nombre.

1.3.3 Vers l'intégration des données ?

Chacun des types de données ‘omiques’ permet de décrire une partie des mécanismes en jeu
dans le passage du génotype au phénotype, qui ne sont pas accessibles aux autres. Une
description plus compléte de ces relations passe donc par la considération en parallele des
données issues de I’ensemble des technologies a haut débit. L’accumulation massive de
données ‘omiques’ décrivant de nombreux contextes biologiques dans les bases de données
publiques est une opportunité considérable dans cette optique. La perspective de prendre en
compte I’ensemble des niveaux de I’échelle entre le génotype et le phénotype pousse au
développement de méthodes susceptibles de comparer des données tres hétérogenes (tailles,
formats, dimensionnalités), plus ou moins bruitées, et plus ou moins informatives.

Une des méthodes traditionnelles d’analyse de données issues de différentes sources
(Gligorijevié et Przulj, 2015) est la création de graphes, ou réseaux, ou les genes sont les nceuds.
Les arrétes, c’est-a-dire les relations entre génes, sont issues de données expérimentales (par
exemple, les données d’interactions protéines-protéines, mentionnées plus tot) ou extraites
statistiquement d’un ensemble de données (co-expressions de genes) (Jansen et al., 2003). Ce
genre de représentation permet d’analyser simultanément les différents types d’informations, et
d’identifier les genes fortement interconnectés entre eux : les modules. Ces modules peuvent
étre mis en correspondance avec des entités phénotypiques, comme des processus biologiques
ou moléculaires (Dutkowski et al., 2013), ou encore des pathologies (Vanunu et al., 2010). La
construction des graphes peut suivre plusieurs types de méthodologie allant de la simple
projection d’associations qui combine les arrétes issues de différents jeux de données en un
graphe unique (Dutkowski et al., 2013) a la construction de réseaux bayésiens, intégrant le
pouvoir prédictif de chaque source pour estimer la vraisemblance des interactions (Jansen et
al., 2003) a partir d’ensembles de référence.

Les réseaux bayésiens rentrent également dans une autre vaste catégorie de méthodes
d’intégration des données biologiques, les méthodes d’apprentissage automatique (machine
learning). Ces méthodes ont pour avantage de permettre a la fois de mesurer I’apport de chaque
type de données pour répondre a une question biologique et de les combiner pour en faire un
prédicteur efficace. Un tel classifieur est utilisés par la base de données MitoCarta (Calvo et al.,
2016), inventoriant les génes humains impliqués dans la mitochondrie. Le classifieur integre
des données diverses issues d’analyses génomiques (domaines protéiques, homologies),
transcriptomiques (co-expression de geénes dans plusieurs tissus) et protéomiques (MS/MS), et
les combine pour prédire des genes associés a I’organelle (Calvo et al., 2006, 2016). Cette
application, comme d’autres du méme type (van der Lee et al., 2015), montre le potentiel
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supérieur de I’intégration des données pour prédire la fonction de genes comparé a I’analyse
d’un seul type de données.

Dans ce but, les méthodes d’intégration prennent avantage des mines d’or que représente
I’ensemble des données omiques enregistrées dans les bases de données publiques. On y
retrouve notamment les résultats d’expériences générées dans une grande variété de contextes
biologiques, que ce soit chez ’homme ou les organismes modeles. I1 s’agit donc de choisir les
données pertinentes relatives aux phénotypes d’intérét pour réaliser ces analyses multi-niveaux.

Au-dela des données relatives a I’homme ou aux organismes mod¢les, nous disposons d’un
autre gisement de données pour apporter une dimension supplémentaire aux analyses multi-
omiques : les séquences génomiques annotées d’une grande diversité d’especes vivantes. Ces
données couvrent jusqu’a 15000 (Mukherjee et al., 2017) organismes, dont la variété
phénotypique est plus que considérable. Leur exploitation dans des analyses intégratives
implique de pouvoir extraire de cette masse de données, des informations synthétiques et
pertinentes et donc, de les considérer dans un cadre commun. L’évolution, qui permet de faire
le lien entre toutes les espéces vivantes, peut constituer ce cadre. Comparer les données
génomiques de différentes especes dans ce cadre, permet d’en repérer les points communs et
les différences, et de comprendre comme ces différences se retranscrivent au niveau fonctionnel
et donc phénotypique.
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2 La génomique comparative a I'ere des big data

Une des révolutions apportées par la théorie de la sélection naturelle est I'idée que les
différentes espéces descendent d’un ancétre commun et que I’ensemble des espéces résultent
de variations successives des descendants de cette espece ancestrale. Les progres en biologie
moléculaire des 150 derniéres années ont complété cette théorie, en montrant que I’ADN est le
porteur de I’information génétique commun a tous les €tres vivants et que ce sont des variations
de cette molécule qui sont affectées par la sélection naturelle. Le terrain de I’évolution est donc
remarquable pour 1’étude des relations génotype-phénotype car il offre un cadre permettant de
comparer dans le méme temps les traits phénotypiques et le contenu génomique de plusieurs
étres vivants.

La génomique comparative est la discipline dédiée a I’étude comparée de la structure et du
contenu des génomes de différentes espeéces. Elle participe ainsi a la compréhension des
dynamiques évolutives du génome et de la fonction de I’ensemble des éléments génomiques. A
titre d’exemple sur les apports de la génomique comparative, la premi¢re comparaison de
génomes de mammiféres, I’homme et la souris, permit de déterminer que 5% de I’ensemble du
génome est soumis a une pression sélective a 1’échelle des mammiféres (Mouse Genome
Sequencing Consortium et al., 2002), soit une portion bien plus considérable que les régions
codantes du génome qui en constituent seulement 1%. L’essor considérable des techniques de
séquengage explique que ces ¢tudes comparatives se soient considérablement multipliées et
diversifiées ces dernicres années.

Dans cette partie, je définirai les principes fondateurs de la génomique comparative autour du
concept d’homologie et illustrerai leurs utilisations pour étendre notre compréhension du
vivant. J’aborderai ensuite la fagcon dont I’explosion des données génomiques a contribué a
I’essor de cette discipline et ce faisant, a affiner notre compréhension du génome et des
mécanismes de 1’évolution. Je terminerai sur son potentiel pour la description des relations
génotype-phénotype a travers les techniques du profilage phylogénétique en prenant pour
référence le cil eucaryote.

2.1 L’homologie : un concept pour la comparaison des génomes

L’homologie est la notion centrale en génomique comparative qui est essentielle pour toute
comparaison entre especes. Congue en premier lieu pour comparer des caracteres
phénotypiques, elle est principalement utilisée aujourd’hui pour définir les relations entre geénes
et par extension, entre protéines.
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2.1.1 Homologie de caractéres

Assez ironiquement connaissant son importance en biologie évolutive aujourd’hui, la premicre
définition de I’homologie est antérieure a la théorie de I’évolution proprement dite. Richard
Owen la définissait en ces termes : ‘The same organ in different animals under every variety of
form and function’ (Owen, 1843). Il s’agit ici d’un critére purement morphologique dont le but
¢tait de faciliter la comparaison des especes pour permettre leur classification. Owen oppose ce
concept a I’analogie qui décrit des structures avec les mémes fonctions, qui ne correspondent
pas au méme organe. Ses critéres pour distinguer les organes homologues sont d’ailleurs leurs
‘positions relatives et connections’. A titre d’exemple, les membres antérieurs des Vertébrés
tétrapodes ont des fonctions tres différentes : la marche chez la plupart d’entre eux, la nage pour
les cétacés, le vol pour les oiseaux et les chauves-souris mais 1’organisation similaire de leurs
os permet de les identifier comme homologues (Figure 2-1).

Avec I’acceptation de la théorie de 1’évolution, la définition du terme change pour devenir celle
qui est acceptée actuellement : les caractéres homologues sont les caractéres de deux especes
qui dérivent d’une méme structure chez leur ancétre commun. Sous la nouvelle définition, les
analogues sont des structures apparues indépendamment chez les ancétres de chaque espéce par
évolution convergente.

Humain Chien Oieau Baleine

Figure 2-1 Exemple de relation d'homologie. Les membres antérieurs des vertébrés, malgré leurs
morphologies différentes, descendent d'une méme structure ancestrale. Les structures homologues sont
désignées par couleur. Source : Wikipédia

Pour établir des relations d’homologie, on identifie les caractéres présentant des similarités de
structure entre certaines especes et on cherche ensuite des preuves que ces structures descendent
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bien d’un ancétre commun. Pour cela, on replace I’hypothése dans le cadre phylogénétique en
comparant la distribution de ce caracteére avec un arbre représentant les relations de parenté
entre ces especes, si les caracteres identifiés comme similaires sont présents seulement chez les
descendants d’un ancétre commun et chez la plupart de ceux-ci, on peut alors les confirmer
comme homologues.

Le principe d’homologie de caractéres s’est cantonné jusqu’a la moiti¢ du XXeéme siecle a
décrire les relations entre caractéres morphologiques observables et a constitué¢ le cadre de
référence pour la construction des classifications phylogénétiques du vivant, c’est-a-dire la
classification des espéces par rapport a I’ancétre duquel ils descendent (voir section 2.3.2 La
taxonomie du Vivant). Avec I’identification de I’ADN comme support de I’information
génétique et ’arrivée des techniques de séquencage, la définition de I’homologie est passée du
phénotype au génotype par son application aux objets macromoléculaires.

2.1.2 Homologie en génétique moléculaire

En génétique moléculaire, ’homologie décrit la relation entre deux génes ou protéines qui
descendent d’un méme geéne ancestral. De la méme facon que 1’on considére comme
homologues des structures avec des positions similaires dans le plan d’organisation, on pose
I’hypothése que les geénes sont homologues en se basant sur la similarité de leurs séquences,
mesurée en alignant celles-ci I’une a 1’autre. En effet, on suppose que deux geénes descendant
d’un ancétre commun tendent & conserver I’organisation globale et les résidus clés de la
séquence ancestrale, donc a avoir une similarité plus élevée que ce que 1’on attendrait par
chance.

I1 est toutefois important de noter qu”homologie et similarité ne sont pas interchangeables : la
premicre est une notion qualitative — on est homologue ou on ne I’est pas -, la seconde une
notion quantitative. En outre, deux séquences homologues n’ont pas forcément une forte
similarité. Conceptuellement, il est également impossible de démontrer que deux génes avec
une forte similarit¢é sont bien homologues et qu’ils ne dérivent pas d’une convergence
évolutive : un processus par lesquelles des séquences sans ascendance commune adopteraient
la méme séquence. On estime cependant que le cas est suffisamment rare pour que I’hypothése
tienne.

2.1.3 Orthologie et paralogie

On s’intéresse le plus souvent au concept d’homologie pour étudier 1’histoire évolutive d’une
famille de genes et obtenir des informations sur la fonction des produits de ces génes. Pour ce
genre d’étude, la notion d’homologue peut malheureusement manquer de précision. En effet,
contrairement aux traits phénotypiques, les génes sont sujets a des duplications qui entrainent
I’apparition de deux descendants d’'un méme geéne chez une méme espeéce. Pour prendre en
compte ce parametre, Fitch introduisit en 1970 (Fitch, 1970) deux catégories
d’homologue (Figure 2-2, Figure 2-3):
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e Les orthologues dérivent d’un méme ancétre commun par un événement de
spéciation ;
e Les paralogues dérivent d’un ancétre commun par un événement de duplication.

Ces deux catégories n’ont pas intrinséquement d’implications fonctionnelles ; elles se référent
uniquement a ’histoire évolutive des génes. Cependant, il est communément admis que deux
orthologues tendent a conserver une fonction similaire dans les organismes ou ils sont présents.
Par contraste, les paralogues ont des fonctions redondantes apres duplication et la présence
d’une copie peut contribuer a relacher la pression de sélection sur I’autre. Ceux-ci seraient donc
plus enclins a avoir des destins différents au cours de I’évolution. Si un résultat fréquent est la
perte de fonction d’un des génes qui dégénere en pseudogene, les copies peuvent développer
de nouvelles fonctions (néofonctionalisation) ou une fonction plus spécialisée par rapport au
genes ancestral (spécialisation) (Force et al., 1999). Je reviendrai sur I’impact des duplications
dans la section 2.3.3.3.

L’ hypothése voulant que les orthologues conservent plus souvent la fonction ancestrale, alors
que les paralogues se diversifient, est appelée la ‘conjecture d’orthologie’. Ce principe est
communément admis dans la communauté, bien que peu d’études se soient intéressées aux
différences fonctionnelles entre orthologues et paralogues (Studer et Robinson-Rechavi, 2009).
En 2011, une étude de Nehrt ez al. (Nehrt et al., 2011) jeta un pavé dans la mare par une étude
comparant les équivalences fonctionnelles entre des homologues de I’homme et de la souris, en
fonction de leur classe. Ce travail mis notamment en évidence un meilleur pouvoir prédictif des
paralogues pour déterminer la fonction des génes, notamment dans le cas des séquences a forte
similarité. Les auteurs mirent alors en garde contre 1’utilisation trop commune de la conjecture
dans les études comparatives.

Des études postérieures constatérent des biais dans 1’utilisation de Gene Ontology, un des points
majeurs de comparaison fonctionnelle utilisée par Nehrt pour étudier la correspondance
fonctionnelle (Altenhoff et al., 2012; Chen et Zhang, 2012). En corrigeant en partie ces biais,
Altenhoff ef al. ont montré que les orthologues étaient bien, en général, plus similaires en terme
de fonction que les paralogues. La différence est cependant faible et inégale selon les fonctions
considérées.

La conjecture d’orthologie reste une hypothése applicable a la plupart des cas et on note que, si
le lien direct a la fonction a pu étre remis en cause, il existe d’autres critéres objectifs plus
conservés entre orthologues qu’entre paralogues. Il a ét¢ notamment montré que 1’organisation
des introns (Henricson et al., 2010), la structure tridimensionnelle des protéines (Peterson et al.,
2009), I’architecture en domaines (Forslund et al., 2011) tendent a étre plus conservées entre
orthologues ou encore que ceux-ci s’expriment en général dans les mémes tissus (Kryuchkova-
Mostacci et Robinson-Rechavi, 2016).
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2.1.4 Inparalogie et outparalogie

Lorsque I’on compare des génes homologues dans deux espéces, il est important de déterminer
I’ordre des évenements de duplication ayant donné lieu a des paralogues, par rapport a
I’événement de spéciation séparant les deux espéces (Sonnhammer et Koonin, 2002). On
appelle outparalogues, les paralogues dérivant d’un événement de duplication antérieur a
I’évenement de spéciation. Une paire de génes paralogues était donc présente chez le dernier
ancétre commun des especes considérées et, en I’absence d’un événement de perte, chacune des
especes filles possede les paralogues issus de ces génes ancestraux (Figure 2-2). Les paralogues
ayant pour origine un événement de duplication postérieur a I’événement de spéciation sont eux
appelés inparalogues. On retrouve donc les paralogues issus de cette duplication uniquement
dans les espeéces d’une des branches issues de la spéciation. Les inparalogues sont considérés
co-orthologues des autres protéines descendant de 1’événement de spéciation considéré (par
exemple a2’ et a2’’ sont co-orthologues de a2 dans 1I’exemple de la Figure 2-2).

On le voit, les définitions d’inparalogues et d’outparalogues se référent a un événement de

spéciation donné, les mémes séquences paralogues peuvent en conséquence €tre considérées
inparalogues ou outparalogues en fonction de la spéciation a laquelle on se réfere.

[ @ ) Gene ancestral

Duplication

Spéciation

Duplication

Orthologues

l\:’/(f)rtho!ogue‘:s Q /u. ‘/cz:\J

/
\

" Outparalogues Inparalogues

Figure 2-2 Représentation schématique des relations de paralogie. Les deux catégories de paralogues
(outparalogues et inparalogues) sont définies par rapport a un événement de spéciation, ici entre 'homme
et la souris.
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2.1.5 Xeénologie

Les définitions des orthologues et des paralogues s’inscrivent dans une hypothése de
transmission verticale de I’information génétique : les génes sont transférés de 1’ancétre a ses
descendants. Elles ne couvrent donc pas le transfert horizontal de géne, c’est-a-dire d’une
espece a I’autre (Voir section 2.3.3.2 Les transferts de génes).

Le terme de xénologue (Gray et Fitch, 1983) permet de décrire les homologues dérivant d’un
tel événement (Figure 2-3). La xénologie a majoritairement été observée chez les procaryotes
ou elle est considérée comme un moteur considérable d’évolution, bien qu’elle soit parfois
difficile a distinguer de I’orthologie lorsqu’il s’agit d’un transfert entre especes proches. Le role
chez les eucaryotes est moins prédominant, notamment a cause de la séquestration du matériel
génétique dans le noyau, mais il apparait que les événements de transfert sont relativement
communs avec des procaryotes ou d’autres eucaryotes, par exemple entre hote et
endosymbionte ou par phagotrophie chez les eucaryotes unicellulaires (Soucy et al., 2015). A
titre d’exemple, une partie des génes de la mitochondrie, dont 1’origine est probablement
phagotrophique, sont passés dans le génome nucléaire des eucaryotes. Avec une définition aussi
simple, la relation peut englober des histoires évolutives différentes, plusieurs sous-catégories
ont donc été proposées pour les classifier de fagon plus nuancée (Darby et al., 2017).

2.1.6 Ohnologues et homéologues

Les ohnologues et homéologues désignent deux catégories d’homologues dus a des événements
évolutifs bien particuliers : les événements de polyploidies qui se traduisent par 1’obtention
d’une copie supplémentaire du génome. Ce qui distingue ces deux catégories est la nature
exacte de cet événement et la provenance de la copie supplémentaire, de la méme espéce ou
d’une autre.

Le terme ohnologue décrit une relation de paralogie ayant pour cause un évenement de
duplication complete du génome (Whole Genome Duplication, WGD) ou événement
d’autopolyploidie (Figure 2-3). Le terme a été proposé¢ par Ken Wolfe (Wolfe, 2000) en
hommage a Susumu Ohno (1928-2000), dont les travaux ont permis de mettre en évidence
I’importance des WGD dans I’évolution des vertébrés. Etant issus d’un événement de
duplication, les ohnologues sont une classe particuliere de paralogues. Cette distinction est
cependant importante pour étudier les effets des duplications de génomes sur 1’ensemble de
I’évolution et pour leur propriété propre : les ohnologues, issus d’un méme événement, ont
divergé entre eux sur une méme durée et leur contexte génomique est originellement identique.

Les homéologues sont une classe d’homologues dérivés d’un événement de spéciation, a
I’instar des orthologues, mais que 1’on retrouve dans la méme espece a la suite d’un événement
d’allopolyploidie (Figure 2-3) : la création d’une espeéce hybride par le croisement de deux
especes proches (Glover et al., 2016 pour une définition désambigiiisée). Les homéologues ont
des caractéristiques uniques parce qu’ils ont été soumis aux mémes types de pression évolutive
que des orthologues durant le temps entre la spéciation et I’hybridation, mais se retrouvent
ensuite en état de polyploidie de la méme fagon que les ohnologues. De maniére générale,
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I’étude des homéologues est importante pour mieux comprendre les implications évolutives de
I’allopolyploidie, un événement relativement commun chez les Plantes et dont on retrouve la
trace chez de nombreuses especes cultivées.

Les différentes catégories d’homologie que nous venons de voir sont des notions nécessaires

pour comprendre 1’histoire évolutive des geénes et ainsi appréhender les comparaisons entre
génomes. La Figure 2-3, ci-dessous, synthétise les caractéristiques de chacune.

Paires de genes trouvés Paires de génes trouvés dans

dans la méme espéece des especes différentes
Transfert horizontal
Genes Xénologues
provenantdun | Y% Orthologues
événement de Allopolyploidie
spéciation Homéologues

Autopolyploidie

Génes Ohnologues
provenantd'un |- -
evenement de
duplication Paralogues

- Paralogues

Duplication a petite échelle

Figure 2-3 Résumé schématique des catégories d'homologues. Ces classes sont définies en fonction
de I'événement qui les sépare et le contexte dans lequel on les retrouve. Les homologues issus de
polyploidie forment des catégories a part, indiquées en rouge. Adaptée de (Glover et al., 2016).

2.1.7 Homologies de domaines

Bien que la notion d’homologie soit souvent utilisée pour les génes ou les protéines, elle peut
se référer a d’autres entités biologiques notamment les domaines protéiques. En effet, un geéne
peut résulter d’un événement de fusion de deux genes, résultant en une protéine multidomaine.
Cette architecture modulaire peut réunir des unités aux histoires évolutives différentes. Dans ce
cas, une partie de ce géne fusionné peut tre homologue a un géne A et la seconde a un géne B
sans qu’A et B ne soient homologues entre eux. Ceci illustre la limite de ’utilisation du concept
de I’orthologie entre génes. Les événements tels que les fusions, les insertions, duplications ou
les pertes de domaines qui peuvent altérer la structure du géne, rendent « 1’équivalence » entre
orthologues plus incertaine : entre deux especes données, on estime qu’une proportion non
négligeable d’orthologues (de 10 a 50%) présentent une architecture en domaine variable
(Sonnhammer et al., 2014).

Lors d’études évolutives complétes, cet état de fait nécessite parfois de travailler non plus au

niveau du gene protéique, mais au niveau des domaines (Forslund et al., 2018) qui en sont
souvent les unités fonctionnelles.
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2.2 Exploiter ’'hnomologie pour renseigner sur la fonction

Les relations d’homologie, et a plus forte raison celles d’orthologie, définissent un cadre
théorique nécessaire a la comparaison des données génomiques entre plusieurs espéces. Dans
cette section, j’aborde la fagcon dont elles facilitent I’étude du Vivant, a la fois en permettant
I’étude inter-espéces des processus biologiques et en éclairant la fonction des séquences
moléculaires a la lumiere de 1’évolution.

2.2.1 Le transfert d’annotations

Comme nous 1’avons vu, les geénes orthologues ont tendance a conserver des fonctions
équivalentes d’une espéce a l’autre. Cette particularité est abondamment utilisée dans
I’annotation des génomes ou pour poser des hypothéses fonctionnelles préalables a des
expérimentations.

2.2.1.1 Annotation de génome

Une séquence génomique, méme compléte, apporte peu d’informations en soi si on ne sait pas
y placer les différents ¢léments génétiques, ni interpréter, méme superficiellement, le role de
ceux-ci dans l’organisme complet. Dans ce chapitre, je n’entrerai pas dans les détails
d’annotations de génomes proprement dites (voir (Yandell et Ence, 2012) pour une revue) ;
mais je détaillerai les deux étapes ou 1’orthologie est utilisée.

e Prédictions de génes protéiques : La plupart des stratégies d’annotation modernes
utilisent des informations ‘externes’ pour identifier correctement I’emplacement des
genes, complétant ainsi les prédictions de séquences codantes (coding DNA sequence,
CDS) basées sur des modeles. Le placement de séquences protéiques homologues sur
le génome, par le biais par exemple de TBLASTN (Camacho et al., 2009; Gertz et al.,
2006) fait partie de ces méthodes, exploitant les informations disponibles dans d’autres
especes. Ces informations sont notamment importantes pour placer les ¢éléments souvent
sujets aux erreurs d’annotations : le codon initiateur et les bornes exons/introns. La
comparaison avec des séquences homologues est également utilisée pour évaluer la
qualité de I’annotation d’un gene et ainsi faciliter la curation par des experts (Drigan et
al., 2016).

e Le transfert de fonctions : Une fois I’ensemble des geénes positionnés sur le génome,
la prochaine étape est de leur attribuer une fonction pour, par exemple, faire la lumiére
sur les particularités biologiques de I’organisme considéré. L’annotation fonctionnelle
des genes s’effectue en identifiant des orthologues dans d’autres espéces pour lesquelles
il existe des indications fonctionnelles, issues en grande partie de caractérisations
expérimentales, référencées dans des bases de données généralistes telles qu’UniProt
(The UniProt Consortium, 2017) ou par le biais de Gene Ontology (Gene Ontology
Consortium, 2015), puis en transférant ces annotations aux génes de fonction inconnue.
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Plusieurs protocoles automatiques permettent de réaliser cette annotation aujourd’hui
(voir (Amar et al., 2014) pour une comparaison de ces protocoles).

Les méthodes de transfert d’annotations s’appuyant sur I’orthologie offrent un gain de temps
considérable lorsqu’il s’agit d’annoter les génomes, il est cependant nécessaire d’en noter
quelques biais. Premi¢rement, si la fonction d’un orthologue tend a étre équivalente d’une
espéce a I’autre, ce n’est pas une loi absolue comme nous 1’avons déja vu. Deuxiémement, si
des erreurs existent dans les annotations des homologues auxquels 1’on se référe, cette erreur
se répetera avec le transfert d’annotation. Il est donc conseillé de partir le plus possible
d’homologues d’especes proches a celle d’intérét et de séquences ayant fait 1’objet d’une
curation par des experts.

2.2.1.2 Transfert de validation expérimentale

De la méme fagon, on peut utiliser I’information d’homologie entre génes pour transférer les
informations obtenues expérimentalement d’une espeéce a une autre, a condition que ces
organismes soient suffisamment proches pour permettre ce transfert.

Le consortium Gene Ontology (Ashburner et al., 2000; Gene Ontology Consortium, 2015), qui
met a disposition une annotation des génes a travers un vocabulaire standardis¢, transfere des
informations de fonction en se basant sur ce principe. En résumé, les annotations d’un gene,
lorsqu’elles dérivent d’une source expérimentale, sont transférées a ses orthologues dans le
méme embranchement taxonomique. Les annotations issues de ce genre de transfert portent le
code IEA (Inferred from Electronic Annotation). Gene Ontology intégre également le transfert
d’information semi-automatisé¢ prenant en compte les annotations d’homologues de plusieurs
especes et les relations phylogénétiques entre espéces (Gaudet et al., 2011). Ces annotations,
plus stres, portent le code IBA (Inferred from Biological ancestry).

2.2.2 Piloter I'utilisation des organismes modéles

La possibilité de transférer les informations obtenues sur les génes entre deux especes permet
I’étude d’un processus biologique au niveau moléculaire a travers plusieurs especes, et dans les
faits, chez les organismes modéles. Les méthodes de diagnostic basées sur le séquencage
d’exomes et génomes, répandues aujourd’hui permettent d’isoler des génes potentiellement
responsables de pathologies. Etudier la fonction des génes expérimentalement chez 1’homme
étant impossible pour des raisons éthiques, a fortiori a1’échelle de I’organisme, elles nécessitent
de passer par les organismes modeles. Travailler sur 1’orthologue de ces génes permet de tester
et vérifier des hypotheses fonctionnelles et d’une facon générale de mieux comprendre les
origines des pathologies (Spradling et al., 2006). En dehors des considérations pratiques,
notamment le colt, plusieurs parameétres peuvent rentrer en compte pour le choix de
I’organisme mode¢le :

e [L’existence d’un orthologue 1-a-1, la présence d’inparalogues rendant moins fiable le

transfert des conclusions.
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e La similarité entre homologues. Pour des séquences conservées, il est possible de
reproduire les variations considérées comme pathogenes et tester leur effet.

e Une homologie entre 1’ensemble des génes du processus étudié. De cette facon, les
mécanismes d’interactions mis en évidences ont une équivalence chez ’homme.

2.2.3 Les interologues : transférer les informations aux niveaux des systémes
biologiques

Lorsque I’on étudie un processus biologique, on s’intéresse non seulement a la fonction d’un
gene donné, mais également a leurs interactions avec d’autres genes, en d’autres termes au
systtme qui sous-tend ce processus. Comme nous ’avons vu au chapitre précédant, la
représentation de ces systémes sous forme de réseau est une forme d’intégration des données
omiques. Ces informations systémiques peuvent étre transférées d’une espece a ’autre par la
notion d’interologues.

Le terme d’interologues, proposé par (Walhout et al., 2000), décrit la relation entre deux couples
de protéines Ak et Bh d’une premicre espece et Am et Bm d’une seconde espece. On considére
que Ah-Bh et Am-Bm sont interologues si : (a) Ak est orthologues de Am, (b) B4 est orthologue
de Bm, (c) les membres de chaque couple interagissent entre eux (Figure 2-4).

Géne A ancestral Geéne B ancestral
% /\ Speciation
Ah Am Bh Bm
Urthologie Orthologie
a. b.
| |
"‘\\K / Interologie "\_\ ./I_,'-"
Interaction Interaction
Ah-Bh Am-Bm

C.

Figure 2-4 Représentation schématique d'une relation d'interologie. a. La protéine Ah humaine et la
protéine Am murine sont orthologues. b. Les protéines B/ et Bm sont orthologues. c. Ah interagit avec
Am, Bh avec Bm. Ah-Bh et Am-Bm sont interologues.

De la méme fagon qu’on utilise la conjecture d’orthologie pour émettre des hypothéses sur la
fonction de protéines a partir de la fonction des orthologues, on utilise le concept d’interologue
pour inférer les interactions entre protéines d’une espece donnée en se basant sur les interactions

[ L




connues entre leurs orthologues chez une autre espece. Cela permet notamment de tirer parti
des grands volumes de données obtenues par les expériences des analyses d’interactions a haut
débit par protéomique. Les différentes méthodologies pour inférer des interactions obéissent a
un principe simple : on identifie les orthologues de protéines en interaction et I’on transfert
I’information au couple d’orthologues, voire aux co-orthologues le cas échéant, en intégrant
parfois des parameétres comme la similarité de séquences. (Yu et al., 2004; Garcia-Garcia et al.,
2012).

Comme on pourrait I’attendre de méthodes visant a transférer de nombreuses informations
d’expériences a haut-débit, ces approches ont tendance a apporter des faux positifs. Pour cette
raison, les inférences d’interologie sont utilisées de fagcon combinée (Huang et al., 2007), en les
croisant avec des inférences issues de plusieurs especes ou avec d’autres données (Rhodes et
al., 2005; Wan et al., 2015). Une des meilleures illustrations de cela est probablement leur
exploitation dans la base de données d’interaction protéine-protéine STRING (Szklarczyk et
al., 2017) , ou elles sont I’un des nombreux indicateurs d’interaction possibles.

2.2.4 Etudes des familles de protéines

Une autre facon de tirer des informations fonctionnelles de I’homologie des génes ou des
protéines est d’analyser la fagon dont les pressions de sélection ont affecté leur séquence. 11
s’agit de comparer les séquences macromoléculaires homologues issues de différentes especes,
ce qui permet ensuite d’inférer des informations fonctionnelles notamment sur les éléments de
séquences importants fonctionnellement. Ces protocoles de comparaisons de séquences
homologues reposent principalement sur les alignements multiples de séquences, un outil
essentiel en génomique comparative.

2.2.4.1 Alignements de séquences

Apres séparation, les séquences homologues dérivent de la séquence ancestrale par des
événements de mutations ponctuelles (i.e., changement d’un acide nucléique au niveau de la
séquence génique, pouvant induire des changements d’acides aminés dans la séquence
protéique), des insertions ou délétions de séquences (indel). Le but des alignements de
séquences est d’aligner les résidus des homologues dérivant de la méme position dans la
séquence ancestrale. Cet objectif n’est pas trivial a atteindre pour la simple raison que cette
séquence ancestrale est inaccessible et dans les faits, les alignements de séquences deux-a-deux
se font par I’optimisation mathématique d’un score d’alignement. Bri¢vement, cela revient a
maximiser le nombre de résidus identiques alignés et a insérer des gaps aux emplacements
supposés des indels. Les méthodes d’alignements de séquences deux-a-deux permettent soit
I’alignement de I’ensemble des résidus des séquences, on parle alors d’alignement global
(Needleman et Wunsch, 1970), soit 1’alignement du segment le plus conservé, on parle alors
d’alignement local (Smith et Waterman, 1981). Les alignements locaux sont notamment utiles
lorsque les séquences comparées ne sont pas co-linéaires ou si I’on s’intéresse a ’homologie
d’une partie de la séquence seulement, par exemple un domaine.
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Si I’alignement de séquences deux-a-deux peut étre résolu grace a des méthodes déterministes,
les alignements impliquant plus de deux séquences aussi appelés alignements multiples de
séquences, sont un probléme NP-complet (Wang et Jiang, 1994), impossible a résoudre pour
un grand nombre de séquences. Les programmes d’alignements multiples utilisent donc des
méthodes heuristiques pour produire les alignements. Les méthodes d’alignements progressives
en sont un exemple, les séquences sont d’abord soumises a une étape de clustering ou elles sont
ordonnées selon leur proximité. Cet arbre détermine dans quel ordre les séquences sont ajoutées
progressivement a 1’alignement, avec a chaque étape des alignements deux-a-deux entre
séquences ou avec un profil représentatif des séquences déja présentes dans 1’alignement. Ces
méthodes sont intégrées dans les programmes ClustalW (Thompson et al., 1994) et T-Coffee
(Notredame et al., 2000), et servent aussi de base a des méthodes itératives telles que MAFFT
(Katoh et al., 2002), Muscle (Edgar, 2004) et ClustalOmega (Sievers et al., 2011).

Les alignements multiples de séquences permettent de visualiser les séquences homologues
dans un contexte ayant un sens biologique et d’en tirer des informations utiles a la
compréhension de leur fonction :

e Comparer I’organisation en domaine des différents homologues,

o Identifier les différences entre paralogues,

e Identifier les résidus les plus conservés, potentiellement importants pour la fonction de
la protéine,

e Inférer les structures secondaires ou tertiaires (tridimensionnelles) des protéines,

e Reconstituer I’histoire évolutive des genes.

2.2.4.2 Phylogénétique moléculaire

La phylogénétique moléculaire est la discipline qui s’applique a reconstruire 1’histoire évolutive
des protéines a partir des alignements multiples de séquences. De la méme manicre que la
phylogénie classique exploite des comparaisons de caractéres morphologiques pour classifier
les étres vivants en fonction de leur parenté vis-a-vis d’un ancétre commun, la phylogénie
moléculaire se base sur les comparaisons des séquences alignées pour retrouver leur relation
par rapport a la séquence ancestrale. Le résultat d’une telle comparaison prend la forme d’un
arbre dont les nceuds correspondent aux événements de spéciations et de duplications.

Les méthodes de phylogénie peuvent &tre divisées globalement en deux catégories (Yang et
Rannala, 2012) :

o Les méthodes basées sur les distances qui évaluent une matrice de distances entre
séquences et 1’utilisent pour générer un arbre par des algorithmes de clustering. La
méthode la plus couramment utilisée pour cette tache est 1’algorithme de Neighbour
Joining.

o Les méthodes basées sur les caractéres : Ces approches considérent I’ensemble des
séquences pour chaque position une a une, la nature du résidu a cette position étant
considérés comme un caracteére. A partir de ’ensemble des positions, on calcule un
score pour chaque arbre phylogénétique possible et 1’on sélectionne celui avec le
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meilleur score. Le maximum de parcimonie, le maximum de vraisemblance et les
méthodes d’inférences bayésiennes sont toutes des méthodes de cette catégorie.

Les méthodes de phylogénie moléculaire peuvent étre utilisées pour reconstruire 1’arbre
phylogénétique des especes en utilisant les séquences de génes ou protéines variant relativement
peu au cours de 1’évolution et présents dans la plupart des espéces, principalement les geénes
« domestiques » et les génes des ARN ribosomiques. Lorsqu’elles sont appliquées a 1’étude
d’une famille de geénes, elles permettent de reconstruire exactement 1’ordre d’occurrence des
événements évolutifs impliqués dans cette famille : en comparant a un arbre des especes fiables,
on peut identifier a chaque nceud de 1’arbre les événements de spéciations, de duplications et de
transferts horizontaux de génes.

A partir de I’étude phylogénétique d’une famille de protéines, il devient également possible de
reconstituer une séquence macromoléculaire au plus proche de la séquence ancestrale en
replacant les événements de substitutions et d’indels sur I’arbre phylogénétique (Thornton,
2004).

Comme nous I’avons vu dans cette section, 1’étude des relations d’homologie, et plus
particulierement d’orthologie, entre genes apporte des informations utiles pour 1’étude de leurs
fonctions, individuellement ou dans leurs relations les uns aux autres. La révolution génomique
des deux derniéres décennies a induit un changement d’échelle, en permettant d’étudier
I’homologie non plus au niveau des geénes mais a celui du génome et a travers une diversité
toujours croissante d’organismes vivants.

2.3 La génomique comparative pour connaitre le vivant

Avec le séquencage de plus en plus d’especes, la génomique comparative a contribué de fagon
importante a comprendre le Vivant : la structure des génomes, les nombreux mécanismes de
I’évolution et donne méme I’opportunité de reconstituer 1’histoire de la vie depuis son
apparition, il y a environ 4 milliards d’années. Dans cette section, je brosse un portrait de la
quantité¢ des données accessibles a la génomique comparative et survole les avancées permises
par la génomique comparative, pour notre compréhension du Vivant dans son ensemble et pour
faciliter I’interprétation des données génomiques.

2.3.1 L’apport des données massives

Comme nous I’avons vu dans le chapitre précédant, I’emergence des techniques de séquengage
a permis de démocratiser I’acces aux génomes complets et ce pour une quantité vertigineuse
d’especes. Les approches métagénomiques ont accéléré cette tendance, en donnant acces aux
séquences génomiques d’especes inconnues, difficiles a isoler ou non cultivables en laboratoire.

La croissance de la base de données Genomes OnLine Database (GOLD) (Mukherjee et al.,
2017), qui recense les projets de séquencage de génomes et métagénomes, est une illustration
flagrante de cette accélération dans 1’accumulation des données. La tendance n’a cessé¢ de
s’accélérer ces dix derniéres années (Figure 2-5) pour arriver, rien que pour I’année 2017, a
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I’ajout de plus de 23 000 ‘brouillons’ permanents et presque 4500 génomes complets. Au total,
on reléve aujourd’hui ~15 000 organismes pour lesquels il existe un génome complet d’apres
cette base de données. Le séquencage complet d’un génome demandant toujours une quantité
de ressources importante, relativement peu de projets vont jusqu’a I’assemblage du génome
dans son intégralité, mais donnent lieu a des ‘ébauches permanentes’, qui concernent jusqu’a
95 000 especes. Au niveau de la diversité, une grande partie de ces projets correspond a des
bactéries (85 000 ébauches permanentes, ~10 000 génomes complets), suivis par les eucaryotes
(4 500 ébauches permanentes, 424 génomes complets), les archées (800 brouillons permanents,
300 génomes complets) et les virus (3 000 brouillons permanents, 5 000 génomes complets).

Projets de séquengage génomiques
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Figure 2-5 Projets de séquencage terminés dans GOLD. L'acquisition de données génomiques s’est
considérablement accélérée ces dix dernieres années. Tiré de https://gold.jgi.doe.gov.

Ce nombre ne correspond qu’a une fraction minime des 2,3 millions d’espéces dont on connait
I’existence, mais on peut s’attendre a ce que la tendance a 1’accélération continue dans les
années qui viennent, avec I’émergence de projets ambitieux visant a s€quencer le génome de
I’ensemble des especes connues (Lewin et al., 2018). Pour autant, la diversité disponible est
d’ores et déja une opportunité unique pour étudier le Vivant a ’aune de 1’évolution.

2.3.2 La taxonomie du vivant

La théorie de I’évolution a révolutionné notre facon de penser le vivant, en théorisant
I’existence d’un ancétre commun a toutes les espéces vivantes. C’est ce changement de
paradigme qui a permis I’émergence de la systématique phylogénétique, visant a regrouper les
organismes vivants par les relations de parenté, devenue 1’outil de classification des especes
vivantes majoritaire depuis son introduction par Hennig en 1950 (Hennig, 1950). Cette
classification repose sur la comparaison de caracteres pour déterminer les relations les plus
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probables. Pour en servir de base, le génome est un outil de choix car il s’agit d’un des seuls
¢léments communs a I’ensemble des étres vivants cellulaires que I’on peut comparer.

Comme évoqué dans la section précédente, les phylogénies d’especes ont dérivé dans un
premier temps des phylogénies de génes conservés comme les ARN ribosomaux ou certains
génes ‘domestiques’, mitochondriaux comme nucléaires. L’avénement de ces méthodes,
concomitantes a celle du séquengage, ont permis de changer considérablement notre vision du
Vivant, jusque-la basée sur des comparaisons phénotypiques uniquement. Leur émergence
révolutionna notre compréhension des relations de parenté dans de nombreux groupes : les
Amphibiens (Frost et al., 2006), les Squamates (Townsend et al., 2004), les Amniotes (Hedges
et Poling, 1999) et méme les Métazoaires au sens large. Pour prendre ces derniers pour exemple,
les phylogénies moléculaires se basant sur les ARNr 18S enterrérent les conceptions
traditionnelles d’un clade regroupant les animaux articulés, notamment les arthropodes et les
annélides (Kim et al., 1996) et retrouverent une relation de proximité inattendue entre
arthropodes et nématodes, formant avec les tardigrades et les onychophores le clade des
Ecdysozoaires, animaux capables de muer (Aguinaldo et al., 1997).

Les phylogénies moléculaires sont surtout a I’origine d’un changement de paradigme important
dans notre représentation du vivant, d’'une hypothése voulant I’existence de deux grandes
Domaines du vivant, les procaryotes et les eucaryotes, elles nous ont fait passer a une
conception a trois Domaines : les Bactéries, les Archées et les Eucaryotes (Woese et al., 1990;
Woese et Fox, 1977), ces deux derniers constituant un clade monophylétique, ¢’est-a-dire
regroupant tous les descendants d’un méme ancétre commun. Les phylogénies moléculaires ont
également apporté¢ des €léments importants sur 1’origine de la mitochondrie, acquise par
endosymbiose (Sagan, 1967), en I’identifiant comme une proteobacteria a, proche du genre
Rickettsia (Gray et al., 1999). A ce titre, ces études comparatives sont un outil essentiel pour
nous éclairer sur les événements ayant eu lieu il y a plusieurs millions, voire milliards, d’années.

A I’ere du séquencage a haut débit, les phylogénies peuvent s’appuyer sur des comparaisons
incluant des comparaisons a I’échelle du génome (Crawford et al., 2012) et un nombre toujours
plus élevé d’espéces (Alexander Pyron et Wiens, 2011; Bininda-Emonds et al., 2007; Pyron et
al., 2013) pour parfaire notre compréhension de I’arbre de la Vie. Il apparait toutefois que ces
comparaisons, en théorie plus fiables, ne remettent pas en cause la plupart des hypothéses
définies sur une quantité bien moindre de séquences (Pyron, 2015). L’état actuel de nos
connaissances en taxonomie est accessible dans des bases de données publiques, telle que la
base Taxonomy du NCBI (Federhen, 2012; Sayers et al., 2009) et initiative Open Tree of Life
(Hinchliff et al., 2015; Rees et Cranston, 2017). Le contenu de ces bases de données, comme
notre conception de la taxonomie, ne sont toutefois en aucun cas gravés dans le marbre, et
peuvent étre remises en causes, par exemple, suite a la découverte de nouvelles especes.

Encore récemment, la découverte d’un nouvel embranchement d’ Archées, nommés ASGARD
en référence au panthéon nordique (Spang et al., 2015; Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017) , a
saisi I’intérét de la communauté. On retrouve chez ces Archées des homologues de protéines
jusque-la considérées comme spécifiques des Eucaryotes, notamment des protéines de
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cytosquelettes (Actin) et de trafic intracellulaire. Ces découvertes ont attisé le débat autour de
la question contentieuse du placement des Eucaryotes dans 1’arbre du Vivant, en tant que clade
frére des Archées ou inclus en son sein.

Ainsi notre représentation de 1’arbre du Vivant (la Figure 2-6 illustre une vision récente de
celui-ci), éclairée par la diversité génomique a notre disposition est amenée a évoluer et a se
raffiner par la suite, elle est toutefois suffisamment stable pour servir d’appui a des analyses
comparatives qui sont I’objet du reste de la section.
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Figure 2-6 Le diversité de I'arbre du Vivant. Arbre phylogénétique récent reconstruit a partir des
séquences de protéines ribosomales comprenant 3 083 génomes. Les embranchements majeurs sont
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2.3.3 La plasticité génomique

Les génomes des organismes vivants sont sujets a des variations importantes, il suffit pour s’en
convaincre de comparer le génome circulaire des bactéries et archées aux 23 paires de
chromosomes du génome humain. Méme entre organismes relativement proches, on trouve des
différences dans la taille du génome, le nombre de genes, et I’organisation des différents
¢léments génétiques. La génomique comparative a permis d’appréhender cette plasticité et
d’envisager les mécanismes biologiques qui en sont responsables. Dans cette section, je décris
quelques-uns des événements majeurs qui structurent 1’évolution du génome en soulignant ce
que les comparaisons a 1’échelle du génome ont permis d’en apprendre. J’insiste notamment
sur les concepts importants pour comprendre le contexte de mes travaux.

2.3.3.1 Ordre des génes et réarrangements chromosomiques

Les analyses comparatives a I’échelle du génome permettent tout d’abord d’étudier la
conservation de 1’ordre des genes, ou synténie, entre espéces. Cela est réalisé traditionnellement
en identifiant les relations d’orthologie entre les génes de chacun des génomes et en comparant
ensuite leur position sur celui-ci.

Les études de ce genre, menées chez les procaryotes ont montré que la synténie est
généralement retrouvée entre especes proches (échelle du genre), mais se perd rapidement avec
la distance évolutive (Huynen et Bork, 1998). L’ordre des génes est moins conservé que la
séquence des orthologues et ceci chez les archées (Lecompte et al., 2001) comme chez les
bactéries. Certains moteurs de ces différences sont les mécanismes de réarrangements (Hughes,
2000) au niveau du génome que 1’on peut classer en deux grandes catégories :
e La translocation : un segment du génome est transféré d’une position chromosomique
a autre,
e [’inversion : un segment du génome est replacé au méme endroit, mais dans une
position inverse.

Ces réarrangements, déja fréquents entre especes proches, peuvent expliquer les variations
importantes dans I’ordre des geénes entre especes ¢éloignées (Hughes, 2000). Si la synténie est
trés peu conservée chez les procaryotes, certains éléments génomiques échappent a cette régle.
Les opérons, groupes de geénes consécutifs sur la séquence génomique dont I’expression est
concomitante et qui codent généralement pour des protéines impliquées dans la méme voie, en
sont un bon exemple. On retrouve ces genes dans le méme ordre chez des especes relativement
¢loignées. D’une maniére générale, la conservation de 1’ordre des genes peut donc étre
indicatrice de correspondance fonctionnelle (Tamames, 2001)

Les réarrangements sont également fréquents chez les Eucaryotes, bien qu’ils soient plus
difficiles a étudier a cause de la taille des génomes. Les deux principaux types de
réarrangements sont les translocations (échanges) de séquences intra et interchromosomiques,
et les inversions de séquences au niveau du méme chromosome (Eichler et Sankoff, 2003). La
fréquence de réarrangements différe selon les espéces ou les chromosomes considérés, mais
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I’ordre des génes, bien qu’encore moins conservés que les séquences d’orthologue, le reste plus
que chez les procaryotes (Koonin, 2009; Zdobnov et al., 2005). On ne retrouve pas d’opérons
chez les eucaryotes, mais il a ét¢ montré que les disruptions de synténie ne sont pas
complétement aléatoires et que certains génes fonctionnellement proches tendent a étre
colocalisés (Hurst et al., 2004). A titre d’exemple, une étude réalisée sur les génomes d’especes
modeles a montré que les génes impliqués dans les mémes voies métaboliques ont tendance a
étre plus colocalisés qu’attendu par chance (Lee et Sonnhammer, 2003). Cette propension a la
proximité entre geénes fonctionnellement proches, que ce soit chez les Procaryotes ou les
Eucaryotes, peut étre utilisée pour des inférences fonctionnelles, nous reviendrons sur ce point
dans la section 2.3.5.

2.3.3.2 Les transferts de genes

Les comparaisons a I’échelle du génome ont également mis en lumicre 1’ampleur, dans
I’évolution, des transferts horizontaux de genes (horizontal gene transfert, HGT). Ceux-ci sont
aujourd’hui considérés comme le moteur majeur de I’évolution chez les Procaryotes, Bactéries
comme Archées, et tiennent également une place importante chez les Eucaryotes (Soucy et al.,
2015). A partir de la séquence génomique, on peut les détecter selon deux grandes méthodes.

La premiére se base sur des biais de composition des séquences. En effet, la composition en
nucléotides (A+T/G+C) varie entre especes (Sueoka, 1988), comme la fréquence de
dinucléotides et 1’utilisation préférentielle des codons synonymes (codant pour un méme acide
aming). En s’intéressant aux biais anormaux de composition au niveau du génome, on peut donc
potentiellement identifier les transferts horizontaux (Lawrence et Ochman, 2002), & condition
qu’une signature génomique différente existe entre les deux génomes (Koski et al., 2001).

Une autre méthode, plus utilisée, est celle dite du conflit phylogénétique (Soucy et al., 2015) :
il s’agit de générer I’arbre phylogénétique du ou des génes étudiés et de le comparer a un arbre
des especes. Une différence notoire entre ces deux arbres, rendant compte d’une proximité
inattendue entre génes d’especes ¢€loignés permet de supposer le transfert horizontal. Cette
méthode est cependant moins efficace pour détecter les événements entre espeéces proches (la
différence entre les arbres étant minime ou nulle), ce qui peut étre résolu par un échantillonnage
plus fin, incluant plus de représentants d’especes de forte proximité taxonomique.

Inclure des espéces de forte proximité taxonomique est d’autant plus important chez les
procaryotes qu’une majorité des événements de transferts horizontaux a lieu entre espéces
proches (Williams et al., 2012). Ainsi, par comparaison d’espeéces ayant divergé récemment,
Treangen et Rocha (Treangen et Rocha, 2011) ont montré que des genes initialement attribués
a des duplications sont attribuables a des événements de transfert, illustrant ainsi I’importance
des transferts dans 1’évolution des génomes bactériens. Les transferts de génes y sont tellement
fréquents que la notion de génome décrit parfois mal la réalit¢ d’une espéce, ainsi seulement
6% des familles de genes retrouvés chez les différentes souches d’Escherichia coli sont
présentes chez 1’ensemble de ses représentants connus (Lukjancenko et al., 2010). On parle
alors de pan-génome pour décrire les génes retrouvés chez tous les représentants d’une espece.
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Les transferts horizontaux de génes étant en comparaison moins nombreux chez les Eucaryotes,
principalement a cause de I’enveloppe nucléaire et de la distinction entre lignées germinales et
somatiques chez les pluricellulaires, leur détection pose moins de difficultés que chez les
Procaryotes d’autant plus qu’une proportion importante provient d’espéces ¢loignées, souvent
de bactéries. Un exemple emblématique des HGT chez les Eucaryotes est le transfert des génes
de I’endosymbiote vers I’hote, illustrés par le transfert des génes mitochondriaux (et
chloroplastiques chez les plantes), dans le génome nucléaire (Timmis et al., 2004). De plus en
plus d’exemples de ces événements chez les Eucaryotes sont découverts avec les nouvelles
séquences, et on note méme que des transferts horizontaux ont été observés entre cellules
somatiques humaines et bactéries du systéme digestif (Riley et al., 2013).

L’impact des transferts horizontaux est tel que 1’on peut parler de réseau du Vivant plutot que
d’arbre du Vivant, tant ses branches sont interconnectées (Williams et al., 2011). Ces
événements sont donc évidemment a prendre en compte lorsque I’on s’intéresse a 1’histoire
évolutive des genes.

2.3.3.3 Les duplications

La duplication de geénes est un autre des moteurs essentiels de 1’évolution, permettant
I’apparition de nouvelle fonction. Cette idée, avancée pour la premiere fois par Susumu Ohno
indiquait que les duplications permettaient de réduire la pression évolutive sur un des
paralogues, dont le destin était soit de disparaitre (pseudogénisation) ou de développer une
nouvelle fonction (néofonctionnalisation). L’arrivée des séquences de génomes complets a
depuis permis d’obtenir une vision plus compléte de ces phénomenes.

Ainsi les comparaisons de génomes eucaryotes ont permis d’estimer la fréquence des
duplications de genes a environ 0.01 par geéne par million d’années, un taux considérable a
I’échelle de 1’évolution (Lynch et Conery, 2000). Les duplications n’affectent pas tous les genes
de la méme fagon, et la comparaison de nombreux génomes a permis d’observer que les cas de
duplication de geénes domestiques, dont la fonction est centrale a la survie de I’organisme, sont
relativement rares quand on retrouve plus souvent des duplications des génes dits
environnementaux (Kondrashov et al., 2002), ceux impliqués dans la réaction aux signaux
externes, les relations hotes pathogeénes ou la réponse au stress, entre autres (Ponting, 2008). La
duplication contribue ainsi a 1’expansion importante de certaines familles de geénes, a titre
d’exemple, les récepteurs olfactifs des Mammiféres, varient fortement en nombre selon les
especes considérées ; pour 780 geénes estimés chez I’ancétre commun, on en retrouve un millier
de copies chez les rongeurs et jusqu’a presque 2000 chez 1’¢léphant (Niimura et al., 2014).

En plus des cas concernant les segments de génome, une autre source de duplication de génes
est la duplication du génome complet, ou polyploidie, mentionnée précédemment avec les
notions d’ohnologie et d’homéologie. Ces duplications peuvent survenir lors du croisement
fertile de deux espéces différentes (allopolyploidie) ou par I’obtention de deux copies du
génome de la méme espece (autopolyploidie) (Van de Peer et al., 2009).

R -




Des traces d’éveénements de ce type ont été retrouvées dans le génome de divers Eucaryotes :
I’alvéolés Paramecium tetraurelia (Aury et al., 2006), les levures (Wolfe et Shields, 1997), les
Vertébrés (Dehal et Boore, 2005) et surtout les Plantes, chez qui ces événements ont été détectés
dans plusieurs lignées (Tang et al., 2008). Ces événements ne sont pas toujours triviaux a
détecter, a plus forte raison si I’événement est ancien et que de nombreux geénes issus de la
duplication ont disparu. On peut néanmoins identifier des duplications individuelles par la
tendance des geénes dupliqués a garder un ordre similaire sur leurs chromosomes respectifs
(Dehal et Boore, 2005). La fixation des génes dupliqués dans le génome est plus importante
pour les événements de ce type et peut concerner des génes dont la fixation est rarement
observée dans le cas de duplications individuelles (Van de Peer et al., 2009). Les régulateurs de
la transcription et du développement sont des exemples de genes dont 1I’expansion, chez les
Plantes comme chez les Vertébrées, est due en grande partie aux duplications de génomes
complets. Quelles que soient leurs origines, il apparait toutefois que les duplications sont I’un
des principaux mécanismes d’acquisition de génes et sont donc propices au développement de
nouvelles fonctions.

2.3.3.4 Les pertes de genes

Le pendant de 1’acquisition de nouveaux genes, que ce soit par transferts horizontaux ou par
duplications, est la perte de génes. On ne peut d’ailleurs pas évoquer la duplication de génes
sans évoquer la nonfonctionalisation, qui est essentiellement la perte d’un des paralogues. Elle
peut advenir suite a deux événements : la pseudogénisation qui correspond a une perte de
fonction du geéne et a I’accumulation de mutations au niveau de sa séquence ou sa disparition
physique du génome par exemple par croisement inégal pendant la méiose (Albalat et Cafiestro,
2016). Encore une fois, I’importance de la perte des génes au cours de 1’évolution des especes
a été réellement mise en évidence grace a la comparaison de génomes complets.

Les premicres séquences de Cnidaires (i.e. méduses et polypes), I’un des clades ayant divergé
le plus anciennement des autres Métazoaires, permirent de comparer le répertoire de génes
communs aux eucaryotes. Ces comparaisons montrerent que le répertoire total de geénes de
I’ancétre commun était plus étendu que ce qui était imaginé, et que seulement 72% de ce
répertoire se retrouvait dans les grandes lignées eucaryotes (Putnam et al., 2007). La propension
a la perte de genes n’est pas identique selon les especes considérées et les comparaisons de
répertoires de génes indiquent par exemple de nombreuses pertes spécifiques aux ecdysozoaires
(Takahashi et al., 2009). Les pertes de genes jouent également un role majeur chez les
Procaryotes ou le taux de pertes de génes peut dépasser le taux de gains (Puigbo et al., 2014),
et influent donc également sur la variation des répertoires de génes. Les exemples les plus
marquants de pertes de grande ampleur sont celles constatées chez les especes parasites
(Corradi et Slamovits, 2011) ou symbiotiques, connues pour avoir a la fois les génomes et le
nombre de génes les plus réduits (Moran, 2003) ; leurs pertes de génes étant compensées par
I’interaction avec 1’hote.
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Comme pour les duplications, les pertes de génes n’affectent pas toutes les catégories de genes
de la méme facon, et les catégories affectées différent selon les espéces. Principalement, elles
dépendent de contraintes environnementales, différentes entre les especes (Albalat et Canestro,
2016).

Qu’il s’agisse d’architecture du génome, ou de répertoire de geénes, les comparaisons de
génomes complets font état de la plasticité remarquable d’un objet pourtant universel. La suite
de cette section montre de quelles fagons on peut exploiter cette diversité pour extraire des
connaissances fonctionnelles des séquences génomiques.

2.3.4 L’identification d’éléments fonctionnels

Comme mentionné au début de cette section, la fraction de régions codant pour des protéines
est minoritaire dans les génomes eucaryotes (1% chez I’homme). Pour autant, le reste de la
séquence génomique n’est pas inactif et on y retrouve des éléments fonctionnels. Ainsi, les
études de génomiques comparatives menées sur plusieurs génomes de vertébrés estiment que 8
a 9% du génome humain montrent des signes de pressions de sélection et sont ainsi conservés
entre les différentes espéces (Rands et al., 2014).

Ces ¢léments fonctionnels conservés sont pour la plupart des éléments régulateurs de
I’expression des génes :

1. Les régions régulatrices de la transcription : cette catégorie comprend les promoteurs,
activateurs, inactivateurs et insulateurs. Ces régions sont des sites de fixation de
protéines dont la présence influent sur la transcription des genes (Maston et al., 2006).

2. Les ARN non codants : ARN de transfert, ARN ribosomiques mais aussi long ARN non
codants, micro ARN, et petits ARN nucléaires et nucléolaires. Ces régions, transcrites
en ARN mais non traduites, sont impliquées dans les différentes étapes menant a
I’expression des genes (Morris et Mattick, 2014).

Si on peut détecter ces éléments a I’aide de 1’épigénomique et de la transcriptomique comme
nous 1’avons vu au premier chapitre, la génomique comparative permet d’accéder a une partie
d’entre elles a moindre colt.

On peut détecter ce genre de régions conservées par la technique du phylogenetic footprinting :
il s’agit d’aligner les régions orthologues du génome de plusieurs especes et d’identifier des
motifs dont la conservation est supérieure a ce qui est observé sur I’ensemble du génome
(Blanchette et Tompa, 2002). Les premieres applications de cette méthode se bornaient a 1I’étude
de sites entourant des genes protéiques, pour identifier les régulateurs (Tagle et al., 1988), mais
avec les séquences de génomes complets, il est devenu possible d’aligner les régions
orthologues de plusieurs génomes et de retrouver les sites conservés sur I’ensemble du génome
(Margulies et al., 2003; Rands et al., 2014). Pour faciliter ces comparaisons, des mesures plus
robustes de contraintes génomiques ont été¢ développées, a I’image du score GERP (Genomic
Evolutionary Rate Profiling) (Cooper et al., 2005) et ces informations sont publiquement
accessibles sur les explorateurs de génomes comme Ensembl (Zerbino et al., 2018), afin de
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faciliter 1’analyse des génomes. La précision de ces méthodes dépend évidemment de la
proximité, de la diversité et du nombre d’especes utilisées pour la comparaison.

Chez les especes ayant divergé récemment, I’ensemble de la séquence génomique est trop
proche pour pouvoir déterminer clairement les zones plus conservées sans risquer de faux
positifs et le phylogenetic footprinting est donc moins efficace. On peut cependant détecter les
régions contraintes par une autre méthode, le phylogenetic shadowing (Boffelli et al., 2003) qui
fonctionne selon le principe inverse. Au lieu de s’intéresser aux régions conservées a travers
I’échantillon d’espéces, on s’intéresse a I’ensemble des sites ou I’on retrouve des variations
inter-especes. Les sites ou peu de variations sont observées correspondent aux ¢léments
fonctionnels. Cette méthode est donc plus efficace pour retrouver les sites spécifiques a un clade
ayant divergé relativement récemment, comme celui des primates (Boffelli et al., 2003).

Ces techniques d’identification illustrent la fagon dont la génomique comparative peut extraire
du sens des données génomiques, et ainsi apporter des informations complémentaires aux autres
types de données omiques.

2.3.5 L’aide a l'inférence fonctionnelle

Nous avons vu comment les comparaisons de génomes permettaient d’identifier les éléments
présents sur le génome, il nous reste donc a voir comment on peut les utiliser pour inférer leur
role biologique en exploitant la plasticité génomique.

La synténie, ou la conservation de I’ordre des geénes sur le génome, est une premicre facon
d’inférer la faction de geénes pour lesquelles aucune annotation n’existe (Osterman et Overbeek,
2003). En effet, nous I’avons vu dans une section précédente, la proximité génomique de génes
impliqués dans les mémes fonctions biologiques tend a étre conservée au cours de 1’évolution,
notamment chez les Procaryotes. Cette particularité permet des transferts d’annotations d’un
geéne a un autre, a la condition qu’ils soient proches sur le génome et que leurs orthologues
soient retrouvés dans le méme ordre chez d’autres especes €loignées (von Mering et al., 2003;
Yelton et al., 2011). Ces méthodes ont, par exemple, été utilisées avec succe€s pour
I’identification de génes manquants dans une voie métabolique (Osterman et Overbeek, 2003).

Plus significatif encore que la synténie, les liens fonctionnels peuvent étre inférés a partir des
événements de fusion, par la méthode de la Pierre de Rosette (Enright et al., 1999; Marcotte et
al., 1999). La fusion des génes est un contributeur considérable a 1’évolution des protéines
multidomaines (Buljan et al., 2010; Pasek et al., 2006). Le fait que ces génes se retrouvent
fusionnés chez certaines especes suggere que les protéines qu’ils codent interagissent et sont
donc impliquées dans les mémes processus biologiques (Yanai et al., 2001), et peut donc aider
a identifier la fonction d’un gene pour lequel aucune information existe.

La derni¢re méthode d’inférence fonctionnelle basée sur le génome que j’aborderai ici est non

plus basée sur la position physique des génes les uns par rapport aux autres, mais sur les
événements de gains et de pertes de génes. On fait I’hypothése que deux génes impliqués dans
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les mémes fonctions sont conservés et perdus de la méme fagon au cours de 1’évolution, et donc
qu’on les retrouve chez les mémes especes. On peut donc identifier la fonction d’un geéne sur la
base de sa présence et de son absence chez une variété d’especes. Cette technique étant
¢galement une méthode de choix pour I’'inférence de relations génotype-phénotype, je la
traiterai en détail dans la section suivante.

Bien que moins fiables que les comparaisons de séquences et les relations d’orthologie pour
inférer la fonction des genes, les méthodes vues ici sont particuliérement utiles pour constituer
des hypotheses fonctionnelles et complémenter les approches classiques. Ces différentes
sources d’inférence sont utilisées a grande échelle pour prédire les interactions protéines-
protéines dans la base de données STRING (Szklarczyk et al., 2015). Ces réseaux peuvent venir
complémenter les informations d’autres sources, notamment de protéomique, dans la
compréhension des systémes biologiques.

Ce tour d’horizon des applications de la génomique comparative était volontairement large et
relativement superficiel, a la fois pour introduire des notions sur lesquelles je me suis appuyé
au cours de mes travaux de these et pour démontrer le potentiel de I’ensemble des données
génomiques accessibles. La derniére section de ce chapitre traite concrétement et plus en détail
la maniere dont on peut utiliser la génomique comparative pour traiter les relations génotype-
phénotype.

2.4 La génomique comparative et les inférences génotype-phénotype

L’ensemble du Vivant regroupe une diversité phénotypique extrémement riche, de bactéries
unicellulaires de moins d’un micrométre a I’arbre Sequoia sempervirens pouvant atteindre plus
de 100 metres de haut. Les particularités phénotypiques propres a chaque espece étant, en
général, connues, on peut aujourd’hui associer I’ensemble de ces traits a des différences au
niveau du répertoire génétique. On exploite ainsi directement les effets de la plasticité du
contenu en geéne d’un génome.

Dans cette section, j’aborde les méthodes utilisées pour réaliser cette association, d’abord entre
peu d’especes avec I’association soustractive et sa généralisation adaptée a 1’étude combinée
de nombreux génomes, le profilage phylogénétique. J explicite les méthodologies utilisées pour
ces derniers, qui constituent un socle important de ces travaux de theése. Pour expliciter le
potentiel de ces techniques, je termine en présentant leur application a I’étude du cil eucaryote,
un objet unique dans I’étude des relations génotype-phénotype.

2.4.1 Association soustractive

L’association soustractive a pour objectif d’identifier les génes spécifiques aux espéces ayant
un phénotype donné. Dans les faits, cela revient a comparer le répertoire de génes d’une espeéce
d’intérét A possédant le trait phénotypique d’intérét a deux autres especes : une espece C proche
taxonomiquement qui en est dépourvue et une espece B plus éloignée le possédant. Pour cela,
on fait I’intersection des répertoires de génes des deux espéces A et B présentant le phénotype
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(encadré¢ sur la Figure 2-7) en identifiant toutes les relations d’orthologie entre ces deux espéces.
On y soustrait ensuite les génes ayant un orthologue dans I’espéce C, négative pour le phénotype
d’intérét (en rouge sur la Figure 2-7). On considére que les génes restants sont associés a ce
trait phénotypique (en bleu sur la Figure 2-7).

Espéece A s =

Phénotype: 4 /

Intersection A et B (+) \' NS |

Soustraction des génes de C \
(non liés au phénotypes) \
\
Génes associés au phénotypes 3

Espéce C

Phénotype: -
Figure 2-7 Association soustractive. Le diagramme de Venn montre les intersections des répertoires
de génes de trois espeéces possédant (+) ou non (-) un phénotype d'intérét. Les trois ensembles de génes
pertinents pour cette analyse sont identifiés.

Cette approche a été introduite par Huynen (Huynen et al., 1998) pour la comparaison du
génome du pathogene Helicobacter pylori a celui d’un autre pathogéne Haemophilus influenzae
et d’une souche bénigne d’Escherichia coli. Elle a mis en évidence 17 génes communs liés aux
interactions hotes-pathogenes. Elle fut ensuite appliquée (Li et al., 2004) a des génomes
eucaryotes pour I’identification de genes liés a un organelle eucaryote, le cil ou flagelle. Cette
¢tude s’intéressait au répertoire de genes de Chlamydomonas reinhardtii, une algue flagellée,
comparé a celui d’une autre plante, Arabidopsis thaliana dépourvue de cil et a celui de
I’Homme, qui possede des cellules ciliées. Elle permit d’identifier 688 protéines communes aux
seules especes ciliées, comprenant la majorité des génes connus comme étant liés au cil (90%)
et permettant la validation de nouveaux genes associés a I’organite.

L’approche soustractive est applicable a la recherche de tous geénes liés a un trait phénotypique
ou processus biologique ayant été perdu chez au moins une espece au cours de I’évolution
(Bedez et al., 2013). Impliquant peu d’especes, sa mise en place est possible avec peu de
données génomiques et nécessite de calculer relativement peu de relations d’orthologie. Revers
de la médaille, la comparaison de peu d’espéces la rend sujette aux faux positifs.

Conceptuellement, il est possible de réduire ce risque en impliquant plus d’especes dans la

comparaison, le principe étant toujours de retrouver les génes présents uniquement dans toutes
les espéces présentant le phénotype et absents des autres (Avidor-Reiss et al., 2004). Si ’on
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souhaite 1’étendre a plus d’une dizaine de génomes, ce type d’analyse nécessite cependant de
changer de cadre méthodologique, on passe alors dans le domaine du profilage phylogénétique.

2.4.2 Profilage phylogénétique

Le profil phylogénétique d’un gene représente la présence ou ’absence d’orthologues de ce
gene dans les génomes de plusieurs especes (Tatusov et al., 1997). Les profils phylogénétiques
sont une représentation idéale pour la généralisation des associations soustractives car I’on peut
considérer dans le méme temps un nombre important d’espéces (jusqu’a plusieurs centaines).
Avant d’aborder les applications aux relations génotype-phénotype, je présente rapidement le
contexte dans lequel les méthodes de profilage phylogénétique ont ét¢ développées dans un
premier temps, a savoir I’inférence fonctionnelle par co-occurrence de génes.

2.4.2.1 Inférence par co-occurrence

L’ hypotheése sur laquelle reposent les analyses fonctionnelles par profils phylogénétiques est la
suivante : deux genes liés fonctionnellement tendent a €tre préservés ou perdus de manicre
corrélée au cours de 1’évolution (Pellegrini et al., 1999). Selon cette hypothése, les genes dont
les orthologues sont présents et absents dans les mémes génomes (g/ et g3 dans la Figure 2-8)
ont plus de chances d’étre liés fonctionnellement. Cette hypothése permet d’inférer la fonction
de geénes non-caractérisés ou des interactions physiques entre protéines. De fait, cette méthode
a été appliquée avec succes a I’annotation de genes, principalement procaryotes (voir (Kensche
et al., 2008) pour une liste non-exhaustive). L’étude menée par Cunningham et al., 2000 en est
un exemple type : les auteurs se sont intéressés a la voie métabolique MEP/DOXP de synthese
des isoproprénoides dont I’ensemble des réactions étaient connues, mais dont le catalyseur de
I’une des étapes manquait. Le profilage phylogénétique des enzymes déja connues dans 30
especes leur permit de retrouver un geéne partageant la méme distribution. L’analyse
expérimentale leur confirma ensuite qu’il s’agissait du catalyseur manquant.

La méthode d’occurrence exclusive est une variante de 1’inférence par co-occurrence et
fonctionne sur le principe inverse : au lieu de s’intéresser aux génes dont les profils sont trés
similaires, on recherche ceux dont les profils sont mutuellement exclusifs. Lorsque le géne g3
(Figure 2-8) est absent d’une espece, le géne g4 y est présent et inversement. On peut de cette
facon identifier les remplacements non-orthologues, c’est-a-dire les cas ou des genes sans
relation d’homologie remplissent un role similaire dans des espéces différentes (Galperin et
Koonin, 2000).

Avec les autres méthodes d’inférence par contexte génomique, traitées en fin de section
précédente et auxquels elle peut étre associé¢ (Gabaldon et Huynen, 2004; Lee et al., 2004), la
prédiction par co-occurrence permet de construire des hypothéses solides sur la fonction
potentielle des génes pour guider les expérimentations. Au méme titre que les autres méthodes,
les informations de co-occurrence sont disponible dans la base de données d’interactions
protéines-protéines STRING (von Mering et al., 2003).
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Figure 2-8 Co-occurrence et occurrence exclusive. Profils phylogénétiques de 5 génes dans 9 especes
différentes (Sa-Si). Les genes g/ et g3 sont présents et absents dans les mémes especes, ils sont
potentiellement liés fonctionnellement. g4 est uniquement présent dans les espéces ou g/ et g3 sont
absents, et inversement, il s’agit d’un cas potentiel de remplacement non orthologue.

2.4.2.2 Prédiction de relations génotype-phénotype

La force du profilage phylogénétique, et ce qui nous intéresse principalement ici, réside dans le
fait que les profils peuvent non seulement étre comparés entre eux mais également a tous types
de distribution de présence-absence, y compris aux traits phénotypiques. En cela, il s’agit d’une
extension de la méthode d’analyse soustractive adaptée a 1’intégration des informations
provenant d’un nombre important d’especes.

De cette fagon, ’'une des premicres études d’association phénotype-génotype de grande
ampleur, réalisée avec 86 génomes procaryotes (Jim et al., 2004) permit d’identifier des genes
associés a la thermophilie, au pilus ou encore au flagelle procaryotes (malgré leur dénomination
commune, le flagelle procaryote n’est pas homologue, mais analogue au flagelle eucaryote).
Les relations génotype-phénotype sont particulierement étudiées dans le domaine de la santg,
et I’explosion du nombre de génomes eucaryotes permet maintenant d’explorer I’ensemble des
genes humains a la lumicre de leurs distributions. Une telle tache fut entreprise par Tabach et
ses collaborateurs (Tabach et al., 2013a) et permit d’identifier une corrélation entre groupes de
profils phylogénétiques similaires et des maladies génétiques humaines. Plus précisément, ils
catégoriserent les génes humains en 1026 clusters ayant un profil, donc une histoire évolutive
similaire. Une mesure de surreprésentation des génes annotés par des termes Human Phenotype
Ontology (HPO) leur permis d’identifier 54 clusters significativement associés a une catégorie
de symptomes spécifiques.
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2.4.3 Meéthodologies de profilage phylogénétique

Les techniques de profilage phylogénétique reposent essentiellement sur la comparaison de
profils de présence et d’absence d’un geéne mais I’on peut implémenter ces analyses de fagon
multiple. J’aborde ici les différentes possibilités qui existent a chaque étape de ces analyses.

2.4.3.1 La construction

La premicre étape a réaliser dans les analyses de profilage phylogénétique est, bien sir la
génération des profils a partir des génomes des espéces considérées.

La détermination de la présence ou I’absence d’un géne dans des espéces différentes nécessite
la recherche des orthologues de ce géne dans les génomes des especes considérées. Il existe
plusieurs fagons d’inférer 1’orthologie, mais cela sera abordé en détail dans le prochain
chapitre). Une fois que I’on a connaissance des relations d’orthologie du géne, 1’on créé un
vecteur binaire de longueur égale au nombre d’especes considérées, en attribuant une valeur de
1 aux especes présentant un orthologue, et 0 dans le cas inverse.

Rien n’oblige, cependant, a se contenter de valeurs et I’on peut intégrer d’autres données aux
profils en remplacant I’indicateur de présence par une valeur correspondante a la similarité de
séquences avec I’orthologue le plus proche. Généralement, ces scores sont tirés de 1’E-value
(Marcotte, 2000) ou du bit score (Enault et al., 2003; Tabach et al., 2013a) obtenus par recherche
BLASTP ou BLASTN (Altschul et al., 1997), parfois normalisés pour tenir compte de la
distances entre les especes considérées et de la vitesse d’évolution de chacune. On parle alors
de profils phylogénétiques continus, qui permettent notamment de prendre en compte les cas
ou les génes ne sont pas perdus mais dont la séquence montre des signes de pression sélective
relachée.

Dans une derniére variante (Ranea et al., 2007), les scores de présence-absence sont remplacés
par le nombre d’orthologues retrouvés dans chacune des espéces considérées de maniére a
prendre en compte les éveénements de duplications dans ces comparaisons. Les profils
phylogénétiques, quel que soit leur type, sont le plus souvent construits pour chaque gene
protéique de I’espece pour former une matrice de présence-absence de p (nombres de protéines)
ignes sur # (nombre d’especes considérés) colonnes : la matrice ogénétique.

1 bre d’ d | | t hyl t

La sélection des espéces a prendre en compte est une étape trés importante lors de la
construction de profils phylogénétiques pour éviter certains biais lors de I’analyse. La précision
des méthodes de profilage phylogénétique dépend du nombre, mais surtout de la diversité des
especes sélectionnées : pour le méme nombre d’especes, les mesures intégrant des représentants
de plusieurs clades sont toujours plus efficaces que celles incluant uniquement les représentants
d’un seul clade (Skunca et al., 2013; Sun et al., 2005). Le second facteur a considérer est la
complétion et la qualité des prédictions de génes des génomes sélectionnés, des génomes de
faible qualité entrainant des erreurs aux niveaux des profils.
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Les matrices phylogénétiques ainsi obtenues sont, en quelque sorte, une représentation
synthétique de I’information contenue dans les génomes faisant partie de 1’analyse. Reste a les
analyser de différentes manieres pour identifier les cas de co-occurrence ou d’association a un
trait phénotypique, c’est-a-dire extraire du sens biologique de cette information condensée. Les
prochaines sections décrivent la fagon pour procéder a cette derniére étape.

2.4.3.2 Comparaisons de profils

Une premiere possibilité d’analyse des profils est la recherche de génes dont le profil est
similaire au profil du géne ou du phénotype d’intérét. Si la tache, une comparaison de vecteurs,
semble conceptuellement simple, plusieurs catégories de méthodes ont été développées pour
s’adapter aux particularités des profils phylogénétiques.

1) Les méthodes « naives »

Les profils étant représentés par de simples vecteurs de valeurs (binaires ou non), les méthodes
naives utilisent des méthodes de comparaison congue pour ce genre de données. La méthode de
comparaison la plus évidente est la recherche de profils identiques (Pellegrini et al., 1999), mais
cela est vite limité¢ par la nature non-déterministe des processus biologiques et les erreurs
possibles dans les profils de présence-absence. Pour les vecteurs binaires, les plus utilisées sont
la distance de Hamming (Kensche et al., 2008; Pellegrini et al., 1999) égale aux nombres
d’espéces pour lesquelles les valeurs de présence ou d’absence différent, et le complément de
I’indice de similarité de Jaccard, qui équivaut a I’intersection des deux vecteurs (co-présence)
divisé par leur union (somme des présences distinctes) (Glazko et Mushegian, 2004; Yamada
et al., 2006). Ce dernier est donc plus strict pour la co-occurrence de génes observés dans peu
d’espéces.

Alternativement aux mesures de distances, des mesures de corrélations statistiques sont
applicables aux vecteurs binaires comme continus: le coefficient de corrélation de Pearson
(Glazko et Mushegian, 2004) et I’Information Mutuelle (Wu et al., 2003). A I’inverse du
coefficient de corrélation, cette dernieére ne discrimine pas les profils ayant une corrélation
exacte et ceux de distribution inverse (anti-corrélant), ce qui en fait une méthode idéale
lorsqu’on s’intéresse a I’inférence par ‘occurrence exclusive’ (Glazko et Mushegian, 2004).

Finalement, une derniére classe de méthode estime la dépendance entre deux profils par des
tests statistiques. Le test exact de Fisher (Barker et Pagel, 2005) évalue I’hypothése que deux
geénes soient indépendants : on considére que les profils de génes sont liés si la P-value
(probabilité de 1’observation sous 1’hypothése nulle) est faible. Les méthodes basées sur la
distribution hypergéométrique (Wu et al., 2003) mesurent la probabilit¢ d’observer des
correspondances de profils par chance en fonction du nombre d’observations par profil, et
peuvent étre adaptées pour prendre en compte des paramétres comme le nombre d’orthologues
totaux retrouvés dans chaque espéce considérée (Kharchenko et al., 2006).
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Toutes ces méthodes naives ont ’avantage d’étre simples a mettre en ceuvre, mais ont le défaut
de ne pas prendre en considération les particularités des profils phylogénétiques. En effet, elles
font ’hypothese que les variables de présence-absence sont indépendantes les unes des autres,
or ce n’est pas le cas, elles sont le reflet d’histoires évolutives qui sont d’autant plus partagées
que les especes sont proches (Kensche et al., 2008) (Figure 2-9).
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Figure 2-9 Influence de la non-indépendance sur les méthodes naives. (I) Dans le cas de figure a,
deux génes sont présents dans la moiti¢ des espéces considérées, suite a un événement de gain, et les
méthodes de Hamming et d’Information Mutuelle indiquent une forte similarité. Dans le cas de figure
b, deux événements de pertes supplémentaires renforcent les preuves de co-occurrence mais
I’Information Mutuelle est moins forte. (II) Dans le cas de figure a, les profils similaires sont dus a des
événements indépendants mais la distance de Hamming indique de la similarité. Dans le cas de figure
b, le géne B a seulement subi un événement de perte supplémentaire par rapport a A, mais la distance
de Hamming est ¢élevée. L’utilisation de méthodes basées sur les arbres permet de détecter ces
événements et renforcent les prédictions, comme I’indique la valeur de parcimonie. Exemples tirés de
(Kensche et al., 2008).

2) Méthodes avec modéle d’évolution :
Un profil de présence-absence est en principe le résultat d’un évenement d’acquisition de gene

ancestral (plusieurs en cas de transferts horizontaux) et d’éventuels événements de perte.
L’absence de prise en compte de ces informations peut facilement mener a des aberrations dans
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les mesures de similarit¢ (Figure 2-9), a plus forte raison quand certains clades sont
surreprésentés. Certaines des méthodes de comparaison utilisent donc des modeles d’évolution
basés sur des arbres phylogénétiques, elles comptent les modeles de parcimonie, de Maximum
de Vraisemblance et la méthode de tree kernel (Kensche et al., 2008), dont je fais une breéve
description ici.

Le mode¢le de parcimonie reconstruit, a partir des profils observés, la succession d’événements
de gains et de pertes de génes nécessitant le moins d’événements évolutifs. Ces événements
sont reportés dans un vecteur sur lequel on peut appliquer les méthodes de comparaison vues
plus haut (Barker et al., 2007) et la distance ainsi observée dépendra du nombre de différences
dans la succession d’événements ayant menée a chaque profil (Figure 2-10). Les méthodes de
Maximum de Vraisemblance prennent en compte les différents scénarios évolutifs et scorent
I’efficacité respective d’'un modele de gains et pertes dépendants (les genes sont perdus et
gagnés ensemble) et d’un modele indépendant pour expliquer le profil (Barker et al., 2007;
Barker et Pagel, 2005). Dans la méthode a ‘noyau d’arbre’, les profils sont décrits, dans un
espace vectoriel a grande dimension, par leurs différentes histoires évolutives possibles dont la
probabilit¢ dépend du modele d’évolution par arbre bayésien (Vert, 2002). L’utilisation
d’arbres phylogénétiques et de modeles d’évolution donne un avantage a ces méthodes par
rapport a des distances simples, cependant leur mise en application est généralement couteuse
en termes de ressources informatiques, d’autant plus que le nombre d’espéces considérées est
important.

3) Méthodes de prise en compte indirecte de la phylogénie.

Il est possible de prendre en compte des informations issues de la phylogénie de maniere plus
simple et moins couteuse en ressources informatiques. Ces méthodes, a mi-chemin entre les
deux types d’approches décrites précédemment utilisent les arbres phylogénétiques pour
construire des vecteurs estimant les événements de gains et de pertes a partir du vecteur de
présence absence.

La mesure de co-occurrence implémentée dans la base de données STRING (von Mering et al.,
2003) réduit d’abord, pour chaque comparaison deux a deux de profils, les cas ou plusieurs
variables sont homogenes dans plusieurs espéces descendant d’un méme ancétre commun par
une seule variable représentant 1’état ancestral pour réduire 1’impact des clades de taille
importante (Figure 2-10). La méthode introduite par (Dey et Meyer, 2015) ordonne quant a elle
les especes selon un arbre phylogénétique et construit un vecteur représentant les transitions
observées entre présence et absence comme estimation des événements de gains et de pertes
(Figure 2-10).

Dans les deux cas, des méthodes de mesures « naives » sont ensuite appliquées pour comparer
les vecteurs ainsi générés, spécifiquement STRING utilise 1’Information Mutuelle et Dey une
mesure de similarité basée sur le nombre de transitions partagées entre les vecteurs. En principe,
on peut toutefois y appliquer toute mesure adaptée a des vecteurs binaires et le résultat obtenu
est plus proche des mesures basées sur les modeles (Figure 2-10). Ces méthodes indirectes, bien
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que moins précises que les méthodes basées sur des modeles sont toutefois rapides et donc
applicables a des volumes de données importants.
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Figure 2-10 Transformation de profils basés sur la phylogénie.a - Les profils initiaux présence-
absence des génes A et B, et leur histoire évolutive respective. Pour ces profils, la mesure de Hamming
indique des différences importantes alors que la parcimonie reconnait la similarité d’histoire évolutive.
b —La réduction de I’arbre, utilisée dans String, consiste a donner une seule valeur de présence-absence
a chaque branche de I’arbre phylogénétique ou les profils sont homogenes (branches en pointillés). ¢ —
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Les profils de transitions (Dey et Meyer, 2015) indiquent les transitions entre présence et absence des
profils initiaux préalablement ordonnés selon la taxonomie. Pour b et ¢, une mesure naive (Hamming
pour cet exemple) refléte mieux la similarité d’histoire évolutive que lorsqu’elle est calculée sur les
profils initiaux.

Bien qu’en principe plus efficaces que les comparaisons naives, toutes les méthodes basées sur
les arbres, directes ou indirectes ont quelques faiblesses majeures. Elles supposent notamment
la connaissance exacte de I’arbre des espéces, un pré-requis qui n’est pas toujours confirmé au
vu de notre connaissance actuelle de la taxonomie ; et elles sont également plus sensibles aux
erreurs dans les prédictions de présence-absence.

2.4.3.3 Classification des profils

Les mesures de distance vues ici mesurent la similarité entre deux profils donnés. Elles sont en
général appliquées a I’ensemble des profils d’une matrice phylogénétique pour réaliser des
classifications automatiques et identifier des groupes de génes avec une histoire évolutive
similaire et membre d’un méme complexe macromoléculaire ou simplement impliqués dans
une méme fonction (modules fonctionnels). On peut les classifier selon plusieurs protocoles :

1) Classements des profils similaires

La méthode la plus simple, lorsque 1’on cherche les génes co-occurrents a un géne ou un
phénotype dont le profil de présence-absence est connu, consiste a sélectionner les génes dont
le profil est proche, c’est-a-dire ceux ne dépassant pas un seuil de dissimilarité et de les classer
par ordre de proximité. Les geénes ainsi identifiés ont une probabilité importante d’étre associés
au géne ou au phénotype recherché. Cette méthode ne nécessite des mesures de distances
qu’entre le profil connu et chacun des profils de la matrice phylogénétique, par opposition aux
autres méthodes de classifications qui reposent sur des mesures entre tous les profils de la
matrice.

2) Clusterings

Les matrices phylogénétiques de taille importante peuvent étre exploitées d’un point de vue
plus global en réalisant une classification de 1’ensemble des profils en groupes montrant une
forte similarité entre eux, de facon a identifier des modules fonctionnels (Snel et Huynen, 2004).
Les algorithmes de classification non supervisée (clustering) sont particulierement adaptés a
cette tache et ne nécessitent qu’une matrice représentant les distances entre chacun des profils.
On utilise souvent les algorithmes de clustering hiérarchique (Niu et al., 2017; Staub et al.,
20006; Tabach et al., 2013b) pour ce type de classification car ils ne nécessitent pas de connaitre
a priori le nombre de classes de profils qui existent, a la différence notamment de 1’algorithme
des k-means (Glazko et Mushegian, 2004). Brievement, le clustering hiérarchique regroupe
itérativement les profils les plus similaires entre eux jusqu’a obtenir un arbre représentant leur
relation de proximité. On peut ensuite, a partir de cet arbre, regrouper les profils selon différents
niveaux de granularité : peu de classes dont les profils ont seulement en commun des
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caractéristiques facilement distinguables (présence dans un clade seulement) ou de nombreuses
classes avec des profils plus homogenes. La stratégie « agglomérative » du clustering
hiérarchique, qui consiste a étendre les classes itérativement en rajoutant un profil proche a
ceux déja dans la classe, peut étre adaptée pour prendre en compte la notion de seuil de
dissimilarité vu plus haut, a la maniére de Dey and Meyer, 2015, et ainsi se limiter a la création
de classes pouvant refléter des modules fonctionnels.

3) Classifications de graphes

Alternativement, les modules de genes peuvent étre définis a partir d’une représentation sous
forme de graphes ou les profils sont les nceuds et leur similarité les arrétes. On peut par exemple
construire ces réseaux en créant des arrétes uniquement pour les meilleurs scores de similarité
de chaque geéne (Shin et Lee, 2017) ou en considérant seulement les relations sous un seuil de
dissimilarité donné (Beck et al., 2018). On peut bien sir choisir d’intégrer au graphe les scores
de similarité en attribuant un poids a chaque arréte. Dans ce genre d’association, les modules
de génes similaires sont identifiés par des algorithmes de clustering adaptés aux graphes (Beck
et al., 2018). L’avantage des structures en réseaux pour étudier les relations entre profils est la
possibilité d’exploiter de nombreux outils mis au point pour étudier les réseaux biologiques ou
celle de les intégrer a des réseaux issus d’autres données omiques.

4) Identifications des modules fonctionnelles

Une fois les génes classés en catégories, il reste a identifier a quels processus biologiques ces
catégories représentent, le cas échéant. Pour ce faire, on part de ressources liant des génes a une
ou plusieurs fonctions ou processus biologiques tels que Gene Ontology (Ashburner et al.,
2000) ou Reactome (Croft et al., 2014) et on effectue des tests d’enrichissement (Dey et Meyer,
2015; Pellegrini, 2012), de fagon a déterminer si 1’on retrouve dans chaque module une
proportion plus importante de génes associés a une fonction particuliére que dans la population
totale. On associe ainsi aux différents modules les fonctions moléculaires, processus
biologiques ou composants cellulaires pour lesquels ’enrichissement est significatif. Si les
enrichissements de ce type sont le plus souvent réalisés pour des processus biologiques, il est
conceptuellement possible de les réaliser pour d’autres types d’annotation (par exemple
pathologies ou phénotypes (Tabach et al., 2013b)), voire par rapport aux résultats d’autres
expériences biologiques. Associer les modules de génes a une fonction ou un phénotype donné
aide ensuite a I’inférence de la fonction des autres geénes du module, par le principe de
« culpabilité par association ».

2.4.3.4 Apprentissage automatique

Une méthode émergente pour identifier des génes liés a des fonctions ou des phénotypes donnés
a partir de leurs profils sont les méthodes d’apprentissage automatique (Machine Learning), au
sens large.
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D’une maniére générale, ces techniques utilisent les profils d’une liste de geénes fournis par
I’utilisateur, connus pour étre associé a la fonction ou au phénotype recherché, les algorithmes
d’apprentissages dérivent ensuite cette information pour identifier d’autres genes dont les
profils correspondent a 1’ensemble d’apprentissage. Le programme CLIME (CLustering by
Inferred Model of Evolution) (Li et al., 2014) illustre ce concept efficacement : il partitionne
I’ensemble de génes fourni en fonction de leur histoires évolutives probables (gains et pertes),
en s’appuyant sur un arbre phylogénétique. Pour chacune des partitions de I’ensemble,
I’algorithme score ensuite les autres génes du génome selon la probabilité qu’ils aient suivies
I’histoire évolutive correspondante. Ainsi, cet algorithme permet de retrouver d’autres genes
pouvant étre liés a cette fonction, en prenant en compte [’hétérogénéité des histoires évolutives
des génes liés a un processus.

Une autre méthode d’apprentissage, Clus-HMC-Ens (Skunca et al., 2013; Skunca et Dessimoz,
2015; Weillenborn et Walther, 2017), utilise des annotations de référence (telles que Gene
ontology) comme ensemble d’apprentissage, pour annoter ensuite les génes en fonction de leur
profil. Il s’agit d’un algorithme basé sur les arbres de décision capable de gérer des
classifications hiérarchiques a étiquetage multiple (un géne peut avoir plusieurs annotations).
Les annotations de genes utilisées dans ces méthodes peuvent étre des descripteurs de fonctions
biologiques, d’appartenance a une voie métabolique ou de signalisation, ou leur association a
des traits phénotypiques.

2.4.3.5 Analyses guidées par les connaissances (knowledge-driven approaches)

Qu’il s’agisse des méthodes de classification basées sur les distances ou d’apprentissage
automatique, les méthodes que nous venons de voir sont automatisées sans a priori quant a ce
qui est recherché. Lorsqu’elles sont appliquées a la recherche d’association a un phénotype
d’intérét (Takabayashi et al., 2009), on peut diriger I’analyse des profils phylogénétiques a la
lumiére des informations connus sur le phénotype, sa distribution dans les espéces considérées
en utilisant des métriques adaptées a la question biologique.

Ainsi pour I’identification de génes liés a la thermophilie, Makarova et collegues (Makarova et
al., 2003) sélectionnérent les génes selon un ensemble de regles définies : (i) présence dans au
moins trois especes thermophiles, (ii) présence dans plus de thermophiles que dans d’autres
especes, et (ii1) présence a la fois dans des bactéries et des archées thermophiles.

La mise en place de telles régles permet de prendre en compte plus facilement les biais
éventuellement introduits par la phylogénie. Dans cet exemple précis, la troisiéme contrainte
permet d’éviter un biais en génes spécifiques des Archées qui ne seraient pas forcément lié a la
thermophilie : les archées considérées dans cette étude étaient en majorité thermophiles et
représentaient la plupart des especes thermophiles considérées.

Le second avantage de ce type d’approches est qu’elles ne se limitent pas a retrouver des profils

similaires au profil de présence-absence du caractére comme les méthodes basées sur les
distances. Elles permettent a la fois d’étre moins restrictif par rapport aux pertes dans les
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especes ayant le caractére recherché et plus strict par rapport a ’absence dans d’autres espéces,
I’ensemble des parameétres de score étant controlé par I’expérimentateur.

Dans le principe, ces approches guidées par les connaissances sont des extensions de 1I’approche
soustractive adaptées pour intégrer un nombre plus important d’espéces dans 1’analyse. C’est
donc sans surprise que ces analyses guidées ont également été utilisées pour la prédiction de
protéines du cil eucaryote au cours des années (Avidor-Reiss et al., 2004; Hodges et al., 2011;
Merchant et al., 2007). La derni¢re en date est notamment intéressante car elle profite de
I’augmentation du nombre de génomes pour automatiser la recherche et attribuer un score a
chaque protéine en fonction du nombre d’especes ciliées et non-ciliées dans laquelle on la
retrouve. Bien que simple, un tel systéme permet de prendre en compte la nature non
déterministe de la biologie tout en donnant un score de confiance aux genes retrouvés de cette
manieére.

2.5 Le cil eucaryote, un cas d’étude pour les relations génotype-phénotype

Comme nous I’avons vu, le cil eucaryote a recu une attention particuliere lorsqu’il s’agit
d’¢études basées sur la présence-absence et notamment le profilage phylogénétique. Dans cette
section, qui conclue ce chapitre, nous verrons en quoi I’histoire évolutive unique du cil en fait
un objet d’étude de choix pour la génomique comparative. Nous aborderons ensuite ses
différents roles dans 1’organisme et les phénotypes variés résultant de son dysfonctionnement,
en faisant, 1a encore, un cas d’étude pour les relations génotype-phénotype.

2.5.1 Pertes et profits : le cil sous I'ceil de la génomique comparative

Le cil eucaryote est présent dans 1I’ensemble des clades majeurs des eucaryotes et considéré, a
ce titre, comme 1’un des caracteres du dernier ancétre commun des eucaryotes (Last Eukaryotic
Common Ancestor, LECA). Pour autant, il est sujet a une grande diversité chez les Eucaryotes,
a tel point qu’il réguliérement pris en compte comme critere de classification des especes (Adl
et al., 2012). Plus remarquable encore, cette organelle a été perdue plusieurs fois au cours de
I’évolution et de maniére indépendante, ce qui aboutit a des représentants ciliés et non ciliés au
sein de chaque clade majeur (Figure 2-11). Si I’on se référe a nos connaissances actuelles de la
taxonomie, cela correspond a un minimum de cing a dix événements de perte dans I’histoire
évolutive des eucaryotes. Parmi les cas emblématiques de perte du cil, on note deux pertes chez
les champignons : 1’une chez 1’ancétre des Microsporidies et une seconde chez 1’ancétre
commun aux Zygomycetes et aux Dikarya (Liu et al., 2006). On peut également remarquer son
absence quasi-totale chez les plantes terrestres, due a deux événements de pertes : I'un chez les
Gymnospermes et un second a la base des Angiospermes (Hodges et al., 2012).

De plus, de grandes différences phénotypiques existent entre les cils des espéces I’ayant
conserve, I’un des points majeurs étant la motilité. Si le cil est, en I’état de nos connaissances,
observable chez tous les métazoaires ou il est généralement essentiel au déplacement des
gametes, I’ensemble des nématodes, dont 1’organisme modele Caenorhabditis elegans,
possedent seulement des cils non motiles.
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Figure 2-11 Distribution du cil chez les eucaryotes. Arbre taxonomique de 100 espéces d’eucaryotes,
dont les colorations correspondent a des taxons majeurs. La présence du cil est représentée par un cercle
vert, son absence par un cercle rouge. Si le phénotype n'est pas renseigné, aucun cercle n’est présent. Le
cil est présent et absent dans des représentants de la plupart des clades.

Selon I’hypothese fondatrice du profilage phylogénétique, les génes li€s a un phénotype sont
conservés et perdus avec celui-ci. Le nombre de pertes importantes marquant I’histoire du cil
conduit & un profil de présence-absence tres particulier. Cela est également vrai pour les
variations phénotypiques qui le caractérisent. Cette particularité du cil explique qu’il ait été la
cible de tant d’attention pour les inférences par génomique comparative (mentionnées plus tot
dans ce chapitre). Ces études ont également été en grande partie motivées par 1I’importance de
cette organelle dans le fonctionnement des cellules eucaryotes et par extension, chez les
M¢étazoaires, des organismes multicellulaires.
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2.5.2 Organisation du cil

Avant d’entrer en détail dans le fonctionnement du cil, il est important de rappeler sa structure
et sa place dans la cellule. Physiquement, le cil est une extension de la membrane plasmique
soutenue par un cytosquelette de microtubules, I’axonéme (Figure 2-12). Bien que son milieu
interne ne soit pas séparé¢ du reste de la cellule par une membrane, il posseéde une composition
moléculaire différente du reste de celle-ci grace a sa structure compartimentalisée et ses
mécanismes de transport moléculaire dont on fera ici une description rapide.

Le corps basal. Situé a la base du cil, le corps basal dérive du centriole mére, le centre
organisateur des microtubules de la cellule, et est structuré autour de 9 triplets de microtubules
en disposition circulaire. Il est associé a deux structures, appelées appendices distaux et sous-
distaux, qui sont impliqués dans la fixation du corps basal a la membrane plasmique (Huang et
al., 2017). La fixation du corps basal au niveau de la membrane est la premiere étape de la
génération du cil, d’ou ’axonéme s’étend.

L’axoneme. L’axonéme est, chez la plupart des eucaryotes, composés de 9 doublets de
microtubules ainsi que d’une paire de microtubules centraux. On retrouve sur 1’axon¢me les
bras de dynéine internes et externes, ainsi que les rayons radiaux, dont 1’action est responsable
du mouvement du cil. Certains types de cils, incapables de mouvements, sont dépourvus de la
paire centrale et des bras de dynéine (cil primaire sur la Figure 2-12), ces différentes catégories
de cil seront détaillées dans la section suivante.

La zone de transition : La zone de transition désigne 1’ensemble des structures moléculaires
situées a la base du cil qui permettent la compartimentalisation du cil et son intégrité
moléculaire vis-vis de la cellule, en agissant comme une ‘porte ciliaire’ (Reiter et al., 2012). La
zone de transition abrite des structures en forme de Y faisant la jonction entre la membrane
plasmique et I’axonéme dont la fonction supposée est de créer une barriere de diffusion avec le
reste de la cellule. Les jonctions en Y organisent le collier ciliaire, des structures circulaires
fixées a la membrane, autour de la zone transition. On ne connait pas en détail la composition
moléculaire de ces structures mais les complexes MKS et NPHP essentiels au fonctionnement
du cil constituent de bons candidats.

La machinerie de transport intra-flagellaire. Aucune protéine n’étant produite dans le cil et la
diffusion avec le reste de la cellule rendue impossible par la zone de transition, 1’apport en
protéine sur toute la longueur de I’organelle est assuré par une machinerie de transport
composée de deux grands complexes moléculaires : les complexes IFT (Intra-Flagellar
Transport) et BBSome (Bardet-Biedl Syndrome). Le complexe IFT est composé de deux sous-
complexes (Lechtreck, 2015). L’IFT-B est responsable du transport antérograde du cargo le
long de I’axonéme en s’associant a la kinésine-2, un moteur moléculaire ; réciproquement IFT-
A s’associe a la dynéine et est responsable du transport rétrograde des protéines. Le BBSome
se déplace de concert avec I’IFT le long du cil, et est considéré comme un ‘adaptateur de cargo’,
permettant de lier des protéines supplémentaires aux complexes d’IFT. La machinerie de
transport intra-flagellaire est nécessaire a la genése et a la maintenance du cil car elle permet
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I’acheminement des protéines constitutives de I’axonéme, les tubulines a 1’extrémité du cil ou
la réaction de polymérisation des microtubules a lieu. En plus de ce role essentiel, elle participe
¢galement au bon fonctionnement du cil en y acheminant d’autres protéines notamment les
récepteurs membranaires.

\}5 _— —__-"'_“-———-——_.... 5 P
& C Mg u\ Récepteurs transmembranaire
7 gl T Tubulines

r — — — — — L |
Machinerie de transport = ___——— Axonéme Section transversale du cil I
intra-flagellaire EQ
& T F I 1T & I 1 §F 1]
- BBSome 3 8 Doublets de microtubuies I
@ T8 25 i =
@  FTa Fz © (’JB i
a Cargo - I K = \
a Kinésine (o) j
7 (e
L] Dynéine I Q ¢ |
CIL PRIMAIRE I
- I (9+0)
Liaisonsen Y
Collier ciliaire - I
} Zone de transition I I
Fibre de transitions ' ~— Corps basal
(appendices distaux) I
Centriole fille
o ; I CIL i\g{g}'ﬂ.t i

Figure 2-12 Organisation du cil eucaryote. La section transversale indique les différences entre les
deux catégories de cils.

2.5.3 Les fonctions du cil

Grace a sa position unique comme extension de la cellule, le cil posséde deux grandes catégories
de fonctions : le déplacement et la réception de signaux externes a la cellule. Si ces fonctions
sont associées chez les eucaryotes unicellulaires dont les cils sont pourvus de mouvement, chez
I’homme et les métazoaires de maniere générale, elles peuvent étre dissociées. De fait, on classe
traditionnellement les cils en deux catégories sur la base de leurs caractéristi<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>