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1 Introduction
1.1 NucEole et pro€ines nucéolaires

Le fquencage complet de plusieurs organismes stimule grandement les recherches sur
la proomique par les industries biotechnologiquesause de leur non toxiditet de

leur biocegradabilig, les prokines, en particulier les enzymes, sont de plus en plus
utilisées dans les recherches bemxlitales et pharmaceutiques.

Pour cela, il serait important de mieux comprendre les conformations desna®t

et/ou leurs interactions qui sonégeralement commard par des uréis fonction-

nelles ou domaines. Selon leurs environnements, ces domaines pourraient influencer
la stabilie des pratines ainsi que leurs interactions. Dans bien des cas, ces domaines
joueraient undle particulier dans la classification des @sps selon leurs groupes (eu-
caryote, procaryote), embranchement, classe, famille, etc.

Chez les eucaryotes, la transcription deses de 'ARN ribosomique (ARNr) et la
biosynttese des grande et petite sous-@mitibosomiques ont liea l'intérieur du
nuckole (Olson et al., 2000 ; Scheer et Hock, 1999). Geeeg sont des uiis Epetees
organig€es en NOR (Nucleolar Organizer Region) lo@didans des zones de constric-
tion bien visibles sur les chromosomesgtaphasiques. Ces NOR seraient le centre de
formation du nucole (Shaw, 2001). Leseges de I'’ARNr sont transcrits par les ARN
pol | et pol Il sous forme de @ARNr 35S et pe-ARNr 5S, respectivement. Ces
activités joueraient undle majeur pendant la croissance cellulaire et&spnteraient
pres de 95% du total des transcriptions avec une consommagoergiie suprieurea

la moitié de I'energie cellulaire. De plus, césénements @cessitent une coordination
de plusieurs processus biologiques comme la maturation des ARNr, I'assemblage de
complexes ARN-praines et/ou ARN-ARN.

Durant sa maturation, le 35S s’associegaénviron 200 facteurs pour former leépr
ARNr 90S dont la maturation enirera la formation de 43S et 66S. Ces derniers
evolueront respectivement en sous-a8itt0S et 60S pour former un ribosome fonc-
tionnel dans le cytoplasme (Fig.1 en annexe). Celui-ci constituera la machinerie cen-
trale de la syntbse des préines.

L'analyse de ces facteurs montre l&gence de préines ribosomiques, de petits ARN
nuckolaires (snoRNA), des p&ines nudolaires, dont des endo et exo-raases, et
un grand nombre de RNAé&ticases. Degtudes prd@tomiques ont monges que plu-
sieurs praéines nud@olaires pesentent des domaines d’interaction pho¢-proéine,
des domaines WD40 et des domairgsEAT repead (Dragon et al., 2002 ; Lee et
Baserga, 1999).



Les domaines d’interaction p&he-proéine ou domainex coiled-coil » sont ca-
racérises par uneapetition d’'une €quence consensus de sestidus (abcdefg)n. Le
premier et le quatéme Esidu (a et d) sontépéralement hydrophobes et non polaires.
Par contre, lesasidus en position e et g sont polaires ou char@es domaines impli-
gueraient deux ou cincgices alpha d’'une éme ou de pr@ines diferentes. Chez les
animaux et la levure les domaines coiled-coil egtidentifés dans plusieurs p&hes
qui joueraient un@le important dans I'association des @ioes fonctionnelles avec
les composantes cellulaires. C&xjgences autonomeségenteraient les @mes in-
teractions scifiques aussi biein vitro quein vivo. Par congquent, elles seraient
déterminantes dans l'identification des interactionsgra-proéine dans le systne
double hybride (Newman et al., 2000). Leggictions de ces domaines permettraient
une meilleure optimisation des recherches@oatiques.

Les RNA [elicases sont un autre groupe de pnoés habituellement rencoeés dans

le nuckole. Ces pr@ines ubiquitaires pouvagtre subdiviges en deux groupes se-
lon I'ordre de leurs &sidus : la Superfamille 1 (SF1) et la Superfamille 2 (SF2). Les
hélicases, membres de la SF2, sont les piymndues dans létres vivants et sont
également subdivies en familles suivant la composition de leurs motifs coserv
dans levolution. ChezSaccharomyces cerevisjdes membres des familledDEAD
box»> et « DEAH box» sont les plus re@sengs et sont majoritairement impligs
dans la bioge@se des ribosomes et darigissage des @/ ARNmM respectivement.

Les progéines de la famillekDEAD box» sont caradrises par la @sence d’'une
sequence interne catalytique renfermant neuf motifs (Fig.2 en annexe) incluant les
acides amiés D, E, A et D tous bien consé@&w dans Bvolution (Rocak et Linder,
2004 ; Tanner et al., 2003). Les motifs sont enéadpar une extension N- et C-
terminale faiblement consere. Ces extensions joueraient wherfondamental dans

la specificite des ARN Rlicases au moment de la reconnaissance de leurs substrats (de
la Cruz et al. 1999). Les motifs | et Il, ou motifs de Walker A et B, seraient des sites de
fixation de I'ATP. Les motifs Q et VI favoriseraient I'hydrolyse de I'’ATP en se fixant
sur celui-ci. En effet, le motif Q serait caréae par une courteggjuence de ®sidus
situés en amont du motif | dont I®le serait pepondrant dans l'activiét des enzymes
(Tanner et al., 2003). Cependant, les motifs (la, Ib, IV, et V) et Il seraient fortement
impliqués dans la liaiso 'ARN et le changement de conformation deélicase,
respectivement (Tanner et Linder, 2001 ; Tanner et al., 2003).

Les «DEAD box» sont des pr@ines ubiquitaires qui seraient impliegs dans plu-
sieurs processus&taboliqgues des ARN en patrticulier la maturation des ARNr, l'as-
semblage des ribosomesgpissage des ARNm, ainsi que la propagation virale. Par



congquent, 'absence ou unéplétion de ces élicases conduiraé la cegradation ou
al'accumulation des ARNr gcurseurs intergdiaires, respectivement (Kressler et al.,
1998 ; de la Cruz et al., 1999). &rea I'énergie @rérée par I'hydrolyse de leur ATP,

ces prokines seraient en mesure defalre des duplex ARN-ARN, ou encore disso-

cier des complexes ARN-pr@ines (de la Cruz et al., 1999 ; Tanner et Linder, 2001 ;
Lorsch, 2002). De plus, celicases joueraient uible important dans I'appariement

de certaines paires de bases et la modulation de certaines conformations structurales
des moécules d’ARN.

Tout recemment, il &te demonté qu'il existerait une relatiogtroite entre certaines
«DEAD-box»> (DDX1 par exemple) et laéplication du VIH-1 (Fang et al., 2004).
Dbp2p est une autre DEAD-box»> qui serait impliq@ée dans la biogérse des ri-
bosomes et la&hradation de 'ARNm dans le sens (3'-5’). Curieusement, sur des
souches ayant unettiétion de DBP2, la fonction de la biogese des ribosomes est
compkmenée par p68, 'homologue humain de DBP2 (Bond et al., 2001). Ainsi, dans
bien des cas, p68 agirait comme @presseur de la transcription (Wilson et al., 2004).

Dans le but de &terminer la pesence d’un unigue signal de localisation @othire,
Zachman et Nigg (1993) ont anaésla nudkoline, une des préeines majoritaires du
nucleole. Contre tout attente, leurs travaux ont metér peésence de deux signaux :
un signal NLS (pour Nucleus Localisation Signal) (KRKKEMANKSAPEAKKKK) et
un domaine riche en RG spifiquea la liaisona ’ARN. Malgreé tout, lI'identification
d’un unique signal de localisation nédllaire reste toujours sarsaonse.

1.2 Proteines nucéolaire et maladies assoées

Plusieurs maladies sont assmes aux praines nudolaires. La plupart sont caess
par des mutations dans laguence codante. Ces mutations peueémt des insertions
ou des é@letions qui peuvent induire I'apparition d’un codon stop. Ces mutations ont
pour esultats de modifier le cadre de lecture, allagtme jusqua la non transcription
d’'un exon complet. Bie@videmment, ceci cause des tort€parables aux préines
qui sont traduites partir de cesé@nes, ce qui enthae I'apparition de maladies. Bien
gu'’il existe beaucoup de maladies asgesiaux pr@ines nudolaires, nous allons ex-
pliquer les causes et effets de seulement deux d’entre-elles : les syndromes de Werner
et de Treacher Collins.

Premerement, le syndrome de Werner est une maladie autosomiqueaal@st-qui
n'est pas rek au sexe,acessive s rare qui est principalement cagxritee par I'ap-
parition pematué des signes ass@si au vieillissement et la @disposition au cancer.



La cause de cette maladie est kng WRN qui est un homologue deslibases Blm
humaine (Marcinaik et al., 1998).

Les personnes atteintes de ce syndrome
se teveloppent normalement jusgua
fin de leur prengre decennie. Par la
suite, elles cessent de grandir, perdent
leurs cheveux, ou bien, ils grisonnent
Dans la trentaine surviennent I'appa
rition de cataracte et autres signes d
vieillissement. La longvite moyenne
des personnes atteintes du syndrome N
Werner est de seulement 48 ans. A 'r L
e]eune Aréricano-asiatique atteinte du syn-
drome de Werner [3]

Comme dit pecedemment, la cause d
cette maladie est leepe WRN. Ainsi,
le gene normal (non-m@&) consiste en
un ¢ene de 35 exons codant pour une pio¢ multifonctionnelle de 1432 acides
amirés (Yu et al., 1996) qui est un membre de la famille RecQ éésdsesa ADN.
Cependant, il existe plusieurs variantes @&kdlcodant pour la pathologie. En fait, le
nombre de variants iden&s est de 35 (Moser et al., 1999) principalement equas
des @létions et des insertions. La variante la plus commune est attribaddlauta-
tion ponctuelle de la base 1336 qui passe d’'ua @h T. Cette variante compte pour
20 a 25% des mutations chez les sujets caucasiens. Le produit ceneeegt donc
anormal. En effet, en plus de perdre son signal de localisatio@aivel(Moser et al.,
1999), les ARNm et les preines« mutantess en resultant possdent un temps de
demi-vie plus court que les p&ihes« normaless. De plus, plusieurgtudes tendent
aindiquer que la préine WRN serait impligee dans la transcription des ARNr chez
I’'hnumain et que la diminution de la transcription par ’ARN polgrase 1 pourragétre

un facteur du vieillissement pmatué des personnes atteintes (Shiratori et al., 2002).
Par contre, puisque leege WRN est seul leeme connu causant cette maladie, les
mutations sur saégjuence codante peuveite identifees.

Deuxiemement, le syndrome de Treacher Collins est une autre maladieégsaosi
proteines nud@olaires. Tout comme le syndrome de Werner, elle est aussi une maladie
autosomiqueécessive rare qui affecte le&keloppement du ane et de la face. Ce
syndrome est ca@gar la mutation duene TCOF1 qui code pour la pede Treacle
(Dixon et al., 1997). Cette preine est localise dans le composant fibrillaire dense du
nuckole.



Les principales caragtistiques de ce syndrome sont
entre autres : I'hypoplasie€duction du volume d’un
organe cauee par une diminution du nombre des cel-
lules dont sont consti&s ses tissus) de I'os zygoma-
tique et de la mandibule, d’'un colobome (anomalie
caracérise par I'absence d’'une portion de la struc-
ture de I'oeil) et chez 4@ 50% des sujets une perte
auditive attrib@ea une malformation des osselets.

Le gene TCOF1 &te isok pour la premére fois en , e |
1996 par le Treacher Collins Syndrome Collabora- W\ - N
tive Group et contient 25 exons. Le transetinor- ~
mal » est la prokine Treacle qui pogssle un poids| f S
moléculaire de 144kD et contient 4233 nectides, - =

ou 1_411 ac_ides arrﬁ_nes. Cette pr_éine nucdaolgire Personne souffrént du syn-
contlent, tr,0|_s_ domaines (N-termlnal, C-terrry_nal Some de Treacher Collins [4]
une 10 gpetitions d’'un motifs contenant la p&he

kinase C et le site de phosphorylation de laétias

kinase 2 (Isaac et al., 2000)). De plus, cette @rat posede deux sites codant pour

le signal de localisation nughire (Dixon, Hovanes et al., 1997). Elle est en plus im-
pliquée dans la transcription des ADNr et de la bioggmn des ribosomes (Winokur

et Shlang, 1998). Cependant, il existe des centaines de mutations doeesnsut le
gene TCOF1 causant la maladie (Gladwin et al., 1996 ; TCSCG, 1996). La raajorit
des mutations sont des insertions et delétibns causant des erreurs du cadre de lec-
ture et induisant un codon stop. Ce qui @sulte que la pré@ine Treacle m@ n’'est

plus nucéolaire. Par contre, un testémratal permet deélecter la maladie. Il existe
deux nethodes. En premier lieu, laéthode matculaire consista \érifier sur '’ADN
extrait des cellules (obtenue par amnioésef) la pesence d’une mutation sur léme
TCOF1. Cependant, @me s'’il y a pésence d’une mutation, on ne peukgire le type

ou la ®\erite des effets. En second lieu, 'examination par ultrasons, chez les gros-
sesses risques pour ce syndrome, afin deatter des probmes tel qu’'une anomalie

au niveau des structures de la face du foetus (Milligan et al., 1994 gpreueffectuer
afin de éceler la pesence de ce syndrome.

o,

Les maladies qui sont assées aux pra@ines nudolaires sont doncés graves. Il est
donc tes important de mieux comprendre le fonctionnement dueole] ces pr@ines

et leur implication dans la cellule afin de pouvoir aider les personnes souffrant de ces
maladies.



1.3 Lalevure Saccharomyces cerevisiasomme mockle

Afin de trouver les domaines consésvdes pra@ines nudolaires, nous utiliserons
la levureSaccharomyces cerevisieemme modle. Nous avons choisi cet organisme
en particulier pour plusieurs raisons. Premiment, son@&nomea étt compktement
sequené et les outils pour la recherche sur s@mgme sont connus et bien Tmesés.

De plus, le site internet Saccharomyces genome database [1] esttemmght édié a

cet organisme et la grande majérdes informations et outils de rechercleatiques
sont accessible. Dewxinement, son nugeble ne se @sorganise pas durant sa mitose
(Carmo-Fonseca et al., 2000). En ne §satganisant pas, le risque de mutation est
grandement dimingl Finalement, la raison principale pour ce choix de eledst
gue cet organisme est un eucaryote, il gogsun noyau. Ainsi, puisque 'homme et la
levure sont deux eucaryotes, le remles et ses composantes (Bines, etc.) sont donc

« comparables>. Donc, cet organisma éte choisia cause de son type de cellule, la
non cesorganisation de son néole eta cause de la ni@ise de ses outilsarétiques.

1.4 Théorie bayesienne

L'adjectif “bayésien” designe ce qui se rapporte aux travaux éwerend Thomas
Bayes [1702 - 1761]. Bayes a principalement tragailans le domaine des proba-
bilités, il est connu pour le éoeme dit “de Bayes” qui permet I'inversion des proba-
bilités conditionnelles :

P(B|A) P(A)
P(A|B) = ——————=
(AIB) = =55
On désigne, pour une raison obscure, un 8y qui combine plusieurs probalakt
conditionnelles Bvidences indpendantes par “classification lésjenne nae”. For-
mellement, on dit que la probabéit’unévenement sachant que plusieuevidences
e1, €, ..., €, S€ sont produites est doem par :

IP(Eles))

P(E|€1,€27 -~uen) = HP(E|€z‘) + H(l — P(E|ez))

Par exemple, si on sait qu’une personne mesurant plus detr2sma 60% de chance
d’étre un joueur basket-ball et qu’une personne qui porte un ballon de basket a 72 %
de chance @tre un joueur de basketball, on peut affirmer que la probalititnbiré

est



6-.72
P(E - ~ 7941
(Bleve:) = s mra—on-m

En théorie, la classification b&gienne nize ne devrait pas fonctionner car il estdr
rare qu’on puise accumuler plusie@ddences parfaitement iadendantes. Pour tenir
compte du fait que legdvidences ne sont pas parfaitementjpeindantes, il faudrait
calculer les probabilés que chaque paire&l/idence se produisent simul&anent, de
méme que chaque triplet, que chaque quadruplets, ... que la prabadkiltbutes les
évidences simulta@ment ce qui ragnea calculer les toutes les parties de I'ensemble
desévidences. Pout évidences, il y a ef".

L'avantage principal de la classification l&syenne nize est que la formule estets
simple a appliquer etés performanta calculer, e (n). Avec la classification basienne
nave, on sait ce que I'on calcule : une probakiliOn comprend bien que 50% de pro-
babilites pour un@vidence re@sente une absence de étaition, que 99% repsente
une corélation forte et que 30% re@sente une cogtation inverse plit faible. A
I'oppo<e, on sait qu'avec BLAST on doit rechercher les alignements avec une “e-
value” basse. Est-ce que est assez bas ? Est-tu& 1 est un milliard de fois meilleur
que0.1? Et encore, la e-value a unéfthition probabiliste qu’on comprend bien :
le nombre d’alignement qu’on peut &pr du au hasard. Si on parle de “score”, on
sombre rapidement dans l'incertitude la plus castgs. Un score de 200 est probable-
ment moins bon qu’un score de 2000, maisse situe la limite entre un bon est un
mauvais score ?

Pour construire un classificateur i@syen né, on accumule deévidences et on leur
assigne une probabitit Cette table de la caation respective de chagéeidence est
ensuite facilea consulter. On peut en tirer des informatiorenetssantes, par exemple,
trouver des choses qu’on en commundeilences qui permettent une forte @ation.

En 2001, Paul Graham publiait dé&sultats surprenant eés encourageants : la classi-
fication baysienne nixke permettait de r&yer 99.5 % du “spam”, avec 0 faux positifs
[Graham 01]. A prengére vue, cette approche est luthoquante : assumer que les
mots d'un texte sont sont ikpendants nousloigne sans aucun doute de &alite.
Rappelons qu’on parle ici d'ifbendance statistique, c’éstlire qu’on considre des
evenements ingpendantes si leur probab@itonjointe eségale au produit de leur
probabilies respectives :

P(EF) = P(E)P(F)



Un exemple classique est le jet de dewsdSi on cherche la probabdit’avoir une
somme de 7, les 2&$ sont inépendants. Sinon, ils ne le sont pas.

Pour classifier les courriels entre spam esidable, Paul Graham a consiél chaque
mots comme unéevidence. Avec un jeux de doakja caégori€ en deux classe, il est
facile de calculer la coelation de la pesence d’un mot. La probabéigu’un courriel
soit un spam sachant qu’il contient un noest :

|-

P(Slw) = 12—
Bl |G

+ |

ou b est le nombre d’occurrence dedans le multi-ensembl®& des mots qu’on re-
trouve dans les spams. C'estdire, sa fequence chez les spams, dévar la somme

de sa fequence chez les spams et de &fdience chez les courrielgégrables. On

voit facilement que c’est bien une probaldlit P(S|w) € [0..1]. On se souvient que
pour combiner les probabiés den évidences @pendantes, on doit calcul2t sous
ensembles. Dans un courriel, il est commun d’avoir plus de 300 mots et on comprend
gue combiner la probabiétde chaque mot en tenant compte du fait qu'ils ne sont pas
indépendants demande un calcul bien awxdiels capadiss de tout calculateur. Pour se
donner un ordre de grandeur, il y a envii’ particuleselementaires dans l'univers
visible.

Explorons un exemple pour voir comment la classificatiorels@nne nize permet de
classer un texte. Imaginons un courriel contenant les mots “sex”, “montreal”, “tonight”
et “security”. Avec un jeux d’enti@ement on peut extraire 1é¥.S|w) pour chacun de

ces mots qui sont psenés dans le tableau 1.

TAB. 1: Probabilies conditionelles

mot | nb bon| nb spam| P(S|w)

sex 3 304 .95
montreal| 914 293 .09
tonight 19 48 45

security | 252 2202 74

On voit que “sex” est un mot fort inéminant, que “montreal” est un mot pltfavo-
rable, que “tonight” plubt neutre et que “security” n’est quederement incriminant.
En combinant ces probab#i, on trouve 0.813983.
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95-.09-.45-.74

_ ~ 814
95-.09- .45 74+ (1 —.95)(1 — .09)(1 — .45)(1 — .74)

P(E‘elu "'764)

Ce qui nous nous permet d’affirmer qu’on a affaran spam. Par contre, si on ajoute

un seul mot, “yannick”, le @nom de l'individu nous ayant fourni les jeux d’en-
trainements, on arriva une conclusion toute autre. Le dit mot apfite2&71 fois dans

les courriels @sirables, mais seulement 3 fois dans les spams. Ceci lui donne une pro-
babilite de .01 Evidemment, il est plus commun qu’un courrigésirable soit adress

a la bonne personne. En combinant les prob&silites mots dans ce nouveau courriel,
on trouve 0.0423 ce qui nous permet d’'affirmer avec 95.8% de certitude que ce courriel
n’est pas un spam.

Ce esultat est fort iriressant. La nature adaptative du classificateuedag n#
permet de dtecter par entiaement des mots qui d’apparence anodine sont en fait de
tres bons indice pour deviner la nature d’un texte. En effet, un filtre traditionnel bas
sur des egle “cokes en dure” reconitea direment un mot comme “sex” mais il est
hélas peu probable gu'il reconnaisse la forte elation entre bon courriel et les mots
“montreal” et “yannick”.

Un autre avantage de la classification &signne nize est sa nature inementale.

Au fur et a mesure qu’on conitadesévidences aidant la classification, on peut les
ajouter au calcul pour affiner noségtictions. Dans le cas des filtres a spam, le calcul
de probabilié de chaque mots est lui aussi @erental. Pour chague nouveau courriel
recu, on peut mettre rapidemenjpurs les tables dedguences des mots qu'il contient.
De plus, I'approche deséguences permet I'enfrement @ciemental. Si I'inspection
manuelle repre un courriel mal clags on peut soustraire les occurrences des mots
gu'’il contient de la table deséguences de I'ancienne classe et les ajautartable de

la nouvelle classe sans devoir refaire un édngeent complet du filtre.

Donc, le but de ce travail est de localiser les domaineséolaires chez la levure
Saccharomyces cerevisiael'aide d’'un filtre probabiliste basien. Pour ce faire,
nous avons plusieurs sous objectfatteindre. Prererement, nous devonséar un
jeux de donges contenant legquences FASTA en numbtides et en acides angies

de pro€ines nudolaire et non-nuéblaire chez la levure et ensuite chez 'lhomme.
Deuxiemement, nous allons utiliser un filtre probabiliste é&sign afin de classifier
une €£quence selon sa localisation. Finalement, nous allons recherchéglemses
nucleolaires bien clages les plus quentes.
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2  Matériel et Méthodes
2.1 Recupeération des donrees

Afin d'utiliser un filtre bayesien, on doit avant tout lui fournir un jeu d’entrainement
pour qu'il puisse calculer une table de probabaitC’est pourquoi nous somme partis
a la chasse aleguences dont la localisation est connue.

La construction du jeux de dogaas a soule¥certains prol@mes. La localisation d’'une
proteine n’est pas toujours connue. Souvent, cette information est disponible dans une
format arbitraire et peu standaréisTous les services du NCBI qui sont disponibles
aux usagers via une interface web le sont aussi aux programmes et aux scripts via
une API (“application programming interface”) simple et bien docu@elhiest donc

facile d’automatiser lagcugeration d’un jeux de dor&esa partir du NCBI. Hlas, la
localisation des préines au n’est pas un champ indeau NCBI.

Pour construire notre jeux de daes, il a fallu utiliser des bases de dépes alterna-
tives souvent sgcialie pour une egee en particulier. Ces bases de degsoffrent
souvent une interface webes conviviale, mais rarementetjuivalent de I'API du
NCBI. L'essentiel du codécrit dans le cadre de ce projet seffaire I'extraction des
donrees de ces bases de déas et inferer les eferences croees quéventuellement,
menent au NCBI. Cette extraction est principalement faite en simulant unéteagab
et en utilisant des expressioregulieres pour localiser les liens dans la page recue.

2.2 Slection des proeines nucéolaires et essentielles non connues

Les differentes pr@ines deSaccharomyces cerevisiaat ée £lectionrees dans les
bases de doraes du @nome deSaccharomycd$SGD) (http ://www.Yeastgenome.org)

et dans MIPS (pour Munich Information center for Protein Sequence). Leur localisa-
tion aété determire a partir du lien http ://yeastgfp.ucsf.edu/getOrf.php ? de I'interface
SGD. Les pratines inconnues sont celles dont le processus biologique éstindrée

selon les donees de SGD. De ame, les praines essentielles sont celles dont la
déletion est étale pour la cellule. Pour ce qui concerne les gires chezdomo sa-
piens sapiendes nuckolaires onete €lectionres dans noPDB (pour Nucleolar Pro-
teome Database), tandis que les non @aolgires dans HPRD (pour Human Protein
Research Database).

2.3 Creation de jeu de doniee pour la £lection des pro€ines candidates

Les fichiers FASTA de toutes les peites candidates sont stéskdans un jeu de
donrees afin de les soumettaeun filtre d’entrainement bé&gien dans but d’'identifier
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les £quences nueblaires. Dans cetietude, nous avons 592dguences de preines
nuckolaires et non nueblaires epartie suivant le tableau 2.

TAB. 2: Nombre de pratines analy@es suivant leur localisation et leur appartenance
specifique

Espces | Nucléeolaires| non-nuckolaires| Total
S.Cerevisiae 238 2945 3183
H. s.sapiens 748 2193 2941

Total 986 4938 5924

2.4 Préparation des donrees

La nature gquentielle de la bioinformation permet souvent d’inteter celle ci de la
méme margre qu’on interpgte un texte. Dans le casgsent, nous voulons lui donner
I'aspect d’'un texte compé@sde mots pour utiliser une table déduences dans I'as-
signation de nos probabiis. Les 8quences qui hous itessent sont toute codantes.
Comme elle sont toutes traduites en pioes, une division naturelle serait d'utiliser
les domaines. PFam est une excellente base detdsrpour les domaines.

Hélas, la recherche sur PFam se fait soit par identifiemyprot soit par BLAST. La
recherche par identifiantniprotest tes rapide, mais ces identifiants ne sont pas tou-
jours disponibles. En fait, ils le sontéme rarement pour legéguences de notre jeu de
donrees. La recherche par BLAST quaacetlle peut prendre uné@guence arbitraire.
Hélas, c’est une recherche assez longue ce qui poseeprebtant doni la taille de
notre jeux de donees. De plus, I'interface web utiée par PFam et le format de sortie
se porte mah I'automatisation.

Une option facilea implanter, quoique peu reggentative de lzalite est le @écoupage
sysématique en sougguences de longueklren faisant glisser un “cadre de lecture”

le long de la équence. C’est I'approche que nous avons étilidous avons test’en-
trainement autant avec legguences nuebtidiques que lesésjuences peptidiques.
Afin de garder un minimum de reggentativié biologique, quand nous avonsabue

les £quences nuebtidiques, nous avons fait glisser le cadre par sauts de trois. Les
“textes” ciéés par ce @coupage ont ensuite seragntrainer un filtré spam.

2.5 Entrainement

Certaines techniques d’apprentissage machine demandent 'utilisation de logiciels obs-
curs aux fonctionnalits hautement #oriques. Par exemple, les moteurs dseaux
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neuronaux sont rarement conviviaaxitiliser et il faut souvent un large bagage en in-
formatique tleorique pour comprendre leur documentation. La classificatiobgi@yne

nave en s’attaquant au spam est passer dans le domaine du grand publique et il existe
un grand nombre de filtres basiens facil& utiliser eta parangtrer. Par exemplepa-
moracle le filtre qu’on a utili® permet I'entrainement inemental et &cemental de

méme que l'inérrogation de la table deéquences I'aide d’expressionsegulieres.

Pour I'utilisation courante, nous dirons qu’urégsience non nugblaire est un spam

alors qu’une 8quence nuéblaire est un messagésirable.

Il'y a un probbme avec I'assignation des probaéditpar les £quence. En examinant
attentivement la formule :

|-

P(Slw) =
[B] " 1G]

+ | @

on constate qu’un mot qui n'apparaitrait que dans le corpus des bompesrees aura

une probabilié nulle. En combinant les probabdés, cette valeur nulle sera absorbante
sur le produit. Ce qui aura pour effet dergrer systmatiquement une probabdihulle

pour tout message contenant un tel mot. Afin de contrer cet effet, on utilise des seuils
frontierep etq ce qui donne la formuleavise

b
P(S|w) = max (min (%,q) ,p)
e

On peut ensuite faire varier ces seuils ce qui influence la sersidilifiltre et permet
de compenser la disy&trie dans la taille de chaque corpus.

Finalement, pour tester si le filtre est en mesure de faire une classification correcte,
on retire 10 équences, choisient de mare aéatoire ,de chaque corpus avant de faire
I'entrainement proprement dit. Cescgiences constituent notre j@mtoin et on erifie

si elle sont bien clags Pouréviter tout biais dans le choix du jeugnhoin, on relance
I'entrainement avec un nouveau je@atoin au moins 25 fois. Legsultats pesengs

sont la moyenne de ces multiplé&entrainement.

Afin d’identifier les domaines consers, quand uneégjuence est bien class, on
prend en note les “mots” gu’elle contient. Cette liste de mots sera ensuitéelaas
nombre d’apparitions et par(S|w).
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2.6 Recherche de@guences inéressantes

Puisque I'entrtnement du filtre donne un tableau de la correlation respective de chaque
"mots” par rapporta la localisation, tout ce qui reste faire est de trier ces mots
par nombre d'occurrence. C'eatdire que les mots ayaie bien classiges (les
sequences nueblaires sont clages commeetant nuckolaires) sont clages selon

le nombre de fois qu’ils sont psent. Par la suite, leéguences ayant le plus d’occur-
rence sont exam@es et compa&es avec la liirature.
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3 Résultats et Discussion
3.1 Longueur des mots et pondration

En jouant sur la longueur des mots et sur les probabkilimites { et ¢ ci-haut) ou
obtient different taux de classification. W&thantillon de ce€ssultats est @seng dans

le tableau 3. Il y a deux points itessan& souligner. Prereérement, la proportion de
sequences nueblaires bien clages est pldt faible. Deuxémement, la proportion
de £quences non-nucleolaires class comme nueblaires est #&s faible. Onésume
ainsi ces esultats : on manque beaucoup éguence, mais celle qu’on classe comme
nucleolaires le sont probablement.

TAB. 3: Classification en fonction de la longueur des mots et des prolésbiiihites
pour des 8quences peptidiques.

longueur| prob min| prob max| % nucEolaire bien clags| % faux positifs
4 .01 .99 17 5
5 .01 .99 18 3
6 .02 .97 36 18
6 .01 .99 28 6
7 .02 .99 12 1
7 .01 .99 13 2
8 .04 .97 9 0
8 .01 .98 9 1
8 .01 .99 8 2

La classification bagsienne ni¥e n’est pas que binaire, elamet aussi un degrde
confiance. Nous avons congéid une gquence comme nablaire si la probabilé
combiree de ses motstait de 30%. Certaineg€guences nueblaire non-reconnues
ontéte mal clasges. D’autres ont obtenues une probabiliop pes de 0.5 pour qu’on
puisse consierer leur classification comme valable. Plus les mots sont long, moins on
rencontre dans legquenceas classifier des mots @sent dans la table de probal@iit

Et plus le nombre deégjuences pour lesquelles la classification n’est pas valable aug-
mente. Avec lesequences d’acides anges, la proportion deéguences non class
approche 100% avec des mots de longueur 10.

La fiabilité de la classification degéguences nuebtidiques est assez semblableelle
des €quences peptidiques. Elle estgrement moins bonne mais pas assez pour tirer
des conclusions, les didfences pourragétre du au biais du choix du jeu&moins. On
s’attendrait a ce que legsultats soient comparable avec deguence nuéotidiques
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environ trois fois plus longue que leéguences peptidigues. Il en est autrement, les
résultats sont iressant avec deéguences de longueur 9 et 12 mais chutent rapide-
ment cepasé 15.

Coté performance, on se&licite du choix de la classification ba@sienne. Sur un or-
dinateur de typdentium 4cadené a 3.00GHz, il est possible de faire I'eriimament
complet du filtre en quelque minutes. Suétequoi, classer uneeguence se fait un
moins d’'une seconde. Il faut dire que le choixspEamoraclg est pour quelque chose.
Il est reconnu par plusieurs comme un des filtresesans les plus performants dis-
ponibles pour GNU/Linux [2]. Un autre filtre statistiquésrperformant esiogofilter
mais son moteur n’est pas strictement&sign.

3.2 Analyse des mots significatifs

L'analyse bagsienne des preines candidates a permis d’identifier desots» dont
les plus féquents sont&ectionrés dans le tableau 4. Pour chacun des mots, nous
avons @termire le nombre d’occurrence et la probal@lide pesence.

TAB. 4: Probabilie en pourcentage et nombre d’occurrence des mots idendifies
I'analyse bagsienne dessgjuences des p&hes nuaolaires

Mot | Occurrence Probabilie (%)
rgrgr 63 2
ggrgg 61 2
grgrg 53 3
deadr 49 2
grtar 43 2
rgarg 40 3
grggof 37 2
rfspd 11 19

L'analyse du tableau ci-dessus montre lagamce de deux groupes de mots. Le pre-
mier, plus repesentatif, est constiéudes lettres R et G. Le second groupe est comstitu
de D,E,A,D et R. Cesasultats concordent bien avec les analyses biologiqueseuntes
(Zachman et Nigg , 1993) dans l'identification d’'un signal de localisationéuleire.
Larichesse en domaine RG (arginine /glycine) indiquerait leur appartenanéelaire.
Par ailleurs, le second groupe serait esygmé par des RNA &licasesa cause de la
présence du motif DEAD. Par coeguent le @sidu R de ce groupe (arginine) indique-
rait que la praéine aurait beaucoup plus d’affi@iau nuckole.
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Donc, nous voyons entre lessultats du filtre bagsien et degtudes en laboratoire, une
assez bonne caxation. En effet, la grsence des acides arees R et G ainsi que le
groupement DEAD montre degguences attribuabéecertaines préines. Cependant,
avec cesé@sultats peliminaires, nous ne pouvons conclarene gquence qui permet-
trait de localiser les prétnes nud@olaire. Contrairement au noyau qui lui pede un
signal de localisation nugblaire (NLS), qui permet d’affirmer que les pgotes seront
localisce dans le noyau.
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4  Travaux futurs

Bien gu’on n'arrive pas des esultats aussi satisfaisant que Paul Graham, on constate
gue la classification b&gienne niae peut dans une certaine mesure, identifier la lo-
calisation d’'une prdine. Afin d’exploitera fond les possibilés d’'un tel systme,
plusieurs i&e nous viennent eate.

Une des meilleures facons d’'&fiorer la classification serait d’atiorer la table de
probabilies. Ceci se fait automatiqguement en raffinant le jeux d’@mtraent.

Il serait aussi &s pertinent d’examiner legguences bien class#és. Elle ont peut-
étre des choses en communs, comme une taille plus longue, une composition en acides
amirés sgcifiques ( plus ou moins hydrophobes), etc.

Nous avons mit arbitrairement la limite de confiance d’'une classificatiB0%, il
serait ineressant de voir si la variation de cette limite affecte la qualks classifica-
tions.

Apres la mises au points des pakztne du filtre, il seraividement inéressant de
tester les gdictions du filtre sur degguences inconnues, voime sur un pr@&ome
entier, et de confirmer ceséatictions en laboratoire humide.

La classification bagsienne nize n’est pas la seule &hode probabiliste qui per-
met des calcul& haute performance. Le filtieogofilterest une implantation de la
méthode de Fichier dy 2, il serait ineressant de voir comment cette technique se
comporte avec deggquences biologiques. De plus, il existe des filtre€bagns a plus

de 2 classes, par exemglfde. Il est peutétre possible d’entiaer un tel filtre avec
des €quences de plusieurs localisations et dedpe la localisation d’'uneégjuence
inconnue.
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6 Annexes

6.1 Figures
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Figurel : Formation des ribosomes cl&accharomyces cerevisiae
(Hernandez-Verdun et Louvert, 2004)
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hélicasea ARN montrant les principaux domaines fonctionnels (Tanner et al., 2001).
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