Réunion Animation scientifique Agenae  -  21 juin 2004

Présents :

François Hatey, Claude Chevalet, Yann Guiguen, André Eggen, Denis Milan, Alain Vignal, Christophe Klopp, Julien Bobe, Jean-Jacques Lareyre, Daniel Vaiman, Vincent Laudet, Madeleine Douaire, Thomas Faraut, Catherine Christophe, Philippe Monget

Michel Cohen-Tannoudji, Pierre Pontarotti (évolution des génomes), Jean-Stéphane Joly (Ascidie, Poisson)

L’objet de la réunion portait sur l’avenir de la cartographie et de la physiologie comparées à l’aube des séquençages du génome de très nombreuses espèces dont les espèces d’élevage. Même si les deux questions portant sur cartographie et physiologie comparées sont traitées séparément, elles se recoupent dans bon nombre de domaines, ce qui explique le caractère peut-être un peu « décousu » de ce rapport. 

Cartographie comparée : une étape vers le métagénome ?

La question a tout d’abord été posée de savoir ce que signifie « cartographie comparée ». Est-ce une comparaison deux à deux dédiée à la question posée et à l’espèce étudiée ? Exemple : comparer les cartes humaines avec les cartes bovines ou porcines pour aider au clonage positionnel d’un gène majeur ou d’un QTL. Cet aspect est très important pour les travaux actuels visant à identifier les gènes d’intérêt agronomique. 

Cela peut signifier aussi faire des comparaisons de plusieurs génomes entre eux, et essayer d’établir un lien entre position dans le génome et fonction. Dans ce domaine, on assiste actuellement à une petite révolution. On sait par exemple maintenant qu’il existe un lien entre la position d’un gène ou d’un groupe de gènes dans le génome, et son patron d’expression. Positionner les gènes dans le génome ne sert donc pas qu’aux travaux de génétique moléculaire, mais aussi à faire du « métagénome », générateur de données biologiques nouvelles sur la relation entre l’organisation des gènes dans le génome, et leur fonction physiologique. L’aspect “cartographie comparée“ donne ici un caractère évolutif à cette étude du métagénome. Par exemple, il est maintenant possible de comparer les régions des gènes soumises à empreinte génétique entre différentes espèces de mammifères, d’établir une éventuelle corrélation avec une position particulière par rapport aux télomères, d’étendre cette comparaison aux oiseaux et poissons, espèces pour lesquelles l’empreinte génétique n’existe pas, et regarder de quel type de région génomique il s’agit (zone de silencing…). On peut aussi établir un lien entre spécificité d’expression tissulaire d’un cluster de gènes et position par rapport aux télomères, comme réalisé récemment pour l’ovocyte. Ce type de lien est à rapprocher des travaux connus chez la levure montrant qu’à proximité de ces télomères existent des phénomènes appelés « variégation allélique à effet de position ». Plus largement, il serait très intéressant de bénéficier, pour chaque espèce, d’informations sur les zones du génome présentant des nombres anormalement élevés (ou bas) de SNPs, de les positionner par rapport aux zones de hot spot, afin, à terme, d’établir un lien avec les groupes de synténie fortement conservés entre espèces, voire identifier des « cassures » peut-être révélatrices d’un saut, petit ou grand, dans l’évolution. Enfin, pour revenir à l’identification des QTLs, il serait particulièrement intéressant de comparer les positions des QTLs identifiés à l’INRA et ailleurs (homme, rat…) sur des caractères d’intérêt. Il est probable que de nombreux QTLs se retrouveront aux mêmes endroits (exemple du gène d’hyperprolificité Lacaune (brebis) qui est en plein milieu d’un QTL gemellité bovin). Mais c’est un travail gigantesque, non dénué d’artéfacts selon la façon d’identifier les QTLs et la stringeance des tests statistiques etc… D’autre part, on n’a pas de recul sur l’efficacité ni sur la réelle pertinence d’une telle démarche.

Remarque 1 : faire de la cartographie comparée et du métagénome implique de ne pas se restreindre à nos 4 espèces Agenae, mais d’étendre la réflexion (et les outils) aux espèces plus éloignées comme C.Elegans, la drosophile, l’amphioxus, l’ascidie etc… Cela implique de facto une remise à niveau/formation sur les arbres phylogénétiques, afin de comparer ce qui est comparable. Exemple cité lors de la réunion : celui d’une protéine de transport du fer trouvée chez zébra fish, dont un orthologue chez l’homme a été découvert comme étant responsable du anémie orpheline. Une sensibilisation des chercheurs à ces espèces modèles est donc plus que nécessaire (voir ci dessous). A même été évoqué au cours de la réunion le rêve d’un « mélange volume à volume » du Museum National d’Histoire Naturelle, par essence très impliqué dans l’évolution des grandes fonctions, et de l’INRA, qui est « assis sur un tas d’or sans s’en rendre compte, la physiologie comparée n’étant pas a priori la préoccupation majeure de l’INRA » (l’intéressé se reconnaîtra). En bref, il faudrait injecter du fonctionnel au Museum et de l’ontologie à l’INRA. 

Créer et entretenir un outil dédié est très gourmand en temps et en argent. La question est de savoir si l’INRA doit créer ses propres outils, ou si l’institut attend ceux qui sont fabriqués par les autres. Après tout, la plupart d’entre nous se contentent des sites du NCBI, du Sanger ou d’Infobiogene. Il semble pourtant qu’il faut que l’INRA se fabrique ses propres outils d’ordonnancement des gènes (pas d’annotation des génomes, trop coûteux et pas forcément très utile). Par exemple, trouver les gènes de la coquille d’œuf est important pour les oiseaux, mais il est également intéressant de savoir si ces mêmes gènes sont présents et/ou ont une fonction biologique chez les mammifères et les poissons. Autre exemple connu : la prolactine qui sert entre autres à la galactopoïèse chez les mammifères, et à la smoltification chez les salmonidés.

A propos d’outils, ICCARE semble être un outil original et très adapté pour ordonner les gènes entre eux et, à terme, identifier les groupes de synténie. Son principe est de positionner les ESTs animales par rapport à l’homme, ce qui permettra d’être très réactif lorsque les génomes des espèces domestiques seront accessibles (ce qui est le cas chez la poule, ça le sera d’ici un an chez les bovins et peut-être deux ans chez les porcins). Pour ce type d’applications, le TIGR n’est pas adapté. Iccare n’est pour le moment qu’à l’état de prototype, il faut donc des moyens informatiques et humains pour le développer et le diffuser. Une meilleure articulation avec le comité Sigenae doit être réfléchie. Il faut maintenant évaluer la mise en place et le maintien d’un serveur dédié à Toulouse.

Remarque 2 : Iccare est développé en génétique animale pour les besoins qu’on sait de s’appuyer sur la carte humaine et identifier les QTLs. Pourtant, faire du métagénome n’intéresse pas majoritairement les gens de ce département. Par contre, ça intéresse (ou ça devrait intéresser) les autres départements, pour l’intérêt du métagénome évoqué plus haut, alors qu’ils ne maîtrisent pas l’outil. Or autant maîtriser l’outil est nécessaire pour se poser les bonnes questions, autant savoir qu’il est nécessaire de maîtriser l’outil signifie que les biologistes ont anticipé leurs besoins de demain…

Remarque 3 : Une des questions est de savoir comment implanter les outils de bioinformatique dans les laboratoires. Une solution serait de recruter des bioinformaticiens dans les centres utilisateurs pour accompagner les biologistes dans l’apprentissage des outils et leur utilisation. Cela leur éviterait l’écueil classique de l’enfermement dans leur tour d’ivoire. Gros inconvénient : ça n’intéresse pas les bioinformaticiens de faire du « clique-souris » et d’apprendre à le faire aux biologistes. Ce qui les intéresse, c’est la recherche et le développement d’outils nouveaux. Le risque est donc des les isoler des autres bioinformaticiens qui développent ces outils. Question : les biologistes doivent-ils apprendre à programmer eux-mêmes ? Faut-il créer des outils relativement génériques pour pouvoir faire des macros ? Lesquels ? Faut-il créer un site web dédié à la communauté ?

Notons que ce problème d’isolement de communautés qui ont du mal à se parler concerne aussi les spécialistes en modélisation mathématique des phénomènes biologiques. 

Physiologie comparée : une réflexion sur les gènes orthologues

Deux aspects ont été évoqués. Le premier concerne la fabrication d’outils dédiés à des études de type transcriptome comparé entre espèces. Cet aspect a rapidement été étendu à la notion de gène orthologue et à sa prise en compte systématique dans l’étude des grandes fonctions. L’autre aspect a concerné l’identification d’espèces modèles particulièrement intéressante car à la croisée des chemins pour une fonction donnée.

Outils dédiés à la physiologie comparée.Notion de gène orthologue et phylogénie.

Une idée dans l’air est de générer des outils pour faire du transcriptome comparatif avec des membranes sur lesquelles sont spottés des cDNA orthologues. Exemple : étude de l’expression des gènes suite à une stimulation au glucose dans les pancréas de poule, de truite, de vache et de porc. Même chose dans les gonades au cours de la gamétogenèse, dans le muscle au cours de la croissance, dans l’hypothalamus suite à un stress énergétique …. Ca semble déjà faisable relativement facilement avec des membranes 10K bovines et porcines, le risque de se tromper d’orthologue est avec un Blast classique étant assez faible. Pour la truite et la  poule, identifier ces orthologues nécessitera de passer par un arbre phylogénétique, ce qui est long. 

Remarque : qu’est ce qu’un gène orthologue ? C’est un gène dérivant d’un ancêtre commun, indépendamment d’une éventuelle non conservation de fonction. Exemple : gènes impliqués dans le développement des ailes des oiseaux et des chauves-souris. Evidemment, la conservation de la fonction dépendra du type et du niveau sub-cellulaire, cellulaire ou extra-cellulaire de la fonction. Par exemple, les gènes de la mitose et de la méïose sont très conservés en séquence et en fonction entre vertébrés supérieurs et la levure. A l’inverse, les gènes impliqués dans les grandes régulations endocrines sont apparus assez tard dans l’évolution.

Une notion très intéressante, et pas franchement classique dans les laboratoires de biologie, a été largement développée : celle de l’étude systématique d’arbres phylogénétiques des gènes que l’on étudie et d’évaluation de leur vitesse d’évolution. L’idée est de repartir d’une espèce virtuelle, nommée « Urbilateria », qui possèderait entre 6000 et 7000 gènes, et à partir de laquelle on suivrait l’évolution des gènes au cours de l’évolution (duplication d’orthologues en paralogues, perte de gène…). Exemples : 

· la phylogénie a récemment permis de poser l’hypothèse d’une différence de fonctionnalité de la leptine chez l’homme et la souris.

· l’évolution du gène du lyzozyme qui montre un changement brutal chez les polygastriques ou l’enzyme fonctionne à pH 7 et non 4 comme chez les monogastriques ; de même le gène de l’IL2 a semble t-il fortement évolué chez les ruminants, ce qui pose l’hypothèse d’un rôle de cette cytokine dans le fonctionnement très particulier du système immunitaire dans ces espèces.

Un des moyens de réaliser ce type d’étude est de calculer pour chaque gène le rapport Ka/Ks
. Si ce rapport est supérieur à 1, cela signe une sélection positive. Il existe en outre la possibilité d’identifier les acides aminés qui ont divergé plus vite que les autres au cours d’un saut évolutif, ce qui affine très significativement ce genre d’étude (voir http://www.phygenix.com, développé par la société Phygenix en France). Encore une fois, l’INRA doit absolument s’approprier ces outils pour faire de la phylogénie et de l’ontologie.

Faire de la phylogénie n’est cependant pas anodin. Il ne suffit pas de « cliquer ». Il faut s’appuyer sur au moins trois méthologies différentes (basées sur la distance, la parcimonie et la vraisemblance) pour que l’on soit sûr de la fiabilité du résultat. Il faudrait donc développer des outils permettant d’extraire rapidement ces informations, à partir de l’outil SRS en particulier. Mais faut-il faire de la phylogénie systématique sur tous les gènes ? Ou plutôt sur un groupe de gènes dont on pense qu’ils expliquent une partie de l’évolution des fonctions ? Exemple du système BMP pour la fonction ovarienne (GDF-9, BMP-15) et la croissance musculaire (GDF-8). Dans ce cas, le risque est de faire des a priori.

A été reposé le problème des espèces à séquencer prioritairement dans les années futures. Par exemple, il semble que les génomes du nématode et de la drosophile ne sont pas les plus adéquats, ceux des protostomiens non plus car ce sont des génomes très spécialisés qui ont bénéficié d’une vitesse d’évolution très forte. Par contre, le génome du premier oiseau (la poule) est maintenant disponible, ce qui manquait, alors qu’il y a déjà plusieurs poissons. Les reptiles font défaut. Le xénope sera bientôt séquencé. Aux Etats-Unis, plus de dix nouveaux génomes seront bientôt séquencés, le choix des espèces (éléphant, chat, un marsupial, différents poissons etc…) étant arrêté en fonction de leur place dans l’arbre évolutif. On voit bien à quel point ces génomes seront intéressants en terme de cartographie comparée (voir ci dessus) et en terme de physiologie comparée. Exemple : l’empreinte génétique apparaît chez les mammifères euthériens, et c’est à ce moment là qu’apparaissent des spécificités comme celle d’un site de fixation de l’IGF-II sur son récepteur « poubelle » appelé cation-indépendant mannose-6-phosphate. Qu’en est-il du locus H19, récemment montré comme jouant un rôle pivot dans l’établissement de cette empreinte, chez les poissons et le poulet ? Il sera très intéressant de voir ce qui est conservé, ce qui est perdu dans les culs-de-sac de l’évolution, et ce qui apparaît, se duplique, puis disparaît…

Notion d’espèces modèles

En théorie, lorsqu’on étudie une fonction biologique, on devrait exploiter la ou les espèces les mieux adaptées à la question posée, ce qui n’est pas toujours le cas. Il est important de préciser ce que « adapté » signifie. Cela peut signifier que l’espèce représente une sorte de saut dans l’évolution, saut au cours duquel la fonction en question apparaît. Exemple du lézard, première espèce chez laquelle apparaît un début de canal, précurseur de l’épididyme, permettant la maturation des spermatozoïdes. Cela peut aussi correspondre à une caractéristique du génome. Exemple des génomes de Médaka et de Fugu qui sont des modèles adaptés à l’étude de la conservation de séquences régulatrices du fait de la compaction de leur génome. Cela peut enfin signifier une caractéristique technique. Exemple de l’ascidie qui est un modèle de choix pour l’étude de la régulation des gènes pendant le développement embryonnaire précoce, parce qu’on peut transfecter de milliers d’œufs en même temps avec des construits différents. L’exemple du groupe de Bernard Thys à Strasbourg a été évoqué. Leur travail, financé maintenant par le NIH, vise à établir le profil d’expression de milliers de gènes du zébra fish. D’ici 5 ans, ces données seront accessibles on line dans cette espèce et chez les planaires.  

Plusieurs questions se posent : faut-il forcément changer de modèle si on se rend compte qu’une autre espèce, même très éloignée des préoccupations de l’INRA, est bien mieux adaptée ? Ou bien faut-il juste être très réactif aux travaux des autres et les « appliquer » aux espèces domestiques au moment opportun ? On doit en particulier être très attentifs aux travaux de mutagenèse systématique réalisés chez le nématode, la drosophile ou la souris pour aller pêcher des gènes orthologues dans nos espèces (exemple du gène de la myosatine). Une solution est donc de prendre le maximum de contacts avec des équipes tournées vers l’évolution et apprivoiser leurs modèles. Tout cela demandera une gymnastique et un effort de compilation de données très importants.

CONCLUSIONS :

En conclusion, il faut développer des outils pour faire du métagénome comparatif et de la physiologie comparée. Pour cela, il faut développer les outils existants (ICCARE, Narcisse), créer des outils nouveaux pour faire de la biologie « humide » (membranes de gènes orthologues) et de la biologie in silico (outils de phylogénie automatique si ce n’est systématique), enfin et c’est peut-être le plus difficile, se former aux espèces modèles, sous la forme de suivi de formations ou de séminaires.

Plusieurs propositions sont faites :

· Etendre les missions de Sigenae : monter une vraie plate-forme de bioinformatique multi-espèces indiquant en regard de chaque espèce principale d’AGENAE des liens pour une page concernant chacune des principales espèces modèles apparentées. Ces pages contiendraient les adresses des principaux sites pour chaque modèle: génome, site de la communauté, etc.... Dans la même philosophie, développer un site permettant d'accéder à tous les sites de biologie comparée. Ces sites foisonnent à l'heure actuelle et s'y retrouver est un challenge en soi. Exemple de sites: orthologie (COG/KOG), domaines protéiques conservés (PFAM/INTERPRO), Ontologie (Gene Ontology), Fonction métabolique (KEGG), signalisations (Nature Signalling Gateway), séquences régulatrices (VISTA), patrons d'expression (ZFIN, MEPD, ANISEED) etc… C’est un secteur où l’INRA pourrait prendre une position de leader international (en se concentrant sur les aspects comparatifs) ; offrir des bases de données à jour, des outils pour les interroger, des briques à manipuler par les biologistes (avec une petite aide d’informaticiens pour écrire leurs « macros »). Signalons que la phylogénie et les outils de bioinformatique sont à soutenir avec les projets plante (valorisation de la biodiversité).

· Développer Iccare (positionner les derniers gènes localisés avec les panels RH ; affiner les groupes de synténie et les micro remaniements.

· Investir dans la phylogénie, apprendre les outils (valoriser la biodiversité). Développer des outils d’étude systématique de rapports Ka/Ks, au moins pour les gènes d’intérêt (au mieux pour tous les gènes ?).

· Concrétiser une démarche de physiologie comparée, tout en ne la différenciant pas de la cartographie comparée « version métagénome ».

· Recruter un CR2 en cartographie comparée ?

· Proposer des programmes multi-espèces en QTLs ?

· Soutenir des projets de thèse sur les barrières d’espèce ?

· Réfléchir à la mise en place/utilisation de plates-formes technologiques utilisant les poissons et les mammifères modèles. Il s'agit ici de faire se propager l'idée (désormais admise par beaucoup de labos biomédicaux) que lorsqu'un gène candidat est isolé dans une fonction biologique importante chez les mammifères/poisson d'élevage, une des stratégie fructueuse peut être d'analyser la fonction des orthologues chez des espèces modèles (souris, poisson). Ceci nécessite de disposer de moyens à l'INRA pour effectuer ces expériences, sans quoi on sera rapidement obligé de passer par des entreprises privées qui ont des coûts prohibitifs pour générer des animaux modèles (et ne proposent aucun début d'analyse des phénotypes). Il s'agit ici de développer les méthodologies de transgenèse systématique pour la génomique fonctionnelle.

� Ka = taux de mutation non substitutive ; Ks = taux de mutation substitutive 





Compte rendu de la réunion du comité Agenae de veille et d’animation scientifique du 21 juin 2004 – Philippe Monget


