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Résumé

Le nombre de séquences génomiques disponibles augmente tres vite du fait du
développement de méthodes de séquencage massif. La classification de ces séquences est
nécessaire et permet 1’étude de leurs relations évolutives. Des outils bioinformatiques
automatisés sont indispensables pour effectuer ces opérations d’identification de facon
précise et rapide. Nous avons développé HoSeql (Homologous Sequence Identification),
un systéme permettant d’automatiser l'identification de séquences dans de grandes
banques de familles de génes homologues. HoSeql propose une interface accessible sur
internet (http ://pbil.univ-lyonl.fr/software/HoSeql/) afin d’identifier une séquence et de
visualiser ’alignement et la phylogénie obtenus. Un autre programme, dérivé d’HoSeql,
a été implémenté pour 'ajout automatique de séquences génomiques aux banques de
familles. Enfin, un travail sur l'identification automatique de séquences bactériennes

d’ARN 16S et la détection de séquences chimeres a été effectué.

Mots-clés : Identification automatique, similarité, alignement, phylogénie, chimere.







Abstract

The number of available genomic sequences is growing very fast, due to the develop-
ment of massive sequencing techniques. Sequence classification is needed and contributes
to the assessment of their evolutionary relationships. Automated bioinformatics tools
are thus necessary to carry out these identification operations in an accurate and fast
way. We developed HoSeql (Homologous Sequence Identification), a software environ-
ment allowing this kind of automated sequence identification using homologous gene
family databases. HoSeql is accessible through a Web interface (http ://pbil.univ-
lyonl.fr/software/HoSeql/) allowing to identify a sequence and to visualize obtained
alignment and phylogeny. We also implemented another set of programs - derivated from
the one used in HoSeql - in order to automatically add genomic sequences to family
databases. At last, some developments aimed at automated identification of 165 RNA

bacterial sequences and detection of chimeric sequences.

Keywords : Automated identification, similarity, alignment, phylogeny, chimera.
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Introduction

Aujourd’hui, le nombre d’espeéces connues (entre 1,5 et 1,8 millions) n’est pas déterminé
avec exactitude a cause des difficultés liées a la notion d’espéce. De plus, personne ne
sait exactement combien d’especes existent et certains estiment ce nombre entre 8 et 12
millions (Wikipédia, 2006). L’étendue de la diversité des especes vivantes n’est donc que
partiellement connue et de nombreuses especes restent encore a identifier.

Le principe de l'identification consiste & déterminer & quel groupe d’especes, un orga-
nisme analysé se rattache. Les méthodes traditionnelles d’identification utilisent la morpho-
logie et d’autres caracteres phénotypiques pour différencier les organismes. Cependant, ces
techniques ne permettent pas systématiquement d’avoir une identification exacte et rapide,
et, dans certains cas, on ne dispose pas de caracteres phénotypiques pour identifier toutes
les especes. Le développement des méthodes moléculaires a permis de palier les limites
de ’approche phénotypique en comparant les séquences d’ADN des organismes étudiés
a celles d’especes connues. Ces méthodes permettent de définir ’espece d’une séquence
analysée sur la base de relations de parenté (relations phylogénétiques).

Au cours des dix dernieres années, le séquencage d’ADN a grande échelle a permis
d’augmenter considérablement la quantité de données biologiques disponibles. L’identifi-
cation moléculaire manuelle de séquences devient alors trop longue et pénible & réaliser
pour de grands jeux de données. Il est donc nécessaire de mettre a disposition des bio-
logistes, des outils bioinformatiques afin de traiter automatiquement ces données. Par
exemple, un projet international réunissant un grand nombre d’organisations de différents
pays (Consortium Barcode of Life) a été mis en place dans le but d’appliquer le concept
de code barre génétique afin d’accélérer considérablement le rythme de l'inventaire de la
biodiversité, ainsi que de permettre a quiconque d’identifier des organismes sans ambiguité.

Les outils dédiés a I’identification doivent utiliser des méthodes spécifiques aux données
analysées. L’objectif de ces travaux de theése consiste a développer des outils permettant
Iidentification automatique de séquences dans les grandes banques de familles de génes
homologues. Nous avons également travaillé sur I'identification bactérienne et la détection
automatique de séquences chimeres.

Ce document se compose de quatre parties. Dans la premiere, nous définissons le

contexte bioinformatique en introduisant les différentes notions de génétique et génomique
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puis nous expliquons comment il est possible de stocker et analyser des données biolo-
giques. Dans la deuxieme partie, nous détaillons les différentes méthodes d’identification
ainsi que les outils existants. La troisieme partie est consacrée a 1’outil bioinformatique
développé, HoSeql (Homologous Sequence Identification), qui permet identification au-
tomatique de séquences dans de grandes banques de familles de génes homologues. Enfin,
dans la quatrieme partie, nous décrivons deux autres applications basées sur les méthodes
utilisées dans HoSeql : la premiere permet d’ajouter automatiquement toutes les séquences
de génomes a une banque de famille de génes ; la deuxieme est dédiée a l’identification bac-

térienne et integre un module de détection automatique de séquences chimeres.




CHAPITRE 1

Le contexte bioinformatique

La bioinformatique est une discipline récente qui consiste a analyser l'information
biologique, essentiellement sous la forme de séquences biologiques et de structures de pro-
téines. Deux de ses principaux objectifs sont I'identification des genes et la prédiction de
leur fonction, deux probléemes au centre de la génomique. La bioinformatique est constituée
en partie par 'ensemble des concepts et des techniques nécessaires a l'interprétation de
I'information génétique (séquences) et structurale (repliement 3-D). Cette discipline est
donc une branche théorique de la biologie. Son but est d’effectuer la synthese des données
disponibles a I'aide de modeles et de théories, d’énoncer des hypotheses généralisatrices,
sur I’évolution des especes par exemple, et de formuler des prédictions, comme la fonction
ou la localisation de genes. Elle s’appuie, bien sir, a la fois sur les concepts de la biologie

et de 'informatique, mais également sur des outils issus de la chimie et de la physique.

1 La génétique et la génomique

1.1 Un peu d’histoire

Cette section a €té réalisée en assemblant des informations provenant de (Bernot et
Alibert), (Gayon) et (Dardel, 2002).

La génétique, étude de I’hérédité, est une discipline récente de la biologie. La génétique
moderne remonte aux travaux de Mendel, qui le premier établit les lois de I'hérédité. Il
publia ses résultats en 1866, mais ils passérent alors a peu pres inapergus (Mendel, 1866;
Mendel, 1961). Mendel comprend qu’un caractere héréditaire peut exister sous différentes
versions — les alleles —, les unes dominantes, les autres récessives. Il énonce les lois de
la transmission de certains traits héréditaires. L’élément céllulaire responsable de cette
transmission est le geéne (section 1.2.4). Les genes se transmettent entre les générations et
fonctionnent de maniere indépendante.

En 1900, trois botanistes, De Vries, Correns et Tschermak, "redécouvrent” les lois de
I’hybridation de Mendel. En moins d’une décennie, une science nouvelle est fondée sur cette

base, Bateson la nomme "génétique”. Dans le milieu des années 1910, ce sont les travaux de
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Morgan, sur la drosophile, qui conduisent au développement de la théorie chromosomique
de I'hérédité. Les genes sont alors localisés sur les chromosomes (section 1.4), et les tra-
vaux de Sturtevant, permettent d’ordonner les genes le long des chromosomes, constituant
les premieres cartes génétiques. Cependant, jusqu’au milieu du XX™€ siecle, les genes,
bien que localisés sur les chromosomes, demeurent des entités théoriques. Leurs caracteres
physiques, leur nature matérielle, tout comme leur mode d’action demeurent mystérieux.
Le support matériel de 'hérédité, I'acide désoxyribonucléique, ou ADN (section 1.3), fut
identifié comme tel en 1944. La structure en double hélice de PADN est découverte par
Watson et Crick en 1953. Au début des années 1960, Jacob et Monod (Jacob & Monod,
1961) découvrent le modele de régulation de la production des protéines chez les bactéries
et virus. L’ADN est transcrit en ARN messager et celui-ci est traduit en séquences po-
lypeptidiques, c’est-a-dire en protéines. La découverte du code génétique (section 1.2.4)
par Nirenberg et al. est contemporaine de ces travaux sur la régulation (Nirenberg et al.,
1963).

Dans les années 1970, la génétique et la biologie moléculaire entrent dans une nouvelle
phase. Le génie génétique est fondé sur des découvertes et des procédés techniques
permettant d’isoler un (ou plusieurs) géne(s) d’un organisme, de le(s) modifier et de
le(s) transférer dans un autre organisme. Cette technique a rendu possible une nouvelle
génétique moléculaire. Une accélération considérable dans ce processus a été observée
dans les années 80-90. Les méthodes de maitrise de I’expression des genes, de cartographie
et de séquencage des génomes ont été développées, et c’est surtout a cette période
qu’a émané une volonté internationale d’élucider completement la séquence de génomes
particuliers. En 1995, pour la premiere fois, la séquence du génome d’une cellule vivante
(Haemophilus influenzae, une bacterie responsable d’infections bronco-pulmonaires chez
les jeunes enfants) a été déterminée. Au cours des 10 derniéres années, les progres ont été
tout a fait spectaculaires. Aujourd’hui les séquences de plusieurs centaines de génomes
complets sont connues, provenant de domaines tres différents du Vivant : bactéries,
archées, champignons, invertébrés, insectes, plantes, vertébrés. Le décryptage du génome
humain est une prouesse technique a la mesure des avancées théoriques de la génétique.

Ces avancées permettent des études a ’échelle de tous les génes d’une espece.

La biologie moléculaire est donc entrée depuis 1995 dans 'ere de la génomique. Il
s’agit d’étudier les génomes et en particulier ’ensemble des genes, leur disposition sur
les chromosomes, leur séquence, leur fonction, leur évolution et leur réle. On dispose
maintenant de I'information génétique exhaustive sur un nombre croissant d’organismes
vivants et il est aujourd’hui possible d’aborder de maniere globale un certain nombre de
problemes complexes dont on avait jusqu’a présent qu’une connaissance fragmentaire :
évolution, voies métaboliques, interaction de la cellule avec I'extérieur, mécanismes
globaux de régulation et de contrdle. Avec la mise a disposition de toutes ces informations,
et notamment d’un nombre considérable de séquences ayant parfois un ancétre commun

lointain, la génomique comparative s’est particulierement développée. En effectuant
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des comparaisons de séquences entre plusieurs organismes, il est possible d’enrichir les
connaissances que l'on a sur un gene ou un groupe de genes. C’est en utilisant cette
approche que sont le plus souvent effectuées des assignations de fonctions ainsi que de

nombreuses études ayant trait a la phylogénie moléculaire (section 1.3).

L’accélération du processus de séquencage, permise en particulier par la robotisation et
la parallélisation des méthodes d’analyse, nécessite un soutien de plus en plus important de
I’'outil informatique. C’est un outil incontournable pour permettre I’assemblage des milliers
ou millions de fragments de génomes issus des automates de séquencgage ainsi que pour

extraire et analyser 'information contenue dans les banques de séquences.

1.2 L’information génétique

L’information génétique détermine les caractéres d’un organisme. Elle est transmise
des parents a leurs descendants. Différents éléments jouent un réle dans le support de

I'information génétique : la cellule, ’ADN, les chromosomes, les génes et les protéines.

Pour cette partie, nous avons utilisé des informations provenant de (Tracqui & De-

mongeot, 2003) et (Maftah & Julien, 2003).

1.2.1 La cellule

Tous les étres vivants, animaux, végétaux et microbes, sont composés de cellules.
Par exemple, on estime a quelques milliers de milliards le nombre de cellules composant
le corps humain. Depuis la formulation de la théorie cellulaire, habituellement attribuée
au botaniste Matthias Jakob Schleiden et au zoologiste Theodor Schwannn (1839), il est
reconnu que la cellule est 'unité de base du monde vivant. On distingue deux types de
cellules correspondant a deux catégories d’organismes vivants classés selon la complexité
de 'agencement de leur matériel génétique : les procaryotes divisées en deux groupes (les
bactéries et les archées) et dont les cellules sont dépourvues de noyau, et les eucaryotes
dont les cellules comprennent un noyau. Tous les organismes pluricellulaires sont constitués
de cellules eucaryotes. Les eucaryotes multicellulaires sont composés de différentes sortes
de cellules spécialisées qui dépendent alors les unes des autres pour survivre au sein d’un
organisme. Cette dépendance est relative car la plupart des cellules possédent tout ce qui
est indispensable pour vivre et se multiplier, sous une forme isolée et completement séparée
de leur organisme d’origine, si elles sont mises dans un environnement qui procure les
nutriments, hormones et facteurs de croissance appropriés. La cellule eucaryote (figure 1.1)
présente toujours la méme structure : une membrane, un cytoplasme et un noyau. La
membrane individualise et isole du milieu extérieur. Le cytoplasme contient les organites,
ces organites sont les instruments des différentes fonctions cellulaires. Le noyau de la cellule
est séparé du cytoplasme par une enveloppe et renferme 'information génétique. Chez les

procaryotes (figure 1.2), dans la plupart des cas, le matériel génétique n’est pas clairement
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séparé du cytoplasme par une membrane. L’information génétique est la méme dans toutes
les cellules, qui la copient a chaque division cellulaire. L’expression de cette information

est spécifique selon la fonction et le réle de la cellule, mais I'information inutilisée reste

P
présente.
réticulim pare nucléaire
endoplasmique
FUgUEL nucléale noya
ribosome membrane nucléaire

appareil de Galgi
centriole

lwsnsome

cytoplasme

réticulum
endoplasmique

lisse
membrane

mitochondris plasmigue

Fi1G. 1.1: Ezemple de la structure d’une cellule eucaryote

rnembrane cellulaire

chromosorme D)

ribozome

mésasarmne

plasmide (ADN) gl

F1a. 1.2: Exemple de la structure d’une cellule procaryote (une bactérie)

1.2.2 IL’ADN

L’Acide DésoxyriboNucléique (ADN) est le support universel de I'information géné-
tique chez les étres vivants et le support de I'hérédité car il constitue leur génome et se

transmet en totalité ou en partie lors des processus de reproduction. Il est constitué de
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deux chaines enroulées en double hélice (figure 1.3). Chaque hélice est formée par un long
enchainement de molécules élémentaires : les nucléotides. Chaque nucléotide comprend un
sucre, le désoxyribose, un résidu phosphate et une des 4 bases azotées : adénine (A), gua-
nine (G) pour les bases puriques et cytosine (C), thymine (T) pour les bases pyrimidiques.
La nature de la base forme 'unique différence entre les nucléotides. Il existe donc 4 nucléo-
tides différents. Par abus de langage, un nucléotide est souvent confondu avec le nom de
sa base azotée. Les deux chaines sont toujours étroitement reliées entre elles par des liai-
sons hydrogene (également appelées ponts hydrogene ou encore simplement liaisons H ou
ponts H) établies entre deux bases de nucléotides face a face. Ces deux chaines s’associent
entre elles par complémentarité des bases. Les nucléotides sont complémentaires entre eux.
Ainsi, 'adénine est complémentaire & la thymine (A-T) et la guanine est complémentaire
a la cytosine (C-G). Deux liaisons hydrogene retiennent ensemble la paire A-T et trois
retiennent la paire G-C. On dit que chaque chaine ou brin est complémentaire de ’autre
car chaque nucléotide d’une chaine se lie a son partenaire complémentaire de ’autre coté.
De plus, la molécule d’ADN est orientée étant donné que le lien entre les nucléotides ne se
fait que dans un sens : de 5’ vers 3’ (5’ et 3’ sont les numéros des atomes de carbone du
sucre). Ce lien est constitué par une liaison phosphodiester entre le phosphate ®)situé sur
le carbone 5’ du sucre d’un nucléotide et une fonction alcool (-OH) située sur le carbone
3’ du sucre du nucléotide suivant. Les deux brins complémentaires ont une orientation

opposée.

Groupe
Phosphate

F1G. 1.3: La molécule d’ADN
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1.2.3 Les chromosomes

Chez les procaryotes, les deux extrémités de I’hélice sont souvent reliées de maniere
covalente et forment un ADN circulaire. Chez les eucaryotes, ADN est inséré dans une
structure particuliere complexe constituant le matériel génétique fonctionnel, appelé chro-
matine. Entre deux divisions cellulaires, la chromatine existe sous forme d’un écheveau
de fibres. Avant la division cellulaire, la chromatine se condense en chromosomes. Chaque
chromosome est constitué de deux batonnets paralleles, les chromatides, réunies en une ré-
gion centrale, le centromere. Chaque chromatide se termine par une structure particuliere

appelé télomere (figure 1.4).

Chromaosome
Chromatide Chromatide Havau

Télomére

ks 'IIL-\—\_ E
Hstones Paires de bases

)

N

G,

Fia. 1.4: La structure d’un chromosome

Les deux chromatides d’un méme chromosome sont strictement identiques et sont
appelées chromatides sceurs. Chaque espeéce a un nombre de chromosomes déterminé. Les

chromosomes existent en un seul exemplaire dans les cellules sexuelles (cellules germinales
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ou gametes), cellules dites haploides, alors qu’ils sont présents en paires dans toutes les
autres cellules (les cellules somatiques ou cellules non sexuelles), dites diploides. Les deux
éléments d’une paire de chromosomes sont dits homologues et chacun des éléments provient
d’un parent. Ainsi les cellules germinales humaines contiennent 23 chromosomes et les
autres cellules contiennent 46 chromosomes répartis en 23 paires. On peut compter 22
paires d’autosomes (chromosome ne jouant pas de role dans la détermination du sexe) et
1 paire de chromosomes sexuels définissant le sexe du porteur : X pour la femelle (XX), Y

pour le male (XY).

1.2.4 Les geénes et la synthése protéique

Un gene est un fragment d’ADN qui correspond & un caractere héréditaire et consti-
tue 'unité d’information génétique. Sa taille peut varier de quelques centaines a plusieurs
dizaines de milliers de nucléotides. L’expression des caracteres que ’ensemble des genes
gouvernent, telle qu’on peut 'observer, constitue le phénotype. Chaque individu présente
un phénotype particulier, c’est-a-dire un certain nombre de caracteres directement obser-
vables dont certains sont héréditaires, comme la couleur des cheveux, la taille, etc. Le gene
porte 'information nécessaire a la biosynthese d’un produit biologiquement actif, souvent
une protéine. Les protéines sont des molécules complexes constituées d’un enchalnement
précis d’acides aminés. Il en existe 20 différents (figure 1.5) et de leur ordre dépendent les

propriétés de la protéine.

Code & une lettre Code & trois lettre  Description

A Ala Alanine

B Asx Asparagine ou acide aspartique
C Cys Cystéine

D Asp Acide aspartique
E Glu Acide glutamique
F Phe Phenylalanine

G Gly Glycine

H His Histidine

I Ile Izolencine

K Lys Lysine

L Leu Leucine

M Met Meéthionine

N Asn Asparagine

P Pro Proline

Q Gln Glutamine

R Arg Arginine

5 Ser Serine

T Thr Thréonine

v Val Valine

W Trp Tryptophane

X Tyr Tyrosine

Z Gl Glutamine ou acide glutamique

Fi1G. 1.5: Listes des 20 acides aminés composant des protéines

Le passage de la séquence du gene, c’est-a-dire de ’enchainement de 4 nucléotides

différents, a la séquence de la protéine, un enchalnement de 20 acides aminés différents,
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correspond a la synthese protéique. Elle se décompose en deux étapes : la transcription et
la traduction. Chaque géne contient les instructions pour coder une ou plusieurs protéines.
Chez les eucaryotes, le géne est constitué de régions codantes ou exons, séparées par des
régions non-codantes ou introns. Seules les exons se retrouvent, sous forme traduite, dans
la protéine. Enfin il faut savoir que 'information génétique se transmet généralement selon

trois processus : la réplication, la transcription et la traduction.

1.2.4.1 La réplication

Lors de chaque division cellulaire, la totalité de ’ADN doit étre dupliquée. La duplica-
tion d’une molécule d’ADN parent en deux molécules d’ADN filles est appelée Réplication
ou Duplication. Elle permet un dédoublement de ’ADN par 'appariement complémentaire
des bases. Pendant la réplication (figure 1.6), la double hélice est déroulée localement grace
a des protéines spécifiques appelées hélicases et les deux brins sont séparés. Chaque brin

sert de matrice pour la synthese d’un nouveau brin complémentaire.

Replication

[y h‘l.'l.'ﬂl.lx

Fi1G. 1.6: Le mécanisme de la réplication

La réplication est dite semi-conservative car dans chaque molécule fille d’ADN,
un brin provient de la molécule parent, il est de ce fait conservé et un autre brin est

nouvellement synthétisé. La réplication fournit donc deux molécules d’ADN identiques
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entre elles et identiques a la molécule parent. La réplication s’effectue uniquement dans
le sens 5->3’ et les brins complémentaires sont synthétisés grace a 'ADN polymérase.
Cette enzyme est chargée de récupérer les nucléotides libres et de les apparier aux
nucléotides complémentaires du brin parent. Etant donné que les deux brins d’ADN sont
antiparalleles, un des brins en formation, le brin avancé ou principal, s’allongera de fagon
continue. L’autre brin, dit retardé ou secondaire, se forme de fagon discontinue par de
petits fragments d’ADN, appelés fragments d’Okazaki. Les différents fragments d’ADN

du brin retardataire sont ensuite réunis par I’enzyme ADN ligase.

Etant donné que PADN est porteur de 'information génétique de la cellule, il faut
que la réplication se fasse avec une fidélité élevée afin de ne pas perdre d’informations.
Cependant ’ADN est soumis & des agressions physiques, chimiques ou des accidents de
polymérisation du brin synthétisé. Il peut ainsi subir des dégradations ou des changements
permanents (mutations) s’il n’y a pas de protection et de réparations effectuées. Il existe
donc des mécanismes de réparation de PADN garantissant a la cellule fille la transmission
d’une information génétique presque identique a celle de la cellule parent. Les principaux
mécanismes de réparation de ’ADN utilisent le fait que I'information génétique existe en
deux exemplaires (sur chacun des brins de la double hélice). Lorsqu’il y a une erreur sur
I'un des brins, ’ADN polymérase assure le remplacement du fragment endommagé par un

fragment correct grace a I'information portée sur le brin complémentaire intact.

1.2.4.2 La transcription

L’ADN est situé dans le noyau alors que la synthése des protéines a lieu dans le cy-
toplasme au contact des ribosomes accolés au réticulum endoplasmique. Pour assurer la
liaison entre les deux, il y a synthéese d’ARN messager (Acide RiboNucléique) dans le
noyau de la cellule chez les eucaryotes et dans le cytoplasme chez les procaryotes. La syn-
thése d’ARN & partir d’ADN correspond & la transcription. L’ARN messager (ARNm)
est constitué d’un enchainement de nucléotides comme ’ADN. Il y a cependant quelques
différences entre la structure de ARNm et celle de ’ADN : il est simple brin (constitué
d’une seule chaine de nucléotides), la thymine est remplacée par I'uracile et le sucre est un
ribose et non un désoxyribose. La transcription (figure 1.7) nécessite une enzyme, PARN
polymérase, qui se fixe sur une séquence particuliere de ’ADN (la région promotrice) in-
diquant ainsi le début de la transcription. Cette enzyme assure la séparation des brins
a transcrire et transcrit une des deux chaines de ’ADN en une chaine d’ARN. La syn-
these de ’ARN s’effectue toujours dans le sens 5’->3’ par addition des nucléotides d’ARN
complémentaires de ceux du brin d’ADN. La transcription a donc pour réle principal de
transférer vers PARN l'information contenue dans la séquence d’un gene, c’est-a-dire de

réaliser un intermédiaire, une copie conservant la signification de la séquence des bases de

I’ADN.
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ARN polymérase

TCGATCATCGG
AGCTAGTAGC ¢

Anticodon

T ————  Ribosomes

= g Sens de \

traduction

UAUAUACG G

Protéine traduite

Fi1G. 1.7: Les mécanismes de transcription et de traduction

1.2.4.3 La traduction

La traduction est I’ensemble des mécanismes qui permettent la synthese des protéines
a partir des ARNm. Chez les eucaryotes, ’ARNm passe a travers la membrane nucléaire et
transporte dans le cytoplasme, ou a lieu la traduction, I'information qu’il porte. Le trans-
fert de 'information de la séquence nucléotidique a la séquence protéique fait intervenir
un systeme de correspondance entre les deux types de séquences que 1’on appelle code
génétique (figure 1.8). Les séquences nucléotidiques de ’ARNm sont lues séquentiellement
par triplets, appelés codons (AAC, TGC, etc.). Le code génétique donne la correspon-
dance entre codons et acides aminés. Un codon code pour un certain acide aminé dans
une protéine, par exemple CCA code pour la glycine. Il y a 64 (43) codons possibles. Plu-
sieurs triplets pouvant coder pour le méme acide aminé, le code est dit dégénéré. Parmi
les différents codons, il existe un codon initiateur et trois codons stops qui permettent
de délimiter le début et la fin de la zone a décoder pour former la protéine. Lors de la
traduction (figure 1.7), PARNm se fixe & un complexe moléculaire composé d’ARN ribo-
somiques (ARNr) et de protéines, appelé ribosome. Celui-ci va permettre 'assemblage des
acides aminés afin de synthétiser la protéine : il parcourt le brin I’ARNm et, grace a ’en-
semble des ARNs de transfert (ARNt), va ajouter un acide aminé a la protéine en cours
de fabrication en fonction du codon lu. Il n’y a aucun chevauchement dans la lecture des
codons successifs. Il existe donc trois manieres, appelées phases de lecture, pour découper

en codons la séquence. C’est le premier codon lu qui va définir la phase de lecture. Selon
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cette phase la séquence en acides aminés sera différente. Lorsque le ribosome atteint le
codon stop, il se détache de la protéine et du brin ’ARNm. La protéine est alors libérée

dans l'organisme et acquiert ses fonctions.

LE CODE GENETIQUE
Denxieme letthe

u C A G
UUU phe (Fy UCUT ser (23 Al tyr W) OG0T cys (@)
U |uuc ucc UAC ugo
UUA leuw (L) UC& UAA STOP uGs STOFP
uuG ucG UAG STOP UGG  trp (W)
o CUU leuw (L) CCU pro(F) CAU HISEH) COU arg (R)
£ ¢ |cuc ooo AT oGo
o CUA slef} cas gln (@) COA
: cug oG CAG oGg
o
5 AUU ile()  ACT thr(T) AAU asn () AGU  ser ()
A A |auc ACC YN AGC
AUA ACA A88 lys () GA  arg R)
AUG met (M) ACG F¥ A AGG

GUU wal () GCU ala (&) GAU asp (D) GGU gly (&)

G |GuC Goo GAC GGG
GUA GoA Gas glu By Goa
GUG GOG GAG GGG

Fia. 1.8: Le code génétique

1.3 L’évolution des séquences

L’évolution est définie par l'interaction entre les modifications au sein de chaque
espece et 'apparition d’especes nouvelles (spéciation). Ces deux phénomenes sont accom-
pagnés d’extinctions d’especes. Le processus évolutif se base sur la diversité existant au
sein de chaque espece. Tout mécanisme susceptible de modifier les caractéristiques d’une
population, génération apres génération, peut engendrer une évolution. Le plus célebre
est probablement la sélection naturelle, qui a été proposée par Charles Darwin et décrite
dans son ouvrage majeur 1'Origine des especes, en 1859. Diverses théories se sont par la
suite succédées pour conduire au consensus actuel (théorie synthétique de 1’évolution).
Celui-ci n’est d’ailleurs pas total, comme en témoignent certaines divergences dont la
plus connue est celle ayant opposé Stephen Jay Gould et Richard Dawkins, sur l'intérét

d’introduire la notion d’équilibres ponctués.

La plupart des individus d’une espece donnée possedent la méme formule chromoso-
mique (le nombre et la forme structurale des chromosomes), le méme caryotype (photogra-

phie ordonnée des chromosomes) et les mémes genes, et pourtant aucun n’est identique.
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Cela s’explique en partie par la diversité génétique due aux polymorphismes. Les prin-
cipaux mécanismes qui conduisent au polymorphisme sont les modifications accidentelles
de PADN appelées mutations et le brassage génétique (intra et interchromosomique) as-
suré par la reproduction sexuée. Par différents processus les séquences d’ADN subissent
des mutations ponctuelles provoquant des substitutions, des insertions ou des délétions de
nucléotides et donc une altération de I'information génétique portée par un individu :
— une substitution correspond au remplacement d’un nucléotide par un autre porteur
d’une base différente,
— une insertion est I’ajout dans la chaine d’un ou d’une portion de chaine de nucléotides
— une délétion implique la suppression d’un ou d’une portion de la chaine de nucléo-
tides.
L’occurrence de telles mutations peut modifier la fonction de protéines ou d’ARN. L’étude
de ces processus de mutation est difficile, car ils ne peuvent étre étudiés que de maniere
indirecte, par comparaison de séquences d’ADN entre des individus de la méme espece ou
d’especes différentes. C’est a partir de ces comparaisons que 'on va tenter de reconstruire

I’histoire évolutive des séquences.

Une des méthodes employées pour essayer de reconstruire ’histoire évolutive des sé-
quences est la phylogénie. La phylogénie moléculaire est une branche de la systématique
qui est I'étude et la description de la diversité des étres vivants, la recherche de la na-
ture et des causes de leurs différences et de leurs ressemblances, la mise en évidence des
relations de parenté existant entre eux et 1’élaboration d’une classification traduisant ces
liens de parenté. La phylogénie moléculaire consiste a déterminer ’arbre phylogénétique
d’un ensemble de séquences homologues données, c’est-a-dire la configuration la plus pro-
bable pour rendre compte du degré de parenté existant entre ces séquences. Les feuilles et
les noeuds d’un arbre phylogénétique correspondent a des taxons qui sont définis comme
étant des regroupements d’organismes reconnus en tant qu'unités formelles (Lecointre &
Guyader, 2001).

2 Le stockage de données biologiques

Aujourd’hui les méthodes rapides de séquencages (cf. chapitre 2, page 31 section 2.2.2,
page 34) sont utilisées fréquemment et le nombre de nouvelles séquences augmente rapi-
dement. Toutes les données issues du séquencage doivent étre traitées et analysées afin
d’obtenir le plus grand nombre d’informations. Il faut ainsi stocker ces séquences et toutes
les informations obtenues. Pour cela, de grandes bases de données de séquences ont été
mises en oeuvre pour permettre un acces facile aux données. Les premieres banques de
données en biologie moléculaire ont traité des informations structurales sur les protéines,
puis tres rapidement, des séquences protéiques et nucléotidiques. Il existe différents types
de bases de données biologiques : celles qui sont dites généralistes et qui stockent des sé-

quences provenant de tous les organismes et celles dites spécialisées qui se consacrent plus
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particulierement a un organisme ou a une thématique donnée.

2.1 Les banques généralistes

Il existe plusieurs banques généralistes publiquement accessibles. La principale banque
généraliste de séquences nucléotidiques est produite par trois partenaires : EMBL data li-
brary (Cochrane et al., 2006) en Europe, GenBank (Benson et al., 2006) aux Etats-Unis et
DDBJ (Okubo et al., 2006) au Japon. La plupart des données de ces banques proviennent
de soumissions effectuées par les auteurs. D’autres regroupent des séquences protéiques
telles que UNIPROT (Wu et al., 2006), GenPept, HAMAP (High-quality Automated and
Manual Annotation of microbial Proteomes) (Gattiker et al., 2003)), etc.

De la méme maniere que pour les banques de séquences nucléotidiques, leur orga-
nisation se base autour des annotations biologiques et biochimiques d’une part, et des
séquences d’autre part. GenPept correspond a la traduction de ’ensemble des parties
codantes de GenBank. La principale banque de protéines est UNIPROT. En effet, elle
possede de nombreux atouts : redondance minimale, références croisées, qualité d’anno-
tation, etc. Elle correspond a la fusion de SWISS-PROT (Wu et al., 2006), TTEMBL et
PIR (Protein Information Resource) (Wu et al., 2003). Les séquences contenues dans
SWISS-PROT sont issues de la traduction des génes annotés dans EMBL, d’autres
banques protéiques, de publication scientifiques et de quelques soumissions d’auteurs.
TrEMBL est la version protéique de la banque nucléotidique EMBL. Elle contient la
traduction de toutes les parties codantes annotées de EMBL en excluant les protéines
présentes dans SWISS-PROT. PIR, qui maintenant n’existe plus, fournissait des informa-
tions organisées selon des criteres taxonomiques et de similarité. Enfin, HAMAP est un
projet développé par le groupe SWISS-PROT. Son but est d’annoter automatiquement
les protéines provenant des projets de séquencage des génomes microbiens. La banque
contient également des collections de familles de protéines microbiennes générées par des

experts et utilisées pour 'annotation automatique.

Ces banques généralistes permettent donc de centraliser toutes les séquences connues.
Cependant, il existe tout de méme un grand nombre d’erreurs, notamment au niveau
des annotations des séquences ainsi qu’une redondance des informations dans certaines

banques.

2.2 Les banques spécialisées

Pour pallier ces inconvénients, I’augmentation exponentielle du volume, de la diversité
des séquences et la diversité des études, des banques spécialisées ont été développées. Ces
développements ont permis 'introduction d’informations spécifiques a chacune permettant
ainsi d’avoir des banques adaptées aux besoins des utilisateurs. Elles répondent pour la

plupart soit a des besoins ponctuels, soit a des besoins liés a des secteurs d’activité bien
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précis.

Parmi celles-ci, ont été développées des banques thématiques se consacrant a un do-
maine bien précis. Ainsi, certaines regroupent des données sur les structures moléculaires
tridimensionnelles telles que la PDB (Protein Data Bank) (Berman et al., 2000). D’autres
s’intéressent a la structure en domaine des séquences protéiques comme la banque ProDom
(Servant et al., 2002). Il y en a également qui centralisent des données sur les signatures,
caractéristiques de certaines protéines telle que PROSITE (Hulo et al., 2006). D’autres
encore traitent des séquences et des structures d’ARN. Il existe deux principales banques
stockant des séquences d’ARN ribosomique et intégrant des alignements (section 3.2) et
des arbres phylogénétiques (section 3.3) : la banque américaine RDP (Ribosomal Data-
base Project) (Cole et al., 2005) qui est mise & jour régulierement et celle européenne,
Ribosomal RNA Database, (Wuyts et al., 2004), qui n’est plus maintenue.

De plus, il existe des banques proposant une classification de genes protéiques sous
forme de familles. La construction de ce type de banques débute par une recherche de
similarité entre toutes les protéines d’un ensemble donné, effectuée par BLAST (Altschul
et al., 1990; Altschul et al., 1997) ou FASTA (Pearson & Lipman, 1988) (section 3.1).
Puis en utilisant des criteres de similarité, ces protéines sont regroupées en familles. Plu-
sieurs banques de ce type existent. Par exemple, ProtFam (Mewes et al., 2000) construite
a partir des séquences de PIR propose quatre niveaux de similarité entre protéines ainsi
que des alignements et des dendrogrammes, ou encore ProtoMap qui est 1’équivalent de
ProtFam (Yona et al., 2000) pour la banque SWISS-PROT. Certaines de ces banques
ne se consacrent qu’a un groupe d’organismes comme HOVERGEN (Homologous Verte-
brate Genes Database) (Duret et al., 1999) qui contient les séquences de tous les genes
des vertébrés figurant dans GenBank et d’autres comme HOGENOM (Homologous Se-
quences from Complete Genomes Database) ou COG (Cluster of Orthologous Groups of
protein) (Tatusov et al., 2001) regroupent les séquences de génomes complets. Dans ces
banques, les séquences sont toutes groupées en familles de genes homologues c’est-a-dire
que les séquences d’une méme famille ont toutes un ancétre commun. Elles sont également
préalablement alignées.

Pour faciliter 'acces aux informations d’un organisme donné, des banques génomiques
ont été mises en place afin de stocker un ou plusieurs génomes uniquement. Par exemple,
Ensembl (Birney et al., 2006) regroupe des génomes allant des mammiferes (homme, souris,
etc) aux Chordés primitifs (Ciona intestinalis) ainsi que des génomes d’eucaryotes (levure,
mouche, ver, etc) et un nombre limité de génomes d’insectes. Une version d’Ensembl
structurée en familles de génes homologues, HomolEns (Database of Homologous Sequences
from Ensembl Complete Genomes), a été développée au Pole Bio-Informatique Lyonnais.

Enfin la banque Genome Reviews (Kersey et al., 2005) permet d’avoir une vue
mise a jour, standardisée et largement annotée des séquences des génomes d’organismes
completement séquencés. Elle correspond a une version nettoyée des entrées de EMBL,
GenBank et DDBJ.
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Les banques de familles de genes homologues telles que HOVERGEN ou HOGENOM
nous intéressent plus particulierement car c’est avec ce type de banques que nous avons
principalement travaillé. Elles fournissent pour chaque famille un alignement et une phylo-
génie. Ces banques permettent la comparaison de séquences homologues qui constitue une
étape essentielle pour la compréhension des mécanismes d’évolution moléculaire ou encore
pour connaitre la fonction d’un gene.

Parmi les séquences homologues, on peut distinguer les séquences orthologues, c’est-
a-dire les séquences qui divergent apres un événement de spéciation, et les séquences para-
logues, c’est-a-dire qui divergent apres une duplication du gene ancestral. Il est important
de faire cette distinction pour la phylogénie moléculaire (section 3.3) car il est néces-
saire de travailler avec des orthologues pour reconstruire I’histoire des spéciations mais
également pour I'analyse comparative de séquences (recherche de régions conservées fonc-
tionnellement, prédiction de fonction de nouveaux genes, etc). Cependant la distinction
orthologue/paralogue est parfois difficile a établir & cause de données biologiques trop di-
vergentes ou manquantes, d’'une mauvaise ou du manque d’annotation des séquences dans
les bases de données, etc. Ce type de banque permet donc d’accéder directement a des
familles de genes homologues ainsi qu’a leur alignement, a ’arbre phylogénétique et aux
informations taxonomiques correspondantes, aidant ainsi la détermination des orthologues
et des paralogues.

Le processus de détermination de I’homologie est une tache complexe impliquant plu-
sieurs étapes dans ’analyse des séquences (section 3) : 'utilisation d’un critere de similarité
pour rechercher les familles de genes, ['alignement des séquences appartenant a une méme

famille et la construction de I'arbre phylogénétique correspondant.

3 L’analyse de séquences

La génomique comparative est souvent utilisée dans I’analyse de séquence. L’analyse
comparative de séquences est une approche efficace pour identifier des séquences, détecter
les régions fonctionnellement importantes dans les protéines ou les séquences d’acides nu-
cléiques, étudier ’ensemble de la structure de génomes ou méme étudier I'histoire évolutive

des séquences.

3.1 Comparaison de séquences, recherche de similarité et alignement
par paire

La recherche de similarité entre séquences est un élément fondamental qui constitue
souvent la premiere étape des analyses de séquences. Cela consiste a comparer deux sé-
quences en repérant les régions proches entre elles. Pour cela, il faut rechercher les régions
qui comptabilisent un maximum de caractéres communs et un minimum de changements
lorsqu’on les superpose 'une a ’autre c’est-a-dire quand elles sont alignées. Le taux de si-
milarité permet d’avoir une indication sur ’existence d’une homologie entre les séquences.

Plus le taux de similarité entre deux séquences est haut, plus il est probable que ces
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séquences soient homologues, deux séquences sont homologues si elles ont un ancétre com-
mun. Ainsi la recherche de similarité permet d’avoir des informations sur I’évolution des
séquences et un fort taux de similarité entre des séquences indique une origine évolutive
commune. Dans la construction de banques de familles de genes homologues comme celles
décrites a la section précédente (section 2), la notion de similarité est utilisée pour re-
grouper les séquences en familles. Les banques telles que HOVERGEN ou HOGENOM
permettent ainsi, par association, d’obtenir des informations importantes sur la structure,
la fonction ou I’évolution des biomolécules. La comparaison de séquences est largement
utilisée dans les recherches de motifs a travers une séquence, dans la caractérisation de
régions communes ou similaires entre deux ou plusieurs séquences, dans la comparaison
d’une séquence avec I’ensemble ou sous-ensemble des séquences d’une banque, ou bien en-
core dans ’établissement d’'un alignement multiple (section 3.2) sur lequel sont basées les
analyses d’évolution moléculaire. Il faut également savoir que la recherche de similarité a
partir d’une séquence protéique est plus sensible que les comparaisons faites a partir d’une
séquence d’ADN. En effet, 'ADN est constitué de quatre bases uniquement alors que les
séquences protéiques sont constituées de vingt acides aminés différents. La comparaison
de séquences protéiques est donc plus fine que la comparaison de séquences nucléiques.
Enfin les banques protéiques sont en général plus petites que les banques nucléiques ce
qui permet d’obtenir des résultats plus rapidement lorsque 1’on compare une séquence aux

séquences d’une banque.

3.1.1 Le principe

Les processus de comparaison et de recherche de similarité entre deux séquences uti-
lisent I'alignement de celles-ci. Un alignement de deux séquences met en évidence les res-
semblances qu’il existe entre elles : il essaie de faire correspondre les résidus (nucléotides

ou acides aminés) de la premieére séquence avec ceux de la deuxieme (figure 1.9).

Séquence 1l: NRPPTSEELPSCYTGDDWSG
Séquence 2: KRSP--E--SS--TTEDWSG

Fi1a. 1.9: Exzemple d’alignement entre la séquence 1 et la séquence 2

Lorsque dans une paire de résidus apparait le méme résidu dans les deux séquences,
cela suggere que le résidu en ce site n’a pas changé depuis la divergence des deux
séquences. On parle alors d’appariement. A I'inverse, on parle de mésappariement lorsque
dans la paire, les résidus de chaque séquence sont différents, ce qui indique qu’au moins
une substitution s’est produite dans une des deux séquences depuis la divergence entre
les deux. Enfin il existe un troisieme type de paires constitué d'un résidu d’une des
séquences et d’'un caractere spécial appelé breche ou résidu nul représenté le plus souvent

9

par 77, ce qui montre qu'une délétion ou une insertion (désignées par la contraction

indel pour INsertionDELetion) s’est faite dans 'une des deux séquences. Les substitu-
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tions, insertions et délétions correspondent a des événements de mutation dans la séquence.

Pour comparer des séquences, il faut rechercher ’alignement de score maximum c’est-
a~dire faire correspondre un maximum de résidus d’une séquence avec ceux de ’autre en
insérant entre les résidus une breche, dans le but de maximiser le score de I'alignement. Afin
d’obtenir ce score, le principe est d’associer a chaque paire de résidus et a chaque breche
un score élémentaire et de faire la somme de ces scores sur la longueur de ’alignement. Une
fonction permet de calculer le score élémentaire. Il existe plusieurs méthodes pour définir
cette fonction. Ces méthodes utilisent des matrices de scores qui rendent compte de tous
les états possibles en fonction de 'alphabet utilisé dans la description des séquences. De
plus, la plupart des méthodes nuancent le calcul du score en donnant des pénalités plus
ou moins importantes aux breches (Gotoh, 1982; Gotoh, 1993).

3.1.2 Les matrices de similarité

Les matrices de similarité ou matrice de substitution ou encore matrices de scores
permettent de définir le score élémentaire a attribuer a la conservation d’un résidu et au
remplacement d’'un résidu par un autre. Pour les séquences nucléiques, il existe peu de
matrices car ces séquences sont constituées uniquement des quatre nucléotides A, T, G,
C qui jouent un roéle équivalent dans la structure et la fonction de la molécule. Ainsi dans
la matrice d’identité ou unitaire, toutes les bases sont considérées comme équivalentes. 11
existe également d’autres matrices privilégiant certaines associations ou donnant la fré-
quence pour chacune des douze possibilités telle que la matrice de transition-transversion
qui tient compte du fait que les mutations de A en G et de G en A d’une part, de C en T et
de T en C d’autre part, sont plus fréquentes que les autres. Pour les séquences protéiques,
les matrices sont plus complexes car il faut tenir compte du fait que les vingt acides
aminés apparaissent dans les séquences avec des fréquences différentes et que certains
acides aminés ont des fonctions biochimiques ou des structures tres proches et sont donc
plus facilement interchangeables. Une des premieres matrices a utiliser ce principe a été
celle déduite de la dégénérescence du code génétique (Fitch, 1966). Cette matrice se
base sur le nombre de changements minimum pour passer d’'un acide aminé a 'autre.
Depuis de nombreuses matrices ont été créées et I’on peut classer celles-ci en deux caté-

gories : les matrices liées a I’évolution et les matrices liées aux caracteres physico-chimiques.

Parmi les matrices issues d’études montrant le caractere de substitution des acides
aminés au cours de I’évolution, les matrices de type PAM (Point Accepted Mutation), de
type BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix) et la matrice de Gonnet sont celles qui ont
été les plus utilisées.

Les matrices de type PAM représentent les échanges possibles ou acceptables d’un
acide aminé par un autre (probabilités de mutation) lors de I’évolution des protéines
(Dayhoff et al., 1978; Schwartz & Dayhoff, 1978). Une matrice de probabilité a été

calculée & partir d’alignements globaux de séquences de protéines de fonctions identiques
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chez différentes especes apparentées (71 familles de séquences protéiques peu divergentes).
Chaque élément de cette matrice donne la probabilité qu’'un acide aminé A soit remplacé
par un acide aminé B durant une étape d’évolution. Cette matrice de probabilité de
mutation correspond en fait a une mutation acceptée pour 100 sites durant un temps
d’évolution particulier. On parle ainsi de la matrice de transition PAM1. Si 'on multiplie
la matrice par elle-méme un certain nombre de fois, on obtient une matrice PAMX qui
donne des probabilités de transition pour des distances d’évolution plus grandes. Les
matrices de substitution sont dérivées des matrices de transition : en prenant compte
des fréquences relatives de mutation et en prenant le logarithme de chaque élément
des matrices de transition, on construit les matrices de substitution. Celles-ci donnent
les scores pour toutes les paires d’acides aminés possibles. Par exemple, la matrice
de substitution PAM250 contient les scores relatifs a la probabilité d’occurrence des
différentes mutations apres un temps d’évolution de 250 mutations pour 100 acides aminés
(figure 1.10). Bien que ces matrices soit basées sur un échantillon assez large et représente
assez bien les probabilités de substitution d’un acide aminé en un autre suivant que cette
mutation engendre ou pas des changements dans la structure ou la fonctionnalité des
protéines, elles présentent néanmoins un certain nombre d’inconvénients. En effet, elles
sont basées sur des données de petites protéines globulaires et le nombre de séquences
protéiques a lorigine des matrices PAM en 1978 était restreint. Plus récemment, la
matrice JTT (Jones et al., 1992) a été créée en utilisant la méme méthode que pour la

matrice de Dayhoff mais avec des données de banques plus récentes.

Ala(A) 2
Ccys(Cc) -2 12

Asp(D) ©0 -5 4

Glu(E) O -5 3 4

Phe(F) -4 -4 -6 -5 9

Gly(¢) 1 -3 1 ©0 -5 5

His(H) -1 -3 1 1 -2 -2 &
Ile(I) -1 -2 -2 -2 1 -3 -2 5§
Lys(K) -1 -5 0 0 -5 -2 0 -2

5

Leu(L) -2 -6 -4 -3 2 -4 -2 2 -3 &

Met(M) -1 -5 -3 -2 ©0 -3 -2 2 0 4 &

Asn(N) ©O0 -4 2 1 -4 ©0 2 -2 1 -3 -2 2

Pro(P) 1 -3 -1 -1 -5 -1 0 -2 -1 -3 -2 -1

Gln{@) ©O -5 2 2 -5 -1 3 -2 1 -2 -1 1 4

Arg(R) -2 -4 -1 -1 -4 -3 2 -2 3 -3 0 O 1 6

Ser(§s) 1 ©0 ©0 0 -3 1 -1 -1 o0 -3 -2 1 TR

The(T) 1 -2 0 ©O -3 0 -1 © 0 -2 -1 O -1 -1 1 3
0

6
0
0
1
0
Val (V) =2 =2 =2 -1 -1 =2 4 =2 2 2 =2 -1 =2 =2 -1 0 4
Trp(W) -6 =8 =7 =7 0 -7 -3 -5 -3 -2 -4 -4 -6 =5 2 =2 -5 -6 17
Tyr(¥) =3 0 -4 -4 7 =5 0 -1 -4 -1 -2 -2 -5 -4 -4 -3 -3 =2 0 10
Ala Cys Asp Glu Phe Gly His Ile Lys Leu Met Asn Pro Gln Arg Ser Thr Val Trp Tyr
(R) (C) (D) (E) (F) (G) (H) (I) (K) (L) (M) (N) (P) (Q) (R) (5) (T) (V) (W) (¥)

F1G. 1.10: La matrice PAM250

Dans les matrices de type BLOSUM (Henikoff & Henikoff, 1992), le degré de sub-
stitution des acides aminés a été mesuré en observant des blocs d’acides aminés issus de
séquences de protéines plus ou moins divergentes (500 familles de protéines). Chaque bloc
est obtenu par lalignement multiple (section 3.2) sans insertion-délétion de courtes ré-

gions tres conservées. Puis tous les segments de séquences ayant un pourcentage d’identité
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minimum au sein de leur bloc sont regroupés. On en déduit des fréquences de substitu-
tion pour chaque paire d’acides aminés et on calcule ensuite une matrice logarithmique de
probabilité appelée BLOSUM. A chaque pourcentage d’identité correspond une matrice
particuliere. Ainsi la matrice BLOSUMG60 est obtenue en utilisant un seuil d’identité de
60% .

Enfin la matrice de Gonnet (Gonnet et al., 1992) est calculée d’apres un tres large
échantillon (Prot). Une mesure de distance entre acides-aminés classique a été utilisée pour
estimer ’alignement entre protéines. Puis, les résultats ont permis d’estimer une nouvelle
matrice de distance, qui a servi ensuite a estimer 1’alignement entre protéines et a calculer

une nouvelle matrice. Cette procédure a été répétée de fagon itérative jusqu’a convergence.

Dans certains cas des matrices liées aux caractéristiques physico-chimiques des pro-
téines sont utilisées afin de révéler au mieux certaines de ces caractéristiques communes
a deux protéines. Quelques unes sont basées sur une estimation des proximités physico-
chimiques entre les aminoacides (Grantham, 1974), d’autres utilisent le caractere hydro-
phile ou hydrophobe des protéines et leur structure secondaire ou tertiaire telles que la
matrice d’hydrophobicité (Levitt, 1976) ou la matrice de structure secondaire (Levin et al.,
1986). Plus récemment ’augmentation du nombre de structures tridimensionnelles déter-
minées, a permis d’établir des matrices basées sur la comparaison de ces structures comme
la matrice établie par Risler et al. (Risler et al., 1988) et la matrice de Johnson et Ove-

rington (Johnson & Overington, 1993).

3.1.3 Les algorithmes et les programmes

Les programmes de comparaison de séquences ont pour but de repérer les régions
identiques ou trés proches entre deux séquences et de distinguer celles qui sont significa-
tives et qui ont un sens biologique de celles qui sont observées par hasard. Il existe deux
types d’algorithmes de recherche de similarité : ceux qui calculent une similarité globale

et ceux qui recherchent une similarité locale.

Les algorithmes qui calculent un score de similarité globale se basent sur la totalité des
séquences. L’algorithme de Needleman et Wunsch (Needleman & Wunsch, 1970) a tout
d’abord été développé pour réaliser l'alignement global de deux séquences. C’est le pre-
mier a avoir utilisé une approche dynamique. La premiere étape consiste a construire une
matrice des scores élémentaires (valeur déterminée pour chaque élément par une matrice
de substitution telles que PAM, BLOSUM, etc). Puis, on calcule

S(i,j) = MAX[S(i = 1,7) +6(=, 7)), [SG = 1,5 = 1)+ 60, 7)], [S(i,j — 1)+ (i, —)]

ou S(i,7) est le score obtenu pour la case d’indice i et j, d(i,7) est le score suivant la
matrice de substitution et d(—, j) ou 0(i, —) sont les scores pour une bréche.
Enfin, pour déterminer 'alignement global optimal, il suffit de trouver le score sommé

maximum dans la matrice transformée. Celui-ci indique le score associé au chemin
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(alignement) optimal. L’alignement lui-méme est obtenu grace & la méthode du back
tracking qui remonte & travers la matrice (de la position finale & la position initiale) et
reconstitue le chemin des choix qui ont été a 'origine de cette valeur finale. Un exemple

d’alignement de deux séquences par cette méthode est présenté a la (figure 1.11).

VTEEURDAFEF

L |1 7 6 &6 4 4 @8 2

T | 12 9 % 6 4 3 -3

I 1T 9 9 7 4 3 -3

H]| ¢ ?\9\8 9 5 1 -2

E 2 4 8 "Be3«—7 2 -5

Alz 3 2 2 @ 2\4 -4

L|lz 23 3 3 4 2N\2
VT-EERDAF
LTSHE--AL

Résultat de l'alignernent

Fi1G. 1.11: Ezemple d’alignement de deux séquences protéiques (LTSHEAL et VITEERDAF) par la
méthode de Needleman et Wunsch. Le systeme de score utilisé est la matrice PAM250
(figure 1.10), les bréches valant 0. Une fléche en diagonale indique un appariement ou
une substitution, une fléeche verticale correspond a une insertion sur la séquence verticale
et une fleche horizontale est une insertion sur la séquence horizontale. Le chemin formé
par les fleches permet de reconstruire cet alignement, lequel est présenté sous la matrice.

Il n’existe pour cet exemple qu’un seul alignement optimal.

FASTA (Pearson & Lipman, 1988) est un logiciel de comparaison de séquences avec
insertions/délétions qui utilise une méthode heuristique. Il produit un alignement global
en joignant des alignements locaux. Ce programme commence par repérer les régions de
plus dense identité avec la séquence recherchée. Puis il fait une recherche de similarité
sans insertion/délétion en recalculant le score des régions de plus forte identité. Il essaie
ensuite de joindre les régions précédentes afin d’étendre la meilleure similarité. Enfin
I’alignement optimal des deux séquences est effectué par programmation dynamique en

considérant uniquement les régions définies précédemment.

De part leur principe, les algorithmes de recherche de similarité globale vont donner
des alignements de moins bonne qualité dans le cas de séquences tres divergentes. De plus,
dans beaucoup de cas, les homologies entre séquences sont réduites a des régions limitées
des séquences puisque beaucoup de protéines résultent d’'une combinaison de segments

qui ont été ré-agencés lors de 1’évolution.
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Des algorithmes de recherche de similarité se basant sur de courtes régions pour cal-
culer une similarité locale ont donc été développés. Ces méthodes ont l'avantage d’étre

beaucoup plus rapides.

L’algorithme de Smith et Waterman (Smith & Waterman, 1981) est directement ins-
piré de celui de Needleman et Wunsch. La principale différence est que n’importe quelle
case de la matrice de comparaison peut étre considérée comme point de départ pour le
calcul des scores sommes et que tout score somme qui devient inférieur a zéro stoppe la
progression du calcul des scores sommes. La case pointée est alors réinitialisée a zéro et
peut étre considérée comme nouveau point de départ. La transformation de la matrice se

calcule en utilisant la formule suivante :

S(i,4) = MAXO, [S(i —1,5) +0(=,7)], [S(i = 1,5 = 1) + (i, 4)], [S(i,5 —1) + (i, —)]

ou S(i,j) est le score obtenu pour la case d’indice i et j, 0(¢,7) est le score suivant la

matrice de substitution et §(—, j) ou (¢, —) sont les scores pour une bréche.

BLAST (Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997) est un programme de recherche
de similarité locale qui utilise une méthode heuristique. Il débute par la recherche de tous
les petits segments (mots) de longueur W dans la séquence. Puis chacun de ces segments
est comparé avec les séquences de la banque afin d’identifier les identités strictes. Enfin,
ces identités strictes servent de point d’ancrage a partir desquels 'alignement est étendu
dans les deux directions le long de chaque séquence afin d’améliorer le score cumulé. La
signification des alignements est évaluée statistiquement en fonction de la longueur et de
la composition de la séquence, de la taille de la banque et de la matrice de scores utilisée.
BLAST présente ses résultats en une liste de séquences ayant un alignement significatif,
chacune associée a un score (score dérivé du score brut de I’alignement) et une E-value
(nombre d’alignements différents que I'on peut espérer trouver dans les banques avec un
score supérieur ou égal au score d’alignement obtenu) : plus la E-value est faible, plus le
score de l'alignement est significatif. L’algorithme initial de BLAST ne permet ni les in-
sertions ni les délétions, mais il est tres rapide et il attribue une valeur statistique au score
obtenu. L’algorithme initial a été modifié plusieurs fois pour répondre a différents besoins.
Ainsi, BLAST2 est une version de BLAST qui autorise les insertions et les délétions
(mais la statistique n’est plus exacte) alors que PSI-BLAST est une version qui construit
des profils a partir d’alignements itératifs. Des filtres ont été également congus pour

éliminer les régions répétitives et segments de "faible complexité” qui bruitent les résultats.

L’algorithme de Smith et Waterman n’utilise pas d’approximation et il est plus sensible
que BLAST et FASTA. Il permet donc d’obtenir un alignement optimal exact entre régions
locales. Cependant son temps d’exécution est long. Par ailleurs, FASTA est plus sensible

que BLAST pour la recherche dans les banques nucléiques mais il est beaucoup plus long.
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3.2 Les alignements multiples

Lorsqu’une recherche de similarité d’une séquence est effectuée par rapport a
I’ensemble des séquences d’une banque de données, il est fréquent de trouver plusieurs
séquences présentant une forte similarité avec la séquence étudiée. Pour pouvoir comparer
simultanément toutes ces séquences entre elles, il faut aligner ces séquences ensemble et
construire ainsi un alignement multiple. L’alignement multiple a de nombreuses applica-
tions qui ne sont pas possibles en comparant deux séquences telles que I'identification de
positions et d’acides aminés importants, la visualisation de domaines, la construction de
phylogénies (section 3.3) ou une aide a la modélisation, certains algorithmes de prédiction

de structures secondaires exploitant les alignements multiples (Geourjon & Deleage, 1995).

Le probleme de ’alignement multiple est complexe : il s’agit d’aligner plusieurs sé-
quences dans leur intégralité. Plusieurs méthodes d’alignement existent mais aucune n’est
parfaite. Les méthodes qui garantissent les meilleurs alignements demandent un temps
d’exécution trop long et un espace mémoire trop important pour une utilisation sur un
grand nombre de séquences. En effet, la méthode par programmation dynamique de Need-
leman et Wunsch peut étre étendue a N séquences et permet d’obtenir un alignement
multiple optimal. Le programme MSA (Lipman et al., 1989) est une implémentation d’un
algorithme (Carrillo & Lipman., 1988) généralisant I’approche par programmation dyna-
mique. Cependant, s’il y a plus d’'une dizaine de séquences, le calcul devient impossible a
cause de la croissance exponentielle du nombre d’alignements. D’autres méthodes ont été
développées en utilisant des heuristiques afin d’améliorer la rapidité d’exécution et pour
diminuer ’espace mémoire requis, mais ces méthodes ne garantissent pas de trouver I’ali-
gnement optimal. Parmi les méthodes d’alignement les plus communes, certaines se basent
sur 'alignement progressif (section 3.2.1), d’autres sur des approches itératives ou encore
sur la consistance (section 3.2.2). Elles peuvent également construire un alignement global

ou un alignement local.

3.2.1 Les méthodes d’alignement progressif

La méthode la plus couramment utilisée est 'approche heuristique qui se base sur
lalignement progressif (Feng & Doolittle, 1987). Cette méthode est tres rapide, requiert
un espace mémoire peu important et offre de bonnes performances avec des séquences
relativement bien conservées. Le principe de ’alignement progressif est de construire un

alignement multiple en utilisant des alignements par paires. 1l s’effectue en 3 étapes :

— calcul du score d’alignement ou de la distance entre toutes les paires de séquences
— construction d’un arbre guide a l'aide des distances d’alignements calculées précé-
demment, ce qui représente les relations de parenté entre les séquences

— alignement des séquences en suivant ’arbre guide
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Plusieurs programmes d’alignement multiple global utilisent cette approche tels que
CLUSTAL W (Thompson et al., 1994), MULTALIN (Corpet, 1988), MUSCLE (Edgar,
2004), etc. Ces différents programmes different sur la méthode utilisée dans I'une des trois
étapes.

CLUSTAL W permet de choisir, & la premiére étape, entre une programmation dyna-
mique ou des méthodes heuristiques. Il utilise, pour la construction de ’arbre guide, 1’al-
gorithme de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987) (section 3.3). Enfin pour la troisiéme
étape, CLUSTAL W utilise des profils (matrices consensus) pour aligner les séquences en

suivant 'arbre guide.

MULTALIN ajoute une boucle de programmation : apres 'alignement des séquences
suivant ’arbre guide, l'algorithme revient a la premiere étape de construction d’une ma-
trice des scores de toutes les paires de séquences de 'alignement, puis 'arbre guide est
reconstruit ; s’il correspond au précédent, ’algorithme est arrété, sinon on refait I’aligne-
ment, puis la matrice et ’arbre guide. L’algorithme boucle tant que ’on n’obtient pas une

convergence.

Un alignement par MUSCLE s’effectue en trois étapes. Il ajoute deux itérations a
Palgorithme apres lalignement progressif. Dans la premiere itération, il s’agit d’amélio-
rer Iarbre obtenu précédemment. Un calcul de matrice de distance est effectué a partir
de I'alignement obtenu par ’alignement progressif, en utilisant une méthode différente de
celle utilisée pour le premier calcul de la matrice de distance. Puis l'arbre guide et I’ali-
gnement correspondant sont construits. Si ’arbre correspond au précédent alors on passe
a la deuxieme itération, sinon on recommence 'opération. La deuxiéme itération corres-
pond & un perfectionnement de ’alignement : 'arbre obtenu & partir de ’alignement de
la premiere itération est coupé en deux sous-arbres, puis le profil de I'alignement multiple
de chaque sous-arbre est calculé, un nouvel alignement est alors re-calculé a partir des
profils, enfin si le score de l'alignement est amélioré alors celui-ci est gardé sinon il est
abandonné. Le programme boucle ainsi jusqu’a obtenir une convergence ou le nombre de
fois que I'utilisateur ’a souhaité. MUSCLE propose deux variantes permettant d’aligner
des séquences plus rapidement : MUSCLE-prog et MUSCLE-fast. MUSCLE-prog effectue
uniquement les deux premieres étapes i.e. I’alignement progressif et la premiere itération.
MUSCLE-fast, quant a lui, n’effectue que la premiere étape i.e. I’alignement progressif.
MUSCLE-fast est plus rapide que MUSCLE-prog mais il perd en qualité au niveau de I’ali-
gnement. Les performances de MUSCLE ainsi que de MUSCLE-prog et MUSCLE-fast ont
été testées sur plusieurs ensembles d’alignements de référence comme BAIIBASE (Thomp-
son et al., 1999; Bahr et al., 2001). Ces méthodes paraissent associer précision et rapidité,
les deux variantes de MUSCLE permettant d’aligner un grand nombre de séquences tres
rapidement.

Ces programmes permettent également d’ajouter rapidement une séquence ou un
ensemble de séquences a un alignement pré-calculé en utilisant le principe d’alignement
de profils (Gribskov et al., 1987). Ce principe consiste & déduire, a partir de I’alignement,

une matrice d’occurences de chaque caractere & des positions spécifiques de la séquence.
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Il en résulte une séquence consensus. Le profil peut alors étre utilisé pour étre aligné avec

un autre profil ou une séquence.

Parmi les programmes utilisant ’approche progressive, il existe également le logiciel
MENTALIGN (Dufayard, 2004) ou encore ’algorithme plus récent POA (Lee et al., 2002;
Grasso & Lee, 2004). MENTALIGN est un algorithme incrémental qui a été spécifique-
ment développé afin de permettre le calcul de grands alignements contenant des milliers
de séquences. Il permet d’ajouter, rapidement, une a une, des nouvelles séquences a un
alignement en utilisant un arbre guide. POA, quant a lui, utilise une représentation en
graphe d’un alignement multiple de séquences (PO-MSA), qui peut lui-méme étre aligné
directement par un programme dynamique par paire, éliminant la nécessité de réduire

I’alignement multiple de séquences a un profil.

3.2.2 D’autres approches

D’autres programmes se basent sur des méthodes différentes. T-COFFEE (Notredame
et al., 2000; Notredame et al., 1998; Poirot et al., 2003) permet la combinaison de col-
lections d’alignements par paires et multiples, globales ou locales dans un seul modele. 11
permet également d’estimer le niveau de consistance de chaque position a Iintérieur du
nouvel alignement avec le reste des alignements. MABIOS (Abdeddaim, 1997) utilise des
algorithmes d’alignement par blocs : il sélectionne des blocs (alignement de segments de
méme longueur de séquences sans caractere nul) compatibles dans les séquences puis aligne
les séquences entre les blocs. Il permet également d’ajouter rapidement une séquence a un
alignement déja existant. Il existe encore beaucoup d’autres algorithmes d’alignement tels
que DIALIGN (Morgenstern, 2004) qui combine les méthodes locales et globales et utilise
la comparaison segment par segment, MAFFT (Katoh et al., 2002; Katoh et al., 2005)
qui est une implémentation d’'une méthode basée sur les Transformés de Fourrier rapides
(FFT), permettant ainsi une détection rapide de segments homologues ou encore plus ré-
cemment PROBCONS (Do et al., 2005) qui est une méthode basée sur la consistance,
comme T-COFFEE, utilisant une librairie de pair-HMM (pair Hidden Markov Models)
(Durbin et al., 1988) et M-COFFEE (Wallace et al., 2006), extension de T-COFFEE, qui

combine plusieurs méthodes d’alignement multiple.

3.2.3 Les différents formats d’alignement

Il existe divers formats pour représenter un alignement dans les programmes d’ali-
gnement. Parmi ces formats, on peut citer les formats CLUSTAL, FASTA, PHYLIP,
GCG/MSF, NBRF/PIR, MASE, NEXUS, etc. Chaque format ajoute des informations
spécifiques en début ou fin de fichier et organise les séquences de leur propre maniere. Par
exemple le format CLUSTAL regroupe les séquences alignées en bloc de longueur fixée ou
chaque ligne correspond a une séquence alors que dans le format FASTA, les séquences

alignées sont en entier, les unes sous les autres avec pour chacune une premiere ligne de
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description (figure 1.12). Le format PHYLIP est celui utilisé pour les données en entrée
des programmes du package PHYLIP qui propose un ensemble d’outils pour faire de la
reconstruction phylogénétique (section 3.3).

Certains de ces formats correspondent aux formats de stockage des séquences dans les

banques comme le format FASTA ou le format PIR.

*ARCYP1 DROME 119

ATHNVHSCEFEVEFGRVOGVHFREHALRK LK TLGLRGWCHMN S SRGTVEGY IEGRFAEMDVH
KEWLRTTGSPLSS TEREVEFSSORERDRY GYANFHIKPDPHENRPVHEGLGS555HHDSH
*H&E5T1_CHICE 408
MERAGRTMVERTSKFLLIVAASVCFMLILYOYVGPGLSLGAPSGRPYREEPDLFFTPDPH
YWERYYFPVRELERELAF DMEGEDVIVFLHI QR TGGTTFCRHLVONVELEVFCDCRPGOR
KCTCYRPHRRETWLF SRF S TGWSCGLHADWTELTHCVPGVLGRRESAPNRTFREFYYITL
LEDPVSRYLSEWRHVORGATWETSLHMCDGRTPTPEELP SCYEGTDWSGCTLOEFMDCEY
NLANHNROVEMLADLSLVGCYNMSFIPENFRAQILLE SARKNLEDMAFFGLTEFQRETOYL
FERTFNLEFIRFFMOYNSTRAGGVEVDNDTIRRIEELMDLOMOLY DY AKDLFQORY QYRR
QOLERMEQRIFNREERLLHRSHNELLPKEETEEQGRLFTEDYMSHITEEW

Fi1G. 1.12: Exemple de deuzr séquences au format FASTA

3.3 Les arbres phylogénétiques

Pour cette partie, nous avons utilisé des informations provenant de (Graur € Li,
2000).

Afin d’étudier I’histoire évolutive d’un ensemble de séquences homologues, il est indis-
pensable de déterminer I’arbre phylogénétique de ces séquences. Un arbre phylogénétique
est une représentation graphique des relations de parenté qui existent entre des organismes
(figure 1.13).

Il représente 1’évolution d’un groupe de taxons. Les nceuds internes de l’arbre
représentent les séquences ancestrales. Les feuilles (ou noeuds externes ou terminaux) sont
les séquences connues et représentent les unités taxonomiques (OTU pour Operational
Taxonomic Unit). Les branches correspondent aux lignées évolutives. L’ensemble des
branches de 'arbre est appelé la topologie. Il existe plusieurs représentations : ’arbre
peut étre raciné (’ancétre commun a toutes les feuilles a été placé) et étre ainsi orienté
ou il peut étre non raciné et donc non orienté. Lorsque 'arbre est orienté cela signifie
qu’il existe une évolution temporelle et les longueurs plus ou moins longues des branches
correspondent a la mesure de la quantité d’évolution. Cette quantité d’évolution s’exprime
en nombre de substitutions par site. La plupart des méthodes de construction d’arbres
phylogénétiques donnent des arbres non racinés. Il faut par la suite raciner I’arbre obtenu.
La plupart du temps, pour construire un arbre phylogénétique, des séquences homologues

alignées sont utilisées.

25



CHAPITRE 1:Le contexte bioinformatique

branches terminales
branches internes /

'

)
Outgroup
T ®
noeuds internes noeuds terminaux ou feuilles

Fic. 1.13: Un arbre phylogénétique. L’outgroup ou groupe externe permet de raciner l’arbre et

d’orienter les événements dans l'arbre (section 3.3.2). Extrait de (Daubin, 2002)

Enfin il faut savoir que I'histoire évolutive des genes reproduit celle des espeéces qui
les portent sauf si il y a eu des transferts horizontaux, c’est-a-dire des transferts de génes
entre especes ou si il y a eu des duplications géniques. Dans ce cas, I’arbre des especes peut

étre différent de ’arbre des genes.

3.3.1 Les différentes méthodes

Il existe trois grands types de méthodes permettant la reconstruction d’arbres phylo-
génétiques :

— les méthodes basées sur les distances évolutives,

— les méthodes par parcimonie,

— les méthodes de maximum de vraisemblance

Les méthodes de distances sont des méthodes de reconstruction d’arbres phylogéné-
tiques sans racine basées sur les mesures de distances entre séquences prises deux a deux,
c’est-a-dire le nombre de substitutions de nucléotides ou d’acides aminés entre ces deux
séquences. Elles permettent de reconstruire des arbres en partant des ressemblances ob-
servées entre chaque paire d’unités évolutives. On parle de la ressemblance globale établie
a partir du maximum d’observations disponibles.

Deux étapes sont nécessaires pour la reconstruction d’arbre en utilisant les méthodes
de distances :

— Calcul d’une matrice de distances a partir de I'alignement de départ.

— Construction de I'arbre phylogénétique en utilisant la matrice de distances

Le calcul de distances peut se faire simplement en comparant les séquences et en
évaluant leur similitude et leur différence (distance observée). Il est également possible
de calculer une distance évolutive en utilisant des modeles évolutifs qui permettent de

prendre en compte les processus évolutifs qui agissent sur les séquences. En effet, un
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simple comptage des différences entre deux séquences ne donne pas forcément le nombre
réel d’événements de mutation, il peut y avoir des substitutions cachées ou multiples. Ainsi
il existe plusieurs modeles évolutifs dont les plus connus sont celui de Jukes-Cantor (Jukes

& Cantor, 1969) ou celui de Kimura & deux parametres (Kimura, 1980).

Plusieurs méthodes de distances ont été développées et permettent de construire
un arbre phylogénétique a partir d’une matrice de distance. Parmi ces méthodes, il
existe les algorithmes UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean)
et Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987). Le principe de UPGMA est de regrouper
ensemble les séquences les plus proches en faisant I'hypothese d’horloge moléculaire.
Cette hypothese suppose que toutes les lignées évoluent a la méme vitesse depuis leur
divergence, c’est-a-dire depuis que leur dernier ancétre commun a subi une spéciation
et qu’il y a eu séparation en deux especes distinctes. La méthode Neighbor-Joining,
quant a elle, permet de construire I’arbre dont la somme des longueurs des branches est
minimale en recherchant les séquences les plus proches a chaque étape de regroupement
sans impliquer 'hypothese d’horloge moléculaire. Les méthodes de distances sont rapides

et donnent de bons résultats pour des séquences ayant une forte similarité.

Différents programmes de construction phylogénétique ont été développés et utilisent
ces méthodes de distances. Parmi ces logiciels, FASTME (Desper & Gascuel, 2002)
est basé sur le principe du minimum d’évolution qui consiste & retenir ’arbre dont la
longueur estimée de sa topologie (somme des longueurs des branches) est la plus petite.
BIONJ (Gascuel, 1997) et QUICKTREE (Howe et al., 2002) sont des implémentations
de la méthode Neighbor-Joining qui est une approximation du principe du maximum
d’évolution. Ces programmes garantissent une grande rapidité d’exécution méme si la

qualité de ’arbre n’est pas optimale.

Les méthodes par parcimonie et celles de maximum de vraisemblance sont basées sur
les caracteres et s’intéressent au nombre de mutations (substitutions / insertions /délé-

tions) qui affectent chacun des sites de la séquence.

La parcimonie consiste a minimiser le nombre de substitutions nécessaires pour passer
d’une séquence a une autre dans une topologie de I'arbre. Les méthodes de maximum de
parcimonie recherchent toutes les topologies possibles afin de trouver 'arbre optimal c¢’est-
a~dire 'arbre dont la topologie requiert le nombre minimal de substitutions nécessaires
totalisé sur I’ensemble des sites pour passer d’une séquence a une autre de la topologie.
Ces méthodes sont relativement lentes car le temps nécessaire pour cette exploration croit
rapidement avec le nombre de séquences. Un des algorithmes développant la méthode du
maximum de parcimonie est ’algorithme de Fitch (Fitch, 1977).

Les méthodes de maximum de vraisemblance recherchent ’arbre dont la topologie est
la plus vraisemblable étant donnés les séquences et le modele d’évolution des séquences
choisi. Ces méthodes évaluent, en terme de probabilités, 'ordre des branchements et la

longueur des branches d’un arbre sous un modele évolutif donné. Elles ne comparent pas
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les données deux a deux, mais estiment la vraisemblance de chaque site pour la topologie
au regard du modele évolutif choisi. La topologie choisie par la méthode sera celle qui
maximise la vraisemblance de 'alignement. Ces méthodes nécessitent des temps de calcul

trés importants.

Plusieurs packages de programmes proposent des implémentations des méthodes de
parcimonie et de maximum de vraisemblance comme par exemple PHYLIP (Felsenstein,
1989), PAUP (Swofford, 2003) ou le programme PHYML (Guindon & Gascuel, 2003).

3.3.2 Enraciner un arbre

Lorsqu’un arbre n’est pas raciné, cela signifie que I’ancétre commun a toutes les feuilles
n’a pas été trouvé. Etant donné qu’'un arbre phylogénétique est un arbre d’évolution, il
ne peut étre considéré en tant que tel que lorsqu’il est raciné. Afin de pouvoir obtenir
des informations au niveau évolutif, il faut donc raciner I'arbre et définir 'emplacement
du gene ancestral commun. Pour cela, il existe différentes méthodes : la méthode de

I’outgroup, du point médian ou le racinement par un paralogue.

La méthode de I’ outgroup consiste a ajouter aux séquences traitées, avant la construc-
tion de l'arbre, un groupe externe (outgroup) correspondant a une séquence éloignée. La
divergence entre le groupe externe et les autres séquences doit étre antérieure a la diver-
gence entre les séquences traitées. Ainsi le nceud-racine sera placé entre la séquence ajoutée
et le noeud connectant cette séquence aux autres. Le groupe externe ne doit pas étre trop
éloigné des séquences traitées sinon cela peut impliquer des erreurs de topologie car il est
difficile dans ce cas d’estimer les distances entre le groupe externe et les autres séquences.
De plus, il existe un risque d’attraction des longues branches avec 'outgroup (Philippe &
Germot, 2000). L’attraction des longues branches est un artéfact de reconstruction qui se
traduit par le mauvais positionnement des séquences évoluant plus vite ou moins vite que
la moyenne. En particulier, les séquences qui évoluent plus vite apparaissent d’émergence
beaucoup trop précoce dans les phylogénies. Le groupe externe ne doit pas non plus étre
trop proche car dans ce cas ce n’est pas un vrai groupe externe et la séquence ajoutée en
tant que groupe externe risque de se retrouver parmi les séquences traitées dans l'arbre
phylogénétique. Enfin, plusieurs groupes externes peuvent étre utilisés afin d’améliorer la
topologie de ’arbre.

Dans le cas ou il n’y a pas de groupe externe qui puisse permettre un racinement de
I’arbre, il est possible de positionner la racine par une méthode mathématique en faisant
I’hypothese que la vitesse d’évolution tend & étre uniforme sur I’ensemble des branches de
l’arbre (hypothese de I’horloge moléculaire). C’est la méthode du point médian (mid-point
rooting) qui consiste a positionner la racine approximativement a égale distance de toutes
les feuilles.

Enfin, s’il existe une duplication ancestrale clairement identifiée, il est possible d’uti-

liser un gene paralogue pour raciner ’arbre phylogénétique.
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3.3.3 Evaluer la qualité d’un arbre

Lorsqu'un arbre phylogénétique est construit, il faut évaluer la fiabilité de cet arbre
c’est-a-dire évaluer celle de chaque branche interne de ’arbre puisque 'information phy-
logénétique réside dans I’ensemble de ses branches internes. Pour cela, plusieurs méthodes
statistiques sont disponibles. La méthode la plus couramment utilisée est le bootstrap.
Cette méthode part du principe que les caracteres évoluent de maniere indépendante. Elle
a été inventée par Bradley Efron en 1979 et introduite en phylogénie par Felsenstein en
1985 dans le package PHYLIP. Cette méthode consiste a réaliser, a partir d’un alignement
d’origine, un grand nombre (au moins 100) d’alignements artificiels” de méme taille par
tirage aléatoire avec remise. Puis, pour chaque alignement “artificiel” obtenu, l'arbre est
reconstruit et comparé a I’arbre d’origine. Pour chaque branche interne de ’arbre d’origine,
on compte le nombre de fois ou celle-ci est présente dans les arbres obtenus artificielle-
ment. Cette fréquence avec laquelle on retrouve un sous-arbre est la valeur de bootstrap
(figure 1.14). Elle indique la robustesse statistique de la branche interne. Ainsi plus cette

valeur est élevée plus la fiabilité de la branche est importante.
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F1G. 1.14: Principe du bootstrap. Extrait de (Calteau, 2005).
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3.3.4 Les formats d’arbres

Il existe différents formats pour représenter les arbres phylogénétiques tels que les
formats Newick ou Nexus. La plupart des programmes de phylogénie utilisent le format
Newick créé par Cayley (1857), maintenant devenu un format standard. Ce format repré-
sente les arbres sous forme linéaire par une série de parentheses imbriquées, regroupant les
noms des séquences et séparés par des virgules (figure 1.15). Dans ce format, la configura-

tion décrite par les parentheses représente la topologie de I'arbre.

—— A

Format Newick de I'arbre: (((A,B),(C,D)).E)

Fi1G. 1.15: Exemple de format Newick

30



CHAPITRE 2

L’identification

L’identification est une des principales applications de la systématique qui est consti-
tuée de deux disciplines, la taxonomie et la nomenclature. La taxonomie est la science qui
permet de classer rationnellement les organismes vivants en groupes d’affinité. Cette dis-
cipline est étroitement liée a I'identification puisque le but de cette derniere est de placer
un nouvel individu dans la classification existante. La nomenclature, quant a elle, a pour
objectif de donner un nom a chaque groupe défini dans la taxonomie selon des regles pu-
bliées. Cela permet d’unifier le langage scientifique et d’améliorer la communication entre

les utilisateurs.

1 La taxonomie

1.1 Une breéve histoire

Le mot taxinomie ou taxonomie (taxis = arrangement et nomos = usage, reglement) a
été proposé en 1813 par le botaniste suisse Augustin-Pyramus de Candolle afin de désigner
la science des lois de la classification des formes vivantes. Carl von Linné (1707 - 1778)
posa les fondations de la systématique, et fut 'auteur d’une classification dont les grands
principes furent la base de la systématique scientifique jusqu’au milieu du XX™¢ siecle.
Linné codifie les différents niveaux hiérarchiques ou taxons et définit les sept rangs tradi-
tionnels : regne, embranchement, classe, ordre, famille, genre, espece. Cette classification
traditionnelle fait encore, en ce début du XXI**™¢ siecle, partie du bagage culturel com-
mun. En 1859, Charles Darwin recommande une classification purement généalogique. S’il
y a eu évolution, les especes doivent étre classées selon leur degré d’apparentement évolutif.
Il arrive ainsi a I'idée-clé de descendance avec modification, proposée dans De [’origine des
espeéces (1859), et qui structure désormais la pensée phylogénétique. Il a donc fallu attendre
Darwin pour comprendre que I'ordre de la Nature est le reflet de ’histoire évolutive des
organismes sur Terre. Trouver la classification naturelle et retrouver cette histoire corres-
pond donc a la méme chose. Cependant, apres cette percée conceptuelle fondamentale, il
faudra attendre pres d’un siecle pour que celle-ci devienne opérationnelle, et d’abord pour

accepter la généalogie comme inaccessible (qui descend de qui?) pour mieux se concen-
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trer sur la phylogénie (qui est plus proche parent de qui?). Dans la deuxieme moitié du
XXeme siecle est apparue I'approche phylogénétique pour laquelle le critére fondamental
du choix de la classification est qu’elle doit refléter strictement la phylogénie, c’est-a-dire
les degrés d’apparentement entre especes. La notion méme d’une telle phylogénie est une
conséquence de la théorie de I’évolution, et le succes prédictif des arbres phylogénétiques
une des preuves de cette théorie. La taxonomie est donc une discipline de synthese en
constante évolution. Le but ultime est de mettre au point une classification naturelle des
especes pour dégager les entités évolutives, en tenant compte des rapports existant entre
elles et de leur degré de complexité. Des bouleversements interviennent périodiquement

dans la dénomination et l'ordre des groupes taxonomiques ou taxons.

1.2 Les classifications

Une classification est représentée par un classement arborescent (un arbre). Cet arbre
part d’une racine et inclut des étres vivants existant ou ayant existé, jusqu’aux individus.
Chaque noeud définit un taxon, qui groupe tous les sous-taxons qu’engendre le nceud. Le
terme classification est souvent donné comme synonyme de taxonomie. La classification
permet donc d’établir selon des critéres de similarités, une hiérarchie des organismes dont
les niveaux correspondent a des groupes taxonomiques. Il existe différentes classifications

dont la classification phénotypique et la classification phylogénétique.

1.2.1 La classification phénotypique

La classification traditionnelle basée sur des traits phénotypiques est issue de la classi-
fication du vivant établie par Linné. Cette classification utilise la comparaison de caracteres
considérés comme importants tels que des caractéristiques morphologiques observables ou
I'habitat. Elle divise le monde du vivant en cing régnes : les procaryotes (bactéries et
archées), les protistes (eucaryotes unicellulaires), les champignons (eucaryotes multicellu-
laires), les végétaux (eucaryotes multicellulaires) et les animaux (eucaryotes multicellu-
laires). Cependant une telle classification ne reflete quune quantité d’information réduite
car les critéres ne sont pas tout le temps suffisamment précis pour discerner les différentes
especes. De plus, le choix des criteres qualifiés "d’importants” est subjectif et il peut varier

d’un auteur a un autre ce qui est une source potentielle d’instabilité.

1.2.2 La classification phylogénétique

La classification phylogénétique, initiée par Willi Hennig en 1950, est basée sur les
caracteres anatomiques des étres vivants analysés différemment et par la suite sur les ca-
racteres moléculaires. Cette classification permet de mieux visualiser les embranchements
du vivant tels que ceux constitués par différenciations progressives au cours du temps. Le
principe est de classer les organismes selon les similarités ou les différences qu’il existe entre
leurs séquences d’acides nucléiques. Une des grandes évolutions de ’approche phylogéné-

tique est que cette classification illustre les principes d’évolution et de parenté des especes

32



2 L’identification de séquences

alors que celle développée par Linné était basée sur 'hypothese que toutes les especes sont

apparues en méme temps et que celles-ci étaient fixes.

2 L’identification de séquences

2.1 Définition

Le but de I'identification est d’attribuer une unité taxonomique inconnue a un groupe
taxonomique défini au préalable dans une classification préétablie. La classification est donc
indispensable a l'identification de nouveaux individus puisque l’assignation & un groupe
ne peut se faire que si le groupe a déja été décrit. Ainsi pour identifier un nouveau taxon
ou une nouvelle séquence, il faut trouver le taxon connu le plus proche de celui a identi-
fier. L’identification ne peut se faire qu’en utilisant la classification existante qui constitue
une base de connaissance nécessaire. Les méthodes utilisées pour 'identificaion et la robus-
tesse du résultat sont donc intimement liées aux travaux réalisés en amont. L’identification
est utilisée dans de nombreux domaines, tels que la microbiologie, la médecine, ’environ-
nement, etc. Dans le domaine médical, les méthodes d’identification sont utilisées pour
détecter et reconnaitre les micro-organismes impliqués dans des pathologies, ce qui per-
met ainsi de choisir le traitement le plus approprié. Les méthodes d’identification peuvent
également étre utilisées dans le domaine agro-alimentaire comme outils de la tracabilité
alimentaire. Dans d’autres contextes tels que I'identification d’espeéces ou de taxons a partir
de marqueurs moléculaires d’organismes environnementaux, la confrontation d’une nou-
velle séquence avec une banque de données, ou la mise a jour des banques de séquences,
I’assignation d’une nouvelle séquence a une collection est nécessaire. Par exemple, dans les
banques de familles de genes homologues, 'identification d’une séquence inconnue consiste
a connaitre la famille de génes homologues a laquelle cette séquence appartient, ce qui

permet I’étude de ses relations évolutives.

2.2 Les méthodes d’identification

L’évolution des méthodes d’identification correspond a celle des méthodes de classifi-
cation. Ainsi on peut distinguer les méthodes reposant sur I’étude phénotypique et celles
basées sur des approches moléculaires. Beaucoup de méthodes ont été développées pour

I'identification bactérienne et notamment pour le domaine médical.

2.2.1 L’approche phénotypique

De la méme maniere que la classification, I'identification phénotypique s’appuie sur
des études morphologiques, biochimiques, sérologiques, etc. Il s’agit de comparer divers
caracteres phénotypiques du taxon a étudier avec ceux des taxons déja connus. Les
caracteres phénotypiques peuvent étre de simples observations ou des tests préliminaires

mais cela peut également étre des tests métaboliques, de la sérologie, etc.
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Au début du XX siecle, le nombre limité de tests biochimiques ou phénotypiques
a conduit a une caractérisation des especes inadéquate et imprécise. En microbiologie,
c’est a partir de 1960 qu’apparailt un premier manuel d’identification développé dans
les laboratoires de microbiologie clinique (ROCHE). Puis BioMérieux a rapidement
commercialisé des galeries API 20E garantissant des résultats en moins de 20 heures a
partir de 20 tests différents. En 1978, Microscan est développé et permet une identification
et des tests de sensibilité. Enfin, c’est en 1983 que les premiers automates d’identification
bactérienne apparaissent sur le marché. C’est le cas du produit VITEK 2 (BioMérieux,
Marcy UEtoile, France) ou du systeme PHOENIX (Becton Dickinson Microbiology
Systems, Cockeysville, Md.) qui automatisent toutes les étapes nécessaires a la réalisation

des tests d’identification.

Cependant, les techniques phénotypiques ne sont pas forcément adaptées a une iden-
tification exacte et rapide et peuvent prendre un certain temps. En zoologie, par exemple,
I'identification morphologique peut nécessiter I'obtention d’individus adultes, ce qui exige
I’élevage ardu et cotteux de spécimens. Il faut donc pouvoir accélérer les processus d’iden-
tification. Par ailleurs, le nombre de tests phénotypiques est limité et restreint, ainsi, ce
type d’identification. La plasticité phénotypique et la variabilité génétique des caracteres
utilisés pour 'identification phénotypique peuvent mener a des identifications incorrectes.
Enfin, étant donné que les clefs d’identification morphologique sont souvent efficaces seule-
ment pour une étape de vie ou un genre particulier, beaucoup d’individus ne peuvent étre
identifiés et 'utilisation de telles clefs exige souvent un si haut niveau d’expertise que les

diagnostics erronés sont communs.

2.2.2 L’approche moléculaire

Les limitations de I'identification phénotypique ont conduit au développement d’une
nouvelle approche basée sur I’analyse des séquences : I'identification moléculaire. Le prin-
cipe est de comparer les séquences d’ADN des taxons & étudier. La majorité des mé-
thodes utilisées actuellement repose sur une amplification pour augmenter la sensibilité.
De nombreuses méthodes d’identification moléculaire ont fait I’objet d’expérimentations,
en particulier a 'aide de procédés de détection d’acides nucléiques tels que I'hybridation
moléculaire et les techniques d’amplification génique in vitro. Ces derniers permettent,
en produisant un nombre tres élevé de séquences nucléiques identiques, d’améliorer la
sensibilité des tests. Différentes méthodes d’identification ont été développées telles que
le séquencage et, plus récemment, 'utilisation de codes barres génétiques. Par rapport
aux approches phénotypiques, ce type d’identification permet d’obtenir des résultats plus
précis, objectifs et reproductibles. De plus, il donne la possibilité d’identifier des orga-
nismes non cultivables et de faire des analyses (semi-)quantitatives. Il n’y a plus besoin de
conditions spécifiques de croissance ou de tests préliminaires. Les séquences peuvent étre
facilement partagées, transportées ou stockées dans des banques et les taches d’identifi-

cation peuvent étre automatisées. Enfin, 'identification moléculaire permet une approche

34



2 L’identification de séquences

phylogénétique et ’analyse de 1’évolution des séquences d’ADN.

2.2.2.1 L’hybridation moléculaire

Les méthodes d’identification moléculaire peuvent se baser sur 1'’hybridation (Meijer
et al., 2000). Cette dernieére permet de mettre en évidence au sein d’une cellule ou
d’un tissu, une séquence d’acide nucléique. C’est une réaction hautement spécifique
permettant la détection et 'identification de la séquence recherchée parmi les milliers de
séquences d’un génome, ou dans un mélange de séquences de différents organismes. Elle
est basée sur le principe de complémentarité des bases nucléiques, plus particulierement
entre 'ADN et le brin d’ARN de séquences complémentaires. L’hybridation moléculaire
désigne l’association qui peut avoir lieu entre deux acides nucléiques simples brins de
séquences complémentaires et qui conduit & la formation d’un double brin ou duplex.
Cette association s’effectue par 1’établissement de liaisons hydrogenes spécifiques : deux
liaisons entre I’adénine (A) et la thymine (T) (ou l'uracile U) et trois entre la cytosine (C)
et la guanine (G). La formation et la stabilité des duplex dépendent de nombreux facteurs

en plus de la composition en bases : longueur des duplex, complexité de la séquence, etc.

L’hybridation est a la base de nombreuses techniques de biologie moléculaire impli-
quant la mise en présence d’au moins deux brins simples d’acides nucléiques dans des
conditions physico chimiques précises. Le brin, dont on connait au moins une partie de la
séquence, est une sonde, ’autre brin, celui que 1’on souhaite caractériser constitue la cible.
Une sonde nucléotidique est donc un segment de nucléotides qui permet de rechercher
de maniere spécifique un fragment d’acide nucléique que I'on désire étudier. Ce peut étre
une séquence d’ADN ou d’ARN, mais obligatoirement monocaténaire. Sa taille est tres
variable : oligonucléotide de 20-30 nucléotides ou, a l'opposé, de plusieurs centaines de
nucléotides. La sonde est complémentaire et antiparallele du fragment recherché. Dans un
mélange complexe ou s’effectue I'hybridation moléculaire, la sonde doit étre facilement
repérable grace a un marquage avec un radioisotope (marquage chaud), mais il existe

également des sondes sans marquage par un radioisotope (sondes froides).

Les nouveaux développements de ’hybridation ont conduit a de nouvelles applications
tel que les puces & ADN (Ye et al., 2001). Le principe de fonctionnement des puces repose
sur l'utilisation de sondes (ADN ou ARN). Des sondes moléculaires, le plus souvent des
oligonucléotides, sont fixées sur une surface miniaturisée, généralement de l’ordre de
quelques centimetres carrés. Lors d'une analyse, un échantillon contenant des fragments
d’un acide nucléique cible, est déposé sur la puce a ADN. La mise en présence des
séquences cibles marquées et des sondes conduit & la formation par hybridation de duplex.
Apres une étape de lavage, permettant d’éliminer les cibles non hybridées, une analyse
de la surface de la puce permet le repérage des hybridations effectives grace aux signaux

émis par les marqueurs étiquettant la cible. Il résulte de cette analyse une empreinte
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d’hybridation qui, par un traitement informatique adéquat, permettra d’accéder a des
informations plus ou moins complexes et completes, telles la présence de fragments
particuliers dans I’échantillon, la détermination des séquences, ’étude des mutations,
ete. Le principe des puces & ADN est présenté a la figure 2.1. Enfin, il existe des sondes
PNA (Peptide Nucleic Acid) (Stender et al., 2002). Elles constituent des analogues de
I’ADN, leurs propriétés physico-chimiques leur conférant une sensibilité et une spécificité

supérieure aux sondes ADN.

Cependant la difficulté de cette technique réside dans ’obtention de la sonde c’est-
a-dire d’une séquence courte et spécifique d’une seule espece. De plus la sensibilité des
sondes est limitée et autorise rarement leur emploi pour le diagnostic direct. Ce manque
de sensibilité qui, pendant longtemps, a représenté 1’obstacle majeur, est a présent résolu

avec I'apparition des techniques d’amplification génique.

Fabrication des puces a ADN Hybridation Obtention des réesultats
Lames de verre Souche 1 Souche 2 Lecture (scanner)
recouvertes de polylysine ”
& g ".
l Extraction l \“ /
g e e \- - nwle m
ok ..-..“:..‘:_,_: ::‘-C.-, R LT m
6116 ORFs de levure - ‘l""T ript:inn“ EEEEE S Y
. ransc '.'ILII-'I
amplifiées par PCR Cy3 l des ARNm l Cy5
en ADNc l
—~
l o o
L \I/
1 “ll"-x R ey
bl s xq. e L wN,
?1‘-‘\‘1‘\‘:; ‘ Taunwa "- l
'
Spotting (dép ot) cexToree Analyses des résultats

Fia. 2.1: Principales étapes du principe des puces a ADN.

2.2.2.2 L’amplification génique ou PCR (”polymerase chain reaction”)

La PCR est une technologie qui a bouleversée la biologie moléculaire et s’est

implantée tres rapidement dans les laboratoires. La premiere publication sur la PCR

a été faite en 1986 par K. Mullis (Mullis et al.,

1986). En 1988, la premiere PCR a
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été réalisée par R. Saiki (Saiki et al., 1988). Les premiers kits PCR commerciaux, Am-

plicor concernaient le diagnostic médical, puis ils ont été destinés au diagnostic alimentaire.

Le principe de la réaction d’amplification de géne est tres simple. La méthode permet
de recopier un segment d’ADN ou d’ARN en de nombreux exemplaires, grace a une ADN
polymérase thermostable extraite de Thermus aquaticus (la Taq polymerase) et a deux
amorces oligonucléotidiques qui encadrent le segment amplifié. La PCR consiste en une
succession cyclique de trois étapes (figure 2.2) :

— La dénaturation thermique : les deux brins d’ADN sont séparés par élévation de la

température supérieure a la température de dénaturation de ’ADN.

— L’hybridation des amorces : une amorce sens et une amorce antisens vont s’hybrider
sur les brins d’ADN et délimitent ainsi la séquence & amplifier. La température réac-
tionnelle doit étre inférieure a la température de fusion des amorces pour permettre
leur hybridation.

— L’élongation : la Taq polymérase (ADN polymérase ADN dépendante résistante
a température élevée) allonge les amorces en incorporant des désoxynucléotides

complémentaires de la séquence de la matrice a laquelle elle est hybridée.

Matrice :----- IIIIIIIII-III::::E '=::=

Dénaturation e e

Hybridation ......} bl

Elongation e Bl

Produ“ O e

FiGg. 2.2: Les différentes étapes de la PCR.

Cette technique permet donc d’amplifier un fragment d’ADN ce qui permet d’aug-
menter la sensibilité de détection. Chaque réaction est spécifique et la difficulté de la mise
au point des techniques PCR se situe dans le choix de ’amorce et de la zone a amplifier.

Des techniques associées ont été développées comme par exemple :

— La PCR emboitée ou PCR gigogne (Nested PCR) qui s’effectue en deux étapes

successives, avec deux couples d’amorces différents, le second liant des séquences

situées a l'intérieur du premier amplicon. Elle permet une meilleure sensibilité du
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résultat.

— La PCR multiplexe (Multiplex PCR) qui permet d’amplifier plus d’un amplicon &
la fois, généralement en ajoutant un couple d’amorces par type désiré.

— La PCR en temps réel (Real-time PCR) ou Q-PCR (Quantitative PCR) qui consiste
& mesurer la quantité d’ADN polymérisé a chaque cycle grace a un marqueur fluo-
rescent.

— La RT-PCR (RT-PCR pour Reverse Transcriptase PCR) qui associe une RT (syn-
these du brin complémentaire d’'un ARN avec des désoxyribonucléotides en utilisant
une ADN polymérase ARN dépendante) suivie d'une PCR. Elle permet de pouvoir
séquencer, cloner ou mesurer un transcrit généralement tres faiblement représenté.

— La méthode NASBA (Nucleic Acid Sequence-based Amplification; Compton,
1991) qui est une méthode d’amplification isotherme reposant sur la réplication

rétrovirale et utilisant trois enzymes.

Les techniques de PCR sont donc largement utilisées pour augmenter la sensibilité et

permettre une meilleure identification.

2.2.2.3 Le séquengage

Le séquencage consiste a déterminer la succession de nucléotides composant le brin
d’ADN étudié. Cette technique utilise les connaissances qui ont été acquises depuis
une trentaine d’années sur les mécanismes de la réplication de 'ADN : elle repose sur
Pallongement par PADN polymérase d’'un brin & partir d’'une amorce, en utilisant un
autre brin ’ADN comme matrice. La méthode de séquengage (méthode des didésoxyri-
bonucléotides) proposée par Frederick Sanger (Sanger et al., 1977) est universellement
employée pour séquencer I’ADN. Depuis 1977, la méthode a considérablement évolué
grace a la mise au point de séquenceurs automatiques et du marquage des nucléotides a

I’aide de fluorochromes.

La technique d’identification basée sur le séquencgage direct consiste a séquencer un
segment d’ADN et & comparer cette séquence avec les séquences connues et stockées en
banques de données. Cela permet d’identifier le taxon étudié et de le classer dans la col-
lection de données. Il est ainsi possible, par exemple, de comparer la séquence inconnue
avec celles des banques de genes homologues afin de déterminer la famille de séquences
homologues a laquelle appartient le taxon inconnu.

Lorsqu’une région spécifique d’un chromosome est séquencée, des banques de genes
spécifiques correspondants sont utilisées pour la comparaison. Par exemple pour 'identi-
fication bactérienne, des genes spécifiques sont utilisés, et en particulier ceux codant pour
IARN. 11 existe différents types d’ARN (cf. chapitre 1, page 1 section 1.2.4, page 7). Les
ARNr sont trés utilisés en taxonomie et en identification bactérienne. Ils ont été choisis en

identification pour plusieurs raisons : c¢’est une molécule ubiquiste, sa structure est bien
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conservée car c’est une molécule indispensable a toute cellule pour la biosynthese des pro-
téines et enfin les ARNr sont abondants dans la cellule et donc facilement purifiables. Les
ARNr s’associent a des protéines pour former les ribosomes constitués de deux sous-unités.
Chez les procaryotes, la petite sous-unité 30S est constituée d’une molécule d’ARN 16S
et de 21 chaines polypeptidiques. La grande sous-unité 50S est constituée d’une molécule
d’ARN 5S, d’une molécule I’ARN 23S et de 34 chaines polypeptidiques. Chez les euca-
ryotes, la petite sous-unité 40S est composée d’une molécule d’ARNr 18S et de 33 protéines.
La grande sous-unité 60S est composée de trois molécules d’ARNr 5S, 28S et 5.8S et de
49 protéines. Parmi les génes codant pour les différentes sous-unités ribosomiques, le gene
codant pour ’ARNr 16S est le plus utilisé en identification bactérienne pour déterminer
le genre et I'espece car sa structure secondaire est plus conservée.

Les genes spécifiques utilisés dans 'identification doivent étre rigoureusement choi-
sis car ils doivent permettre de différencier ’ensemble des especes d’un genre. Ces génes
ne doivent pas non plus avoir des régions soumises a de trop fortes variations car cela
impliquerait une perte d’homogénéité intra-spécifique. Enfin, les genes peuvent subir des
transferts horizontaux (échange de matériel génétique entre des organismes non forcément

apparentés), ce qui peut entrainer des erreurs d’identification.

2.2.2.4 Les codes barres d’ADN (”DNA barcode”)

Récemment, I'utilisation de codes barres d’ADN a été proposée (Hebert et al., 2003a)
afin de faciliter I'identification et la découverte d’especes. Un projet international visant
a établir le code barre de toutes les especes animales et végétales a été mis en place.
Le Consortium Barcode of Life (CBOL) réunit plus de 50 organisations de 22 pays des
six continents. Les partenaires établissent des codes barres d’ADN afin de constituer un
inventaire géant de la vie sur terre. C’est une technique qui utilise des courtes séquences de
genes situés a une position standard du génome comme marqueurs moléculaires pour des
especes. Chaque espece a un code barre d’ADN différent, ce qui permet d’utiliser ces codes
barres pour identifier les spécimens, découvrir, caractériser, décrire de nouvelles especes et

améliorer la taxonomie.

Hebert et al. ont établi que le géne mitochondrial de la sous-unité 1 de 'oxydase du
cytochrome c peut étre utilisé comme code barre pour identifier les especes du regne animal
(Hebert et al., 2003a; Hebert et al., 2003b). Les séquences de codes barres d’ADN sont tres
courtes (environ 500 paires de bases) relativement au génome entier et elles peuvent étre
obtenues rapidement et assez facilement. Ils ont également montré que la diversité dans les
séquences d’acides aminés codées par la section 5’ du gene mitochondrial était suffisante
pour placer convenablement les especes a l'intérieur des catégories taxonomiques les plus
hautes (des phylums aux ordres). Comme deuxieme étape dans les procédures de codes
barres d’ADN;, les "microcodes” ont été proposés (Summerbell et al., 2005) pour permettre
une identification plus rapide, moins cotiteuse ou plus facile a utiliser. Ces "microcodes”

correspondent a des codes barres d’oligonucléotide et font moins de 25 paires de bases.
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Hebert et al. (Hebert et al., 2003b) argumentent contre 'utilisation des génes codant
pour ARNr 16S et 12S comme marqueurs moléculaires a cause des problemes d’aligne-
ments que posent la présence d’insertions et de délétions multiples dans ces genes. Cepen-
dant, beaucoup d’études montrent que les génes codant pour PARNr 28S (Tautz et al.,
2003; Markmann & Tautz, 2005), I'I'TS (Blaxter, 2003) et PARNr 16S (Vences et al., 2005;
Steinke et al., 2005) peuvent étre utilisés comme marqueurs moléculaires dans les systémes
de codes barres d’ADN.

3 Les outils bioinformatiques existants

L’identification consiste & comparer une séquence inconnue a un ensemble de séquences
connues d’une banque. Trouver la ou les séquences de la banque qui sont les plus proches de
la séquence requéte permet d’identifier celle-ci. Pour trouver ces séquences, il est nécessaire
d’utiliser un ensemble de processus parfois complexes a manipuler. Tout d’abord il faut
faire une recherche de similarité dans la banque pour sélectionner les séquences les plus
proches de celle analysée. Puis les séquences retenues sont alignées avec celle traitée. En-
fin Parbre phylogénétique correspondant doit étre construit. De plus, les résultats doivent
parfois étre vérifiés manuellement. Lorsque ces taches doivent étre faites séquentiellement,
I'identification de séquences devient un travail long et pénible. Le nombre de séquences
disponibles dans les banques augmente de facon exponentielle avec les techniques de sé-
quencage massif et identifier les génes de protéines inconnues est une étape cruciale de
Pannotation de génomes. Des outils bioinformatiques automatisés sont donc nécessaires
pour effectuer ces opérations de facon précise et rapide. Des applications ont été dévelop-
pées afin d’aider les biologistes a analyser et identifier de nouvelles séquences. Ces outils
ont une approche différente selon les données qu'’ils traitent et les banques qu’ils utilisent.
Nous présentons, ici, quelques uns de ces outils. Beaucoup de méthodes d’identification
sont utilisées pour l'identification de micro-organismes. Ainsi plusieurs méthodes ont été
développées pour permettre 'identification de bactéries. L’identification est également uti-
lisée pour tracer les aliments. Récemment, un outil utilisant les codes barres d’ADN a été

développé.

3.1 BIBI, MitALib et PhyID/CD

Au sein du laboratoire de Biométrie et Biologie Evolutive, trois expériences de dé-
veloppement de systemes d’identification basés sur 'utilisation des séquences biologiques
ont été conduites. Tout d’abord le systeme BIBI (Bioinformatics Bacterial Identification,
Devulder et al., 2003), dédié principalement a l'identification de bactéries pathogenes,
puis le systéeme MitALib (Mitochondrial sequences Aligned Library, Delucinge, 2003),
dédié a la tragabilité en alimentation humaine et enfin PhyID/CD (Flandrois et al., 2005)
pour l'identification bactérienne et virale. Ces trois systemes se basent sur l’emploi de
banques de données, associées a un ensemble d’outils permettant de positionner une

séquence requéte par rapport aux séquences figurant dans ces banques. La méthodologie
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employée par ces trois systemes est cependant assez différente.

BIBI est un outil spécifiquement développé pour l'identification bactérienne. L’ uti-
lisateur sélectionne 1'une des six banques de séquences bactériennes proposées par le
serveur, puis le programme effectue une recherche de similarité conduite au moyen du
logiciel BLAST. Cette premiere étape permet d’identifier un ensemble de séquences, dont
le nombre maximum est fixé par l'utilisateur, proches de la séquence requéte. L’étape
suivante consiste en le filtrage et le traitement du fichier de sortie de BLAST. Les
séquences considérées comme les plus similaires sont alignées avec la séquence requéte au
moyen d’un logiciel d’alignement multiple tel que CLUSTAL W puis MUSCLE dans la
derniére version de BIBI (BIBI light edition). Enfin, & partir de cet alignement, un arbre
phylogénétique est calculé au moyen de la méthode NJ (Neighbour-Joining), également
implémentée dans CLUSTAL W. L’utilisateur a alors la possibilité de visualiser sur cet
arbre quelle est la séquence la plus proche de la séquence requéte. La banque Européenne
d’ARNr utilise l'algorithme de BIBI afin de permettre a un utilisateur de faire des
analyses rapides de phylogénies ’ARNr (Wuyts et al., 2004).

Dans le cas de MitALib, une seule banque, contenant des séquences mitochondriales,
est disponible sur le serveur. La différence avec les banques disponibles au travers de
BIBI est que ces séquences sont toutes groupées en familles homologues et préalablement
alignées. La premiere étape dans le processus d’identification est similaire a celle utilisée
par BIBI puisqu’il s’agit d’une recherche de similarité utilisant BLAST. Par contre, seule
la séquence présentant le meilleur score BLAST va directement servir a l'identification.
En effet, une fois cette séquence identifiée, le systeme va alors récupérer l’alignement
correspondant a la famille a laquelle elle appartient. L’étape suivante consiste en ’aligne-
ment de la séquence requéte avec le profil de l'alignement préexistant. Cette étape est
réalisée au moyen du programme MULTALIN. Une fois cet alignement réalisé, un arbre
phylogénétique est construit avec le programme BIONJ. Encore une fois, I'identification se

fait alors par visualisation directe de la proximité des séquences sur ’arbre phylogénétique.

PhyID/CD a été concu afin de permettre la validation d’ensembles de séquences de
référence utilisés pour identifier des séquences inconnues, soit lors d’études phylogénétiques
et taxonomiques soit lors de développements d’outils d’identification. Cette application
utilise un ensemble de séquences pré-alignées auquel elle ajoute la séquence a identifier
grace au programme d’alignement multiple MUSCLE. L’arbre phylogénétique est ensuite
reconstruit en utilisant la méthode Neighbor-Joining ou une méthode de maximum de
parcimonie. Il est alors possible de visualiser dans ’arbre la séquence traitée par rapport
aux séquences de l'’ensemble pré-aligné choisi et de l'identifier. Le programme propose
également de découper la séquence analysée en plusieurs sous-séquences qui seront, par la

suite, traitées une par une.
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3.2 RDPII

Le projet américain Ribosomal Database Project propose une banque regroupant des
séquences de génes d’ARNr. Il fournit également des services d’analyse tels que le RDP
classifier accessible via un site Web. Cet outil permet de placer de nouvelles séquences
d’ARNr 16S de bactéries et d’archées dans la hiérarchie RDP afin de donner un premier
placement des séquences analysées dans la taxonomie. Il utilise un algorithme de classifi-
cation basé sur une approche bayésienne naive (naive Bayesian TRNA classifier). Il donne
également une estimation de la confiance a apporter a chaque placement taxonomique.
Outre cet outil d’identification, sont également proposés d’autres services comme le Hie-
rarchy Browser permettant de naviguer rapidement dans les données, le Sequence Match
utilisé pour rechercher les séquences similaires a une séquence requéte ou le Probe Match

qui analyse la spécificité de séquences sondes et d’amorces par rapport a la banque RDP.

3.3 RIDOM

Le serveur web RIDOM (Ribosomal Differenciation Of Medical Organisms) fournit dif-
férents services pour les besoins de 'identification médicale (Harmsen et al., 1999; Harmsen
et al., 2002; Harmsen et al., 2003). La procédure d’identification se fait & partir d’une sé-
quence d’ADN ribosomique de la petite sous-unité du spécimen a étudier (fragment du
gene ARNr 16S). Puis une recherche de similarité permet d’obtenir le nom d’espece ou
du genre de la séquence requéte. Si les premiers résultats ne sont pas satisfaisants, deux
autres identifications sont proposées : 1) une identification a partir de 'I'TS (Intergenic
transcribed spacer) correspondant & la région comprise entre le géne codant pour ’ARNr
16S et celui codant pour PARNr 23S ; 2) une identification a partir d’'une méthode de dif-
férenciation phénotypique conventionnelle. La banque utilisée pour 'identification est une
banque spécifique développée par les auteurs de RIDOM de maniére a avoir des données
les plus exactes possibles. Elle privilégie la qualité a ’exhaustivité et regroupe uniquement
des séquences d’ARNr 16S et d’ITS. L’interface Web proposée se base principalement sur
les logiciels FASTA et CLUSTAL W. Elle utilise également le paquetage PHRED /PHRAP
pour estimer la probabilité d’erreur (Ewing & Green, 1998). Enfin 'utilisateur peut contro-

ler la qualité des résultats en visualisant les chromatogrammes des séquences.

3.4 MicroSeq

MicroSeq (Microbial identification System) est une solution commerciale complete dé-
veloppée par Applied Biosystems (Foster City, Californie) pour I'identification de bactéries,
de levures et de champignons filamenteux. Le systeme MicroSeq a une approche phylo-
génétique basée sur les séquences de genes codant pour ARNT. Il existe deux systémes
MicroSeq : le systeme d’identification bactérien "MicroSeq 16S rDNA” et le systeme d’iden-
tification fongique "MicroSeq D2 LSU”. Le premier systeme permet d’identifier des genes
bactériens. Il est constitué de deux kits différents : le kit "MicroSeq 500 16S rDNA” fournit

une identification a partir d’un fragment des 500 premieres paires de bases de genes d’ADNr
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16S et le kit "MicroSeq Full Gene 16S rDNA” utilise 'intégralité du gene bactérien d’ADNr
16S. Ce systéme a été utilisé pour identifier différentes especes telles que Mycobactérium
(Patel et al., 2000; Cloud et al., 2002; Hall et al., 2003a), Nocardia (Cloud et al., 2004)
ou pour identifier des génes de bactéries isolés (Woo et al., 2003; Fontana et al., 2005). Le
deuxiéme systeme est utilisé pour identifier des levures et des champignons filamenteux et
se base sur une région des génes d’ARNr de la grande sous-unité (LSU). Il a par exemple
été utilisé pour identifier des levures communément trouvées dans les cliniques (Hall et al.,
2003b). Les deux systémes comprennent tout le nécessaire pour 'amplification, le séquen-
cage et I'analyse des résultats (MicroSeq®) Analysis Software) en permettant la recherche

de similarité, ’alignement et la construction d’arbres phylogénétiques.

3.5 Taxl

Un outil, nommé TaxlI, se basant sur les codes barres d’ADN a été développé (Steinke
et al., 2005) afin de permettre l'identification de séquences d’ADN. Cette application est
basée sur des calculs de divergences de séquences entre la séquence requéte (le taxon
utilisé en tant que code barre) et chaque séquence de la banque de référence définie par
I'utilisateur. Le programme considere toutes les paires de séquences possibles puis utilise
T-Coffee pour aligner toutes ces paires. Enfin la divergence entre chaque paire de séquences
est déterminée a partir des alignements obtenus. Plusieurs méthodes de calcul de distances
sont proposées dont le modele de Jukes-Cantor et celui de Kimura a deux parametres.
La plus petite distance est identifiée et le fichier de sortie présente toutes les distances

d’évolution entre les paires de séquences.

4 Les motivations

Nous avons vu que l'identification de nouvelles séquences est utilisée dans de nom-
breux cas tels que la classification d’une séquence dans un ensemble prédéfini de séquences
connues, 'aide au diagnostic médical, la tragabilité alimentaire, la mise a jour de banque
de données, etc. De plus, le nombre de séquences inconnues augmente exponentiellement
avec le développement du séquencage. Ainsi, de plus en plus de séquences ont besoin
d’étre identifiées et des outils automatisés sont nécessaires pour mener a bien cette tache.
Selon les données a traiter 'outil utilisé est différent. En effet, les données biologiques
sont complexes. Ainsi les outils d’identification sont souvent dépendants du type de
séquences et donc des banques de séquences pour lesquels ils ont été développés. Les
divers outils que nous avons décrit précédemment sont spécifiques & un domaine ou a
un type de données comme par exemple BIBI qui a été développé spécifiquement pour
I'identification bactérienne, RIDOM pour l’identification médicale ou encore MitALib

pour l'identification alimentaire, etc.

Différentes banques de familles de séquences telles que HOVERGEN et HOGENOM

regroupent les séquences homologues de genes protéiques en familles et fournissent un
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alignement et un arbre pour chacune de ces familles. Ces banques peuvent étres utilisées
de différentes manieres, et notamment dans le but de faire des analyses phylogénétiques.
L’ajout d’une seule séquence a une famille donnée de ces banques peut avoir beaucoup
de répercussions sur la topologie de l'arbre phylogénétique associé. Ces changements
peuvent étre situés pres de la séquence introduite, mais ils peuvent également étre situés
dans des noeuds profonds. Dans un tel cas, I'information phylogénétique apportée par la
famille entiere doit étre prise en considération. En outre, étant donné que HOVERGEN
et HOGENOM contiennent de nombreuses familles avec plusieurs milliers de séquences,
il faut de puissants algorithmes afin d’ajouter rapidement une séquence a un grand

alignement.

Actuellement les outils d’identification de séquences disponibles comme ceux présentés
précédemment sont développés pour traiter des données spécifiques telles que des séquences
d’ARN ribosomique.

L’approche utilisée par MitALib présente 'avantage de ne pas avoir a recalculer 1’ali-
gnement complet puisque la séquence requéte est simplement alignée sur le profil de la
famille. En effet, aussi bien dans le cas de BIBI que de MitALib, I'étape limitante du
processus d’identification est celle correspondant au calcul de l'alignement. Par ailleurs,
ces deux systemes ne sont effectivement fonctionnels dans le cadre d’une utilisation en
ligne que parce que les banques sur lesquelles ils travaillent sont de petite taille. De ce
fait, ils peuvent retourner des résultats en un temps CPU considéré comme acceptable par
I'utilisateur. Dans le cas des données traitées par MitALib et BIBI, il suffit de ne récupérer
qu’un petit nombre de séquences, présentant les plus fortes similarités avec la séquence
requéte, avant de calculer ’alignement.

De méme que pour MitAlib, dans le cas de PhyID/CD, l’alignement n’est pas recalculé
intégralement. La séquence est simplement ajoutée a I’ensemble de séquences pré-alignées
choisi. Il faut donc au préalable calculer 'alignement de toutes les séquences avec lesquelles
Iidentification doit étre effectuée.

De la méme maniere que BIBI et MitALib, RIDOM et MicroSeq utilisent des banques
de petite taille, garantissant ainsi une rapidité d’exécution. Ce sont des systemes fermés :
le choix des séquences intégrées dans la banque et la vitesse de mise a jour dépend de la
subjectivité et de la réactivité des concepteurs. De plus MicroSeq est un systeme commer-
cial.

Enfin, loutil de classification de RDP permet d’identifier des séquences d’ARNr
uniquement. Il utilise un algorithme de classification basé sur une approche bayésienne
naive qui nécessite d’entrainer l'outil de classification sur un jeu d’essai de séquences
de référence d’ARNr 16S. Taxi, quant a lui, se base sur des codes barres d’ADN qui
correspondent & des génes d’ARNr 16S ou des génes mitochondriaux de la sous-unité 1 de

I'oxydase du cytochrome c.

Ainsi tous ces outils ne peuvent pas étre employés efficacement avec des grandes
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banques de familles de genes homologues telles que HOVERGEN et HOGENOM. Nous
avons donc développé une application, appelé HoSeql (Homologous Sequence Identifica-
tion), permettant I'identification automatique de séquences homologues et leur classifica-

tion a l'intérieur de grandes banques de familles de genes homologues.

45






CHAPITRE 3

L’outil d’identification développé :
HoSeql

Afin de répondre aux différents besoins d’identification dans les grandes banques de
familles de geénes homologues telles quHOGENOM, nous avons développé une application,
appelée HoSeql (Homologous Sequence Identification). Elle permet de classer automati-
quement de nouvelles séquences dans les familles de genes homologues afin de les identifier.
Cette application, accessible par une interface Web, integre différents programmes de re-
cherche de similarité, d’alignements multiples et de constructions d’arbres phylogénétiques
ainsi que des outils spécifiques. L’identification se fait par une approche phylogénétique,

permettant ainsi I’analyse des relations évolutives entre séquences.

1 Les objectifs

Les différents outils que nous avons présentés au chapitre précédent sont utilisés pour
des genes spécifiques et sont, pour la plupart, destinés a des identifications bactériennes.
Une application d’identification dédiée aux banques de familles homologues doit utiliser
une approche différente puisqu’il ne s’agit pas du méme type d’identification. En effet, il
faut qu’elle soit adaptée aux particularités de 'identification de nouvelles séquences dans

ce type de banque.

Différents problemes doivent étre abordés lorsqu’il s’agit de travailler avec des banques
de familles de genes. Tout d’abord, il faut étudier ’acces aux données. Les bases de données
ne sont pas toutes construites sur le méme modele et utilisent des systemes de gestion
différents. Ainsi 'outil d’interrogation permettant d’accéder aux données doit étre étudié
afin d’utiliser les fonctionnalités adaptées a nos besoins et trouver les informations qui
nous intéressent le plus rapidement possible.

De plus, lors de I'ajout d’une nouvelle séquence a une famille, I’ensemble de celle-ci
doit étre pris en compte (cf. chapitre 2, page 31 section 4, page 43). En outre, ces bases

de données peuvent contenir des familles de plusieurs milliers de séquences. Cela nécessite
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donc 'utilisation d’algorithmes capables de traiter un grand nombre de séquences.

Enfin, 'application développée est destinée a étre utilisée via Internet. Il s’agit de
développer une application Web qui permettra d’obtenir des résultats rapidement. Il est
donc indispensable d’utiliser des méthodes et des programmes pouvant effectuer les taches
demandées dans un intervalle de temps acceptable pour une telle application. De plus
I'interface doit étre facile & manipuler et doit permettre d’interagir le plus efficacement

possible avec 'utilisateur.

2 L’acces aux données

2.1 Les banques utilisées

Nous avons travaillé avec des banques disponibles au Pole Bio-Informatique Lyonnais
(PBIL : http ://pbil.univ-lyonl.fr) regroupant les séquences en familles de geénes homo-
logues.

Les banques HOGENOM, HOVERGEN, HomolEns (cf. chapitre 1, page 1 section 2.2,
page 13) et HOVERGEN clean ont été développées au laboratoire de Biométrie et Biologie
Evolutive de Lyon :

— HOGENOM regroupe les séquences de génomes complets.

— HOVERGEN contient les séquences de tous les genes des vertébrés figurant dans

GenBank.

— Une version "nettoyée” de HOVERGEN est proposée : HOVERGEN clean. Dans
cette version, les alignements et les arbres sont plus fiables mais contiennent moins
de séquences : les séquences partielles qui couvrent moins de 80% de D'alignement
des protéines completes sont exclues.

— HomolEns contient les génes homologues des organismes séquencés entierement dis-
ponibles sur Ensembl.

Une version de la banque HAMAP (cf. chapitre 1, page 1 section 2.1, page 13) est

également proposée. Elle contient des séquences protéiques de Uniprot trouvées dans les
familles HAMAP.

Nous présentons ici un exemple de méthode de construction de familles de genes ho-
mologues. Le principe utilisé pour les banques HOVERGEN, HOGENOM et la version
de HAMAP proposée au PBIL est le suivant (Perriére et al., 2000) : pour des séquences
protéiques completes, deux séquences sont incluses dans la méme famille si elles sont simi-
laires & 50% ou plus sur au moins 80% de leur longueur. De plus, pour la construction des
familles, les liens transitifs simples sont utilisés (si une séquence A requiert les conditions
pour étre dans la méme famille quune séquence B et qu’une séquence C est placée dans
la méme famille que la séquence A, alors les séquences A, B, C sont incluses dans la méme
famille). Une fois que toutes les séquences compleétes sont traitées et que la classification
en familles est construite, les séquences partielles (i.e. des séquences qui correspondent a

une portion de géne uniquement) peuvent étre ajoutées. Une séquence partielle similaire &
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une séquence protéique complete est incluse a la famille correspondante si elle remplit les
conditions requises pour les séquences completes et si sa longueur est supérieure ou égale
a 100 acides aminés ou a la moitié de la longueur de la séquence protéique complete. Ainsi
une séquence partielle peut étre attribuée a plusieurs familles de génes homologues et ne
peut jamais étre 'unique séquence constituant une famille. Toutes les séquences partielles
qui ne sont pas incluses dans des familles sont regroupées. L’information selon laquelle
la séquence n’est pas complete mais partielle est stockée dans la banque comme mot-clé
associé a la séquence.

A partir des annotations des séquences protéiques, le lien vers les séquences nucléo-
tidiques est récupéré. Ces banques sont ainsi constituées d’une part, par les séquences
protéiques au format Uniprot et d’autre part, par les séquences nucléotidiques au format

EMBL. Des liens croisés existent entre ces deux collections.

Dans la version actuelle de ces banques disponibles au PBIL, les alignements et
les arbres phylogénétiques sont calculés et stockés pour les familles de moins de 500
séquences. Pour les autres familles (plus de 500 séquences), les alignements et les arbres

ne sont pas calculés.

Nous avons décidé de travailler avec les banques protéiques car la recherche de simi-
larité a partir de séquences protéiques est plus sensible, plus fine et plus rapide que les
comparaisons faites & partir de séquences nucléotidiques (cf. chapitre 1, page 1 section 3.1,

page 15).

2.2 L’outil d’interrogation

Ces banques utilisent le systéme de gestion de bases de données ACNUC (Gouy
et al., 1985), développé au Laboratoire de Biométrie et Biologie Evolutive. Ce systéme
permet de structurer les informations d’une banque de données de séquences utilisant les
formats GenBank, EMBL, SWISS-PROT et PIR. Les éléments d’information structurés
sont utilisés comme critéres de sélection des données pour l'interrogation des banques de
séquences et donc pour retrouver des séquences. Ces éléments sont : le nom de la séquence,
la longueur en nucléotide, la date d’entrée dans la banque, le numéro d’accession, les
mots-clés, 'espece de provenance ainsi que tous les niveaux de classification taxonomique
des organismes, les noms d’auteurs, le journal et 'année de publication, les références
bibliographiques et enfin les noms des éléments figurant dans les features (nature de la

molécule séquencée, nature de l'organite, ...).

Le systeme ACNUC définit des séquences en régions fonctionnelles correspondant
a des sous-séquences ayant une signification biologique particuliere (parties codantes,
molécules d’ARNt, d’ARNr et d’autres types d’ARN). Ainsi, il y a d’une part les
séquences-meres qui sont les séquences telles qu’elles figurent dans la banque et les

séquences-filles correspondant aux sous-séquences. Pour une base de données, ACNUC
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définit un ensemble de douze index (ACCESS, AUTHOR, BIBLIO, EXTRACT, KEY-
WORDS, LOCUS, LONGL, SHORTL, SMJYT, SPECIES, SUBSEQ, TEXT) associés
aux fichiers plats qui contiennent les entrées. Ces index sont des fichiers binaires a acces

direct.

Associé au systeme ACNUC, un langage d’interrogation permet d’accéder aux infor-
mations d’une base de données a travers ses index grace a des requétes. Ce langage est
accessible via le programme de commande en ligne Query mais également les interfaces
Query-WIN et WWW-Query (Perriere & Gouy, 1996). Des requétes complexes utilisant
plusieurs criteres de sélection liés par des opérateurs logiques sont possibles. Ce programme
utilise une bibliotheque écrite en langage C ANSI. Les fonctions de cette bibliotheque per-
mettent d’interroger des bases de données ACNUC et sont facilement utilisables dans des
programmes développés par des utilisateurs afin d’effectuer des traitements plus complexes
pour accéder aux données. Il existe également des API ACNUC écrites en Python et en R
(Charif & Lobry, 2006).

3 Le principe et le choix des méthodes a utiliser

Le but de application est de permettre la classification d’une nouvelle séquence a I’in-
térieur d’un ensemble de séquences d’'une banques de familles de genes homologues. Cette
identification exige I’enchalinement de différentes taches et programmes parfois complexes
a manipuler. Trois étapes sont nécessaires pour identifier des séquences dans les banque
de familles (figure 3.1) :

— Rechercher la famille de genes homologues a laquelle appartient la séquence incon-

nue.

— Aligner la séquence inconnue avec les séquences de la famille trouvée.

— Reconstruire 'arbre phylogénétique de la famille en y incluant la nouvelle séquence.

Etape 1: Etape 2: Etape 3:
rechercher |a famille de génes homologues & aligner la séquence inconnue reconstruire 'arbre
laquelle appartient la séquence inconnue avec les séquences de 1a phylogénétique de la
famille trouvée famille en y incluant

la nouvelle séquence
Mouvelle séquence

Famille 1
Famllle n % :
\\\ F identifiée

\\ —

Famille 2 ... ———

Famllle 1

Il
|
1
il
i *‘Hh‘

e Arbre
Alignement phylogénétique

F1G. 8.1: Les trois étapes nécessaires a lidentification de nouvelles séquences dans les banques de

familles de genes homologues.
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3.1 La recherche de la famille a laquelle appartient la séquence requéte

Les banques avec lesquelles nous travaillons regroupent les séquences en familles de
genes homologues. Pour classer et identifier une nouvelle séquence a l'intérieur de ces
banques, la premiere étape consiste a trouver a quelle famille de la banque la séquence
requéte appartient. Il s’agit de trouver la famille dont les séquences sont les plus similaires a
la séquence requéte. Pour cela, il faut donc commencer par faire une recherche de similarité
et comparer la nouvelle séquence avec les séquences de la banque pour ensuite rechercher

la famille dans laquelle la séquence requéte peut étre classée.

3.1.1 La recherche de similarité

Plusieurs logiciels permettent de faire des recherches de similarité, et les plus connus
sont BLAST et FASTA (cf. chapitre 1, page 1 section 3.1, page 15). Chacun des deux
logiciels a ses avantages et ses inconvénients. BLAST est plus rapide que FASTA pour
une recherche classique effectuée sur la totalité des banques de données protéiques ou
nucléique. Il favorise la vitesse par rapport a la sensibilité. Pour la recherche sur des
chaines nucléotidiques, FASTA est la référence bien qu’il effectue les recherches en quelques
heures contre deux a trois minutes pour BLAST. Etant donné que nous travaillons avec
des banques protéiques et que nous avons besoin d’une certaine rapidité d’exécution pour
l'application Web, nous avons décidé d’utiliser BLAST (version BLAST2) qui permet une

recherche rapide, faisant apparaitre les alignements possibles.

BLAST possede en fait cinq programmes distincts de comparaison avec les banques
de données : BLASTN qui permet de comparer une séquence nucléotidique avec les
séquences d’une banque nucléique, BLASTP qui permet de comparer une séquence
protéique avec les séquences d’une banque protéique, BLASTX qui permet de comparer
une séquence nucléotidique en la traduisant dans les six phases avec les séquences d'une
banque protéique, TBLASTN qui permet de comparer une séquence protéique avec les
séquences qu’il traduit dans les six phases d’une banque nucléique et TBLASTX qui
permet de comparer une séquence nucléotidique en la traduisant dans les six phases
avec les séquences qu’il traduit dans les six phases d’une banque nucléique. L’outil que
nous développons doit permettre d’identifier une séquence nucléotidique ou protéique
soumise par un utilisateur par rapport aux séquences d’une banque protéique. Nous
avons choisi d’utiliser BLASTP aussi bien avec les séquences protéiques que les séquences
nucléotidiques. Nous ajoutons pour ces dernieres une étape de traduction en utilisant
le logiciel TRANSEQ (package EMBOSS) (Rice et al., 2000). Par défaut, la traduction
se fait dans les phases de lecture mais I'utilisateur peut indiquer la phase qu’il souhaite
utiliser. Nous n’utilisons pas BLASTX car celui-ci traduit automatiquement la séquence
nucléotidique dans les six phases de lecture et ne permet pas a un utilisateur de choisir la
phase de traduction. De plus, les séquences protéiques traduites ne sont pas disponibles
en entier a la fin du traitement de BLASTX.
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L’unité fondamentale de BLAST est le HSP (High-scoring Segment Pair). Il correspond
a une région similaire, la plus longue possible, entre deux séquences ayant un score supérieur
ou égal a un score seuil. Les HSPs sont donc des alignements locaux dont le score dépasse
un score fixé. Le HSP ayant le meilleur score parmi tous les HSPs sur I’ensemble de deux
séquences est appelé MSP (Maximal-scoring Segment Pair). Plusieurs HSPs peuvent étre
trouvés sur la méme séquence, c’est-a-dire qu’il peut y avoir plusieurs alignements locaux

entre deux séquences avec un score significatif (figure 3.2).

HSPs

Nouvelle séquence

BLASTP2

P - } ™\ Paires de
séguences

-+« alignées
localement

Séquences de la banque
protéique

F1G. 8.2: Recherche de similarité entre une nouvelle séquence et les séquences d’une banque avec
BLASTP2. Représentation des paires de séquences alignées localement et de leurs HSPs.

Une paire est constituée de la séquence requéte et d’une des séquences de la banque.

En sortie du programme, BLAST fournit un fichier avec les résultats de la compa-
raison effectuée. En début de fichier se trouve un résumé avec le score et la E-value (cf.
chapitre 1, page 1 section 3.1, page 15) globaux obtenus pour la comparaison de chaque
séquence de la banque avec la séquence requéte, par ordre décroissant du score global, et
ordre croissant de la F-value globale. Dans le cas ou il y a plusieurs HSPs, le score global
correspond au maximum des différents scores calculés et la E-value globale est déterminée
par une méthode de "somme statistique” (Karlin & Altschul, 1993). Puis chacun des
alignements locaux (HSPs) est présenté sous forme d’alignement par paire avec différentes
informations telles que le score, la E-value, une valeur identities (proportion des paires
de résidus identiques entre deux séquences alignées exprimée en pourcentage), une valeur
positives (proportion des paires de résidus avec des poids positifs entre deux séquences
alignées exprimée en pourcentage) et une valeur Gap (proportion de breches c’est-a-dire
d’insertions et de délétions entre deux séquences alignées exprimée en pourcentage). Il faut
étre prudent sur 'interprétation des résultats obtenus par BLAST. Il faut savoir que la
signification statistique ne reflete pas forcément la signification biologique et inversement.
Plus la E-value est faible, plus le score de ’alignement est significatif. Dans la sortie de

BLAST, les séquences présentées en premier sont donc celles qui sont les plus similaires a

52



3 Le principe et le choix des méthodes a utiliser

la séquence requéte (plus haut score et plus basse E-value) et qui sont susceptibles d’étre
homologues a la séquence requéte. Afin de garder un maximum d’informations apportées
par les résultats de BLAST, il a fallu tenir compte de cette possibilité d’avoir plusieurs

HSPs lors de I'implémentation de I'outil d’identification.

Pour toute comparaison de séquences, une matrice de similarité est indispensable au
calcul du score (cf. chapitre 1, page 1 section 3.1.2, page 17). Il n’y a pas de matrice idéale
et le choix de la matrice dépend du type d’analyse a faire. Pour des séquences relativement
similaires et courtes, il est préférable d’utiliser une matrice BLOSUM élevée ou PAM
faible. A l'inverse une matrice BLOSUM faible ou PAM élevée permet de comparer des
séquences plus divergentes et plus longues. Généralement les matrices plutét basées sur
les comparaisons de séquences (BLOSUM, Gonnet) sont meilleures pour détecter les
alignements locaux et donnent de meilleurs résultats que celles basées principalement sur
le modele de Dayhoff (PAM). BLAST utilise par défaut la matrice BLOSUMG62. Cette
matrice donne les meilleurs résultats pour détecter la majorité des faibles similarités entre

séquences protéiques.

Une recherche de similarité en utilisant BLASTP2 entre la séquence requéte et les
séquences des banques de familles de genes permet donc d’obtenir un ensemble de séquences
proches de la séquence requéte, classées par ordre décroissant de similarité avec pour chaque

comparaison le ou les alignements locaux obtenus et les informations associées.

3.1.2 L’identification de la famille

Une fois que la recherche de similarité est effectuée, il est nécessaire d’analyser les
résultats obtenus afin d’identifier les séquences les plus proches de celle soumise. Pour
cela, nous considérons chaque paire de séquences composée de la séquence requéte et d’une
séquence sujet, i.e. une séquence de la banque alignée localement avec celle analysée.
Chaque comparaison de paires est étudiée afin de déterminer si pour une méme paire il
existe plusieurs alignements locaux (HSPs). Dans le cas ou plusieurs HSPs sont détectés
entre deux séquences, il faut évaluer s’ils doivent étre tous pris en compte ou pas. Dans
le cas ou il existe un chevauchement significatif (plus de quelques acides aminés) entre
des HSPs, le HSP ayant le plus haut score (le MSP) est retenu uniquement. Par contre,

lorsque les HSPs ne se chevauchent pas, ils doivent étre tous pris en compte (figure 3.3).

Les HSPs retenus sont regroupés selon la séquence de la banque a laquelle ils
correspondent. Un score cumulé et une F-value globale sont calculés. On ne retient que
les séquences sujets pour lesquelles la F-value globale obtenue est inférieure & un seuil.
Ce seuil a été fixé a la valeur suivante : il s’agit de la F-value du meilleur alignement
obtenu par BLAST x 10°. Ce seuil permet de ne pas prendre en compte uniquement la
meilleure séquence sujet (i.e. celle pour laquelle le score cumulé et la E-value globale sont

les meilleurs), mais un ensemble suffisamment conséquent pour permettre de déterminer
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la famille a laquelle appartient la séquence requéte.

Séquence requéte s —}\______—
il
q I HSP1 HSP2 HSP3
S=90  S=152 S=135

Fi1G. 3.3: Sélection des HSPs pour extraire les séquences nous permettant de déterminer la famille
de génes homologues a laquelle appartient la nouvelle séquence. Ici le HSP1 et le HSP3
se chevauchent. Un seul de ces deux HSPs est retenu. Le HSP sélectionné est celui de
plus haut score, c’est-a-dire le HSP3 qui a un score de 185 (contre un score de 90 pour

le HSP1). Le HSP2 est également sélectionné car il ne chevauche aucun autre HSP.

Les séquences partielles ne sont pas prises en compte pour la détermination de la
famille. En effet, ces séquences peuvent étre attribuées a aucune, une ou plusieurs familles.
Une courte séquence partielle peut présenter une forte similarité avec la séquence requéte
alors que les séquences completes de la famille correspondante obtiendraient un taux
de similarité moins fort. Tout cela peut engendrer des problemes lors de l'identification
de la famille de la séquence requéte. De plus lorsqu’une séquence partielle appartient a
une famille, il existe forcément une séquence protéique complete dans la méme famille.
Nous n’avons donc pas considéré les séquences partielles dans notre analyse puisque
les séquences completes suffisent pour identifier correctement la famille de la nouvelle

séquence.

La famille de la banque a laquelle appartient chacune des séquences sélectionnées
précédemment est déterminée grace a 'utilisation de fonctions de la bibliotheque ACNUC.
Par une méthode que nous développerons plus tard (section 4.3.1, page 65), il est alors
possible de déterminer la famille dont les séquences sont les plus similaires a la nouvelle
séquence. Celle-ci peut ainsi étre attribuée a la famille de génes homologues trouvée afin
de permettre son identification. Dans certains cas (expliqués & la section 4.3.1, page 65)

plusieurs familles peuvent étre proposées.

3.2 L’alignement de la séquence requéte avec les séquences de la famille

Lorsque la famille de génes homologues de la séquence requéte a été identifiée, il
faut classer cette séquence par rapport aux autres séquences de la famille. Pour cela la

nouvelle séquence doit étre alignée avec les séquences de la famille.

Une premiere étape est celle de 'extraction des données. Cela consiste a récupérer les
séquences de la famille et a les convertir au bon format afin de pouvoir ensuite utiliser un

programme pour les aligner avec la nouvelle séquence. Il existe deux cas :
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— soit la famille de genes homologues est constituée de moins de 500 séquences et
I’alignement est pré-calculé et stocké dans la banque,

— soit la famille de génes homologues regroupe plus de 500 séquences et I'alignement
n’est pas pré-calculé.

Pour les familles de moins de 500 séquences, il suffit de récupérer le fichier de I’aligne-

ment des séquences de la famille dans la banque et de le convertir au format FASTA.

Lorsque l'alignement n’existe pas, toutes les séquences de la famille sont extraites
directement & partir de la banque et stockées dans un fichier au format FASTA en utilisant

des fonctions et un programme de conversion de la bibliotheque ACNUC.

Dés lors que les séquences ou l'alignement de la famille sont obtenus, la séquence re-
quéte peut étre alignée avec les séquences de la famille. Pour cela différents programmes
d’alignements multiples sont disponibles (cf. chapitre 1, page 1 section 3.2.1, page 22).
Ils doivent permettre d’aligner un grand nombre de séquences rapidement et d’ajouter
une séquence a un alignement pré-existant. Parmi les programmes présentés au premier
chapitre, notre choix s’est porté sur les programmes ayant une approche basée sur ’aligne-
ment progressif car ils offrent une rapidité de traitement et les alignements obtenus sont
de bonne qualité lorsque les séquences sont similaires. Ainsi nous avons choisi de proposer
I’ensemble des programmes suivant : CLUSTAL W, MULTALIN, MUSCLE (MUSCLE-
prog, MUSCLE-fast) e¢ MENTALIGN. Méme si ces programmes sont basés sur la méme
approche, ils n’offrent pas tout a fait les mémes possibilités et ne sont pas performants
de la méme maniere en fonction du nombre de séquences traitées. Nous avons ajouté a
cette liste de programmes le logiciel MABIOS qui utilise une approche d’alignement par
bloc particulierement efficace lorsque les séquences ne sont pas globalement similaires mais

qu’elles partagent des ressemblances locales.

Chacun des programmes fonctionne avec des parametres différents : format du fichier
en entrée, présence ou non de la séquence a ajouter dans ce fichier, utilisation d’un
fichier d’arbre phylogénétique de la famille, format du fichier de sortie, etc. A partir des
fichiers au format FASTA obtenus apres la phase d’extraction des données, il est donc
nécessaire de faire des pré- ou post-traitement spécifiques a chaque programme tels que

des conversions afin d’avoir les bons formats de données.

Le but de 'outil développé étant de permettre a un utilisateur d’identifier une séquence
rapidement dans les banques de familles de génes via une interface Web, nous avons évalué
les performances en termes de temps d’exécution de ces différents programmes en utili-
sant des données provenant de banques de familles homologues. Ainsi nous avons réalisé
des tests permettant de connaitre la rapidité d’exécution des programmes en fonction du
nombre de séquences traitées. Ces tests ont été réalisés avec un ordinateur MACINTOSH
(Power Mac G5, processeur PowerPC 970 1.6 GHz, 768 Mo de RAM, Mac OS X). Nous
avons utilisé les familles de séquences de I'ancienne banque HOBACGEN (Homologous
Bacterial Genes Database, Perriere et al., 2000) développée au PBIL et de HOVERGEN.
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Nous avons choisi d’utiliser HOBACGEN afin d’avoir un banc d’essai stable pour réaliser
les tests. Cette banque regroupe en familles homologues toutes les séquences de bactéries
(bactéries et archées) et de levures disponibles dans SWISS-PROT et TrEMBL. Le jeu de
données utilisé contient des familles de genes homologues ayant un nombre de séquences
allant de 50 a 18000. Tous les programmes ont été testés avec chacune des familles afin
d’évaluer leur temps d’exécution. Le temps d’ajout d’une séquence a ’alignement obtenu
pour chaque famille a également été évalué pour tous les programmes. Les résultats sont

résumés dans le tableau suivant (figure 3.4).

MABIOS | CLUSTALW | MULTALIN [MENTALIGN| MUSCLE | MUSCLE-prog | MUSCLE-fast

HBGO000049 (Hobacgen) - 49

séquences (134 3 240 aa) 18s 10s 2s 112s 4s 2s
ajout de 1 séquence 1ls 1s 65
HBGO000089 (Hobacgen) - 139 L6m 27s - 33 3 14e o oae " "

séquences (183 a 520 aa)
ajout de 1 séquence 12s 2s 29 s
HBG000097 (Hobacgen) - 263
séquences (100 a 332 aa)
ajout de 1 séquence 35s 11s 1s 14s
HBG012447 (Hobacgen) - 404

17m 20s 10m 40s 23s 42m 14s 2m 24s 9s

séquences (122 a 293 aa) 982s 13m 8s 88s 31m 3s 2m 10s 11s
ajout de 1 séquence 25s 97s 7s
HBGO000383 (Hobacgen) - 667 4h
séquences (101 a 842 aa) 28m30s . 10m 7h 31m 19s
ajout de 1 séquence 5m 45s 12m 47s 42s
HBG016829 (Hobacgen) - 1239 | 4h 27m 4h 43m
séquences (62 a 373 aa) 25s OIS 08 ki 42s 1m 29s 26s
ajout de 1 séquence 12m 40s is 5s 24s 24s 23s
HBG021718 (Hobacgen) - 2836 2h 16m 34s | 18h 38m 12s 13m 43s 2m 30s
séquences (75 a 636 aa)
ajout de 1 séquence 19s 5m 35s 4m 41s 4m 39s
HBG(?17625 (Hovet"gen) - 5490 7h 31m 12s 1j 21h 48m 27m 58s 9m 06s
séquences (91 a 639 aa) 3s
ajout de 1 séquence 24 sec 10m 39s 8m 35s 8m 29s
HBGO16692 (Hovergen) - 7233 8h 24 m 36s| 2j 8h 30m 47m 25s 11m 13s

séquences (88 a 484 aa)
ajout de 1 séquence 3-4s 34s 12m 18s 12m 1s
HBG017694 (Hovergen) - 18861
séquences (100 a 529 aa) 1h 38m 8s
ajout de 1 séquence 1m

Fic. 8.4: Tableau de tests de performance des programmes d’alignements multiples CLUSTAL W,
MABIOS, MULTALIN, MUSCLE, MUSCLE-prog, MUSCLE-fast et MENTALIGN. Ces
programmes sont présentés en colonnes et les familles testées sont présentées en lignes.
Pour chaque famille et chaque logiciel est indiqué le temps global de calcul de l’alignement
et de U'ajout d’une séquence. Lorsque la case est barrée, cela signifie que le programme n’a
pas pu calculer Ualignement (la procédure ne s’est pas terminée normalement). Lorsque
la case est vide ou grisée, cela signifie que le test ne s’est pas fait parce que l'information
obtenue n’était pas utile : soit le programme aurait donné un temps d’exécution trop long
pour une utilisation sur Internet (case vide), soit les autres résultats nous suffisaient

(case grisée).

Les résultats des tests présentés dans le tableau de la figure 3.4 nous permettent de
comparer les différents programmes d’alignements au niveau du temps de traitement en
fonction du nombre de séquences a aligner. Il apparait que MUSCLE-prog et MUSCLE-fast
sont les plus rapides et permettent d’aligner de grands jeux de données en peu de temps.
En outre, CLUSTAL W et MABIOS sont les plus lents et ne peuvent pas traiter de grands

ensembles de séquences. Par ailleurs, MUSCLE-fast permet d’aligner un tres grand nombre
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de séquences (plus de 18000 séquences). Enfiny MENTALIGN et MULTALIN permettent
d’aligner de grands jeux de données mais ils sont relativement longs. Par contre, ils sont
trés rapides pour ajouter une séquence a un alignement existant. Nous avons également
remarqué que des probleémes surviennent lorsque certains programmes tels que CLUSTAL
W et MABIOS sont utilisés pour calculer un alignement de plus de 500 séquences (exé-
cution trop lente, mémoire insuffisante, ...). Par exemple, si la famille & traiter contient
plus de 3000 séquences, I'alignement des séquences de la famille et de la séquence requéte
doit étre recalculé en entier. Pour un tel traitement, le programme MULTALIN n’est
pas proposé car cela prendrait plus de deux heures. Ce qui n’est pas envisageable pour
un service proposé via Internet. Ces divers résultats vont nous permettre, par la suite,

d’établir des filtres pour proposer une liste de programmes appropriés aux données traitées.

D’autres programmes d’alignements multiples ont également été testés avec le méme
jeu de données mais n’ont pas encore été intégrés a la premiere version de l'outil. Il s’agit
de POA, PROBCONS, différentes versions de MAFFT et DIALIGN. Les tests ont pour
I'instant été effectués pour évaluer le temps d’exécution de chacun des programmes pour
aligner les séquences de chacune des familles du jeu de données. Le tableau de la figure 3.5

présente les résultats obtenus.

POA PROBCONS DIALIGN MAFFT-i MAFFT-2 MAFFT-1
HBG000049 (Hobacgen) - 49
séquences (134 a 240 aa) s 89s 41s 3s 1s 1s
HBGO000089 (Hobacgen) - 139
séquences (183 3 520 aa) 5m 23s 1h 22m 23s 31m im 33 4s 2s
HBGO000097 (Hobacgen) - 263
séquences (100 3 332 aa) 3m 2s 45m 34s 1h 50m 23s 46s 5s 4s
HBGO012447 (Hobacgen) - 404
séquences (122 3 293 aa) 2m 22s 1h 35m 49s 2m 26s 9s 6s
HBGO000383 (Hobacgen) - 667
séquences (101 3 842 aa) 45m 30s 18m 42s 39s 24s
HBG016829 (Hobacgen) - 1239 | ;5545 4h11m58s |  2m 23s 1m17s
séquences (62 a 373 aa)
HBGO021718 (Hobacgen) - 2836 .
séquences (75 3 636 aa) 11h 50m 24s 4 jours 23m 51s 9m 56s
HBGO017625 (Hovergen) - 5490
séquences (91 3 639 aa) 23h 24m 40m 2s 18m 49s
HBG016692 (Hovergen) - 7233
séquences (88 3 484 aa) 9h 52m 12s 42m 24s 20m 20s
HBGO017694 (Hovergen) - 18861
séquences (100 a 529 aa)

Fic. 8.5: Tableau de tests de performance des programmes d’alignements multiples POA, PROB-
CONS, différentes versions de MAFFT et DIALIGN. Ces programmes sont présentés en
colonnes et les familles testées sont présentées en lignes. Pour chaque famille et chaque
logiciel est indiqué le temps global de calcul de l'alignement. Lorsque la case est barrée,
cela signifie que le programme n'a pas pu calculer Ualignement (la procédure ne s’est pas
terminée normalement). Lorsque la case est vide, cela signifie que le test ne s’est pas
fait car Uinformation obtenue n’était pas utile : le programme aurait donné un temps
d’exécution trop long pour une utilisation sur Internet.

De la méme maniere que pour les programmes intégrés a HoSeql, le tableau des résul-

tats des tests de la figure 3.5 nous permet de comparer les différents programmes présentés
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précédemment au niveau du temps d’exécution selon le nombre de séquences traitées. Nous
remarquons donc que MAFFT-1 et MAFFT-2 sont les plus rapides et leur temps d’exé-
cution est relativement comparable a celui de MUSCLE-prog. Par ailleurs, PROBCONS
et DIALIGN sont les plus lents, PROBCONS ne permettant pas d’aligner un trés grand
nombre de séquences (probleme de mémoire a Pexécution pour 667 séquences). Enfin,
MAFFT-i et POA ont des temps de traitements équivalents & MUSCLE. Ces résultats de-

vront étre pris en compte lorsque ces programmes d’alignements seront intégrés a HoSeql.

3.3 La reconstruction phylogénétique

Apres avoir calculé 'alignement des séquences de la famille sélectionnée et de la
nouvelle séquence, il faut ensuite reconstruire ’arbre phylogénétique. Ainsi il sera possible
d’analyser la position phylogénétique de la séquence soumise, de l'identifier et d’étudier

son histoire évolutive.

Parmi les différentes méthodes permettant la reconstruction d’arbres phylogénétiques,
nous avons opté pour les méthodes de distances (cf. chapitre 1, page 1 section 3.3.1,
page 26). Elles ont 'avantage d’étre beaucoup plus rapides que les autres méthodes méme si
la qualité des arbres obtenus n’est pas optimale. Ainsi nous avons choisi la liste suivante des
programmes implémentant une méthode de distance : BIONJ, FASTME et QUICKTREE.
Nous avons ajouté a cette liste le programme PHYML, basé sur une méthode de maximum
de vraisemblance, cependant cette méthode est beaucoup plus lente. Une stratégie possible
est de construire un arbre phylogénétique rapidement avec les méthodes de distance, puis
PHYML peut étre utilisé afin d’obtenir un arbre de meilleure qualité.

Afin de pouvoir évaluer la qualité de I’arbre obtenu, une procédure de bootstrap (cf.
chapitre 1, page 1 section 1.14, page 29) a été implémentée.

Enfin, larbre obtenu par ces différentes méthodes n’est pas raciné (cf. chapitre 1,
page 1 section 3.3.2, page 28). Nous avons choisi de le raciner "en son centre” par la
méthode du midpoint. En effet, la méthode de 1'outgroup n’est pas forcément adaptée
au développement d’outils automatiques car il faut trouver un groupe externe qui
pourrait étre utilisé pour n’importe quelle famille de n’importe quelle banque proposée.
Il existe une méthode de racinement automatique qui se base sur des arbres de référence
(Dufayard et al., 2005) pour trouver 1’outgroup. Le principe est d’utiliser un algorithme
de réconciliation qui compare I'arbre des genes avec 'arbre de référence des especes
afin d’obtenir un arbre présentant les événements de duplication et de spéciation entre
les genes. Cet algorithme sert a explorer toutes les positions de la racine dans ’arbre
des genes. La position qui minimise le nombre de duplications géniques est retenue.
Cependant, des arbres de référence ne sont pas toujours disponibles, notamment pour
les procaryotes, il n’y a pas d’arbre consensuel de référence. Ce ne sont donc pas des
méthodes appropriées a notre outil. Le programme permettant de raciner l'arbre est
ADD_ROQOT, une implémentation de la méthode du midpoint. Cet algorithme a été mis en

oeuvre par Manolo Gouy dans le cadre du développement du logiciel NJplot permettant
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la visualisation d’arbres phylogénétiques (Perriere & Gouy, 1996).

Les programmes de phylogénies fonctionnent avec des parametres différents : divers
types de fichiers en entrée avec des formats spécifiques, possibilité d’option de bootstrap,

etc. Plusieurs cas sont possibles :

— PHYML se base sur un alignement de séquence pour construire ’arbre et propose
I'option de bootstrap.

— FASTME et BIONJ se basent sur une matrice de distance et n’a pas d’option de
bootstrap.

— QUICKTREE se basent soit sur un alignement, soit sur une matrice de distance et

permet d’utiliser une option de bootstrap.

Dans le cas d’un programme se basant sur un alignement en entrée et proposant
I'option de bootstrap, il suffit juste de convertir, dans le bon format, 'alignement de
séquences grace aux logiciels de conversion CLUSTAL W ou SREFORMAT (package HM-
MER) (Eddy, 1998) en fonction du format souhaité. Le programme de phylogénies peut
alors reconstruire 'arbre a partir de l'alignement obtenu avec le nombre de réplicats de

bootstrap souhaité.

Dans le cas d’'un programme se basant sur une matrice de distance, nous utilisons
le logiciel PROTDIST (package PHYLIP) qui permet de calculer la matrice de distance
a partir de lalignement des séquences protéiques, converti au bon format. Le modele
évolutif choisi est celui qui correspond a la distance de Kimura (Kimura, 1983) et qui
permet de calculer la matrice rapidement avec PROTDIST (les autres parametres choisis
étant ceux proposés par défaut). Si le programme de phylogénie propose une option de
bootstrap ou si aucune procédure de bootstrap n’est souhaitée, il est alors possible de
reconstruire ’arbre phylogénétique a partir de la matrice de distance obtenue avec le
nombre de réplicats souhaité. S’il n’y a pas d’option de bootstrap proposé, le logiciel
SEQBOOT (package PHYLIP) doit étre utilisé afin de générer un jeu de données en
fonction du nombre de réplicats (les autres parametres étant ceux par défaut). Puis
PROTDIST est utilisé pour calculer les matrices correspondantes au jeu de données
généré précédemment (avec les mémes parametres que précédemment). Le programme
de phylogénies est ensuite utilisé pour reconstruire les arbres correspondant a toutes les
matrices obtenues. Enfin le logiciel ADDBOOTSTRAP (développé par Manolo Gouy)

permet de calculer les valeurs de bootstrap une fois que tous les arbres sont reconstruits.

Comme nous I'avons vu avec les programmes d’alignements multiples, il est utile de
connaitre la performance des programmes choisis sur des données identiques a celle utili-
sées par l'outil afin de proposer un ensemble de méthodes les plus appropriées aux don-
nées traitées. Ainsi afin d’évaluer la rapidité d’exécution des différents programmes de
reconstructions plylogénétiques, nous avons testé chacun d’eux. De méme que pour les
programmes d’alignements, ces tests ont été réalisés avec un ordinateur MACINTOSH
(Power Mac G5, processeur PowerPC 970 1.6 GHz, 768 Mo de RAM, Mac OS X). Nous
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avons utilisé un jeu de données de familles de genes homologues provenant ' HOGENOM
et HOBACGEN contenant de 5 a 3000 séquences. Les quatre programmes ont été testés
sur ’ensemble des familles avec ou sans I'option de bootstrap et en prenant un nombre de
réplicats de bootstrap allant de 50 a 2000. Nous avons ainsi pu estimer les performances de
chaque programme en fonction du nombre de séquences a traiter et du nombre de réplicats
de bootstrap demandé. Le temps d’exécution évalué correspond, en fait, au temps néces-
saire pour obtenir un arbre phylogénétique raciné a partir d’un alignement en utilisant les
différents programmes. Dans les tableaux de la figure 3.6 et la figure 3.7 sont présentés les

résultats au niveau temps d’exécution de chacun des programmes.

quickTree

sans bootstrap

avec
bootstrap: 50

avec
bootstrap: 100

avec
bootstrap: 500

avec bootstrap:
1000

avec bootstrap:
1500

avec bootstrap:
2000

HBGO000008 (Hogenom)
14 séquences

0Os

0s

1s

2s

3s

3s

3s

HBG000023 (Hogenom)
38 séquences

Os

1s

is

5s

7s

4s

Ss

HBGO000049 (Hobacgen)

2s

7s

10s

20s

30s

50-1 séquences 1s

HBGO000002 (Hogenom)

95 séquences
HBGO000089 (Hobacgen)

2s 3s 20s 24s 38s 56s

p 5s 75 14s 75s 5m 19s 5m 38s 6m 52s
140-1 séquences
HBG000097 (Hobacgen) - 17 39¢ 6m 24s 5m 32 11m 15s
263 séquences
HBG012447 (Hogenom) 6s 47s 5m 41s 8m S4s 32m 38s
404 séquences
HBG000223 (Hogenom) 17s 6m 38s 8m 38s 3h2m 2s

667 séquences
HBG016829 (Hobacgen)
1239 séquences
HBGO015393 (Hogenom)
2009 séquences
HBG021718 (Hobacgen)
2837 séquences

40s

2m 57s 56m 56s

8m 16s

Fi1G. 3.6: Tubleaux de tests de performance en termes de temps d’exécution du programme de re-
constructions phylogénétiques QUICKTREE. Dans chaque tableau, les familles testées
sont présentées en lignes et les différentes utilisations de [’option de bootstrap en fonc-
tion du nombre de réplicats sont présentées en colonnes. Pour chaque famille et chaque
utilisation du bootstrap, le temps global de reconstruction de l’arbre est indiqué. Lorsque
la case est vide, cela signifie que le test ne s’est pas fait car linformation obtenue n’était
pas utile : le programme aurait donné un temps d’exécution trop long pour une utilisation

sur Internet.

Les résultats des tests présentés dans les tableaux de la figure 3.6 et la figure 3.7 sont
analysés de la méme manieére que ceux correspondant aux programmes d’alignements. Ici,
ils nous permettent de comparer les programmes de reconstructions phylogénétiques en
termes de temps de traitements, selon le nombre de réplicats de bootstrap et le nombre
de séquences. Ainsi QUICKTREE, FASTME et BIONJ sont relativement équivalents au
niveau du temps d’exécution, méme si QUICKTREE parait étre plus rapide pour traiter
des jeux de données plus importants (par exemple, 2000 séquences). Par ailleurs, avec
I’option de bootstrap, PHYML ne permet pas de reconstruire un arbre phylogénétique en
un temps relativement court, quelque soit le nombre de séquences. De méme que pour les
programmes d’alignements, nous allons constituer des filtres a partir de ces résultats afin

de proposer une liste de programmes appropriés aux données traitées.
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sans bootstrap

bootstrap: 50

bootstrap: 100

bootstrap: 500

1000

FastMe
sans bootstra avec avec avec avec bootstrap: | avec bootstrap: | avec bootstrap:
P bootstrap: 50 | bootstrap: 100 | bootstrap: 500 1000 1500 2000
HBG000008 (Hogenom) 0s 2s 1s 6s 37s 18s 21s
14 séquences
HBG000023 (Hogenom) 0s 1s 25 10s 76s 31s 37s
38 séquences
HBGDOO(M? (Hobacgen) 0s 3 7s 365 3m 36s 94s 1im 56s
50-1 séquences
HBG000002 (Hogenom) 1s 14s 365 1m 57s 4m 43s 6m 36s 7m 2s
95 séquences
HBGOOOOBS'(Hohacgen) 3s 35¢ 1m 27s 5m 51s 10m 8s 19m 27s 20m 21s
140-1 séquences
HBGOOOOQ? {Hobacgen) 6s 2m 08s 4m 56s 18m 3s 55m 24s
263 séquences
HBG012447 (Hogenom) 10s am 195 7m 526 35m 34s plus de 1h
404 séquences
HBGOOOZ?‘? (Hogenom) 25s plus de 30m plus de 30m plus de 1h
667 séquences
HBGO016829 (Hobacgen) —_—
1239 séquences
HBGO015393 (Hogenom)
2009 séquences §m 38s
HBG021718 (Hobacgen)
2837 séquences L4m 395
BIONJ]
avec avec avec avec bootstrap: | avec bootstrap: | avec bootstrap:

1500

2000

HBG000008 (Hogenom)
14 séquences

0Os

1s

2s

6s

97s

22s

22s

HBG000023 (Hogenom)
38 séquences

0Os

1s

3s

11s

19s

31s

37s

HBG000049 (Hobacgen)
50-1 séquences

1s

5s

8s

43s

75s

116s

2m 31s

HBGO000002 (Hogenom)
95 séquences

1s

18s

34s

3m 37s

5m 30s

9m 46s

11m 1s

HBGO000089 (Hobacgen)
140-1 séquences

3s

69s

2m 6s

11m 23s

31m 25s

HBG000097 (Hobacgen)
263 séquences

7s

195s

6m 20s

HBG012447 (Hogenom)
404 séquences

15s

plus de 30m

19m 34s

plus de 1h

plus de 1h

HBG000223 (Hogenom)
667 séquences

1m 15s

HBGO016829 (Hobacgen)
1239 séquences

9m 52s

HBG015393 (Hogenom)
2009 séquences

HBG021718 (Hobacgen)
2837 séquences

PhyML

sans bootstrap

avec
bootstrap: 50

avec
bootstrap: 100

avec
bootstrap: 500

avec bootstrap:

1000

avec bootstrap:

1500

avec bootstrap:
2000

HBG000020 (Hogenom)
5 séquences

23m 5s

plus de 30m

HBG000008 (Hogenom)
14 séquences

1im 46s

plus de 30m

HBG000023 (Hogenom)
38 séquences

6m 12s

HBG000049 (Hobacgen)
49 séquences

plus de 20m

HBG000002 (Hogenom)
95 séquences

plus de 1h

HBG000089 (Hobacgen)
139 séquences

plus de 1h

HBG000097 (Hobacgen)
263 séquences

HBG012447 (Hogenom)
404 séquences

HBG000223 (Hogenom)
667 séquences

HBG016829 (Hobacgen)
1239 séquences

HBG015393 (Hogenom)
2009 séquences

HBG021718 (Hobacgen)
2837 séquences

Fic. 8.7: Tableaux de tests de performance en termes de temps d’exécution des programmes de
reconstructions phylogénétiques FASTME, BIONJ et PHYML réalisés dans les mémes

conditions que les tests précédents.
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CHAPITRE 3:L’outil d’identification développé : HoSeql

4 L’implémentation

4.1 L’architecture

HoSeql est une application Web implémentée sur le serveur PBIL du Pdle Bio-
Informatique Lyonnais. Elle permet lI’enchainement de processus intégrant différents
logiciels de recherche de similarité, d’alignements multiples et de construction d’arbres
phylogénétiques ainsi que des programmes que nous avons développés spécifiquement afin
de permettre l'identification automatique de nouvelles séquences dans les banques de
familles homologues. Pour cela, I’application fait appel a différents modules correspondant

chacun & un exécutable.

Les trois modules principaux correspondent aux trois étapes nécessaires pour identifier
une nouvelle séquence dans les banques de familles de genes homologues :
— Premier module principal : la détermination de la famille de genes homologues a
laquelle appartient la séquence requéte.
— Deuxiéme module principal : I’alignement de la nouvelle séquence avec les séquences
de la famille.

— Troisieme module principal : la reconstruction de I’arbre phylogénétique associé.

A ces modules principaux sont ajoutés des modules secondaires permettant des traite-
ments intermédiaires. Un module permet de déterminer les listes de programmes d’aligne-
ments et de phylogénies proposées a l'utilisateur et un autre exécute, en une seule étape,

I’alignement et la reconstruction phylogénétique en différé sur le serveur de I'application.

4.2 Les langages utilisés

HoSeql est accessible par une interface Web réalisée en HTML/PHP et Javascript
afin de répondre a nos besoins. Cette application utilise également des applets Java pour
I’affichage de certains résultats. Enfin les différents modules qu’utilise ’application sont

des programmes implémentés en langage C ANSI.

PHP est un langage de script (interprété) exécuté du coté serveur (comme les scripts
CGI, ASP, ...). La syntaxe du langage est proche de celle du langage C et du Perl. 11 a été
créé en 1994 par Rasmus Lerdorf. Depuis, beaucoup d’améliorations ont été apportées et
plusieurs versions de PHP se sont succédées. L’application a été implémentée en utilisant
la derniere version PHP5. Ses avantages sont multiples : il est simple a utiliser, gratuit,
intégré a de nombreux serveurs Web comme Apache, il est possible d’inclure des scripts
PHP directement dans une page HTML et il permet d’avoir un site Web dynamique. Il
donne également la possibilité d’exécuter des programmes directement dans une page
Web et de récupérer les résultats retournés par le programme dans le code PHP. Cette
fonctionnalité nous a particulierement intéressés puisqu’elle nous permet d’avoir une réelle

indépendance entre les pages Web et les différents modules. En effet, chaque page web ne
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4 L’implémentation

fait qu’exécuter un programme et récupérer les résultats obtenus afin de pouvoir les traiter.

Javascript est un langage de scripts incorporé dans un document HTML mis au point
par Netscape en 1995. Historiquement c’est méme le premier langage de script pour le
Web. 1l s’agit d'un langage de programmation qui permet d’apporter des améliorations
aux interfaces Web par l'exécution de commandes du coté client. Dans ’application,
nous 'utilisons principalement pour vérifier que les données fournies par 'utilisateur sont

correctes et pour permettre aux différentes pages de ’application d’étre dynamiques.

Les applets Java correspondent a des programmes Java préalablement compilés et
incorporés dans des documents HTML afin d’étre exécutés via la page Web. Une machine
virtuelle Java permettant d’interpréter le pseudo-code est chargée en mémoire du c6té du
client a chaque chargement de la page ou est appelée 'applet java, permettant ainsi de
lancer I'application Java. Les applets Java peuvent entrainer des ralentissements diis au
lancement de la machine virtuelle coté client. Elles constituent I'une des possibilités qu’il
existe pour visualiser facilement et de facon interactive des alignements et des phylogénies
a laide de programmes Java afin de permettre a 'utilisateur d’analyser les résultats de

I'identification obtenus.

Le langage C est utilisé ici pour développer les divers modules d’identification. Il a
été choisi pour sa portabilité, sa rapidité d’exécution mais également par souci de cohé-
rence avec les autres développements du PBIL et notamment le systeme ACNUC et sa
bibliotheque C. Cela nous a permis d’utiliser le langage d’interrogation de base de données

fourni par ACNUC et d’accéder ainsi facilement aux données des banques.

4.3 L’algorithme d’HoSeql

Nous avons vu précédemment que ’application était constituée de trois modules prin-
cipaux et de deux modules secondaires. L’algorithme général de I’application correspond
a I’enchalnement des différents modules avec, entre chacun d’eux, des interactions entre
I'utilisateur et l'application ainsi que différents tests. Ces tests sont effectués lorsqu’il
existe plusieurs possibilités dans le procédé d’identification. A la suite de I'exécution du
premier module principal, trois tests sont réalisés. Le premier correspond au cas ou plu-
sieurs séquences protéiques obtenues par la traduction dans plusieurs phases de lecture
d’une séquence requéte nucléotidique, sont retenues (section 4.3.1). Deux autres tests
sont effectués dans le cas ou plusieurs familles sont déterminées pour la séquence requéte
(familles dont les séquences ne se recouvrent pas ou familles dont le score global est proche)
(section 4.3.1). Un dernier test a lieu une fois que 'utilisateur a choisi les programmes
d’alignements et de reconstructions phylogénétiques, afin de déterminer si le temps d’exé-
cution (alignement et construction de I’arbre) permet un traitement immédiat des données

(section 4.3.2). L’algorithme général est présenté dans la figure suivante (figure 3.8).
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CHAPITRE 3:L’outil d’identification développé : HoSeql

Choix de la banque protéique par l'utilisateur Soumission de la séquence requéte par l'utilisateur
\J
Nom de la banque de séquences Séquence requéte proteique ou nucléique
I

Module de détermination de la famille de génes homologues a laquelle appartient la séquence requéte

v

Familles identifiées pour chaque séquence protéique requéte

ne seule séquence

oul protéique requéte

NON

Choix de la séquence par l'utilisateur

Chevauchement entre

oul
familles identifiées

tne seule famille Y
identifiée Signaler le non chevauchement

des familles identifiées

oul

Choix de la famille Plusieurs
par l'utilisateur familles choisies

Une seule famille
choisie

l -

Module déterminant |a liste des programmes proposés

—

Liste de programmes d'alignements multiples Liste de programmes de phylogénies

—

Pour chaque famille, choix du programme d'alignement et de phylogénie par 'utilisateur

—

Programmes de phylogénies choisis Programmes d'alignements multiples choisis

13

J

oul Pour une des familles,

emps d'exécution > 5 mi NON

Y

‘ Me?;"'eﬁdit';:ze'?qem d::é?hgr;esmﬁr;t;cz;dss Module d'alignement de la nouvelle séquence
LBLOnGTM RiiyHgensiues ek o avec les séquences des familles choisies
fond sur le serveur de I'application

v

Alignements de la séquence requéte avec les familles choisies

¥

Module de reconstruction des arbres
phylogénétiques associés

Arbres phylogénétques des familles choisies

[ —  incluant la séquence requéte

Présentation des résultats a |'utilisateur

v

Séquence requéte protéique  Fichier de sortie BLASTP Alignement(s) Arbre(s) phylogénétique(s)

Fic. 3.8: Algorithme général de l'application HoSeql. Les modules principaux sont représentés en
rouge, les secondaires sont en jaune, les étapes d’interaction avec l'utilisateur sont en
bleu et les tests sont représentés par des losanges. Tout ce qui n’est pas dans un carré ou

un losange correspond a une entrée ou une sortie pour un traitement.
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4 L’implémentation

4.3.1 Le premier module principal

Le procédé d’identification utilise BLASTP2 avec un seuil de E-value de 10* par
défaut pour comparer la séquence requéte aux entrées de la banque de familles de
séquences protéiques choisie par l'utilisateur. Le programme arréte la comparaison de
séquences lorsque la E-value obtenue est supérieure a ce seuil. Dans le cas ou 'utilisateur
soumet une séquence nucléotidique, celle-ci est traduite soit dans la ou les phases indiquées
par l'utilisateur, soit dans les six phases. La recherche de similarité est faite pour chacune

des séquences protéiques obtenues.

Les sorties de BLASTP2 sont ensuite analysées afin d’identifier a quelle(s) famille(s)
la ou les séquences protéiques requétes appartiennent. Pour chaque fichier de sortie, les
HSPs sont sélectionnés et regroupés (section 3.1.2) par séquence. Pour chaque séquence
sont calculés un score cumulé et une F-value globale. Pour obtenir ces valeurs globales,
les scores de similarité de chaque HSP sélectionné sont additionnés et leurs E-values
sont multipliées. Les séquences retenues pour la suite du traitement sont celles ayant
une F-value globale inférieure au seuil que nous avons fixé, i.e. la FE-value du meilleur
alignement obtenu entre la séquence requéte et les séquences de la banque x 10° (section
3.1.2).

Puis nous déterminons la famille & laquelle chaque séquence sélectionnée appartient,
ce qui permet de regrouper toutes les séquences retenues selon leur famille. Pour chaque
ensemble de séquences, c’est-a-dire pour chaque famille, le score global est calculé a partir
des scores cumulés de chaque séquence composant la famille. Le calcul du score global
correspond & une moyenne des scores cumulés pondérés par les rangs des séquences. Plus
une séquence est similaire a la séquence requéte, plus son rang est élevé. Par exemple, s’il
y a dix séquences dans une famille, la séquence la plus similaire & la séquence requéte aura
comme rang la valeur 10, et celle qui est le moins similaire aura une valeur de rang de 1.
Nous utilisons cette moyenne pondérée par les rangs de maniere a accorder plus de poids
aux séquences sujets qui obtiennent les meilleurs scores d’alignement avec la séquence
requéte. En effet, considérons le cas suivant : dans la liste des séquences sujets produisant
un alignement significatif avec la séquence requéte du fichier de sortie BLASTP2 il y
a plusieurs séquences appartenant & une famille (famille 1) avec, au milieu de celles-ci,
une séquence isolée appartenant a une autre famille (famille 2) (figure 3.9). Si le score
global de chaque famille est calculé en utilisant une moyenne (non pondérée) des scores
cumulés correspondant a chaque séquence, alors le score global de la famille 1 risque
d’étre inférieur a celui de la famille 2. La famille 2 serait donc sélectionnée comme étant
celle & laquelle la séquence requéte appartient. Or il est plus probable que la famille de la
séquence requéte soit la famille 1. En utilisant une moyenne des scores cumulés pondérés

par les rangs des séquences, nous évitons ces types d’erreurs.
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Score E-value
cumulé globale

Fichier de sortie BLASTP2 obtenu obtenue
Sequences producing significant alignments: (bits)
sequence1 514 e-146
sequence2 } 510 e-145 Séquence
sequence3 \ 505 e-143  gppartenanta
sequence4 Séquences 504 e-143 4= |3 famille 2 de
sequence5 appartenant a la 504 e-142 la banque
sequenceb «— famille 1 de la 503 e-142
sequence’ banque 495 e-139
sequence8 485 e-136
moyenne pondérée par
moyenne .
les rangs des séquences
Famille 1 502,3 506,5
Famille 2 504 504
Famille 2 Famille 1
sélectionnée sélectionnee

Fi1G. 3.9: Exemple d’un cas justifiant l'utilisation d’une moyenne des scores cumulés pondérés par

les rangs des séquences pour calculer le score global d’une famille.

En comparant les scores globaux, il est possible de déterminer les meilleures familles
c’est-a-dire toutes celles de plus haut score ou dont le score est proche du plus haut
score (a 5 bits pres). Si la séquence soumise est nucléotidique et qu’elle est traduite
dans différentes phases, plusieurs des séquences protéiques obtenues peuvent obtenir
des résultats significatifs lors de la comparaison avec la banque effectuée en utilisant
BLASTP2. Dans ce cas une sélection se fait également a cette étape : ne sont retenues que
les séquences requétes dont le score global des meilleures familles identifiées précédemment

est le plus haut ou est proche du plus haut score (a 5 bits pres).

De plus, la position initiale minimale et la position finale maximale des aligne-
ments de chaque séquence d’une famille avec la séquence requéte sont notées afin
de détecter d’éventuels non-chevauchements entre les familles de plus haut score glo-
bal et les autres familles. Toutes les familles distinctes dont les séquences s’alignent
avec la séquence requéte sans chevauchement sont sélectionnées (figure 3.10). Cela
permet de prendre en compte les séquences de familles de genes homologues distinctes

qui contiennent des régions non-chevauchantes et qui correspondent a des fusions de geénes.

En fin de traitement, on obtiendra donc une liste des meilleures familles (non-
chevauchantes ou de meilleurs scores) pour chaque séquence protéique requéte retenue.

Un schéma explicatif de I'algorithme est présenté dans la figure 3.11.
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Séquences
de la famille 2

Nouvelle séquence

Cas de familles non-chevauchantes

Séquences
de la famille 4

Nouvelle séquence

Cas de familles chevauchantes

Fi1G. 3.10: Exemple de deuz familles non-chevauchantes et deux familles chevauchantes.

A la suite de ce module, comme il est montré dans l'algorithme général, s’il y a
plusieurs séquences requétes sélectionnées, 1'utilisateur devra choisir celle qu’il souhaite
utiliser pour l'identification. De la méme maniere, s’il y a plusieurs familles de score proche
identifiées, I'utilisateur devra choisir celle avec laquelle il souhaite continuer le processus

d’identification. Par contre, toutes les familles non-chevauchantes seront conservées.

4.3.2 Le module secondaire permettant le choix des listes de programmes

d’alignements et de phylogénies

Le module secondaire permettant de déterminer la liste des programmes proposés
est utilisé pour calculer le nombre de séquences des familles identifiées et regarder
si le fichier d’alignement de la famille est stocké dans la banque. Cela nous permet
de savoir si lalignement des séquences de la famille avec la séquence requéte doit
étre recalculé en entier ou si l'ajout de la nouvelle séquence requéte a l’alignement
pré-existant suffit. De plus, la connaissance du nombre de séquences nous aide a évaluer

le temps d’exécution des programmes d’alignements et de reconstructions phylogénétiques.

En utilisant les tableaux de tests présentés précédemment (section 3.2 et 3.3),
nous avons mis en place des filtres afin de proposer des traitements adaptés aux familles
sélectionnées. Pour les programmes d’alignements, la liste des programmes est modifiée en
fonction du nombre de séquences que la famille traitée contient. Ainsi lorsque les temps de
traitements d’un programme sont inférieurs a cinq minutes (temps d’exécution maximum

considéré comme acceptable pour une application Web), celui-ci est proposé a I'utilisateur.
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Séquence protéique

Séquence
requéte

nucléique requéte
]

oul NON

Séquence

6 séquences
protéique requéte

protéiques requétes

4
BLASTP
BLASTP
Fichiers de sortie
BLASTP
v
Pour chaque

Module de détermination
de la famille de génes
homologues a laquelle
appartient la séquence

requéte

fichier de sortie Sélection et regroupement des |
BLASTP HSPs pour chaque séguence
correspondant a ‘

'

Calcul du score cumulé
et de la E-value global
de chaque séquence

chaque séquence

Regroupement des séquences
protéigue requéte

en fonction de leur famille de
genes homologues

pour
; chaque
«—" famille
Famille | | Famille | | Famille Famille
1 2 3 n pour
) chague
+ famille

Détermination des familles de
plus haut scores globaux
T

—» finale maximum des

Calcul du score
global

Paosition initiale
minimum et position

alignements des
séquences avec la
séquence requéte

une seule séquence

oul protéique requéte

NON

Sélection des meilleures séquences
protéiques traduites en fonction des
scores globaux de leurs familles

l—‘

Y

globaux et d'autre familles

Détermination des chevauchements
entre les familles de plus hauts scores

Pour chaque
séquence
protéique requéte

=

oul

i hon-chevauchemen

sélectionnée

NON

Familles identifiées =
familles non chevauchantes
|

Familles identifiées =
familles de meilleurs scores globaux

|
—
Familles identifiées pour chaque
séquence protéigue requéte

FiG. 8.11: Schéma explicatif de l’algorithme du premier module permettant la détermination de la

ou des familles de génes homologues auzquelles appartient la séquence requéte
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Par contre, un programme est enlevé de la liste, s’il ne peut pas gérer le nombre de
séquences de la famille traitée (figure 3.12). Pour les programmes de reconstructions
phylogénétiques, a partir d’un certain seuil du nombre de séquences, en fonction du
programme choisi par 'utilisateur, la construction de l’arbre nécessite un intervalle de
temps que nous estimons trop grand pour pouvoir étre réalisée dans I'immédiat par une
application Web (plus de cing minutes). Tous les traitements (calcul des alignements et
constructions phylogénétiques) se feront alors en différé sur le serveur (figure 3.13). Dans
tous les cas, si le nombre de séquences de la famille dépasse 2500 séquences, les calculs
seront lancés automatiquement en différé car les programmes de reconstructions d’arbres

ne peuvent s’exécuter en moins de cinq minutes au dela de 2500 séquences.

Ajout d'une séquence a Alignement
Programmes L A . )

I'alignement pre-existant recalcule en entier
MABIOS 500 100
CLUSTAL W 500 100
MULTALIN 2500 500
MENTALIGN 2500 100
MUSCLE 2000 500
MUSCLE-prog 2500 1500
MUSCLE-fast 2500 2500

FiG. 3.12: Tableau représentant le nombre de séquences mazimum que chacun des programmes
d’alignements peut traiter en un temps d’exécution inférieur a 5 minutes si on ajoute une
séquence a un alignement pré-existant d’une part ou si on recalcule ’alignement complet
d’autre part. Le nombre limite est 2500 car c’est le nombre mazimum de séquences que

peut traiter un des programmes de phylogénies en moins de 5 minutes.

programme arbre avec | arbre avec | arbre avec | arbre avec | arbre avec
de arbre sans | bootstrap | bootstrap | bootstrap | bootstrap | bootstrap
phylogénie | bootstrap de 50 de 100 de 500 de 1000 de 1500
QUICKTREE 2500 450 350 150 120 100
BIONJ 1000 300 200 100 90 70
FastME 1500 400 250 100 100 70
PhyML 20 0 0 0 0 0

FiG. 3.18: Tableau représentant le nombre de séquences mazximum que chacun des programmes de
phylogénies peut traiter en un temps d’exécution inférieur a 5 minutes en fonction de

loption de bootstrap et du nombre de réplicats utilisé.

L’utilisateur peut alors choisir parmi les programmes proposés un programme d’ali-
gnements multiples et un programme de reconstructions phylogénétiques pour chacune des

familles sélectionnées.

4.3.3 Le module secondaire permettant de lancer en différé sur le serveur le

calcul de l’alignement et la reconstruction phylogénétique

Le deuxieme module secondaire permet de lancer en différé sur le serveur le calcul
de l'alignement et la reconstruction phylogénétique en utilisant les programmes choisis

par l'utilisateur. Celui-ci sera averti par mail lorsque les calculs seront terminés et qu’il
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pourra accéder aux résultats, c’est-a-dire aux alignements et aux arbres phylogénétiques
incluant la séquence requéte et les séquences de chaque famille sélectionnée. Ce module
lance en différé sur le serveur les deux modules principaux de calcul de I'alignement et
de reconstruction plylogénétique. Il est utilisé uniquement dans le cas ou le temps de

traitement est trop grand pour une exécution immédiate de I'application Web.

4.3.4 Le deuxiéme module principal

Le deuxiéeme module principal correspond aux alignements de la nouvelle séquence
avec les séquences de sa ou ses familles de genes homologues. Si plusieurs familles
non-chevauchantes sont identifiées, I'alignement devra étre calculé pour chacune des fa-
milles. Les programmes proposés (CLUSTAL W, MULTALIN, MENTALIGN, MUSCLE,
MUSCLE-prog, MUSCLE-fast et MABIOS) exigent des traitements spécifiques des don-
nées avant de pouvoir calculer I'alignement. Ces traitements sont différents selon les don-
nées extraites, c’est-a-dire si I’alignement des séquences de la famille existe ou si I’on extrait

juste ’ensemble des séquences de la famille non alignées.

4.3.5 Le troisieme module principal

Le troisieme module principal permet de reconstruire les arbres phylogénétiques conte-
nant la séquence requéte et les séquences de la ou des familles sélectionnées. De la méme
maniere que pour le module précédent, cette reconstruction se fera pour chacune des
familles identifiées. Tous ces calculs doivent étre faits aussi rapidement que possible et
doivent pouvoir étre réalisés avec un grand nombre de séquences. Pour chaque programme
de reconstructions phylogénétiques proposé (BIONJ, FASTME, QUICKTREE, PHYML),
I’'utilisateur peut utiliser 'option de bootstrap et indiquer le nombre de réplicats de boots-
trap qu’il souhaite utiliser. L’arbre est ensuite automatiquement raciné par la méthode du

midpoint.

4.4 L’interface web et la présentation des résultats

L’interface Web de 'application permet d’interagir avec l'utilisateur. Celui-ci est
sollicité & chaque étape du processus d’identification afin de fournir aux différents modules
les données et les parametres utiles au bon déroulement des traitements. L’interface se

découpe en plusieurs pages correspondant aux différentes étapes de I’algorithme.

Tout d’abord l'utilisateur doit fournir les différentes informations qui vont étre utili-
sées pour la premiere étape de l'identification c’est-a-dire la détermination de la famille a
laquelle appartient la séquence soumise. Cela se fait en utilisant un formulaire (figure 3.14)
dans lequel 'utilisateur doit donner les informations suivantes :

— Le type de la séquence doit étre renseigné.

— Si c’est une séquence nucléotidique, il faut indiquer si la phase de traduction est

connue et la choisir si c¢’est le cas.
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4 L’implémentation

— La séquence requéte doit étre fournie.
— La banque de séquences protéiques a utiliser pour I'identification est a choisir dans
une liste des banques disponibles sur le serveur.

— Les parametres du programme BLASTP2 peuvent étre modifiés.

Sequence type : © protein sequence ¢ nucleotide sequence

Paste the fasta sequence [example with Hovergen prot database] [example with HoGenom prot database]

0108U6_LOXAF
APAVLAPGVLVLLFTLVRKSHGECEEALAKSKMNVNMKYOLENFTADTE IQNVVLHER
HIFLGATNNIYVLNDKDLQKVAEYKTGPVLEKRPDCLPCQDCS SKANLSGSVWKDNTNMAT,
VDTYYDDQLITCGSVNRGTCORHVLPPDNPADIHSKVHCHY SPOADEEPSKCPDCVVSA
GTKVLLTEKDRFINFFVGNTVNSSYLFDHSLHS I SVRRLKETQDGFKFLTDQSY IDVLE
FRDSYPIKYVHAFKHNQFIYFLTVQRETLESQTFHTRIIRFCSVDSGLHSYMEMPLECT
TEKRRKRSAREEVFNILOAAYVSKPGAYLAKQIGALPDDDILYGVFAQSKLDSAEPMNR
SAVCAFPIKYVNDFFNKIVNKNNVRCLOHFYGPNHEHCFNRTLLRNS SGCEVRRDEYRTE
FTTALQRVDLPTGOFNQVLLTS ISTF IKGNLTIANLGTSEGRFMQVVVSRSGLTTPHVNF
DSHAVSPEVILEHPLNQNGYTLVITGKKITKI PLDGLGCDHFQSCSQCLSAPSFVOCG
CHNKCARAEECPNGMWTQEICLPTIYEVFPTSAPLEGGTTLTVCGWDFGFRRNNKFDLK
KTRVLIGNDSCTLTLSESTTNTLECTVGPAMNKHFNLSIIISNGRGTARYRTFSYVEPVI
TSISPSYGPRAGGTLVTLTGKYLNSGNSRHISIGGKTCTLKSVSDSVLECYTPAQSISTD
FPVKLKIDLANREAYSFSYQEDPTVYEIHPNKSF ISGGSTITATowNT Mz
EAGRNFTVACQHRSNSEIICCTTPSLOQLNLOLPLKTKAFH
FKPFKKEVMISMGNENVLEIKGDY IDPEAVKGEVLKVGNKS

BLASTP options
E value threshold: |1e-04

Filter: [ default ~|
Descriptions: l 500~
Alignments: I 250 -

Other advanced options: |

Database : | Hovergen prot.

|
Information about Hovergen prot.
Submit | Clear

Blast main parameters

E value threshold:

The E value (Expectation value) is used to report the significance of each hit. It corresponds to the number of different hits with scores
equivalent to or better than S (the defined alignment score) that are expected to occur in a database search by chance. The lower the E value, the
more significant the score. The E value threshold is used by BLAST during the similarity search. Database sequences that maich the query
sequence at an E value lower than this threshold are reporied in the BLAST output. Among these sequences, those with an £ value lower than
the best match £ value x 10° are used for the family identification.

Filter:

Mask off segments of the query sequence that have low compositional complexity, as determined by the SEG program of Wootton andFederhen
(1993) or, for BLASTN. by the DUST program of Tatusov and Lipman (in preparation). Filtering can eliminate statistically significant but
biologically uninteresting reports from the blast output (e.g.. hits against common acidic-, basic- or proline-rich regions), leaving the more
biologically interesting regions of the query sequence available for specific matching against database sequences. Filtering is only applied to the
query sequence (or its translation products), not to database sequences. Default filtering is DUST for BLASTN, SEG for other programs. It is
not unusual for nothing at all to be masked by SEG, when applied to sequences in SWISS-PROT, so filtering should not be expected to always
yield an effect. Furthermore, in some cases, sequences are masked in their entirety, indicating that the statistical significance of any matches
reported against the unfiltered query sequence should be suspect.

Descriptions:

Restricts the number of short descriptions of maiching sequences reported o the number specified: default limit is 100 descriptions. See also £
value threshold.

Alignments:

Restricts database sequences to the number specified for which high-scoring segment pairs (HSPs) are reported: the default limit is 100. If more
database sequences than this happen to satisfy the statistical significance threshold for reporting (see £ value threshold below), only the matches
ascribed the greatest statistical significance are reported.

These sequences are used fot the family identification.

FiG. 3.14: Premiére page de lapplication. Il s’agit ici de lidentification de la séquence protéique
de nom Q108U6_LOXAF dans la banque HOVERGEN. Les parameétres par défaut de
BLAST ne sont pas modifiés. Un lien sur une fiche d’explication permet d’obtenir des

informations sur chaque paramétre de BLAST afin d’aider le choiz de l'utilisateur.

Les données du formulaire sont vérifiées, notamment au niveau de la syntaxe (la
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séquence requéte doit étre au format FASTA, etc), puis ces informations sont utilisées
comme parametres d’entrée du premier module principal permettant la détermination de

la famille de genes a laquelle appartient la séquence requéte.

Par ailleurs, 'utilisateur doit faire différents choix par l'intermédiaire de divers
formulaires lors de la procédure d’identification. Ainsi, un formulaire permet de choisir
entre les différentes séquences candidates dans le cas d’une séquence requéte nucléotidique
traduite dans plusieurs phases. Un autre formulaire permet de sélectionner la famille de
gene que 'utilisateur veut utiliser pour 'identification dans le cas ou plusieurs familles de
score global proche sont retenues. Enfin il doit choisir les programmes d’alignements ou
de phylogénies que 'application utilise pour I'identifciation. Pour I'aider dans ces choix,
linterface propose des liens sur les fichiers de sortie de BLASTP2 obtenus et sur les

informations concernant chaque famille proposée (figure 3.15).

Hoverprot Database

GENE FAMILY HBG006348

Hepatocyte growth factor receptor precursor
Macrophage-stimulating protein receptor precursor

Nudeoide

Sequences selection by species
Please select species among the family species to get the associated sequences:
(The number of sequences from each species is given between brackets).

Bos taurus (1)

Canis familiaris (2)
Danio rerio (1)

Gallus gallus (2)

Homo sapiens (3)

Mus musculus (2) -
Rattus norvegicus (1) 4
Rartus rattus (1) v

SUBMIT CLEAR

Fic. 8.15: Informations concernant la famille de génes homologues HBG006348 de la banque HO-
VERGEN utilisée pour l'identification.

De plus, pour les programmes d’alignements et de phylogénies, l'interface permet
a l'utilisateur de modifier les valeurs des parametres utilisés par défaut et d’utiliser, en
particulier pour les programmes de reconstructions d’arbres, une option de bootstrap en
indiquant le nombre de réplicats (figure 3.16). Toutes ces informations sont transmises en
tant que parametres aux différents modules de traitements. L’utilisateur est également
informé dans le cas ou les programmes et les options choisis entrainent des calculs trop
longs qui seront effectués en différé sur le serveur et, dans ce cas, son adresse mail lui est

demandée.
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4 L’implémentation

BLAST Output

Matching family: HBGOD6348
Multiple alignment program: | Muscle
Phylogenetic tree rebuilding program: | FastME  ~| Advanced parameters
(Pairwise distances are caleculated using Kimura's correction.)

Bootstrap: ¥ Yes ¢ No Number of bootstrap data sets: (1000

Submit | Clear Advanced parameters for multiple alignment program for the matching family HBG006348:

Other advanced options:

Advanced parameters for phylogenetic tree program for the matching family HBG006345:
Oiher advanced opiions] |

FiG. 3.16: Formulaire correspondant a l’étape de choix des programmes d’alignements multiples
et de reconstructions phyligénétiques. Ici, MUSCLE a été choisi comme programme
d’alignements multiples. FASTME est utilisé pour la reconstruction phylogénétique avec
une option de bootstrap et un nombre de réplicats de 1000. Pour chaque programme,
les paramétres par défaut peuvent étre modifiés. Des liens sur des fiches d’explications

permettent d’obtenir des informations sur les différents paramétres.

Dans le cas ou les traitements sont immédiats, une fois que tous les calculs sont
effectués, les résultats sont présentés a travers une page Web. L’utilisateur a acces aux
fichiers de sortie BLASTP2, aux informations concernant les familles sélectionnées, aux
séquences requétes, aux alignements multiples et aux arbres phylogénétiques (figure 3.17).
Tous ces fichiers peuvent étre téléchargés. De plus, les alignements et les arbres phy-
logénétiques obtenus peuvent étre visualisés a l'aide de deux applets Java : Jalview
(http ://www2.ebi.ac.uk/ michele/jalview/) (figure 3.18) et ATV (Zmasek & Eddy, 2001)
(figure 3.19).

Il est ainsi possible d’étudier I'emplacement de la nouvelle séquence dans l’arbre
phylogénétique de la ou des familles afin de l'identifier. L’applet Java ATV permet
d’obtenir des informations sur toutes les séquences de l'arbre. En sélectionnant une

séquence, on accede aux annotations de celle-ci dans la banque utilisée.

Lorsque les calculs sont exécutés en différé sur le serveur, 'utilisateur regoit un mail
avec des liens sur les différents résultats conservés sur le serveur pendant un mois. Ces liens
lui permettent soit de télécharger les fichiers, soit de visualiser les résultats directement,

notamment avec les applets Java pour les alignements et les arbres phylogénétiques.
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The alignment has been computed and the corresponding

phylogenetic tree has been built.
ue uence BLAST Qutput
Download Sequence File | Download BLAST Output |

Matching family: HBG006348

Alignment Viewer | Phylogenetic Tree Viewer |

Download Alignment File | Download Phylogenetic Tree File |

Back to the first page I

Fi1G. 3.17: Page Web présentant les résultats de l'identification a l'utilisateur. La séquence requéte
et le fichier de sortie BLAST peuvent étre visualisés ou téléchargés. Les informations
sur la famille de génes homologues HBG006348 sélectionnée sont disponibles également.

Enfin, Ualignement et ’arbre phylogénétique peuvent étre visualisés ou téléchargés.

O—I 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1

108U6 LOXAF/1-1540
CANFR/1-1540
T69I5 BOVIN/1-1540
RAT1/1-1540
RATRTZ/1=1540
MOUSE/1-1540
HUMAN/1=1540
S9EB3 HUMAN/1-1540
90975 CHICK/1=-1540
9WES0 XENLR/1-1540
64GK4 BRARE/1-1540
9YGMT FUGRU/1-1540 KC
70003 XENLA/1-1540
79950 XENLA/1-1540
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Fi1G. 3.18: Visualisation de l'alignement de la séquence requéte avec les séquences de la famille
sélectionnée en utilisant Uapplet Java Jalview. La séquence requéte Q108UG_LOXAF

identifiée est la premiére de ’alignement.
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FiG. 8.19: Visualisation de Uarbre phylogénétique de la famille incluant la séquence requéte en
utilisant 'applet Java ATV. La séquence requéte Q108UG_LOXAF correspond a celle
dont la feuille de l’arbre est rouge. Les valeurs de bootstrap sont également visibles sur

les noeuds de arbre.

5 Conclusions

HoSeql permet d’automatiser le procédé d’identification sur des grandes
banques de familles de genes homologues et, ce faisant, rend possible l’analyse
phylogénétique des séquences soumises. L’application propose une interface Web
(http://pbil.univ-1lyonl.fr/software/HoSeql/) facile a utiliser qui permet & un
utilisateur d’identifier une séquence requéte, c’est-a-dire de trouver la famille de la
banque a laquelle elle appartient, puis, de visualiser I’alignement et ’arbre phylogénétique
obtenus. Le principe d’identification est basé sur I’approche phylogénétique et permet a
I'utilisateur de localiser la séquence dans 'arbre de la famille de genes afin d’étudier son

origine évolutive.

Dans un premier temps, l'application a été implémentée en local avec la banque
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HOBACGEN. Nous avons testé 'application avec des séquences déja présentes dans les
banques de données afin de vérifier la cohérence de l'identification. La famille identifiée
pouvait étre facilement vérifiée et les séquences ajoutées devaient étre placées a coté d’elles
mémes dans l'arbre phylogénétique reconstruit. Ces tests nous ont permis d’apporter
diverses modifications afin d’améliorer ’algorithme de détermination de la ou des familles
de geénes homologues sélectionnées et d’obtenir 100% de bons résultats avant d’installer
I’application sur le serveur. Nous avons également testé la version d’HoSeql installée
sur le serveur PBIL en utilisant des séquences du clade Flephantidae provenant de
la banque généraliste UNIPROT et non présentes dans les banques HOVERGEN et
HOGENOM. En utilisant les informations des différentes annotations des séquences
fournies par UNIPROT, nous avons pu vérifier les résultats obtenus et valider la qualité
des identifications. Ainsi nous avons obtenu 95% des nouvelles séquences classées dans les
bonnes familles et 5% de séquences pour lesquelles étaient proposées plusieurs familles
pour l'identification. Les incertitudes d’identification peuvent étre dues a la longueur de
la séquence a traiter. S’il s’agit d’une séquence partielle, celle-ci pourra plus facilement
s’aligner correctement avec un grand nombre de séquences, et donc plusieurs familles
pourront étre sélectionnées. D’autres incertitudes peuvent étre dues au fait que certaines
familles sont constituées de séquences proches entrainant la sélection de toutes ces familles

lors de la détermination de celle de la nouvelle séquence.

Pour I’évaluation du temps de traitement, il faut considérer le temps d’exécution des
différents modules de I'algorithme puisque, entre chacun d’eux, ['utilisateur peut étre sol-
licité. Au niveau du temps d’exécution de la premiere étape de 'identification (le premier
module), c’est-a-dire la détermination de la ou des familles auxquelles appartient la sé-
quence soumise, le temps de traitement varie en moyenne entre une dizaine de secondes et
1 minute en fonction du volume de la banque utilisée et de la charge de travail du serveur.
Cet intervalle de temps correspond en majeure partie au temps d’exécution du programme
BLAST. Pour le calcul de I’alignement et la reconstruction phylogénétique, nous avons vu
précédemment que le temps d’exécution dépendait du programme utilisé et du nombre
de séquences traitées (section 3.2 et 3.3). Un temps global d’exécution a été évalué en
utilisant les programmes d’alignements multiples MUSCLE-prog ou MUSCLE-fast et le
programme de phylogénies QUICKTREE. Nous avons ainsi obtenu un temps de calcul de
30s pour une séquence requéte attribuée a une famille de 143 séquences avec MUSCLE-

prog et de 2 minutes et 30 secondes pour une famille de 1132 séquences avec MUSCLE-fast.
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CHAPITRE 4

Deux utilisations et applications

des méthodes développées dans
HoSeql

Les méthodes développées pour ’application Web HoSeql nous ont permis de réaliser
deux autres applications basées sur 'identification automatique de séquences. Nous avons
développé une application pour 'ajout de séquences de génomes aux banques de familles
de genes homologues afin de permettre I’étude de I’évolution de ces génomes. Nous avons
également travaillé sur le développement d’un outil de détection automatique de séquences

chimeres d’ARNr 16S et d’identification des séquences non-chimeres.

1 L’ajout des séquences de génomes aux banques de familles

de genes homologues

Nous avons utilisé les différents développements de I’application Web HoSeql décrite
précédemment pour créer une autre application permettant une identification rapide de
plusieurs milliers de séquences. Pour cela, nous avons modifié la version Web d’HoSeql
et créé un logiciel. Il est ainsi possible de donner a ce programme un fichier contenant n
séquences et d’identifier automatiquement ces n séquences. Nous avons utilisé cette appli-
cation pour ajouter les séquences de nouveaux génomes aux grandes banques de familles de
genes homologues développées au PBIL et permettre différentes études phylogénétiques.
Le prototypage de cette fonctionnalité et I’analyse des résultats obtenus ont été réalisés
dans le cadre d’une collaboration avec Philippe Normand (Laboratoire d’Ecologie Micro-
bienne des Sols - UMR CNRS 5557 - Lyonl), Vincent Daubin et Simon Penel. Nous avons
ainsi contribué a I’ajout des séquences protéiques de deux génomes de bactéries du genre
Frankia a une version de la banque HOGENOM contenant déja un génome de Frankia.
Le but était d’étudier I’évolution des génomes de ces bactéries et notamment de pouvoir

détecter d’éventuels transferts horizontaux de genes.
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1.1 Les bactéries du genre Frankia

Les bactéries du genre Frankia appartiennent & la classe des Actinobactéries (fi-
gure 4.1). Ces bactéries ont un génome de grande taille avec un pourcentage élevé en bases
G et C (haut G+C%). On retrouve parmi les Actinobactéries notamment Mycobacterium
(agents de la tuberculose et de la lepre) et Streptomyces (bactéries du sol, a l'origine de
nombreux antibiotiques). Douze groupes génomiques qui ont rang d’especes sont décrites

a ce jour chez Frankia.

y-Protéobactéries \‘

p-Protéobactéries
Protéobactéries

c-Protéobactéries

&fe-Protéobactéries

Thermus / Deinococcus
_|: Cyanobactéries
Bacillus / Clostridium

Mycobacteria
Frankia Actinobactéries

> Bacteria

Streptomyces
CFB / Green sulfur
Spirochaetes

— Chlamydialesh

Thermotogales

Aquificaceae

Euryarchaeota
Archaea

Crenarchaeota

Eukaryotes

F1G. 4.1: Arbre phylogénétique du vivant basé sur (Brown et al., 2001). Le genre Frankia est pré-
senté en rouge dans l’arbre.

Ces bactéries fixent ’azote, ceci en symbiose avec un large spectre de plantes
dicotylédones, appelées actinorhiziennes (figure 4.2). Ces plantes, avec leurs bactéries
symbiotiques, sont collectivement responsables d’environ 15% des entrées d’azote fixé
biologiquement sur Terre. Lors de cette interaction, des nodules se forment au niveau
des racines de la plante hote (figure 4.2). A lintérieur de ces nodules, la bactérie va
pouvoir se multiplier sans compétition et transformer 1’azote atmosphérique en ammoniac
directement assimilable par la plante. Cette association présente un intérét écologique
majeur notamment dans le cadre de la reforestation de sols pauvres et dégradés ou de

la prévention de la désertification de sols soumis & une sévere érosion. Par ailleurs, de
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FiG. 4.2: La photo de gauche est une section longitudinale d’un nodule ramifié de racine d’aulne.
(photo P. Normand). La photo de droite représente une culture de Frankia alni présentant
des hyphes (filaments) ramifiées et septées (pourvues de cloisons transversales nommées
septum) et des diazovésicules, cellules spécialisées dans la fixation de l’azote (photo Y.
Hammad).

nombreuses plantes actinorhiziennes sont utilisées par l’'industrie pharmaceutique en
raison d’une tres grande production de molécules phénoliques possédant diverses activi-
tés : antimicrobiennes, antioxydantes, antivirales, anti-inflammatoires, antispasmodiques,

antitumorales, etc.

L’équipe de Philipe Normand cherche a comprendre les bases physiologiques de cette
symbiose en analysant les modifications qui se produisent au cours de la mise en place
de celle-ci. Sur cette bactérie, pour laquelle aucun outil de transformation génétique
n’est disponible, la connaissance des genes impliqués dans la symbiose passe par 1’étude
du génome. Par des études de biodiversité et de phylogénie, aussi bien au niveau du
partenaire bactérien que de la plante hote, il est possible de chercher & comprendre

comment s’est faite I’évolution de la symbiose.

Trois souches de Frankia étaient disponibles en 2006 : HFPCclI3 (CclI3), EANlpec
(EAN) et ACN14a (ACN). Les deux premieres on été séquencées au DOE Joint Genome
Institute en collaboration avec D. Benson (Université du Connecticut) et L. Tisa (Uni-
versité de New Hampshire). La troisieme souche (ACN) a été séquencée au Génoscope en
collaboration avec P. Normand. Les génomes de ces souches sont circulaires et leur taille
varie entre 5,38 millions de paires de bases (Mb) pour Ccl3, 7,50 Mb pour ACN et 9,08
Mb pour EAN.

1.2 La détection de transferts horizontaux chez les bactéries

Un transfert horizontal de géne correspond a un échange de matériel génétique entre
des organismes non forcément apparentés. C’est a partir de 1950, lorsque des résistances
multiples & des antibiotiques ont été découvertes, que 'importance de ces transferts sur
I’évolution des bactéries a commencé a étre comprise (Davies, 1996). En effet, la rapidité

avec laquelle certaines bactéries développaient une résistance au méme spectre d’antibio-
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tiques indiquait que ces caractéristiques étaient transférées entre les taxons plutot que
générées dans chaque lignée (Ochman et al., 2000).

L’arrivée massive de données de séquences a rapidement montré que ces événements
étaient trop nombreux pour étre négligés. En 1991, Médigue et al. (Medigue et al., 1991)
font la premiere analyse mettant en évidence le caracteére massif des transferts. Ils ont
montré qu’il existait une déviation significative du modele général de I'usage du code pour
certains genes montrant une relation claire avec des genes de bactériophages et de flagelles.
Il a donc été proposé que ces genes avaient été acquis par transferts a partir de différentes
sources. Hilario et Gogarten (Hilario & Gogarten, 1993) ont également signalé I'importance
des transferts en observant qu’il était parfois impossible de construire des phylogénies
congruentes a partir de différents jeux de genes orthologues. En outre, Lawrence et Ochman
(Lawrence & Ochman, 1998) ont estimé a 18% I'impact global des transferts horizontaux
de genes sur I’évolution du génome d’Escherichia coli, lui permettant ainsi d’acquérir des
propriétés pour explorer d’autres niches écologiques, inaccessibles autrement.

Puis, le séquencage de multiples génomes bactériens a permis de réaliser des analyses
de génomique comparative. Elles ont révélé qu’il pouvait y avoir de grandes différences
dans les répertoires géniques des bactéries, méme entre celles qui sont proches évolu-
tivement. Ainsi I’évolution des génomes ne peut pas étre uniquement expliquée par la
transmission verticale des genes (échange de matériel génétique entre des organismes
appartenant a la méme espeéce). De plus, toutes les catégories de genes sont susceptibles
d’étre transférées. Cependant il existe des différences au niveau de la fréquence de
transmission en fonction des geénes (Jain et al., 1999), certains sont plus transférés que
d’autres, comme les classes de geénes non candidats aux analyses phylogénétiques (i.e.
des genes n’ayant pas assez d’homologues pour pouvoir étre utilisés afin d’effectuer des
analyses phylogénétiques) (Daubin et al., 2003) et selon les groupes d’organismes les

transferts ne sont pas les mémes (Ochman et al., 2000).

Il existe différentes méthodes pour identifier les génes acquis par transfert horizontal :
des approches paramétriques (utilisant des indices tels que 'usage du code, le contenu en
GC, 'usage des mots, etc), des méthodes basées sur les similarités BLAST, 'utilisation de
profils phylogénétiques et des approches basées sur les arbres phylogénétiques. Toutes ces
méthodes reposent sur le fait que les séquences acquises ont des caractéristiques particu-
lieres qui les différencient des autres séquences du génome hote.

L’analyse de la topologie des arbres phylogénétiques est I'un des plus fiables moyens
pour identifier des événements de transferts horizontaux (figure 4.3). Si, par exemple, dans
un arbre une séquence bactérienne est groupée avec ses homologues archées plutét qu’avec
les autres bactéries, on peut en déduire que cette séquence a probablement été transférée
horizontalement chez cette bactérie a partir d’une espece d’archée.

La topologie d’un arbre est un bon indicateur de I’histoire évolutive uniquement si elle
est soutenue statistiquement par des analyses de bootstrap par exemple. Cette topologie

peut étre comparée a celle d’un arbre de référence afin de repérer des positions anormales
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A B D E Oa Opg A p O g

Phylogénie des espéces # Phylogénie du géne a

Fi1G. 4.3: Impact d’un transfert horizontal sur une phylogénie. Si une copie du géne a a €té trans-
férée de l’espéce D vers l’espéece B, alors la phylogénie reconstruite a partir des séquences

de ce géne sera différente de la phylogénie des espéces. Extrait de (Calteau, 2005).

de geénes par rapport a celles de leur espece. Cependant I’arbre du vivant est loin d’étre
résolu puisque les relations entre certains phyla, particulierement chez les procaryotes, ne
sont pas établies avec certitude. La topologie de ’arbre de référence peut donc influer sur

la détection des événements de transferts.

1.3 Une application basée sur les modules de 1’application Web HoSeql
pour I’ajout de séquences de Frankia a HOGENOM

Nous avons développé une application afin de permettre ’ajout des séquences pro-
téiques de génomes de Frankia de la souche Ccl3 (4557 séquences) et de la souche EAN
(7976 séquences) & une version locale de la banque HOGENOM, construite a partir de
la version 2 (octobre 2004) de celle-ci. Cette banque contient les séquences de 182 autres
génomes complets dont des génomes d’eucaryotes, d’archées et de bactéries et particulie-
rement 13 génomes d’Actinobactéries incluant les genres Mycobacterium, Corynebaterium,
Spreptomyces, Tropheryma et Bifidobacterium. La version locale 'HOGENOM que nous
utilisons correspond a la banque HOGENOM a laquelle ont été ajoutées les séquences du
génome de la souche ACN (Frankia alni). Le but de l'outil développé est de permettre
Pajout de séquences de génomes a une banque de familles de génes homologues. Pour
ajouter ces séquences a une banque telle qUHOGENOM, il faut les identifier et les classer
dans la banque. Ce programme utilise donc les modules développés pour ’application Web
HoSeql afin de permettre 'identification d’un ensemble de n séquences dans une banque

de familles de genes.

1.3.1 Le principe

Le principe est tout d’abord de déterminer la famille de la banque a laquelle chacune

des séquences de Frankia appartient, puis de calculer pour chaque famille les alignements
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multiples en ajoutant les nouvelles séquences et enfin de reconstruire les arbres phylogéné-
tiques correspondants (figure 4.4). C’est & partir de ces arbres qu’une étude des éventuels

transferts horizontaux pourra s’effectuer.

Séquences de Frankia famille 1
- famille 1
famille n —
\\\ —————— i e
7 ——— - famille 15
——— famille 15
famille 1 \ ——r—
famille 2 P ——
Détermination de la famille de la Alignements multiples des Arbres phylogénétiques des
banque & laquelle chacune des familles incluant au moins familles incluant au moins
séquences de Frankia appartient une séquence de Frankia une séquence de Frankia

Fi1G. 4.4: Schéma du principe de l'ajout de séquences de génomes de Frankia a une version locale
d’HOGENOM.

1.3.2 L’algorithme

L’algorithme du programme correspond & l’enchainement de certains modules
d’HoSeql ainsi que des traitements intermédiaires spécifiques a cette application. Etant
donné que ce programme ne doit pas intérargir avec l'utilisateur (puisque les séquences
sont toutes identifiées automatiquement les unes a la suite des autres) il n’y a pas de
choix de programmes possible et de choix de familles dans le cas ou plusieurs familles
sont sélectionnées pour une méme séquence. Ainsi nous avons défini a ’avance ces choix.
Nous avons décidé d’utiliser comme programme d’alignement MUSCLE (MUSCLE-prog
ou MUSCLE-fast en fonction du nombre de séquences, avec les parametres par défaut)
et QUICKTREE (parametres par défaut) pour la reconstruction phylogénétique afin de
favoriser la rapidité d’obtention des résultats. De plus, si plusieurs familles sont sélection-
nées pour une méme séquence (score global proche ou égal ou familles chevauchantes),
cette séquence sera alors non traitée et son nom sera inscrit dans un fichier afin de
constituer un historique (un fichier de log pour les familles de score global proche ou
égal et un autre pour les familles non-chevauchantes). La version ’HOGENOM utilisée
contenait déja un génome de Frankia alni, ce qui facilite l'identification des familles car
les séquences a ajouter sont fortement similaires aux séquences du génome déja présentes
dans la banque. Ainsi le cas de plusieurs familles déterminées pour une séquence ne doit
pas étre fréquent. De plus, un fichier de log est également créé pour les séquences dont
le résultat du BLAST est nul, i.e. il n'y a aucune séquence suffisamment similaire a la
séquence de Frankia traitée dans la banque. Pour la méme raison que dans le cas de

plusieurs familles déterminées, on s’attend a ce que cela soit tres peu fréquent. Enfin
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un dernier fichier de log est utilisé pour les séquences pour lesquelles le programme ne
s’est pas exécuté correctement (mémoire insuffisante, un des logiciels tels que BLAST, un

programme d’alignement ou de phylogénie ne se termine pas correctement, etc) .

Pour chaque séquence de Frankia a ajouter, le module de détermination de la famille
de genes est utilisé pour rechercher celle a laquelle appartient la séquence (avec, pour
BLASTP, l'utilisation des parametres par défaut). Puis, on regroupe par famille, dans
un méme fichier, les séquences de Frankia. Pour chaque ensemble de séquences, on utilise
alors le module de choix des programmes proposés. Si le nombre de séquences de la banque
constituant la famille est supérieur a 5000, alors le programme d’alignement choisi sera
MUSCLE-fast, sinon ce sera MUSCLE-prog. Le module d’alignement multiple permet
ensuite de re-calculer I'alignement entier de la famille en incluant les séquences de Frankia.
Enfin, le module de reconstruction phylogénétique est utilisé pour construire les arbres
phylogénétiques & partir des alignements obtenus précédemment. Apres le traitement, on
obtient donc les alignements des familles de la banque contenant au moins une séquence
de Frankia ainsi que les arbres phylogénétiques correspondant et les différents fichiers de

log. Un schéma de ’algorithme est présenté dans la figure 4.5.

1.4 Les traitements des résultats

Le programme décrit précédemment nous a permis d’ajouter, a la version ’HOGE-
NOM utilisée, les séquences de la souche Ccl3 et de la souche EAN du genre Frankia. Ces
traitements ont été effectués en une a deux semaines. Sur les 12533 séquences traitées, 2450
(19,5%) séquences n’ont pas été identifiées. Pour la majorité de celles-ci (1821/12533 sé-
quences ou 14,5%), nous n’avons pas obtenu de résultat lors de la recherche de similarité,
i.e. il n’y avait pas de séquence similaire a ces séquences dans la banque. Elles corres-
pondent a des séquences orphelines que 'on trouve fréquemment et qui ne ressemblent &
aucune autre séquence. Enfin, plusieurs familles de score global proche ou égal ont été sélec-
tionnées pour 600 séquences (4,8%) et des familles non-chevauchantes ont été déterminées
pour 28 séquences (0,2%).

Un peu plus de 10000 séquences de Frankia ont donc été identifiées et les alignements
et arbres phylogénétiques de 4435 familles contenant au moins une séquence de Frankia
ont été reconstruits. Afin de mettre en évidence d’éventuels transferts horizontaux de

genes, les arbres phylogénétiques ont été analysés.

Dans un premier temps, il a été nécessaire de construire un arbre de réconciliation.
Pour cela, il faut comparer chaque arbre des genes résultant avec un arbre des especes
considéré comme référence afin d’obtenir un arbre de réconciliation présentant les
événements de spéciation et de duplication entre les genes (figure 4.6). L’algorithme RAP
(Réconciliateur d’Arbres Phylogénétiques) développé par Dufayard et al. (Dufayard et al.,

2005) a été utilisé pour construire les arbres réconciliés de chaque arbre phylogénétique.
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Séquences des deux génomes de Frankia HOGENOM locale

3 4

Pour chaque
séquence

Module de détermination de la famille
de génes homologues a laquelle
appartient la séquence requéte

A\
Familles identifiées de chaque séquence

'

Regroupement par famille, dans
un méme fichier, des séquences

\

Pour chaque +
famille Module déterminant la
liste des programmes
proposés

ouUI~=séquences > 5000~ NON

Muscle-Fast Muscle-Prog

R

Module d'alignement des nouvelles
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Alignements des séquences  Arbres phylogénétiques des —
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séquences de Frankia séquences de Frankia

Fi1G. 4.5: Schéma de lalgortithme du programme d’ajout de séquences de gémomes de Frankia a
une version locale ’HOGENOM.
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Homao sapiens
—|: G1 Homo sapiens
Pan troglodytes —l—
] tlanansnecne Loss Pan troglodytes
S b——— Mus musculus L G2 Mus musculus
T Loss Homo sapiens
G1 Homo sapiens R g — G3 Pan troglodytes
----------------------------- Loss Mus musculus

G2 Mus musculus

G —— G8 Pan troglodytes O Noeud de duplication

F1G. 4.6: Réconciliation d’arbre entre un arbre des génes G et un arbre des espéces S montrant les
différentes topologies. Le résultat est l’arbre réconcilié R. R est une variation de S, dans
lequel des noeuds de duplication suivis de pertes ont été insérés dans le but d’expliquer

lincongruence avec G.

Une fois que les arbres réconciliés ont été construits, en utilisant un éditeur graphique
implémenté dans l'interface FamFetch (Perriere et al., 2000), il a été possible de faire une
recherche de motifs d’arbre sur ’ensemble des familles de la banque. Un motif d’arbre
correspond a une structure d’arbre particuliere avec divers parametres d’évolution et des
parametres taxonomiques contenus dans les noeuds et les feuilles de ’arbre. La méthode
de recherche de motifs est celle développée par Dufayard et al. (Dufayard et al., 2005).
On peut ainsi choisir une topologie pour le motif d’arbre et des contraintes sur les noeuds
(duplication ou spéciation) et les feuilles (taxons & inclure ou exclure). La méthode utilisée
permet de chercher toutes les familles de genes de la banque pour lesquelles la topologie

correspond a un motif particulier.

Afin d’analyser les transferts horizontaux de génes dans les trois génomes de Frankia,
une recherche de motifs a été utilisée pour repérer ’ensemble des genes de Frankia dont
les plus proches voisins phylogénétiques ne sont pas des Actinobactéries. Cette idée est

représentée par le formalisme utilisé dans le motif présenté a la figure 4.7.

La recherche de motifs a permis d’identifier 387 familles correspondant au motif sou-
haité. Ces familles ont ensuite été utilisées pour des analyses phylogénétiques plus pous-
sées. Pour cela, les alignements de départ ont tout d’abord été filtrés en utilisant le logiciel
Gblocks (Castresana, 2000). Ce programme permet de sélectionner des blocs conservés
dans les alignements tout en essayant de minimiser la perte de sites informatifs. Le pro-
gramme élimine les positions mal alignées et les régions divergentes. Ces positions peuvent
ne pas étre homologues ou peuvent avoir été saturées par des substitutions multiples et il

est préférable de les éliminer avant de faire une analyse phylogénétique.

Une fois que les alignements ont été nettoyés, le programme de reconstructions d’arbres
phylogénétiques PHYML a été utilisé (modele JTT avec hétérogénéité du taux d’évolution
entre sites modélisée avec une loi gamma, 4 classes de vitesses et tous les parametres estimés

par le programme) avec 100 réplicats de bootstrap.
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F1G. 4.7: Motif utilisé pour la requéte effectuée sur la version locale de la banque HOGENOM

1.5 Conclusions

Une analyse phylogénétque a été effectuée : tous les arbres obtenus précédemment ont
été analysés manuellement et comparés a un arbre de référence tel que celui présenté a la
figure 4.1 de la section 1.1, page 78, afin de détecter d’éventuels transferts horizontaux.
Un transfert est détecté lorsque des protéines de Frankia sont significativement regroupées
avec des séquences provenant d’especes distantes. De plus, les protéines de Frankia qui
ont des représentants dans une famille ou aucune autre Actinobactérie n’est représentée,
sont considérées comme probablement transférées. Sur les 387 familles candidates, 201
familles ont été validées comme présentant un transfert horizontal potentiel d’'un gene
vers Frankia. Dans chaque cas, les especes les plus proches dans I’arbre sont notées comme
représentants de la position phylogénétique d’un donneur potentiel. Un tableau en annexe
(annexe A, page 117) présente les résultats de cette analyse. Dans ce tableau, on retrouve
pour chaque famille, son annotation dans la banque, la valeur de bootstrap validant le
transfert horizontal de gene détecté, les séquences de Frankia présentes dans la famille et

les séquences les plus proches dans I'arbre.
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Nous présentons ici trois exemples de transferts horizontaux de genes vers Frankia
détectés :

— Le premier exemple est celui d’'un géne potentiellement acquis par I'ancétre actuel

des Frankia d’une Alpha-Protéobactérie (figure 4.8). Le gene étudié correspond a

celui codant pour la Prephenate dehydratase. Il est intéressant de remarquer que

toutes les Alpha-Protéobactéries de I'arbre sont également des bactéries fixatrices

d’azote.

0.2
100 [—QOFNIE_ARATH
100 _[ozzzm _ARATH
o £ QZUY3_ARATH
Q9SGDE_ARATH

Q9SSET_ARATH
- — L 09SA%S_ARATH
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QORVEZ_DEIRA

100 — QEOUJI5S_BRJAD
44 QEN2IE_RHPAD
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Frankia ACN +
Cci3d + EAN

100

Q9255 RHIME
Q70273 _AGRTS
100 &| QaYEHI_BRMEQ
Q3GIRI_RESUO
Q3EEN2_RHILO alpha-proteobacteria

a5

Prephenate dehydratase

F1G. 4.8: Exemple de transfert horizontal d’un géne d’une Alpha-Protéobactérie vers Frankia ACN,
EAN et Ccl3.

— Le deuxieme exemple traite un gene potentiellement acquis par Frankia ACN
d’une Alpha-Protéobactérie (figure 4.9). Le géne analysé est celui codant pour
la Glutamine Synthétase III. Ce geéne intervient dans la fixation d’azote chez les

Frankia et les Alpha-Protéobactéries.

— Le troisitme exemple est celui de transferts de deux genes d’une Alpha-
Protéobactérie qui se seraient suivis d’une duplication chez Frankia EAN (fi-
gure 4.10). Les deux geénes correspondent a ceux codant pour les sous-unités I et
IT de la Sulfate adénylyltransférase qui sont situés a coté sur un chromosome. Ces
genes ont une histoire évolutive tres proche comme l'indique la ressemblance des

deux arbres phylogénétiques.
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Fic. 4.9: Exemple de transfert horizontal d’un géne d’une Alpha-Protéobactérie vers Frankia ACN.
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Fic. 4.10: Deux exemples de transferts horizontaux de deuzx génes d’une Alpha-Protéobactérie, sui-

vis d’une duplication chez Frankia EAN.
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L’analyse phylogénétique réalisée propose des estimations plutot conservatrices du
nombre de transferts horizontaux de genes identifiés phylogénétiquement dans Frankia,
étant donné que seuls des genes qui ont des homologues dans des génomes d’organismes
évolutivement lointains de Frankia sont utilisés pour I'analyse. Afin d’identifier d’autres
genes possibles qui pourraient avoir été acquis par Frankia, une analyse basée sur le critere

d’incongruence phylogénétique (Zelwer & Daubin, 2004) a été utilisée.

Les genes qui sont présents dans le génome de Frankia et absents des génomes de
Streptomyces ont été recherchés. Pour cela, une analyse de toutes les familles contenant
au moins une séquence de Frankia a été effectuée afin de ne conserver que les familles ne

contenant pas de séquences de Streptomyces. 380 familles ont ainsi été détectées.

Streptomyces est le groupe soeur de Frankia dans la phylogénie actuelle des orga-
nismes completement séquencés et possede un génome tres grand. Bien que 'absence de
genes homologues a Frankia dans les génomes de Streptomyces ne soit pas une preuve
de transferts horizontaux, il est possible que Streptomyces ait gardé la plupart des
genes de leur ancétre commun, et la classe de genes présents chez Frankia et non chez
Streptomyces est probablement enrichie en transferts horizontaux. Un tableau regroupant
I’ensemble des familles correspondant a cette analyse est présenté en annexe (annexe B
page 139). Dans ce tableau, on retrouve pour chaque famille, son annotation dans la base
de données, les séquences de Frankia présentes dans la famille et les séquences les plus

proches d’Actinobactérie dans ’arbre.

Pour chacune des analyses effectuées (I’analyse phylogénétique et ’analyse liée a 1’ab-
sence de genes chez Streptomyces), nous avons compté le nombre de transferts horizontaux
de genes vers I'une des trois souches de Frankia correspondant aux catégories COG (Clus-
ters of Orthologous Groups). La banque COG (cf. chapitre 1, page 1 section 2.2, page 13)
contient les séquences de génomes complets. Elle regroupe, en familles, des génes homo-
logues en se basant sur les meilleures similarités BLAST réciproques. Cette classification
en catégorie permet d’avoir des informations sur les fonctions des genes ainsi que des

indications sur I’évolution des organismes.

Pour chaque séquence de Frankia, présentes dans les familles ’HOGENOM (version
locale) ot un transfert horizontal a été détecté, nous avons utilisé BLASTP pour la com-
parer avec les séquences de la banque COG afin d’en extraire la plus similaire. Puis nous
avons déterminé la catégorie COG de chacune des séquences similaires et trouvé ainsi
celle associée a chaque séquence de Frankia. Nous avons ensuite regroupé les séquences
de Frankia en fonction de la famille a laquelle elles appartenaient, ce qui nous a permis
d’associer a chaque famille dans laquelle un transfert horizontal de geénes a été détecté
une ou plusieurs catégories COG. Ainsi nous avons obtenu un premier classement donnant
le nombre de transferts horizontaux de genes vers Frankia correspondant a chacune des
catégories COG. Ces résultats sont résumés dans les tableaux présentés dans la figure 4.11
et la figure 4.12.
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COG category ACN [Ccl |EaN |Exemples

[A] RNA processing and |0 0 0

modification

[B] Chromatin structure |0 0 0

and dynamics

[C] Energy production 8 8 8 Malate/lactate dehydrogenases; Ni Fe-hydrogenase; Nif

and conversion

[D] Cell cycle control, 0 0 0

cell division,

chromosome partitioning

[E] Amino acid transport |10 6 14 Glutamine synthetase; Glutamate synthase

and metabolism

[F] Nucleotide transport |3 2 1 Cytosine/adenosine deaminases; Folate-dependent

and metabolism phosphoribosylglycinamide formyltransferase PurN

[G] Carbohydrate 8 6 10 Sugar kinases, ribokinase family; Predicted

transport and metabolism xylanase/chitin deacetylase;

[H] Coenzyme transport |6 7 5 5,10-methylene-tetrahydrofolate

and metabolism dehydrogenase/Methenyl tetrahydrofolate
cyclohydrolase: Geranylgeranyl pyrophosphate synthase;

[I] Lipid transport and 2 2 2 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase and related beta-

metabolism hydroxyacid dehydrogenases; Methylmalonyl-CoA
mutase, N-terminal domain/subunit;

[J] Translation, ribosomal | 1 l 1 Tryptophanyl-tRNA synthetase;

structure and biogenesis

[K] Transcription 12 2 12 NAD-dependent protein deacetylases, SIR2 family;
NAD-dependent protein deacetylases, SIR2 family;

[L] Replication, 6 10 17 Transposase and inactivated derivatives; RecB family

recombination and repair exonuclease:

[M] Cell 2 0 1 Predicted pyridoxal phosphate-dependent enzyme

wall/membrane/envelope apparently involved in regulation of cell wall biogenesis;

biogenesis Glycosyltransferase;

[N] Cell motility 1 1 1 Predicted periplasmic or secreted lipoprotein;

[O] Posttranslational 1 l 0 ATPases of the AAA+ class; Organic radical activating

modification, protein enzymes;

turnover, chaperones

[P] Inorganic ion 12 7 11 Nitrogenase subunit NifH (ATPase); ABC-type Fe3+-

transport and metabolism hydroxamate transport system, periplasmic component;

[Q] Secondary 8 4 12 Aromatic ring hydroxylase; Isochorismate hydrolase;

metabolites biosynthesis,

transport and catabolism

[R] General function 26 18 22 Putative homoserine kinase type II (protein kinase fold);

prediction only Predicted glycosyltransferases;

[S] Function unknown 9 6 16 Virulence-associated protein and related proteins;

[T] Signal transduction 0 0 2 Adenylate cyclase, family 3 (some proteins contain

mechanisms HAMP domain);

[U] Intracellular 0 0 0

trafficking, secretion, and

vesicular transport

[V] Defense mechanisms |3 1 2 Beta-lactamase class C and other penicillin binding

proteins; Type I restriction-modification system
methyltransferase subunit;

Fi1G. 4.11: Nombre de transferts horizontaur de génes vers l’une des trois souches de Frankia cor-

respondant aux catégories COG résultant de l'analyse phylogénétique.
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COG category ACN [Ccl EaN |Exemples

[A] RNA processing and |0 0 0

modification

[B] Chromatin structure |0 0 0

and dynamics

[C] Energy production 16 2 23 Ni,Fe-hydrogenase

and conversion

[D] Cell cycle control, 3 3 4 ATPases involved in chromosome partitioning;

cell division,

chromosome partitioning

[E] Amino acid transport |8 8 18 Homoserine acetyltransferase;

and metabolism

[F] Nucleotide transport |3 3 4 Predicted alternative thymidylate synthase;

and metabolism

[G] Carbohydrate 10 8 18 2-polyprenyl-6-methoxyphenol hydroxylase and related

transport and metabolism FAD-dependent oxidoreductases;

[H] Coenzyme transport |5 8 13 2-polyprenyl-6-methoxyphenol hydroxylase and related

and metabolism FAD-dependent oxidoreductases;

[1] Lipid transport and 8 2 31 Fatty acid desaturase;

metabolism

[J] Translation, ribosomal | 1 3 7 Glycyl-tRNA synthetase, alpha subunit; [J] COGO0751

structure and biogenesis Glycyl-tRNA synthetase, beta subunit;

[K] Transcription 9 12 36 AraC-type DNA-binding domain-containing proteins;

[L] Replication, 7 19 31 Transposase and inactivated derivatives, IS30 family;

recombination and repair

[M] Cell 9 7 12 Glycosyltransferases involved in cell wall biogenesis;

wall/membrane/envelope

biogenesis

[N] Cell motility 1 1 1 Flp pilus assembly protein TadC;

[O] Posttranslational 1 0 2 Predicted metalloendopeptidase;

modification, protein

turnover, chaperones

[P] Inorganic ion 8 4 15 Siderophore-interacting protein;

transport and metabolism

[Q] Secondary 6 5 17 SAM-dependent methyltransterases; Phenylpropionate

metabolites biosynthesis, dioxygenase and related ring-hydroxylating

transport and catabolism dioxygenases, large terminal subunit;

[R] General function 43 36 67 Predicted aminoglycoside phosphotransferase; Predicted

prediction only nucleic acid-binding protein, contains PIN domain;

[S] Function unknown 14 14 35 Uncharacterized conserved protein, contains double-
stranded beta-helix domain;

[T] Signal transduction 2 q 3 Regulator of polyketide synthase expression;

mechanisms

[U] Intracellular 0 0 0

trafficking, secretion, and

vesicular transport

[V] Defense mechanisms |2 2 2 Type II restriction enzyme, methylase subunits;

F1G. 4.12: Nombre de transferts horizontaux de génes vers l'une des trois souches de Frankia cor-

respondant aux catégories COG résultant de l'analyse liée a [’absence de génes chez

Streptomyces.
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2 L’identification automatique de séquences d’ARNr 16S de

bactéries

Nous avons établi une autre collaboration avec Philippe Normand (Laboratoire d"Eco-
logie Microbienne des Sols - UMR CNRS 5557 - Lyon1). Le projet avait pour but d’identifier
automatiquement un ensemble de séquences d’ARNr 16S de bactéries issues de carottes
glaciaires ou de sources hydrothermales afin de connaitre, pour chaque séquence, leur
espece et leur genre. Pour cela, il est nécessaire de développer un outil d’identification au-
tomatique qui permette de traiter un ensemble de séquences en déterminant pour chacune
I’espece de provenance et le genre. De plus, pour ce type de données, avant d’identifier les
nouvelles séquences, il serait intéressant de vérifier s’il ne s’agit pas de séquences chimeres
(définies plus bas). Nous avons donc travaillé sur le développement d’un outil d’identifica-
tion automatique de séquences bactériennes d’ARNr 16S incluant un module de détection

de séquences chimeres.

2.1 Les séquences A’ARNr 16S de bactéries

Tous les micro-organismes connus possedent au moins une copie des genes codant
pour les ARNr. Parmi ces genes, celui codant pour P’ARNr 16S est principalement utilisé
pour la détermination du genre et de l’espece (cf. chapitre 2, page 31 section 2.2.2,
page 34). Le séquencage de genes codant pour ’ARNr 16S est considéré comme une des
techniques de référence pour 'identification bactérienne au niveau de I’espece (Woo et al.,
2003). Il permet de traiter des séquences difficilement identifiables avec les techniques
classiques (Mignard & Flandrois, 2006).

Les séquences d’ARNr 16S ou ARNr de la petite sous-unité du ribosome sont connues
pour un grand nombre de souches bactériennes et sont accessibles par interrogation de
banques telles que GenBank, qui contient environ 432212 séquences d’ARNr 16S (version
158, février 2007), ou EMBL qui en contient 432691 (version 89, décembre 2006). Il
existe plusieurs banques spécialisées regroupant uniquement des séquences d’ARNr 16S
dont la banque américaine RDP et celle européenne, Ribosomal RNA Database (cf.
chapitre 2, page 31 section 2.2, page 13). La RDP contient des séquences d’ARNr 16S
mithochondiales, de procaryotes et d’eucaryotes. La banque européenne est constituée des
séquences completes ou presque completes d’ARNr de la petite et de la grande sous-unité
pour les archées, les bactéries et les eucaryotes. Elle est divisée en deux parties, Large
Subunit rRNA database pour la grande sous-unité et Small Subunit rRNA database pour

la petite sous-unité.

Ce type d’identification est différent de l’identification de séquences dans les banques
de familles de genes homologues. Ici, il ne faut pas rechercher la famille de génes homo-
logues a laquelle une séquence inconnue appartient et la reclasser a l'intérieur de cette

famille. Identifier une séquence d’ARNr 16S consiste a replacer la séquence dans la taxo-
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2 L’identification automatique de séquences d’ARNr 16S de bactéries

nomie des séquences de la banque et a déterminer 1’espece et le genre ou rattacher cette
séquence. Le processus d’identification sera donc légérement différent du processus utilisé
par les applications décrites précédemment comme HoSeql ou 'outil d’ajout de séquences

de génomes a une banque de familles homologues.

2.2 Les séquences chimeres

Si les séquences d’ARNr 16S analysées proviennent d’une amplification par PCR puis
d’un clonage, il se peut que certaines soient des séquences chimeres c’est-a-dire qu’elles
soient formées de différents fragments d’ADN d’origines diverses. Ces séquences sont
composées habituellement de deux séquences parentes distinctes phylogénétiquement.
Cela se produit lorsqu’un amplicon (séquence spécifique d’ADN & amplifier) terminé
prématurément se ré-assemble avec un brin d’ADN étranger puis est copié en entier
dans le cycle PCR suivant. Les chimeres représentent un probleme car elles suggerent
la présence d’organismes non existants, il faut donc pouvoir les détecter. Cependant
lorsqu’une séquence est trop courte, on ne pourra pas savoir s’il s’agit d’'une chimere ou

pas car il ne sera pas possible d’obtenir des résultats significatifs.

Plusieurs outils ont été développés afin de permettre la détection de séquences chi-
meres. Nous présentons ici quelques unes de ces applications. La méthode de Robison-Cox
et al. (Robison-Cox et al., 1995), le programme Check chimera de la RDP (Cole et al.,
2005), le package mglobalCHI (Komatsoulis & Waterman, 1997), le logiciel Bellerophon
(Huber et al., 2004) et application PhyID/CD (cf. chapitre 2, page 31 section 3, page 40)
utilisent différentes variantes de la méthode des plus proches voisins qui consiste a déter-
miner les séquences de la banque les plus proches des différents domaines de la séquence
analysée. La plupart de ces méthodes sont basées sur le principe qu’une chimere montrerait
des relations phylogénétiques diférentes selon les parties (debut et fin) de la séquence a
analyser. Alors que tous les autres programmes comparent les séquences individuellement &
une ou deux séquences parents a la fois, Bellerophon détecte toutes les séquences putatives

chimeres dans un alignement multiple de séquences en une seule analyse.

Un autre programme, CCODE (Chimera and Cross-Over DEtection) (Gonzalez et al.,
2005), propose une stratégie pour évaluer les séquences chimeres. Cette stratégie est
basée uniquement sur la comparaison de la séquence a analyser et de séquences connues,

non-chimeéres.

Les différentes méthodes présentées ici donnent des résultats différents. Elles sont
complémentaires et aucune n’est reconnue comme étant la meilleure. Elles permettent
d’obtenir des informations pour aider 'utilisateur a savoir si la ou les séquences analysées

sont des chimeres ou pas.
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2.3 Un outil basé sur des modules d’HoSeql

Différents outils d’identification de séquences d’ARNr 16S existent déja tels que BIBI,
le "RDP classifier”, etc (cf. chapitre 2, page 31 section 3, page 40). Cependant ces outils
ne proposent pas d’étape de détection automatique de chimeres avant l'identification
ou ne permettent de traiter qu’une seule séquence a la fois. En outre, les outils de
détection décrits précédemment nécessitent des traitements manuels afin de déterminer
si la séquence traitée est une chimere ou non. Il n’est donc pas possible avec tous ces
outils d’identifier un ensemble de séquences en permettant au préalable de détecter

automatiquement les chimeres.

Nous avons donc développé un outil dont le but est d’automatiser la détection de
chimeres parmi un ensemble de séquences d’ARNr 16S et d’identifier automatiquement
les séquences non-chimeres en utilisant une banque de séquences d’ARNr 16S. Pour cela,
nous avons réalisé un module de détection de séquences chimeres et modifié les modules
et méthodes développés dans 'application Web HoSeql et dans 'outil d’ajout de génomes

aux banques de familles homologues.

2.3.1 La base de données utilisée

Pour I'application, nous avons choisi d’utiliser un jeu de données de séquences d’ARNr
16S de bactéries de souches cultivées proposé par Richard Christen et disponible sur le site
Web http://bioinfo.unice.fr/biodiv/Exemple_diversit}%E9_16SrRNA/Analyse_de_
la_biodiversite.html. Ce jeu de données contient des séquences exactes, completes et
provenant de souches cultivées, ce qui permet d’avoir des résultats de meilleure qualité
lors de recherches de similarité entre la séquence a analyser et les séquences de la banque.
Si la séquence traitée est bien une séquence d’ARNr 16S de bactéries, il existera dans
le jeu de données une séquence relativement similaire a la séquence requéte. De plus, ce
jeu de données contient des séquences de Chloroplastes afin de pouvoir les identifier plus

facilement.

Nous avons utilisé ce jeu de données pour créer une base de données de séquences
d’ARNr 16S au format ACNUC afin de pouvoir utiliser le systeme d’interrogation Query

et ainsi accéder facilement aux différentes informations sur les séquences.

2.3.2 Le principe

Le programme doit permettre I'identification de n nouvelles séquences d’ARNr 168
les unes a la suite des autres tout en ayant vérifié au préalable qu’il ne s’agissait pas de
séquences chimeéres. A la fin des traitements, 'application doit donc indiquer 1’espéce et le

genre auxquels appartient chaque nouvelle séquence non-chimere.
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2.3.2.1 Le repérage de séquences chimeéres

Une séquence chimere correspond & un fusionnement de plusieurs séquences. Ainsi
lorsque ’on compare une chimere avec un ensemble de séquences, on s’attend a retrouver
plusieurs matchs (i.e. séquences de la banque résultant de la recherche de similarité),
distants phylogénétiquement, qui obtiennent un bon score d’alignement avec différentes
parties de la séquence chimere. La méthode utilisée pour détecter une séquence chimere

se base sur le principe des plus proches voisins.

Tout d’abord, la séquence a traiter est découpée en deux demi-séquences d’égale lon-
gueur (deux parties 5’ et 3’). Puis pour chaque demi-séquence, nous identifions ’ensemble
des séquences les plus similaires en la comparant aux séquences de la banque d’ARNr
16S utilisée et en éliminant les redondances entre les deux ensembles. L’alignement de ces
deux ensembles de séquences homologues est ensuite calculé et les deux demi-séquences
sont ajoutées a cet alignement. Si, dans 'arbre phylogénétique correspondant, les deux
demi-séquences sont éloignées i.e. si la distance phylogénétique, calculée entre le noeud
le plus proche de la premiere demi-séquence et le noeud le plus proche de la deuxieme
(distance di 2, en jaune, dans la figure 4.13), est supérieure a un seuil, alors les deux par-
ties de la séquence traitée proviennent d’organismes distants. La séquence traitée est donc
considérée comme une chimere. Le principe de la détection de chimere est schématisé dans
la figure 4.13.

Recherche o o
° de similarité
(2]
Séquence a Deux 1/2 Deux ensembles de
identifier séquences séquences homologues
e Y
O =
= e e mm B RS
o — — — — —
. Ajout des deL;HE Alignement des
Arbre:phylegericliglie séquences a deux ensembles de
Sid, 5> T — chimére I'alignement séquences

Fi1G. 4.13: Schéma représentant le principe utilisé pour la détection de séquences chimeres.

2.3.2.2 L’identification

L’identification consiste a trouver ’espece et le genre auxquels appartient une séquence.

Pour cela, il faut identifier les séquences les plus proches qui puissent provenir de cellules
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bactériennes appartenant au méme taxon que celle étudiée. Tout d’abord, on recherche
I’ensemble des séquences les plus similaires a celle identifiée en la comparant aux entrées
de la banque utilisée. Puis 'alignement de ces séquences est calculé en incluant celle ana-
lysée, et I’arbre phylogénétique correspondant est reconstruit. Enfin on repere dans ’arbre
phylogénétique la ou les séquences les plus proches de celle traitée, et on détermine leur
espece. Cette derniere sera celle de provenance de la nouvelle séquence. Le schéma de la

figure 4.14 présente ce principe.

Recherche
de similarité —_— — ——
Sg(;querl}ge 2 Ensemble de Alignement de I'ensemble des
identifier séquences séquences avec la séquence

homologues traitée

Arbre
phylogénétique

Fi1G. 4.14: Schéma représentant le principe utilisé pour lidentification de séquences d’ARNr 16S.

2.3.3 L’algorithme

L’algorithme général de ce programme ressemble a celui utilisé pour l'application
d’ajout de séquences de génomes aux banques de familles homologues. En effet, il s’agit éga-
lement ici d'un enchainement de modules sans interaction avec 1'utilisateur. Les différents
programmes utilisés pour les calculs d’alignements et les constructions phylogénétiques
devront étre choisis au préalable. Deux modules sont utilisés dans ce programme :

— le module de détection de chimeres,

— le module d’identification de séquences d’ARNr 16S c’est-a-dire de détermination

de l'espece de la séquence traitée, qui correspond a une modification du premier
module principal de I'application Web HoSeql (i.e. le module de détermination de

la famille de génes homologues & laquelle appartient la séquence requéte).

Le premier module est exécuté pour chacune des n séquences d’ARNr 16S afin de savoir
s’il s’agit d’une séquence chimere. Puis, pour chaque séquence non-chimere, le deuxieme
module est exécuté, permettant d’obtenir ainsi I’espece a laquelle appartient la séquence.
Enfin en utilisant une fonction ACNUC, il est possible d’accéder a toute la taxonomie de
chacune des especes identifiées afin d’obtenir le genre, le phylum, etc. A la fin du traitement,

on obtient donc un fichier dans lequel est indiquée, pour chaque séquence non-chimere, la
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liste des especes auxquelles elle appartient potentiellement ainsi que pour chaque espece sa
taxonomie. De la méme maniére que pour 'application d’ajout de séquences, des fichiers
de log sont générés afin de connaitre les séquences chimeres, celles ayant plusieurs especes
potentielles et celles n’ayant pas pu étre analysées. L’algorithme général est présenté dans
la figure 4.15.

Séquences d'ARNr 16S

'

Module de détection de
séquences chiméres

Pour chaque
séquence

i séquence

oul chimeére

NON

Message d'information Module d'identification de
indiquant qu'il s'agit séquence d'ARNr 16S
d'une séquence chimére

Espéces potentielles
de la séquence

Fonction donnant la taxonomie
d'une espece

'

Liste d'espéces avec leur taxonomie

Fichiers indiquant pour chaque
séquence identifiée son ou ses
espeéces et leur taxonomie

4 fichiers de log

F1G. 4.15: Schéma représentant algorithme général de Uapplication d’identification de séquences
d’ARNr 16S.

2.3.3.1 La détection de chimeres

Comme nous 'avons vu dans le principe, plusieurs étapes sont nécessaires a la détection
de séquences chimeres. Nous pouvons résumer 'algorithme utilisé en trois étapes majeures :
— Découpage de la séquence traitée et recherche de similarité afin de définir deux
ensembles de séquences homologues a chacune des demi-séquences.
— Alignement des deux ensembles définis et ajout des deux demi-séquences.

— Calcul de la distance phylogénétique entre les deux demi-séquences.
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Ce traitement est effectué pour toutes les séquences dans le cas ol elles sont suffisamment
longues i.e. la longueur de la séquence est supérieure a 1000 paires de base. Dans le cas
contraire, la séquence est trop courte pour permettre la détection d’une chimere et est

considérée comme non-chimere afin de pouvoir poursuivre l’identification.

Dans la premiere étape, la comparaison des deux demi-séquences avec les séquences de
la banque d’ARNr 16S est réalisée par le programme de recherche de similarité BLASTN
utilisé avec les parametres par défaut (cf. chapitre 1, page 1 section 3.1.3, page 19). Chacun
des fichiers obtenus est analysé afin d’extraire deux ensembles de séquences homologues
a chacune des demi-séquences traitées. Successivement, une séquence (son nom) de l'un
des fichiers puis de l'autre est sélectionnée en éliminant celles qui sont redondantes
jusqu’a obtenir deux ensembles d'un total de 30 séquences (ce nombre a été fixé de
maniére a obtenir un compromis entre le temps d’exécution et la qualité des résultats).
Un programme de conversion de la bibliotheque ACNUC permet d’obtenir un fichier

contenant les 30 séquences homologues & I'une des deux demi-séquences au format FASTA.

La deuxieme étape consiste a calculer 'alignement des deux ensembles de séquences
sélectionnées précédemment avec les deux demi-séquences. Pour cela, tout d’abord le
programme d’alignement multiple MUSCLE-prog est utilisé, avec les parameétres par
défaut, pour aligner les deux ensembles. Puis les demi-séquences sont ajoutées progres-

sivement 1'une apres 'autre en utilisant 'option d’alignement de profils de MUSCLE-prog.

La troisieme étape correspond au calcul de la distance phylogénétique entre les deux
demi-séquences. A partir de I'alignement obtenu précédemment, le programme DNADIST
(package PHYLIP) permet de calculer la matrice des distances entre chaque séquence.
Le modele évolutif choisi est celui de Kimura a deux parametres (cf. chapitre 1, page 1
section 3.3.1, page 26) qui permet de calculer la matrice rapidement avec DNADIST
(les autres parametres choisis étant ceux proposés par défaut). L’arbre phylogénétique
est ensuite reconstruit a l'aide du programme FASTME (parametres par défaut).
Ainsi, il est facile de retrouver, dans l'arbre, la distance phylogénétique entre les deux
demi-séquences : celle-ci correspond a la distance di2 en jaune sur la figure 4.13. Si
cette distance est supérieure & un seuil fixé, cela signifie que les deux demi-séquences ont
de grandes chances de provenir d’organismes distants et donc que la séquence traitée
correspond certainement au regroupement de différentes séquences éloignées phylogéné-

tiquement. Dans ce cas, la séquence est considérée comme chimere et ne sera pas identifiée.

Dans le cas de séquence non-chimere, il arrive souvent que, dans l'alignement, les
deux demi-séquences ne se recouvrent pas (figure 4.16). Le calcul de la matrice pose alors
des problemes car la distance calculée entre les deux demi-séquences n’a aucun sens étant

donné qu’elles ne partagent aucune similarité.
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Séquence a traiter
découpée en 2 1] 2]
demi-séquences W]

Séquences dela &
banque

F1G. 4.16: Schéma représentant le cas de deux demi-séquences non recouvrantes dans l’alignement

avec les séquences de la banque, homologues a l'une et/ou Uautre des demi-séquences.

La matrice de distance doit alors étre calculée de fagons différentes suivant les cas

rencontrés :

— A : pour toutes les séquences de la banque, le calcul de la distance se fait sur
I’ensemble des sites,

— B : pour les distances entre les séquences de la banque et chacune des demi-
séquences, le calcul se fait sur les sites correspondant a chaque demi-séquence,

— C : pour les deux demi-séquences, la distance est calculée entre la premiere demi-
séquence complétée par une partie de sa séquence la plus similaire et la deuxieme

demi-séquence complétée par une partie de sa séquence la plus similaire.

Les trois cas sont schématisés dans la figure 4.17. Il est ainsi possible d’obtenir les
distances entre chacune des séquences de ’alignement, et en particulier la distance entre
les deux demi-séquences, afin de déterminer si la séquence d’ARNr 16S traitée est une

chimere ou pas.

CasC
Sequence de la banque la plus ; i
similaire a la demi séquence 1 ] &
[ )C
2] e
[
o Kr C
1 v e
1
fft_. ¢
N e r
4 S| e
S T Ta l\‘
. ol
A

Séquences de la banque
1/2 séquences correspondant & la séquence traitée

FiG. 4.17: Schéma représentant les différentes étapes du calcul de la matrice de distance corres-
pondant a l’alignement entre les séquences de la banque sélectionnées et les deux demi-

séquences.
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Dans le cas ot il s’agit d’une chimere, son identification ne s’effectue pas et son nom est
noté dans un fichier de log. L algorithme utilisé pour la détection de chimere est représenté

a la figure figure 4.18.

Séquence d'ARNr 16S
!
Découpage de la séquence en Module de détection
2 1/2 séquences de chimere

1/2 séquence 1 1/2 séquence 2

' :

BLASTN BLASTN

v Y

fichier de sortie fichier de sortie
BLASTN BLASTN

Extraction des séquences de la banque les plus
similaires a chacune des 2 1/2 séquences
(total de 30 séquences)

Séquences homologues aux 2 1/2 séquences

'

Alignement multiple des séquences homologues

v

Alignement des séquences homologues de la banque

v

Ajout des 2 1/2 séquences a l'alignement

v

Alignement des séquences de la banque et des 1/2 séquences

Calcul de la distance phylogénétique
diz entre les 2 1/2 séquences

v

dI.Z

oul NON

v v

Séquence Séquence non-
chimere chimere

F1G. 4.18: Schéma représentant l'algorithme de détection de séquences chimeres.

100



2 L’identification automatique de séquences d’ARNr 16S de bactéries

2.3.3.2 L’identification de séquences d’ARNr 16S

Le module d’identification d’ARNr 16S a pour but de trouver I'espece de la séquence
non-chimeére analysée. Pour ce module, nous avons modifié un module de I’application Web
HoSeql (le module de détermination de la famille de genes homologues & laquelle appartient
la séquence requéte, cf. chapitre 3, page 47 section 4.3.1, page 65). Dans l’algorithme de
ce dernier, nous avons ajouté un test afin de connaitre le type de séquence & traiter. Ainsi,
s’il s’agit de séquences d’ARNr 165, les traitements changent et correspondent aux étapes

suivantes :

— Rechercher I'ensemble de séquences les plus similaires a la séquence a identifier.

— Calculer I'alignement de ces séquences en incluant la séquence requéte et reconstruire
Parbre phylogénétique correspondant.

— Extraire dans l'arbre phylogénétique la ou les séquences les plus proches de la

séquence traitée et déterminer leur espece.

La premiere étape est la comparaison de la séquence a identifier avec les séquences
de la banque. Cette comparaison se fait en utilisant le programme de recherche de
similarité BLASTN (parameétres par défaut). Le fichier de sortie BLASTN est ensuite
analysé afin d’extraire les séquences les plus similaires. Les n premieres séquences du
fichier sont extraites de maniere a obtenir au moins 30 séquences avec au moins quatre
especes distinctes représentées. Cela permet d’obtenir suffisamment de séquences d’especes

distinctes pour pouvoir correctement identifier la séquence traitée.

La deuxiéme étape correspond au calcul de I'alignement des séquences précédemment
sélectionnées avec celle a identifier. Cet alignement se fait en utilisant MUSCLE-prog
(avec les parametres par défaut). Puis, a partir de l'alignement, P’arbre phylogénétique
est reconstruit a l'aide du programme FASTME (parametres par défaut) en ayant au
préalable calculé la matrice de distance grace 8 DNADIST (le modele évolutif choisi étant
celui de Kimura & deux parametres et les autres parametres par défaut). Enfin 1'arbre

obtenu est raciné en son centre par le programme ADD_ROOT.

La derniere étape consiste a déterminer 1’espece de la ou des séquences les plus proches
de la séquence traitée dans I’arbre phylogénétique obtenu. Il est donc nécessaire d’analyser
I’arbre afin de retrouver les séquences ayant le méme ancétre commun avec la séquence a
identifier. Pour cela, nous avons utilisé 'analyseur syntaxique XML LIBXML2 mettant
a disposition une bibliotheque de fonctions écrites en C. Le format XML (eXtensible
Markup Language) correspond en effet & une représentation arborée. Les fonctionnalités
proposées par LIBXML2 permettent d’analyser un document XML et d’extraire facile-

ment des données. Par exemple, il est possible d’obtenir les n freres ou parents d’un noeud.
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Le fichier contenant ’arbre phylogénétique au format NEWICK est converti au format
XML en utilisant le programme RETREE (package PHYLIP). Une fonction C, faisant ap-
pel aux divers outils proposés par la librairie LIBXML2, permet d’extraire les informations
de 'arbre phylogénétique. Il est ainsi facile de trouver la ou les séquences les plus proches
de celle a identifier dans 'arbre. En utilisant une fonction de la bibliotheque ACNUC, on
détermine l’espece de la ou des séquences extraites de ’arbre. Cette espece est proposée
comme étant celle a laquelle la séquence d’ARNr 16S analysée appartient. Dans le cas ou
les séquences extraites n’appartiennent pas a la méme espece, toutes les especes trouvées
sont proposées comme especes potentielles de la séquence d’ARNr 16S analysée. Le schéma
de la figure 4.19 représente les différents cas traités. Dans le cas ou plusieurs espéces cor-
respondent a une méme séquence, les noms de la séquence et des différentes especes sont

notés dans un fichier de log.

Arbre phylogénétique

Séquences appartenant a la méme espéce

La séquence traitée appartient certainement a la méme espéce
gue sa ou ses séquences les plus proches dans l'arbre

Cas de séquences de méme espéce, proches de la séquence a identifier dans 'arbre

Arbre phylogénétique
Séquences appartenant a des espéces différentes

La séquence traitée appartient certainement a I'une des espéces de
ses séquences les plus proches dans l'arbre

Cas de séquences d'espéces distinctes, proches de la séquence a identifier dans I'arbre

Fia. 4.19: Schéma représentant l’analyse de Uarbre afin de déterminer l'espéce de la séquence a

identifier en fonction de sa position dans l'arbre phylogénétique.

A la fin du traitement, on obtient un fichier qui récapitule la liste des séquences iden-
tifiées ainsi que les especes et leur taxonomie. De plus, d’autres informations sont notées
dans deux autres fichiers de log : les séquences n’ayant aucune séquence similaire dans
la banque et les séquences pour lesquelles il y a eu une erreur d’exécution. L’algorithme

utilisé pour I'identification de séquences d’ARNr 16S est présenté a la figure figure 4.20.

102



2 L’identification automatique de séquences d’ARNr 16S de bactéries

Séquence d'ARNr 16S

y

Module d'identification de
séquence d'ARNr 16S BLASTN

Fichier de sortie BLASTN

v

Extraction de n séquences de la banqgue, les plus similaires a
la séquence traitée
(n> 30 et nombre d'espéces représentées > 4)

v

Seéquences homologues a la séquence d'ARNr 16S

'

Alignement multiples des séquences
homologues et de la séquence a identifier

Alignement des séquences homologues de la
banque et de la séquence a identifier

Reconstruction de I'arbre
phylogénétique correspondant

v

Arbre Phylogénétique incluant la séquence d'ARNr 16S

v

Extraction des séquences les plus proches
de la séquence d'ARNr 16S dans l'arbre

Séquences les plus proches dans l'arbre

v

Détermination de I'espéce de
chaque séquence proche

FIG. 4.20:

y
Espéces potentielles de la séquence d'’ARNr 16S

Schéma représentant ’algorithme d’identification de séquences d’ARNr 16S .
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2.4 Conclusions

L’application d’identification automatique de séquences bactériennes d’ARNr 16S est
encore en phase de tests afin de vérifier I'exactitude des traitements et de déterminer leur
temps d’exécution. Il est difficile avec les séquences d’ARNr 16S d’obtenir des résultats
avec 100% d’exactitude, i.e. d’étre certain que les résultats obtenus pour la détection
de chimere et l'identification sont exacts pour toutes les séquences traitées. En effet, ces
séquences sont des séquences tres bien conservées et il existe peu de dissimilarité entre
elles. De plus, les logiciels existants de détections de chimeres tels que ceux présentés a
la section 2.2, page 93 donnent des résultats différents. En outre, méme si un organisme
international vérifie et publie les noms valides attribués aux bactéries, il existe encore
certains problemes : de nombreuses especes ont changé de nom avec les analyses phylogé-
nétiques, les anciens noms sont parfois encore utilisés, la correspondance nom d’especes
et séquence n’est pas toujours exacte, les descriptions des séquences ne comportent pas
tout le temps toutes les informations utiles comme le nom de la souche, la taxonomie
au dessus du genre reste souvent approximative, etc. Tout cela complexifie donc la tache

d’identification et de détection de chimeres pour des séquences d’ARNr 16S.

Il faut donc a présent réaliser des tests afin, d’une part, de fixer le seuil pour la distance
phylogénétique utilisée pour déterminer si une séquence est chimere ou pas, et, d’autre
part, de vérifier la qualité des résultats et déterminer les temps de traitement. Pour cela,
nous allons utiliser des séquences connues non présentes dans la banque, chimeres et non-
chimeres. Puis nous allons comparer les résultats de notre application a ceux obtenus avec

d’autres applications telles que Check_chimera ou Bellerophon puis le "RDP classifier”.
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Conclusions et perspectives

L’objectif de cette these était de développer des outils bioinformatiques afin de per-
mettre 'identification automatique de nouvelles séquences dans des grandes banques de fa-
milles de genes homologues. L’application Web développée, HoSeql (Homologous Sequence
Identification), permet ce type d’identification. La méthode utilisée se base sur une ap-
proche phylogénétique, permettant ainsi ’analyse des relations évolutives entre séquences.
HoSeql propose une interface facile d’utilisation qui permet a un utilisateur d’identifier
rapidement une nouvelle séquence dans une banque de familles de génes homologues choi-
sie, c’est-a-dire de trouver la famille a laquelle appartient la séquence analysée, puis, de
visualiser I'alignement et I'arbre phylogénétique obtenus. Il est ainsi facile de localiser la
nouvelle séquence dans I'arbre de la famille de génes homologues afin d’étudier son histoire
évolutive. HoSeql est actuellement disponible sur le site Web du PBIL.

Nous souhaitons faire évoluer cette application afin de proposer un choix plus large
de programmes d’alignements multiples adaptés a différents types de données tels que
POA, PROBCONS, différentes versions de MAFFT et DIALIGN. De plus, les prochaines
versions des banques de genes homologues proposées au PBIL intégreront les alignements
multiples et les arbres phylogénétiques pour les grandes familles (plus de 500 séquences).
Cela permettra un gain de temps au niveau du calcul de I'alignement dans HoSeql puisque
plus aucun alignement ne sera recalculé en entier, il suffira d’ajouter la nouvelle séquence
aux alignements des séquences des familles pré-existant dans la banque. Il sera alors
utile d’avoir un programme d’ajout de séquences a un arbre phylogénétique existant sans

devoir reconstruire ’arbre en entier.

A partir des développements effectués pour HoSeql, nous avons également développé
une autre application afin d’ajouter les séquences de nouveaux génomes aux banques de
familles de genes homologues. Cette application nous a permis d’ajouter les séquences
protéiques de deux génomes de bactéries du genre Frankia (EAN et Ccl3) a une version de
la banque HOGENOM, contenant déja un génome de Frankia (ACN). Il a ainsi été possible
d’étudier I’évolution de ces trois génomes de bactéries et notamment de détecter d’éventuels
transferts horizontaux de génes. Par une étude phylogénétique des arbres obtenus pour les

familles de la banque contenant au moins une séquence de Frankia, nous avons pu mettre
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en évidence l'existence d’'un certain nombre de ces transferts potentiels. De plus, une
analyse liée a ’absence de geénes chez Streptomyces et basée sur le critere d’incongruence
phylogénétique nous a permis d’identifier d’autres génes qui pourraient avoir été acquis
par Frankia.

Ce logiciel d’ajout de séquences a une banque de familles homologues est pour
I'instant utilisé sur le serveur PBIL, ce qui peut entrainer d’importants temps de
traitements dans le cas de calculs d’alignements ou de reconstructions phylogénétiques
pour de grandes familles de séquences. Il serait donc intéressant de paralléliser les taches
exécutées par 'application afin de pouvoir utiliser les ressources du centre de calcul de
I'IN2P3 regroupant plusieurs centaines de machines. Cela permettrait de bénéficier d’une
grande rapidité d’exécution mais également d’utiliser des programmes d’alignements ou
de phylogénies plus précis qui demandent plus de ressources et qu’il ne serait pas possible
de lancer sur le serveur PBIL. Il sera ainsi possible de proposer un choix plus large entre

différents programmes d’alignements et de reconstructions phylogénétiques.

Une troisieme application a été développée lors de ces travaux de these. Celle-ci est
dédiée a la détection automatique de séquences chimeres et a I'identification de séquences
bactériennes d’ARNr 16S. Cet outil permet de déterminer les especes de provenance d’un
ensemble de séquences d’ARNr 16S apres avoir vérifié, au préalable, pour chacune d’elles
qu’il ne s’agissait pas de séquences chimeres.

Des tests sont encore nécessaires pour valider cet outil. De plus, cette application uti-
lisant les mémes modules que les outils précédents, elle pourra bénéficier de 'utilisation du
centre de calcul de 'IN2P3 afin d’augmenter la rapidité d’exécution et permettre un choix
plus large dans les programmes d’alignements et de phylogénies. En outre, afin d’augmen-
ter la rapidité des traitements, nous pourrions utiliser une petite banque de représentants
de séquences d’ARNr 16S, comme celle proposée par Richard Christen. Celle-ci permet-
trait d’obtenir rapidement une taxonomie approximative dans laquelle il serait possible
de sélectionner un sous-jeu de données que ’on utiliserait ensuite pour l'identification.
Par ailleurs, nous souhaitons ajouter un calcul d’indice de diversité génétique entre les
séquences identifiées. Enfin, le processus d’identification bactérienne et de détection au-
tomatique de chimeres pourrait étre ajouté a la version Web d’HoSeql en donnant acces,
dans l'interface, a la banque d’ARNr 16S utilisée.
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Annexe A
Résultats de la détection
d’éventuels transferts horizontaux
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phylogénétique

117



('nsTsuoised ™ dsqnsTsNULBWTSNI202010|U30)d T )dINONEd BLLALD

ISVLIHINAS
JLYHISOHJOYAd TASINYY

o _ (4157 snuUBW ™ dsgNS” SNULEW™SNO000CI0|UR0Id _JOYINYA_ SDEALD 65£6¥500: 09 47:83aN1ONI"ISYHLNAS 3| £00£0098H
(€L€67 LIN™ IS SNULIBLITSNI002040|U201d JININOYd 0dOALD (2018 HM ds™SN20000uy28uAS ) XdNAS L88NLD LYHdSOHdIA_ TANIHJOSI NI
YHO LHOHS T¥NOILONNAIE
€
(600v9 D susnjed seuotuopnasdopoyy T )oYdHY EXONSD (011 wasn wnaiuodel wnigoziyApea )ovryd a4IN g —~. 60LFN NISLOYd TWOILIHLO
(10 WNIGOZILUOSBN )0 NIHY 6LY8ED (BOlIeW WNIGoZIYIOUIS )FWIHY B4IN (022700d ™ ds™001SoN )dSyNy adiN | EBEH4500- ) B51hara00- ) 84N Tvvald: 136 dAH ‘84IN NI3LO¥d_Sis3H| 0820098
LNASOIE HOLOVA0D O34
139%N 3
(5180 smusosaln JajoeqoNeD )OHIVD MoHY 1YINVLNTD'SIANTONIIHOS
(0gel sIns ej2onig T )oNSya rody (gL sisuslijaw e2onig J0INHE rody (10 Wnigqoziossiy JOTIHY_ roYyY . HNIFHd IVIHANOHIOLIN .
_ _(nonau " WNIqozZILIoUIS D ANIHY TOMY (85D S” SUalBaWNY WnuaioeqeiBy )5 IO MOuY 59089500 66 B B ;| g9zz0008H
(800YDQ sHisned seuowopnesdopoyy )ovdHY MOdY (0Ll Yasn wnoluode wniqoziyfpesg )ovrdd royy OYY NIZLOYd TYNOILONNS
187 SISTHLNASOIE ININIOEY
I¥4INS dao
NTNI3LOHd NOILYINAON 'd
(51.807sMus0saI0 I9l0eqoINe] )0YIVD LEsYED m%%owhmmoﬂﬂ 08 96vL O WOV 'ISYYIJSNVY| €8810098H
‘ 104INS™ A1V TINSOHISOHd
S INISONIQYOHISOHd
Z NI3I0Yd
(0zL2 00d "ds 00ISON )dSYNY ¢HIN (021 00d 'ds 20)SON )dSWNY LHIN | 958L.500: | 9v..pS00:|  H4IN 1vwdd: [€6 NOYI 3SYNIDOULIN '+ NI3| ¥8500098H
1O¥d NOHITISYNIOOHLIN
VOd SUSONPalNyns 19j0Bq099 JONS3D £06FLD 34
(0zZL2 D0d "ds 20JSON )dSYNY ™ A4IN (600¥DD suisnjed seucopnasdopoyy )ovdHY 0ZONSD ; —. IN"NI3LOYd SISTHLNASOIE
(01" V@SN wnojuodel WNiGozILAPeIg JOYrYE A4IN (RO WnigoziposaW )OTIHY odygen| 5844500 | 2P2L¥S00- ) GHIN WV (004 “HOLOV400 WNN3agaton| F8900008H
(nopipw~wnigoziwouis ") IWIHY #2260 (ssuabounons™e|[euopM T INSTOM 84HINLD -NOHI 3SYNIDOULIN
021, 00d ds O0JSON JdSYNV J4IN 34
(600v9 0 ~suisnjed “seuowwopnasdopoyy )ovVdHY ZZONID (011 vasn~wnouode wnigoziyipeg Jovryg 341N 3 : - IN"NISLOYd SISIHLNASOIG
(nopeL WNIgoZILOUIS T)INIHY “I4IN (Tol wniqoziyiossy JoTIHY 34| 98EHL800° | 9918PS00- | 34IN TWvHd: 001 ~HOLOVH0D WNNIagATom| F8500098H
(sauafiourons™e|jauIIop )NSTOM 64HINLD (800vDD sisnied seuowopnesdopoyy )ovdHY £LYNID -NOYI"ISYNIDOHLIN
O Vasn Wholuodel WNIGqozIIAPErs Jovra8 9ZN6e0 (ZZaH SnJaouisy] SWIsUL JOHIHL ZMAZZ0 ; . . : = - 3Sv100
(SURINPOIPEI"SN20000UIBA WIS GUNNGD (12PL DD SNSOBION IBI10BG03019 JOIATO LOHNLD | +P+BS00° [ Z0E8bS00T | IWLT IvWHd! | (AIWBS UTOUROBTOU)| g oy ~3ngyaona 7OS00098H
(WNIUESIoA BUISEIOWISYL JOATHL 6N6Z60
(wn|ydoproe™ ewseidowsey 1 )I¥IHL HOW (0616 ST SNPUICY SN|IydoIld)00LId_£D0190 T390¥0AHA0 3LVLOV]
o (dsTeiniRid )Ya0OHY 9ONNLD (0212 00d s 00ISON )dSYNY 8/dA8D T
(€089 00d ™ ds™sishooyosuls )EANAS €8ES50 (L2rs 00d SN20E(OIAISREqOS0|9 T J0INTD_EPHNLD ISYNIOOHAAHIA ILYLOV]
(YzD suelonjeoe” eumiesoUBYIBN JODVIW LHSLBD (LoD 1ezew euniesoueyia JOYINSIN LMADBD L = S 4
(ST wnpidsy WNIGoI01n 0T LHD HAW (Z8PS-IdA UCKoILOEIoEISU Sapioialoeg JOHIVE oMoveD| L5489500° (iuey” U OURRE™OU)| 36 3008aAHIA V10w | FE700098H
(8zzzl 001V sipiuiapide™snoocoojAydels J0d31S 20080 (§2)-0” sueinpojey snjioeg )ovHYd_HaW AT
(sisuakayi~sn|ipeqouess)”)HIZD0 234380 (Ns7sINAns™ dsgnsTsngnssnjied )onsya HaW IASYNIDOHAAHIA UYLV
(8261~ 0DLY snaiso”sn|oeg )¥00vE 642180 (L8601 001y Sneied” sn|oeg )o30ve SIZZLD o
(sewy ™ s sPeIUETSN||I0EY )WY IVE LZX 180 (J0Iseouy saluy, s SDBIYUETSN|II0BY JONYYE 6dTM90
001 0
INTD ONHNLD 001 O TIHY L
B _ _ (12r2~00d SN=0B|OIA1810Bg020I0 )OIATD ONHNLD'(BO|”wnigoz) T 198607 001 FWH ENTOTELL oo
yiosay O TIHY 119860 (BolBW WNIgozILouIS T ) INIHYE ENTD' (850 IS susoejawny Wwnusoeqosby T )g1HOY LaNd.L0 ' HOV ZANJLD 2 3SVITHIN
ASTININVYLNTO I18vE0Nd
‘L ISYLIHLNAS ININVLNID
(1einoaway esolpnsey ell@IAx ) LI TAX JUAd (05e6 Escipises e@iAx )ov4AX JuAd
(‘s smsedwes Ad suisedwes” SEUOWOYIUEYX JOWIWX dHAd (1S 10~ Ad™ Sipodouoxe™ SeUOWOIUEY JOXYYX 4HAd
(600¥DD suisnjed” seuowopnasdopouy )ovdHY DAONSD (041 ¥asn™ wnoluodel wniqoziyApeig )ovrya” 48Ad “3EVHINAS AYHASOHd
(lojaw wnqoziouIS )INIHY_ JHAd (0£€L SINS (1200197 )ONSHY JHAd (W9l Sisusliaw eeonug J03INYG J8Ad| 22625000 |  0er6pS00: |  JuAd Twwdd | (Anwey"urougoeTou)] 2 = 981.00098H
(10 WNIgoZIL0SBIN)OTIHY ™ Ad (850 1S SUBIDEJBWNI WNLSIOEOIBY )G IHOY 4HAd EASCIDEH JTEYHON
_ _ (51907 smusosan1810eqoINE] )0YOVD J¥Ad (12kL D0d SNe0B(ON I810eqos0|9 )OINTD JHAd
(s sueBnA™ dsqns™suebina"ouqnoynsaQ JHASIA BINAZLD (YDd Susonpaunyns Jejoeqoes )oNS3o 85arLD
NV3 woly | £120 wouy upy 1H 10§ JuawnBie INON3OOH
Ba1 i chiaib i saouenbes | sesuenbes |wouy sesusnbes| 3saqdensjooq WON390H uonejouue 8||1wey

118



HONvHE_ALINIdSY
-HOIH'avyg NIZLOYd

(01" vasn” wnojuodel WwnigeziyiApea )ovrdE ZHOB8D (B00YDD stisnjed seuowopnasdopoyy T JovdHY €HENSD |  ZLE0.500: €6 TISVINYId WILSAS LHOd| 0$850098H
SNYHL AIDY ONIWNY NIVHD
-Q3HONYHE ALINIJAY-HOIH
VX EX JOVOVX gMOdB0
ﬁommm mwo_uﬁﬁ m__m;xJoE\,x SADED :m_:umsm: esoipise) ejislfx ) L4TAX LATL80
(s suebina™ dsqns~suebina-ouqinoynseq )JHAS3A 9382.L0 (LOVd esouibniee” seuowopnesd J03vSd ZHOIED
(1™ ojewo)Ad”aebuyAsTseuoWOpNasd JOASSd #IZ.8D (0FrZLX epind seucwopnasd )Md3Sd 631880
(9LOMA” SNOYIUINAOUQIATJAABIA ZSTINLD (9dOWD™ SNayiuina_oLgin_JONAIA_83vAB0 -
(snonAjowseyesed ouqIATIVAEIA SINLSD (1038 JBADIq™ LO~ S.IDj0YD  OLAIN JOHDIA LASHED - -, J0s¥n
(siydezyps)Bs ™ IS EI00pIYdE BIBUYONE )L dYNE SdLd (2600 SIS0 euIsIaA )L IdIA SNEZED 3898¥500: (Awey~umounoeou)| 938 ISYHINAS NIMILDO o) oneqyy
(DI snsad ewisian )03dIA 661080 (IS SleAips 1eacq Sisad eIUISISA )z3dIA 9SXFLD HOSAARYRLALSAOAIHAL
(LOLL puowne| dsqns™suaosauIwn|” SNPgeLIooyd JoNTHd Z18NLD o
(1ercsas™eousjusdsqns” EouBjUE B||BUOWIES T )ONIYS BODXBD (217 wnunwiydA)"ejpuowies  )0ALYS SMJDLOD
(lydfy"ejpuow|es I LTVS FAWYLD (LOE™ 41S™BZ Lauxa| e)19BIuS )0 14HS ™ Sdld (23100 BIyoLayos3)000S3 Sdld
(ZH:261L07 oo™ eyousyosg ) .600T Sdld (1462 NS ez usuxay e)ebiyg™) | 14HS ™ Sdid
(90 1100 elyouayosg 191003 913480 (€£6103 LH:L5L0 1109 BIYoUBYDST 110053 Sdld
ERJe}[e]
AHT34INI_DINSY1dI¥3d M
- - - - 0SH¥NOIYd NIVHO TIVINS 2
(¥Ddsueonpaunyns—1e0eqos9 )oNsS39 LXOFLD | 6L€L4500 0oL -3SYNIOONTAH n| 0ZZ80098H
0SHNOIY NIVHI TIVINS L
-ISYNIOOHAAH
(3 PUPEW 1S YSZEMOIT ESESYOH JOHdIE 9AGZ60 (Z USIEW IS 100UCO ESHEYO J0OOId GPrZ60
(sauaBioupons™e|[BUlIOp INSTOM 0NYWLD (1Inouno~uoozoyieydsoud )NIONT 9UASBO
(6¥¥1S™ 001y snonedsy Is10eqolisH )0IHIH SADALD (dsTejnjiaud IvaOHY EXMNLD
(871" wnpiday” Wnigoiolyd )03 LHO 6L OM8D (600¥O D sHisnjed seuolopnasdopoyy )ovdHY BMENSD g
(snyebuoja”snoo000yIBUAS ) TINAS 921080 (L2rL 00d SNS0B|OIA J8j0egoRo| JOINTD FdUNLD - - J¥2lIHLOd
(sueinpolpel snooooouls )wHIFA” ££SHED (22aH sniydouuayi"snuusy | TJoH LHL ™ 0Z1Z.0 ; : — | weruroumeou) AH ONOT W¥80L -vind NI3
(1-UIN-SISUSPISUC BIBUBMAUS )ONOHS DAISSD (0Z)2 D0d dS D0ISON dSYNY zriAgo| EE9%£500 0085F500: | 67LZ3d TWWH: JIwey ) 10¥d IONVHII0L NOILYD| 06£F00DEH
(ns susedwesAdsujsadLues SEUOWOUUEX JOYOVX S2Ad8D (9586 BSOIPnSE) ElBIAX JOVAAX BNAdSD AN VAIINSY dIHRH ]
(LEnoawa] “esoIpnsey elBlAX ) LITAX LOBLBO (1S 10 Ad sIpodouoxe” SeuowoLjuEX JOXYYX LZddB0 VOULLIHLOAH ONOT vvzol
(2L¥2LDOLY WNSVEB(0IA™ WNUS0RGOWAIYD JOIAHD 680NLD (000LIND ™ Wniesoeue|os eluolsiey Jo0SYY 0rAX8D
(81261 D01y Eaedouna seuOWOSCULN JONIIN L 45280 (eandasiyouocig El@lapiog )4EH0E S6UM.LD
(sissnpadesed” e|918piog )vdyOE BOZMLD (sissnuad e|@1ep.og )3dH0E SYLALD
(WNMTJJOPIoE EWSE[d0WIBUL JOVIHL FZWHED
— \E3__Lmo_oﬁmEmm_n_om:m_;JoM;uE ﬁuﬁm (8L E:%_.%\. E;aeo_cowwomh:o ~L00%8D -
VOd SuSonpaunyns Usloeqess )oNS30 80HPLD (s suebina™ dsgns”sueBinaT ouqinoynseq JHASIA €462.0 o — ] LINNBNS™¥34SNYHL NOYL
(1SSAGETSN00000IAd T )AVHAd ED0A6D (8698 WSA ™ SNSOUN~SN20000JAd )0NAAd #3ZNED 9ELLPSOD: (ypuey urougoe ou)| oS e ONaAHTa 3L | B9FY000EH
(€10 ysoxuoYsno00o0ifd " )0OHA 710650 (1ssAqe™snooooouhd )avHAd SFOAGD VLOYOOHAAHIO 318vE0Nd
(ge9e NSO sNsouny 20020144 TJONJAd 8AMTLD (S wnpide) Wwnigosojyd )03 LHO ™ L6aM8D
(poey WSa snpiBiny~snqojBoaeyo.y JoNJHY 0SZA — -
(L-DUN~"ds"WnUSIoBqOlEH JLNTYH 60SA (WZD SUBIOAJSOR BUIDIESOUBYIRIN )0DYIN ZrLL8D e N AN SEVID
(Lo lezew euniesouBON JOVINIIN ZDMJBD (GIASN0lI0SE XaHNby J0IVOY #S4A 3SV100T 3LVHASOHdSIE
(s~ sueBina” dsgns~suelina ougroynsag ) HASIA 8AIZ.LD (WZO SUBIOANS0E BUIDIESOUEBYRIN )OOV IIN 9OHLED BLEGPSO0: (Ajwey~u ounoe ou) i i -3s0 908£0099H
(LoD Tezew euIESOUBWIOW JOVIWIIN 63XdSD (FO0Ey WS SNRIBIN; SnqojBoseyRly )N 44V B0LA 926uPa00; LA SRYE0Nd (| SSVED
(H™elleq ™8™ snoIdoCINEULIBLY TISI0RqOLIBLIOUBYIAIN JHLL FIN625A (6LAY LaIpuBy snuAdoueyia i TovHAN 0IALED ISYIOOW ILVHISOHJSIE
(1992 WSQ 1IUSSBUUEI SN35000P(ESOUBLISINT)OYPIIN 00¥A (SIPNj2dUBLITSNO5000UBISIN )dINLIW £32180 EESTILE
(0505 B o) B ﬁ B 5 B LSELTIN NIFLOYd v
950 NIS SUBIDEJRWNY T WINL2)ORGOIBY )G 1HOY 9aNDLD (HOIBW ™ WNIGoZIWouIS )IWIHY - ax 1o - . IL3HLOdAH ‘NI3LOYd 311
(ROI” WNIGoZIYIoSEN JOTIHY 019860 (S CIEWOY Ad SeBULAS SEUOWIOPNasy JOASSd 1dZ88d 06813d Tvvyd: [0al -LINNgNs 30w/ SPPE00O8H
Y1 ISYHLNAS ILVNVLNTD
I¥OILIHL
(011 wasn wnojucdel wniqoziyiApeld )ovryg 005680 OdAH'GPALIN NISLOYd TV
(600VD0 sujsnjed seuowopnasdopoyy )oVdHY SMrYNSD (0004 IND Wniesoeue|os™ BIUOISIEY )0OSYY 24ZX80 6898%500: (Anwey~uiounoe™ou) | DILIHLOJAH 'B8LLIH NIFLO| L10E009EH
(22vZ1 001V~ WNS0BIDIA™ LUNUSIDEAOWOIUD JOINHD ZBSNLD (5180 SMusosain Jsjoeqoined J0HOYD EJEVED Ud WOILIHLOJAH ‘LOYOSN
g NIF10¥d 1vOIL3HLIOdAH
NvV3 woy | £120 wouyy upy 1H 404 Juawnbie INON39OH
81} uj dnosb Jeysis seouenbas | sesusnbas |woyy sesusnbes| 3seqidensjooq WONSDOHNINEOULE 8|jiwey

119



_ _ b HOLOvd
NOILYONOT3 'L LINNENS

(51807 SMUB0SALI0IRGOINED JOMOVO ZBBYED | 172590 o8 3SVHIISNVHLIAIANIQY 31| esioLooaH
| Y4INS™:53aNTONIT IWAZNT
TYNOILONNZIE OSADINSAD
TWNpUNoId WNHSORgolold J9dOHd SND 190 (GOFGE D01V E0onUsp BWalodall J0JadL 0AJELD —2av
s wnpied dsgnsT wnpijed ewauodal i | suaonpaunyns 1ajoeqoa: u _ _ _ _
{ R & _u,__ﬁﬁ h\E%_gm%w:ﬂmn%ﬂw_zwﬁmww_._ﬁww%ouch ﬂ_owh_\oo uwamwuﬁwwuﬂﬂ%nm__%«mwmw w_w GS16¥S00" | €52€3d Tvvdd: | (Apwey uimounde oulli oNaIYOAIXO NIXOAOAYTd| 6LZFL0DGH
(€089 00d s snsAooyosuAS JEANAS THIN (0214 0Dd 0 D0JSON JdSYNY EHAABD “3LVANEAd 3T18VEOUd
]
0SYNO3Yd LSYIdOYOTHO ™
(suesnpoipes~snaocoouisd” )WHIAA 9NSHED LZB.LPS00: 8 _ 3| LizzLo0aH
SYHIJISNVHLIAWHOS IAIN
VYNIJATDTASO8IMOHdSOHd
_ N _ (/8601 D01V _Snaisd sMioey J030vVE_C 1380
(wnjiydopioeewsejdowsy | ~)0YIHL €0THED (Wniuesjon” ewsejdowsay ) )OAIHL LSELED o o
(0626 WS SNPLIOI SN0 )OO LI 6HZIGD (D0Ly Wunjesjonu™ dsgns ™ Wnjes|onu~WNu80eqosn4 )oNNN4 ENINED .n_swnw._a%ummuﬁﬂm
TwnespnuT dsgnsTWNEapNU T WNUSIDEqOSN B Twnpida)” wnigolo B = e g s e =
S | ’ nm._h_é:u_%ﬂmc:mecmwmﬁuwmow_mmmmmmW..WH:uamﬂ..u:_%_n%wuomvwww:mmﬂmw 79569500 |  6¥BLFSO0: | ¥60SId T4l | (Alwey UToundeTou)| LIVING ‘L ASVdLY ONIAIYA| 69121098H
(0ZL2700d ™ "dsT00ISON T )dSYNY £ 1LASD (€089~ 00d ™ dsTssfooyosuigT)EANAS YSHY - - N
(snieBuoiasno0000udaUAS ) TINAS LAHOBD (SL WNPIde) WNIqoIoy 57 )03LHD SLYMED A ST7 N Y ALY
(LerL 00d snaoejoin Jaioeqoac|d JOINTD LIMNLD (S4A snolose xayinby J0Ivoy LSHY
¢ JSVNID0UUAATT
-L"31YHJSOHd
(no"winigozjyosey JOTIHY 2vE86D (N9l Sisusliew ejeonig JoJNYE STOABD (0EEL SINS™ €|I@onig JoNSyE 8dAJ8D|  §BEZZS00: . _-9-3500M19™ Y ZLLZ1098H
(850 A1s™ susejeLIN} WNLSI0egoIBY )SLYOY 8FLALD (HojIBW WNIqoziouls ) INIHY ad9D |  29689500: 0SHNOIYd LSV IdO¥OTHO
_ 173SYNID0HAAHAQ
-} "31YHJSOH4-g-3S02N 19,
B 3SVIONAd340a
(ns™uno™ ad ™ sipodouoxe”seuowoyiuey JOXYYX LHD48D . - . IXO TWOIL3HLOdAH 6Zz0Y
ns—siisadiuea—d-susadWEo-SELOWOUILRY - 19¥6r500: | 60513d TvwHd: [00L 1873SYLONAIHOAIXO T¥D| GE6LL0DEH
(ns7su iy uex T JovavX ZNadeD(E |LAHLOAH "0L0}H 3SVLD
NA3YOAIXO IWIILIHLODAH
B 3ISVLONA340a
_ _ B IXO T¥OILIHLOdAH 6220y
(ds"einlead vaoHY €1LNL0 | Z1zLis00: 0oL 1S”3SYLONAIHOAIXO WD| SE6LL0DEH
ILIHLOdAH'0LOLIHT3SVLD
NAQ3Y0aIX0 T¥OILIHLOdAH
(LOLL puowne| dsgns™ su@osaulwn| snpgeyioloud JoNTHd BaLNLD _ _ ZIHL NI NI310dd
(Z4P21L D01y WNSOBIOIA WNUSIOEQOWOIYD JOIAHD 9FANLD — A e ur s o J VLS LS VILLAHL O A
(sueinpoipei snooooouleq VHIIA POMYED (SnonklowseueIed oLAIN)VdEIATLYNLED veerad IvvHS: | (Ale UMoundeTou) | 'NOID3Y oL_N,_._m aﬂﬂwﬂﬂ__mﬁwm £8801098H
T SNoYIUINA~ oUg]| 7 ) SN2YIuNA_ ouqL @ — s
(910r A™ SNOYUINAOLAIA JAABIA LLIMNLD (94D snoyiy| UGIATJONAIA ¥AYABD VAN 67 YO IHLOdAH
eandesiyouoIq e||8iepIo B sissnyadesed e|isjapiog” 7 HECOoEU0; _LINNSNS ONIONIE a3
(eandasiyouciqe|slspiog JHaHOE £€IOMLD (sissni I21epiog T IWdHOE ™ LAIMLD \6zate00: 88 SYNIOONUAHSU 3NIHLNYx| E+E0+098H
TdIHOSNVHL 1
(sissnuad™elj21eplogT)3dH08” LNNALD (sissnpadered”e|91apiog_)Yd¥08 L ASMLD YOILIHLOJAH "HOLVAILOY
(eondesiyouoiqeisiepiog ) ugHO0E LEIMLD (sissmued elieiapiog )3d0d LdSALD L£193d TvvY4: |68 YNOILAIYOSNVHL NOYIHO| +9£20098H
(sissnyadesed eljsispiog )vdyOd 0LEMLD (ecpdasiyouciq eelepiog Jugdog 8I3MLD 019 HOLYINDIY WNOIL
dI¥OSNYHL NOIND3Y NX3
dd 'OI0A_3SVIONATd
(eagdesufouo. BRSO JHGHOE 6IMLD S813d vvdd: [ooL oo.xﬂo@bﬁ#ﬁ%ﬁﬁ@m LBE9009GH
sissnpadeled e||sjapiog B ~susnjed seuowopnasdopoyy N g : = Bt
(sissnuadeled e|j@)epiog WdHOE #4OMLD (600YDD SLsN] p POUY T )OYdHY 8HONSD SYNIDONAAHIA HAQYNZ
3ISYNIDOHAAHIA HLAvN
(ovpzLM epind seuowiopnasd )Md3Sd #04880 (L OV esouibnise” seuowopnasd |03vSd 6MEI60
(wnpunyouid~wnuajoeqoloyd ) ¥dOHd EMdT190 (o] Wniqoziyosa JOTIHY LX 1860 s — -
(NgLstsusyieIeli2ong )OI ELIASD (DESLSINSBlI20nIE )ONSHE GLA8D (R0 WNGozyosan )0 TIHY LHAgsn | 28904500 Uk eloBoc s Rialic s
(041 wasn wnouode WwniqoziyiApeig T Jovrya 63H680 (0pFZLM epind seuowiopnasd INd3Sd 601880
Nv3 woy | €120 wouy upy 1H 404 Juewnbie INON3DOH
oau) U} dnoaf sejsis saosuenbes | seouenbas |woyy sedcusnbas| 3iseqydesnsiooq WON3D0H uonejouue 8||iwey

120



EEYY
(044 "WaSN Wnowodel WwnigoziyApeig JovrEe SrNGED ; : - Lyudatiad JLYNGHA-H 3
~susnied-seLowopnasdopoLy ™ - —SMIUS0SAIY - IBI0BA0INEA] = S002.500: | €£256¥S00: | LOGPI MWL |12 1avaoud ISYLNW JL1VINSI| 8rirz00aH
(600VDDsUIsN| P POUN " )OVdHYE 8rENSD (51807 SNy 12200|NEDT)0YOVD PYRVED HOHD—SIAMONIT NELON
-d
- g ™§0S
YNO3dd IWI-HANOHOOLIN
(S71 wnpiday” wnigoIo|yg )03 LHD LZOM8D . . - 1T 3SVHIAASNVHL
(H BP0 1™ SnoIdON OJNEW B} JSIBIOULBUIOUBIBIN JHLLIN AT (1-0uN ™ ds WnuspeqoleH JLNTYH g4NHeD | 1P9B9S007 ) BLLEPSOO | 3NN WVHd: (L6 ONINY ™ aI9Y ONIAY NivHo| Z007E008H
5 -Q3HONVYE ‘3SVAT
FIVINSIHOHDAXOIAONINY
B B ¥d d
1008WYT INOY4 3ISYLYIANI
(suesnpoipe)~snooooouizq”)wdI3d 6HZHED “¥YNQ
_ (81261-001y" eeedoina seuowosonN JONIIN BSMED (Udki eleuowies JILTS enovLD|  zzeossoor | - EZLPS00 ve “IALYLNG NI 3SYL3ANI| 28682098H
(81261 00Lv eaedoNs SEUOWOSOAN JONIIN 8AMESD (S2aMN ds™ epAwelyoeied )0dSvYd 959N9D ' “YNJ ¥13 IOVHAOYd d
1008WYT INOYA ISYLYIANI
“¥NQ
(4™ upo ™ Ad " sipodoucxe” SeuOWoyiuEY )OXYYX EZDBD
(nsTssadwes™Ad susadwes”seuowoyiuex ) avavX 050d80 (sissnuadeled e|@1apiog  )WdHOS SWEMLD
B _ _ (eondasiyoucigelisiapiog )uEHOE FEHMLD (sissnuad elisiepiog ) 34808 SAMALD
(opvz Ly epandseuowopnasd IS 851880 (LOL L IpUoLUNE ™ dsqns™susosaulun|SNPgeWoioud JoNTHd 8L/NLD
(ns7sIleAsIpa JeAclq sisad BIUISISATIZIJIA BZMPLD (2600 sised eluIsIaA )} LIdIA_LXEZED — “AVD
_(H snsed BluISioA )03dTA LLMOLD (ELT WnunwiydAyejisuowies JOALYS 0TWZ80 006e32IvvE: 80 A NIZLOHA VOLLTH10dAH | S00EE098H
(iyd&y"erjeuowies ™) LTS L3rZ80 (Jencias Boudjua™ dsqns” BOUBIUS BllRUOWIBS )ONTVYS £520L0D
(10g™"5s Bz Lsuxey elBBIUST)0TIHS 99DE8D (LLSPZ” S B 1euxay B|I2bius ™)1 14HS 840020
(21X 109 epUBYST T)00IST AVOA (901100 BIYOLSYDST )g1003 LD 48D
(££670372H /51071100 BIYOLUBYOST ) LODST AVOA (ZH:25L0 71100 BIpUBLIST )/500T AVDA
_ QnToNIT °0S
HNOIHA T IVIMANOHDOLIW
s~ wnpijed dsgns™wnpijjed ewsuoday = 1O| WNIgozZIYJoss)| K £5687500:| 91Zrad Tvvud: Jsy
( Pl aq Pl 17)ovdd L ¥12E80 (ol wniqoziyiosa )0 TIHY 91.86D |  250£/600 qovLpe00: | aI04 Tvwad: I OMAAHOTOA/ESYNIO0NA 19061098H
AHIA 3LV I040HAAHYYELIL
ANTTAHLIW TYNOILONNAID
_ OA NI3L0¥d_35
B _ B V3WHId ¥ILYOdSNYHL 08
(eprocynwi~e|juneised JNINSYd LITOED 0sad vwd4: [ook ¥ IWOILIHLOJAH ‘A3TA NI 0S2£1098H
3104d_3SVINYId ¥31H0d
SNYHL 08Y TYOILIHLOdAH
B Ivvd NIFLO!
B _ _ _ _ _ dd TYOILIHLOAH "LOELIH
(625¥L 001y Snasao”sn|ioeg ) yO0vE L XYLBD L0L¥3d TvwH4: |0 NIZLO¥d WOILIHLOJAH 'N| 912.1098H
I3L0Hd XNT443 3NOLOV
ININISOWOH/INIYISOWOH
B N - 2101 NIFLO
— - — - - - - Z96e3d TWvH4: Yd 'IraA ISYNIN HYONS 1
SNA0B|0IA J}0Bg030) [ wnaiuodel wnigoziyJApes =3 g o)
{1z 00d ol Q02019 )0IATD 89INLD (0L VASN ! TwnigoziApelg )ovryg 034680 0L/ 3d w4 |°8 VOILFHLOAH 657 1Hd 35V 68LLL098H
NI“HYONS IVOILIHLOdAH
3
| esoulbnise” SEUOWOpPNasy . B ) wﬁ%gw_IOIUOw_IOI_Olmuw
(Lovd ! pnasd)03vsSd 0800.0 | zzze9s00 96 “NILOVEOREIA 38 1689L098H
YLYINSIHOHOOSI 319va0¥d
€3SV
eERUDI wERRnUIBIAS IHINAR HEE (B089 GO0 SR ROIReUlS EANAS RIS ADHY Tvwd4: [0l ﬂ_m%”mmw_. wMﬁ_mmﬂ,_mm@wm Z1891098H
o ds 00js0 N - | SNa0E|0IA JBJ0BgQOS0|S) | | ¥ gl et
0z 20d 1SON )dSYNY HHYS (LZ¥2 00d |01A”J810Bg080|9 )0IATD HHYS OHIASONIaY 3ALVL N3
SYNIZLSADOWOHTASONIAY
Nv3 woyy | €190 wouy upy 1H 104 JuewnbBie INON3OOH
oan uj dnoid Jests seouenbes | sesuanbas |wouy sesuenbes| 3saqidensicoq WON3OO0H uoneouue a||iwey

121



£5L¥/500:

79601

(12rL D0d Sneoe|0In 18joeqoS0|9 )OIATD PLINLD 081 71800" L8 W NIZLONA ™ YOILIHIOdAR| PoSEZE0EH
- - - v960r
epind seuowopnas _ _
(opvELx epu pnasd )Md3Sd 05He8O | L.1€4500 68 W NIZLONA oL IHLOAAH| ¥o5EEeosH
3SVH3ISNVELTANIDONS
YT - . . - . N 31YIAX08YYId
(§7L wnpida)"wniqosolyd )03 LHD " LYWHBD | BLLLAG00 Z959r500: | QdYQ vvH4: |26 -0 Z-INIQINAJOLQAHYS 3L | E0881E98H
GPEE
[ONIL
(ogeL "sins eeonug Jonsug Qg0 V1ALIOVIAl ISYHINAS v9
- - — — — e - — - 9¥EZLG00: 0oL “NIHH003Yd-LTvE0D| Z2peLZogH
SISUS)||2W B|j20N.! 1S suaioeRWINY wnaoeqolb = = = =
(IngLstsuayy IlPong T )0INEE a1g0 (850 8 Jawinywinyaoeqolby IS 1 MOY - dI90 IALVING QB NELONd
SISTHLNASOIE NIWY Y800
B B B (9dOWD SMOUIUIMA OUIA_JONAIA_0¥6080
_ o (9LOFATSNOUILINA"OLQIATJAAGIA™LOTILD (snonfjowaeyered ouaiA_vdEIA_ 00080
(Joya™JeA0iq L0 9IBIOUS OUGIAT)OHODIA” GPAA (24721 001V WNS0BIOIA™ WNLISIOBGOWOID JOIAHD Z4ZNLD TGrELOA ISYNT
B B AEj_ur_u_o._a wnu2ioeqoioyd J4dOHd €190 nmjotmgmtn.m SNGo[o)INg qu._bw €edA| S0ZLLS00: (Apweyu ounoe~ou)| HAXOId IAILVYLNG €e510S| S659L1989H
(0626 ST SNPLIOY sNIydosold JoOLId 96ZX9D (L-HIN SisuspiRuo eflsuemays JONOHS 8x4380 STISYNIDAXOIQ IAILYLNG
_ (B26¥L 7001y Sn@Is0TsNI0EE )HOOVE ¥NILBD (/8601 001V SNa1s0” sniioed )030vE 9NIeLD
(Sawy s SIDBIYIUETSN|DEF )WYOYE yOALSD (J0IS80UY ™ SaWy, 1S SDBIYIUETSN|IDEF )ONYYE 8I9ANOD
_ _ _ _ _ (z4pz) 001V WiNSOB|oIAT WINUBIOEGOWOIYD JOINHD_ LAANLD
(LOLL Iipuowne|dsqns™sus0saLILN|~SNPAEWIoIoUd )ONTHA ™ 8ISNLD (211 wnunwiydAi"ejsuow(eg 7 )0ALYS SMdZ8D
(Iydfy"e|lpuowles™)| 1vS 939280 (Jeroses BOUS)US dSQNs EOLBJUS B|[BUOWIES )ONTVS EVYILOD il s BE]
P L i = i o — — — . Ajwe; ounoe o - —.
(Log™ns Bz Liauxal BIebIuS J0T4HS 891680 (LLGrZ IS Bg UaUXal leBius )L 14HS LDLDLD Sheekaon (Awey” Ul OURIE"OU)) 4 3] O™ WOILIHLOAAH| ¢+9E+HO8H
(907100 BIUPLBYIST )9 10T EMOHED (E€6103 LH L610 1109 BIUOLAYIST)L0DST HyaA
(ZH:£6107 oo™ BIYduaYDs] ) /600T My IA (LM 11097 BIYSLeyasT T)000ST HYIA
¢ NI31Odd ONIGNIE-WNIN
_ B B B 373871 NIFLOHd ONIONIE
(0L vasN ™ wnouodel wnigoziiApeld )ovryg 9r06e0 | 98289500: 56 B B -] £09€0L98H
NINIT3S-NIFLOYd ONIONIE
-INNINS T3S 3AILYLNd
~ N — N — _ (j0] WNIGOZIGIOSSV_JOTIHY_EH 1860 J—
(ho]"WiNIgozIyosa JOTIHY ™ L 19860 (Hofl[ew WNIozIyouIs™)INIHYEVAD (Rojljsw ™ wnigoziyouls ) IWIHY L4260 | 09268500 (Anwey~ui"ounse™ou) = —_ £ 38V csees008H
(011 "vasN " wnoodel WwnigozipApelg Jovryg 600680 (10 WNIGozILi0sa O TIHY 2H 1860 DAJ ALVIANIQY 3AILYLNd
HOOLIN
ISVIIHLNAS YNHL
- - — — - e - — — “1ANVYHJOLd
(/8601 D01y snaseo”snjneg )o30vE SINFELD (SaWy™ IS SIOBIYIUE SN|jI0eg )yyOvE LLNLBD ] — , —_— s
(Jo1S80UYSeLIY, 1S SIPEILUE"SN|IORE )ONYYE EXMY9D (6/5k1 001y Snaies snoeg Ju00ve 0gglgp | COVO4S007|  0999PS00T | SdML vvdld: /o ARl qu._.m__w_._\__n__,\_,«.mz.m_%._a. SELOVIDEH
AYLTLT3SYLIIHINAS WNYL
“IANYHJOLJAYL
TUILYOSNYHL ILIYNOTY
- - - - : - W 3AILVLNG €8ELHLA NIFL
wnpida) wnigouo i : : —. ety
($71 wnpidel wnigeJoly )o3LHD €94M8D | 60269500 81657500: | ¥8613d Tvvdd: [e8 OMd TWOILIHLOJAH "LE0LT ¥99Zr098H
INTNIZLONd TWOILIHLOLAH
021 50d 0% J010N JdSYNY Y4IN N4
(600vDQslsn|ed”seuowopnasdopoyy JoYdHY  LZONSD (011 waSN wnouodel wnigoziyApelig )0 rdd H4IN : ; - : IN"NI3LOYd SISTHLNASOIE
(n0i"WNIGOZILIOSBN ) OTIHY SdvasD (HolIBLWNIGozZILoUIS ) INIHY ezz6n | B98H4S00- | 8PLIPSO0: | MAIN Tvvad: jooL “HOL0V400 WnN3agaion| FOZSE008H
(sauaBouioans™e|RUIOAM NS TOM BNBNLD (wDd ™ Susonpaunyns 18j0eqoa )oNs39 rO6rLD -NOYI"3SYNIOOHLIN
— 39 3NISOYAL “L9E0ri
B B _ B B TS50 NIZLOMd_ 3SYNIGNODTH/A
(noj"wnigoziosay JOTIHY £16860 (HO] WNIGOZIOSSN T )OTIHY 241860 01166500 ce SYYDILNI 318vE0Hd ‘31| 619LE098H
_ -Q¥3X 3ISYNIGNO
034 INISOHAL TYIINILOd
NV3 woy | €120 wouy upy 1H 404 Juewnbie INON3OOH
oan u} dnoaf sejsis seouenbaes | sesuenbas |wouy sasuenbes| 3sagjdensicoq WON3D0H uonejouue a||lwey

122



—__dooleyid diep
€ 0 HOY ISV IOLINSNVYL

(8507 nis™ susioBBWINI” WINLBIORGOIBY )SIHOY 66A0LD |  69269500: 001 TIYOILIHLOdAH ONOT vz | 0SvereoaH
Z€ '3SVHINAS ILYHJSOHd
§ ISOTINTAXAXO3T-L
1S suaeewn) Wwnuspeqolb | B NOILO3S T¥NINYILN
(860~ 5WNy - WiNUsReqoIBy )G LHOY OVADLD | 89/69500 92 3SVIOLINSNYEL 3ALYLNG| BPYErEoaH
1021 D0d O J0ISON JdSVNY FEOABD = =
(snuoAoUBI0EY OUGIACIEPE )VEIAE GAWNSD (dsenjaiid VaOHY OMMNLD < NELOH, IVOLLIHIO]
(LzaH sniydouwayl snuwiuay | JOHLHL v1IZLD (sisuskeyl snjipegoueso0 JHIFO0_8AY38D 98/3d vvd4 | (Awey urounoe ou) m_uo._u_wnmw%\,mm\pw_w_mu%wo 8¥8TFZOEH
(8£5%L D01y snass07sn|ioeg )YOOVE LZHLED (48601 D01V Snasso”sn|iveg )030vE gHOELD = N
(JoIsa0UYSaWY,~NISSPBIYIUETSNIIDEE JONYYE SYAMED (SaWy s SIeIuuE snioeg )yyove LeNLED [€312vE NI3LOYd OP6ETTY
INW 09
(600vDD suisnjed seuowopnasdopoyy )0VdHY S69NID (LOVd esouibnise”seuowopnasd J03vSd 6XFIB0D 8A NISLOYd TWOILIHLOdA
(ns7singns™ dsqns™sInqns~sn|wed JoNSYd 8NY6.LD (G2i-0 sueinpojey”snijioeg )OvHYE /98460 o ; i — | H'0860¥d NIZLOYd TwoLL3
= = = A it = i, A L,
(6,571 7001y Sne1s0 SNIoBE JMOOVE 833180 (Saly IS SOBILIUE SNIvEE v OvE Lrd1eD LAWYV | (e urousoe oy o)1 asvivHdS oHdid | 29YErE9sH
(Jojseouy” saluy, is SIDBJYIUE SN|II0E JONYYE BDLMSD (28601 OD1Y Snases sn|oed )030vE pINBELD -ININYNDOX0
-8-OHAAHIO-8:L
(LOLL npuowne| " dsgns™ SuSoSaUILLN SNPEYOIoYd )ONTHd SNZWLD
(LOVd esoulbniee™seuowopnasd ™ )03vSd 00Ad (LOLL Iipuowne|™ dsqns™suaosauiwn| snpgeuoloyd - )oNTHd 8YENLD
(1OVd_esoulbniee” seuowopnasd )03vSd LLMHBD ~50Ad
(epioojnwe|l2unsised JNNSYd £1XD60 (LOLL Ipuowne| dsqns™ susosauIwn| sNpaewioloyd JoNTHd 9X.IN.D|  €8289500: - o - —
i pix L, o e iy ! b L - A
(LOLL IpUDWNE|dsSqNs ™ SUBOSBLIWN|_SNPAELIOIOU T )ONTHd BIONLD (2600 sised EIUSIes )L 3d3A 534280 | z6289500: (Aiute;"Lioupoe™ou) | NI3 1O¥d o_pmw_h_z_rwo,m 3] pelsezaaH
(I sNsad eIISIBA )03dTA BAHOLD (1S™SIEASIPai Jenolq ssad eluision )ZadIA_SSNPLD HOHJOWORH NITEEADA
(10€™ s Bz auxay e||sBugT)014HS ™ HIIERD (udA)BlBUOWIES )ILTYS ¥DLZBD
(JeaoJas BoUSIUS dsgnsTESUIBIUS B|IBUOWIES JONIYS /602D (217 wnunwiydAl e(|sucllieS JOALYS 050780
_ _ N _ (50vSe 001y Bjoonusp”ewauodal] T)03ad L /XrELD
(“ns”wnpyjed”dsqns”wnpijjed Bwsuodal] ")0VdY L FEEEBD (28FS-IdA UCIOIWOBIOEISYY SaplaIaloeg JoHLYE 638D TOvX NIEL
(310N Wunfe™dsgnsjunfsJe1oeqolfdwed Jory_0NIdsD (1S1o ™ Ad sipodouoxe™ Seuowouuex JOXYYX 100dB0| oo o oo O¥d TWOILIHLOJAH '7680d
(s~ sunsadurea™ ad”susaduied™seuowoLpueXJoyOwX L 3rdgD (€088 00d —ds sisoouosuhs JeANAS ZzeeLd | o (Ajwey"ui"ounoeou) | LNISLOY TVOILIHLOJAH| LL6e€2DEH
_ (wnpunjoid”_WwnueloeqeIoyd JdOHd ZOM19D (‘ds™eINiiRiid )vaOHY ¥#¥SNLD : T!068LOMDTNIZLOYd TWOILT
_ (ssusBouponsTeaullom INSTOM S0MINLD (011 WaSN ™ wnauodel wniqoziyiApelg )ovryd ¥OD6s0 HLOdAH ‘NIELOYd poleyd
(600wD0 ™ suisn|ed” seuouwopnasdopoyy )ovYdHY BLEZNSUD (81261 001y eaedoina” SEuOWOosSaIN T JONIIN 8HMEBD
B | IIHIOJAH
(54A”snoljoae xaynby oIy £66.90 (8ASN BWNLEW ebol0WIaU 1 TJOVINHL FAOXED . _ | -4€8040 NI3LONd TyOLLIH
- = A i — - 9LZ12500: (Awey"uimounoe™ou) | LOJAH™'Z88L 0V NISLOYd | 98£0£298aH
SUBINPOIPEI™ SNJ00J0UIS snjydowsayysnuua e =
{ poip 0 )vdI3d ZeMYBD (LzaH sniy U ULT)OHIHL 2812L0 WOLLIHLOdAH NIZLOY O
JAYISNOD WOILIHLOLAH
(wn)ydopoe ewse|dowsay 1 ) IvIHL ENNHED (Wniugsjon ewseidowsay] JOAIHL L TV.60 i >I\.momu<2\z_MW%mMMuﬁ
(0646 WSQ snpwoy_sniydosoid )OOLId FMAX9D (FOEr WS snpiBiny snqojfoseyory )ondyy 6€L620 5 : — B : g
(¥Z0 SUBIOATROE BUDIESOUBYIAIN J0OVEW GANLED (10D 19ZeW BUDIESOUBYION )OVINGIW bXSdep| POEF4800° |  ZsEsrsor: (Ainwey” Ui ouRoeTou) %m__m_l_“__ﬁ.w._ww_.__ﬁmm.u_.\rmmmw_m__“ 06£82298H
Tuapueysrukdoueys | ¢ ~snoljoae xa)inb K Ay = :
(6LAY usipuBy UIBINTJOVHIIN 6rALBD (S4A Snoll 8)nby T )03IVDY 1£5990 v NIELOM YOLLIHLOJAN
o _ _ _ _ TdLOHdSOHd
(st seroses”suebousjui esdsoydaT JONIZT ONXI8O -1 31YHISOHJ-9-3S0.L0NY
(nsTwsbeyuadon"1eactes suebousiu Badso)da ) LNITT ENASLD . [ — | 3LYHASOHAOHAD 3AILYLN
_ _ — — L% 2 = L - B G B Ajlwe; ounoe o =
(157 SUEBINA ™ dSgnSSBBINA OLGIACHNSS JHASIA 9QVZLD (S0PSE OOLY EI00NUSp eweuodaiL JoIquL piNae,D| EPECLS00 | B99LVS00: | 9LEVad IWvAd: | (e Ul OURE Q)| S Sy i) 5y d0HASOHd| L89£6E08H
(ns"wnpied ™ dsqns wnpijed "ewauodel] Tovdd LT ovLes0 (Leg apopBingTeauog )oNg08 699150 T'3SVYNINOLINYIOHISOHd
-9
i ~ JHIOJAH
‘Z€L04Y NIFLOYd 1vOILIH
(roey WSQ ™ snpIBiny”snqojfoseyly ™ )oNJuY 9E00£0 805Z3d Tvwdd: |v2 LA mwd.mmuwz«m%_m% £0052298H
“TAL3OV HLIM a3LvIo0
SSV NIZLOYd a3AHISNOD
Nv3 wouy | €129 wouy uy 1H 4o} uawnBie INON3D0OH
PRI dnaID Jeysys seousnbes | sesuenbas |wouy seousnbes| 3seqidensiooq WON3O0H uonejouue 8||Iwey

123



(28601700 1% sha120”sN||0eg " )030vE LD0ELD

JSvy3ls3a

- — - ~ - — L££49500 (Awey Ui ounoe™ou) | JAILYLNG ‘NISLOYd TvIILI| 9LL65ZOEH
(011 vasn wnauodel wnigoziyApelg )ovryd 14680 ((g)ey Jojoane0o seokweoidans )00ILS CAENED HLOAAH NIZLONd +1o8Ta
[11S e JEAOJSS SUEDOISIUN BIIJSOIAST JONIT1 090480 10dAH ‘N
(s webBeyuadoy " ienciss sueBousiueadsoide ") LNITT ErNZLD 1310¥d 9eFL119 NISLOYL
(5gL-07 sueinpojey” sn|i0eg )OVHYE r04M6D (W2 SUBIOASOE euIDIESOUBLIBIN JOOVIIN SIMLBD| 1290/500: (Anwey urounoe™ou)| TvDILIHLIOJAH AIAYISNO| £0¥eSZOEH
(LoD 1I8zeW BUIDIESOUBLISIN JOYINTIN ZrZdeD (Sruorousioeq ouginolispd )vaaag L6HINSD 27 'NI3LOYd 0625718 ‘NI3L
(no”wnigeziiesay JOTIHY 000860 (12FL D0d SNace|oIn 1212eqoaoj9 JOIATD ™ LIMNLD OYd 5690HE 'dr/98” 0 HOY
_ 0v3d 3aidvH
(szL-D7suBInpofey“sniPeg JOYHYE SMaXGD (5k¥LS 001y Snonedsy eieqooleH J03HIH ZZDALD - _ | 9O¥SK10d “NISLON NIVW
- - — - o= = — & - - vizedd Ivvdd: | (Alwey urounce ou)| 00 3SYIALIOVIA JAINYH| 80095298H
(vDd susonpaunyns Jel0eqoen )oNS39 044p.L0 (NS sUeBINA™ dsgnsTsueBinaTouqinoynsea JHASIA LNJZLD AWEAOTNIZ L O TYIIL
IHLOdAH ‘NISLOYd /580HE
NI3L0dd
(sauabounans™e|lBUIOM T INSTOM LOYINLD (vDd susonpaunyns™isjoeqoss )oNs39 8a6v.D NOILYXI4 NIOOHLIN XHIN
(0214 00d ds 20ISON )dSYNY 0ENABD (0214 00d ds 0QISON )dSYNY 9virrO| 88€1/500°| #919¥S00° X4IN Wwd4: | (Apwey urounoe™ou) | X4INNIFLOYd ONISSID0H| LLG5L5Z98H
(o1 vasn wnouodel wniqozipApelg Jovrdg BANGLD (600vDD suisnjed seuowopnesdopoyy JovdHY FZONSD d H010¥400 WNNIAEITON
-NOYI”'NI3LOYd LESZTTY
ISVIVIN
(o1} wasn wnouodel wniqoziyApesg )ovryg rrHE80 SIYOHOOSI ‘NIFLOYd TvDIL
(noj"wniqoziyiosay O TIHY 294860 (1s™ojewo) rd sefuuAs™seuowopnasd JOASSd 03/88D| 5£669500: S0¥93d 1¥vH4: |00L IHLOJAH 'NIZLOYd ATINYL| 96605298H
(noj"wnigoziyoss )oTIHY 09860 (s ojewo) ad eebuuis™seuowopnasd JOASSd £3.880 T3ISVLVYIWSINOHIOS  vDILT
HLOdAH ‘NIZ10O¥d 5z/zy1d
ISVIVIN
SIMOHOOSI 'NIZLONd TWDIL
(90 1loo " BIYoLBYSST )9 1003 EME48D (0L waSN wnoluodel wniqoziyiApeig ovrye eNY68D | 82504500 a9Ha Tvvdd: |ool JHLOdAH 'NISLOYd ATINVL| 26605298H
T3ISYLYINSIMOHOO0S! TwolLa
HLOdAH ‘NIZLO¥d 5zizy1d
ISYLINN VOO
(13s71e7 Jenoses” suebousjul esidsojda )ONIF T 222480 ~TANOIYINTAHL
(‘s lusbeyuadon lencses suebosalui"eldsoide T} LNIZT 981220 (000LIND Winieaceue|os elLoIS|EY J0OSYY SNZABD| z9960500: |  6628¥S00: | WO Tvvdd: | (Anwey uiounce ou)| 3N NIZLOYd ISYLNIN VOO| zcosrzoaH
(sniorousioeg0UQIAO|IBPE WYEIAE 8ZINGD (SZL-0 sueinpoley snjioed )OvHYE £AgH60D STANOTIYIN
TAHLIN ' NISLOYd 96.6HE
( "~ dsTeipAwe|yoeed )0dSVd OXOWSD T86S9TIN 8PP LO z_mh_o L
5zamn~dsel . == e ‘appl
(nopaw wnIgozIoUIS ") INIHY "ZONZED (£Z8Hsniiydouusyy snuway 1 TJoHLHL “qulzzp | 9884800 (Anuiey uizougogtoL) m_m_nﬂé”_oﬁm:hon_ww_m Mmmﬂmm 00:2rE9aH
Y NIZLOYd T¥OILIHLOdAH
OIIFHLOJAH NIEL
fore _ = _ Odd 0aLvIId ISVIAXOTY
W¥ZD SUBIDAEOE EUIDIESOUBLIBIN )0OVIIN HNLLBD . . — | ¥230T3INOLOVIONODNIWAX
(sipnieduewsnoooooueLie )G LI 222190 (BrFLs OOLY SnoRedey eloeqooleH )oaHaH egonsD | VHE49900: (Aey"uimouRoETow) | o e AX T3 | 8EoreDEH
INOLOVIONOINNAXOSHYD!
4
- - Z goed
(no"winigoziyesa ) O TIHY " 9aNesD Z18e3d Tvvd4: |0 HNIZLONd TYOILIHLOdAH| B905FEOEH
[OEEL SIS E(eoTIg JONSHY LACORU (850 NS SUSIERWNY WNISOeqoiDy JSTHOV FESTL0
(0zMis~ Py eezuenyui snjiydowaeH )ONIVH LGEA (EPIDO)INW EllBINB)SEd )NNISYd LHT06D
(snonkjowseyesed OLAIATVAEIA SIS0 (Wnpunjoid wnuajoeqoioyd )¥dOHd ZHIM9D
(286017 001Y " Snaiso”snjiveg )03OVE SEAELD (S8wy ™ s SeIyUE SN|IoeE )WyYOva 8XNLED
Cc_maoc<|mmc._¢_|.=w|w_umm_.__cm|m::_ummlaz<qmum§§mc Shmﬁdupwlwzemud mm|ﬂooqm|mo_._ 18D
5Z1-0 " sueJnpoleysn||veg T )ovHYS S96M6D (10| wniqoziyossy ) OTIHY BAMS6D = . - —oy| £5€0IH NIZLOYd SISTHIN
(SHnIwLeAESe0AWOIdRNS IMYHLS SONZSD (50/200N WnBuol Wnueioeqopyd JooTIE LALOBD 99513d vl | (e ulTounoe ou)| o =Ny 3Ll g SOSFPEOEH
(DL wmespnu ™ dsgns”Wnjes|onu” WNUSjoeqosny )oNNN4 00980
(FyoI1 L seluoWnaUdSNo0000)daNS T )ONd LS 6INLED (9daBIUoWNaUd™SN20000)dag ™)oHY 1S LZINA8D
(8ESW ™ ewnuew ebojouuay] )OVINHL PAAMED (F28 D01V WnoIANgolece WNIpUISo|) )00V 10 98rL60
(28601~ 001V Snaiso”snjjoeg )030vd 893€LD (Sewy ™ NS SOBRIYIUET SN )YYOvd 06ZLBD
(Jojssouy” sawy, s sIoBIyjuESn|veg JONYYE ¢NXHoD (6/G¥L 001y Sneiso snjioeg )y00vE 2OILBD
Nv3 woy | £120 wouy upy 1H 404 Juawnbie INON3DOH
SRl dnal feysys seousnbes | sesuenbas |woly seousnbes| 3seqidensiooq WON3O0H uopeiouue 8||1wey

124



- ~ 3I09d €
LSLTINPE00YL NIZLONd 1

(£6F WSH maWNg e|31xe07)0NE0D PHALED (81461 D01V eaedoina™seuowosoINT)ONIINTSLXZ8D | Zrizis00: P0SPad 1vvHd: |eL 'OILIHLOJAH ‘6E00AL NITL| pS29.208H
O¥d TYOILIHLOJAH ‘980N
L NI3LOYd WOILIHLOdAH
(egswewnuew efolouuay] JOVINHL 98ZX60 (PAIN SIsuabuoobua) 1ejoeqoiseueoluIay] )03 LHL 9X948D
(0626 NS snpLUey sNjiydouoid )0OLId ¥9E19D (81461 D01V esedoina™ SeUOWOSOIIN JONIIN_ LSMZBD
(-nsTwabeyuado) " Jeaolas suebousui eadsolde ) LNITT 8GNZLD
(SYO™ LW sauabofd snooooo)dang™)oAdLS BSAGED (661 VN SUBINWTSN00000jdans )ONINLS SINSABD
(S7L wnpida)” wniqoioly )03LHO $0aX8D (A4S suebina™ dsgns™ suebina”cuginoynsad JHASIA rAMZLD
(225217 DD 1Y WNS0EI0IAT WNUSIIEGOWOIYD T )OIAHD EJANLD (Hs™ Lo~ Ad sipodouoxe™seuowojuey )oXYYX 6X4deD -
(5210 sueinpojeysn|ioeg JOVHYE X460 (D0Ly wnjesjonu™ dsgns” wnjesjonu” WnLajoeqosny” JONNN4~2a3us0| z99z/600: | 8LP6pS00: | £8553d vvd4: | (Anwey urounoe ou)|  — - 9800 oy szoan
(£8MSIBAIBUIBSBUOWIOIAUAIOG )0ID0d E4LNLD W NILOYd T¥OILIHLOdAH
(wniueojoAewsedouusy | T)OAIHL ZrDL60 (0646 WSO Snpuuc) sniydonid JooLid” 81E190
(-puny~sueynba”WwnaeyoJecueN JODIAYN 9PNPLD (YZO SUBIOARS0E™ BUIESOUBYIBIN,)ODVIIN BArLBD
(Posy WSAsnpIBInYsnaoiBoseyoy JoNJMy 2620£0 (1892 WSO IyosBuUElSnooooop|eooUBylalN )oVIINT 98EA
(Heyeq ™ As™ snoiydonoinewsy) Jejoeqowayiouey sy JHLLIN 55120
(8e9¢ WSQ snsouny snooooohd JoNdAd 8LINBD
W3SV
_ _ _ IASNVHLIAHLINW ATINVS S
(noI"wniqoziyiosey )0 IHY ZA8860D |  §.€04600° 0oL D02/AI8N ' 3SYHIASNYHLAT| 6152.298H
HL3W 0600¥YH NI3LOYd T
OILIHLOdAH 'd8662 O MOV
J0IVIN
934 YNOILAIHOSNYHL TV
(oL "wasn wnoode wniqoziyiApeig )V rye 6XHBSD §0.p3d T vv4: Jool OILFHLOdAH NIZLO¥d WO| ¥BLZL2D8H
ILIHLOdAH 'd¥be 1 ¥OV ™ d
Z6LL 1 U9V 'dBgEE O MOV
S NEL
O¥d TYDILIHLOdAH ‘NIFLO
(no|"wnigoziyosa )OTIHY BNIBSD (011 vasn wnauodel wniqoziyApelg )ovrya 6NHME80 18253d TvvHd: |ooL Hd~ L9187 NI LOYd ™ 26Y| §502.298H
5779 ‘NI3LOYd L08v 119 'dS
Ve IVd ¥OV ‘dBEZL T HOV
((ZJ£V IO[0JIE00 SEORAWOIIENS J00I1S SXEX60 -
(sumusene”seohojdans JMvYLS 006280 (850 1S susipejawny” wnusjoeqolby )51HOY 9¥10.L0 - - OSLO S
(850 1sTSUBIORJBWINY T WINUS1EGOIBY )G 1HOY 0DYILD (NollBW WNIGoZILoUIS ) INIHN£L1Z60 . i e - NI3LO¥d WIILIHLOdAH -
(Ovrz L) epand”seuowopnasd )MdISd ONNSED (s 0jewo)~AdseBuuAs seuowopnasd JoASSd_LHEssD v8623d v | (AIwejTUTouRoeTou) | Leg0dSH NI LOMY “WOILIH| £v21L298H
(0001IND ™ WNIES0EUEBIOS™ BIUOISIEY )0OSYY OMYXBD (011 vasn wnouodel wniqoziyApelg )ovrya 44680 LOCAH? NIFLOH: 8LBzHIE -
(1-0¥N~ds wnusloeqoleH )LNTYH EDSHBD (SUBINpoipE snaocoousd JvHIZA 9LAYED dEEEE T HOV d/o/l T OV
310dd WOl
13HLOdAH ‘NI3LO¥d a3AY
(no]"wnmigoziosaN )OTIHY 913860 (04 YOSN wndiucdel wnigoziApelg )ovrdg 0EAB8D |  07€69500° 19 ISNOD TVIILIHLOdAH ‘38| 1560.298H
VLOYOOHAAHIO ‘NISLOYd
6FEEHTE NI3LOYd 52107118
\ B B T (VOd SUSONPaINis JSjoeqoas JoNs3o vLavio e BOHSEIS IS
(eL0 ™ nysoyuoY SN20020IAd JOOHAC 618A (H E)BQ us snolydogoinewssy) isjoeqowusyjoueyialy JHLLIIN 21820 6956F500: (Aniwey Ui ounoe ou) i OFLP9ZOaH
(LAY Halpuey sruAdoueyisN )OYHIW 0dMLBD EE ARSI, VoL LD d A
_ B NIEL
(W20 SUBION}90E RUIIESOUBYSIN OV CENLED (109 18zewi eur esoueyion JOVINIIN 0ASIEO . et Bl bt
~ - = — = - - 84249500: £0413d vvd4: |ooL 9,178 °NIFLOYd £125118 'N| Z5229z98H
(ds"eniaid )vOHY YANNLD (L2gH sniudowuayy snwiayl JOHLHL SNHZLD 310N 26,211 NIZLOMd
L0ESHTY NIZLOHd 00014V
[STESVOIN SPUSD0AT STINO000I0ENS JEJE1S 616080
(1-188 ™ ssusbioAd snoooo0jdens ™)L ADLS 9ZMBLD (2e28SYOIN seusBold snaooooideng ™ )gdH 1S 05ZNBD = —
(SYO LN seusBoAd snoo0o0idens )OADLS X660 (E8M SIEMBUIB SeuoWwoIAydIod T)0ID0d GBXNLD = _WINHOL "NI310Md
(Z8¥5-IdA UOLDILICEIDIRIBY S3PI0aeg T)OH IVE ZabYaD (883 1UBISI WNIPLASOD )03 110 v 168D ) _ | ATWYY 3SYNIAVIA0T1OAD
(¢28 ™00y WNIANGOIA0E WNPLISOID )OOV 909 6D (E1 S susbupped wnipiso Joad10 cerxen| 9908£500° (Aiusey"LTouRoB™ou) | -ISWHIISNYULONININEO| £9.19ZD8H
(vAWsIsusBuoabua) IsloeqoIeELROWIRY L )OI LHL EHONSD (S0PSE ODLY El0onuap ewauadal] )03qML ENHELD 4 -ISYNIWVIA0TIAD 3LV
(wnjiydopioe ewse|doway | T}OYIHL BSIHSD (Wniuealon ewseidouLay | JOAIHL 210260 040YAAHVH LI LONIWIWYO
(8aSW™_ewnuew ebojowsy ] )OYINHL 9dIX60 (DOLy Wwnesjonu™ dsgns” wnjesjonu” Wnuajoeqosny )oNNNL 294480
Nv3 woyy | £120 wouy upy 1H 404 Juawnbie INON3DOH
a4} u) dnosb seysis seouenbes | sesusnbes |wou seouenbas| 3seqidensiooq WONIDOHUIREDIUE 8|jiwey

125



_ AY3HENENIXOd3d
ANy NIMHLAYIHENY 3AIL

- — - — — — — 8667500 = . LN NIZLOYd NOHI WIYH
(snowejeyos sSNqojolNS )OS NS LIALBD (£ 1S IBPOYO) SNAOOHNST)0OLNS ™ LZX960 |  08569500: gos/pe00: | SHSId TYWH: [se “NON"‘NIdHLAn| 6'628298H
JOINTNIFLOYd NOHI WIYH
-NON
IX0d3 319
(LOvd esouiBnise”seuowopnasd )03vSd LZXHED (011 wasn wnojucdel wniqoziyiApelg )0vryg 020680 v80ud ‘NIFLOYd ISY10Hd
(joj" wnIqozIoss N )OTIHY eXD8BD (22r2L JDLY WNS0BIOA WNUSIOEqOWOIYD )OIAHD ZAXNLD Z6Z13d wvdd | (Awey urounoe ou) [ AH 3AIXOdT '8HdT 'ISY10| £85L8298H
(011 wasn” wnouodel wniqoziyApesg )ovrye 09A680 (ROl WNIGOZILIOSSW )OTIHY 0WBs6D YAAH 3AIX0d3 NIFLOYd ™
Z86247d NIZLOYd /611414
B B EZ10dA
(242100 Ly WNS0B(0IA WINUSIOBGOWOINY )OINHD 0LANLD | e | NIBLOBE TEILIHIOAM
T = - = = $ebzad Twvyd | (Anwey urounoe ou)| ¢p/ZOATNIZLOY TWOILIHL| L22L8298H
(850 1is”suaoejeWINY LINUR}0RqRIBY )1 HOY 8EXDLD (RO WNIGoZILoSa )OTIHY LH18BD OdAH 826010 NIELONd Tv
OILIHLOdAH 'dI6EY O YOV
H 6LLHEN
g NILOYd OINOSOLAD TV
(0001 IND ™ WinIEaoEUE|OS EIUCISIEY )OOSYY HOXXBD (10| WNIGoZILIoss )OTIHY 60860 JZTLFS00: 09 OILIHLOdAH NILOYd TvD| 6£908298H
ILIHLOdAH Q3AYISNOD d
£6/2 1 HOV 'd6LEE O HOV
_ _ _ Wum—&u_qm
H - = _ ey e S B YINNI_NOYI '8dad 'diiL
2600 sisad eIuISIBA "} 3dIAENDZRD (NI stisad elusIaA)03dIA LA0ABD . 0 4OV ‘dZ60L™ 0 HOV N3
(187 slEABIDA IBADIG SNISEd BILISIBA)ZIdIA GISPLD (10l WhiqozIpose O TIHY progeD | 5689500+ | SS54PS00- oot NOJIWOD 3Svanyad wals| F8H08coaH
AS 1HOdSNYYHL +£34 JdAL
-8y
— {0SuNd3dd NIFLOYd
(BOI WNIGOZIWOSSN JOTIHY GHORED (NIX sised BIuISIBA )03dIA 60r0LD ; : SHICNIE, NOBIL O], HO
s — Z - = s - = = $££89500 £092$500: 0oL MYINTHOSHNOIYd NIFLOYd| £81L08298H
(‘ns7slersipapyIenolq shisedeluIsiaA)Z3d3 A 91SPLD (2600 sised eIlsIan”)L3dIA PINDZED A INSYTdINId NOLLYZILLA
-NOY!
_ (#s7po”ad " sipodouoxe”seuowouex T )oXyYX LdIdSD £89200X NI3LOYd TvIILIH
(ns~spysadwes™ ad sisadwes seuowouyiuex )ovovX #0.d80|  98ivig00: 8vEzZad vvyd | (Anwey urounoe ou)| 10dAH ‘8¥8ZOVX NIFLOMd| ZE008298H
(0Z1270Dd ™ ds™00ISON T )dSYNY~ L8ZA80 (LZF/ 00d SNaoe(oinJ81oeqo0|9 ~J0INTD #MMNLD TIWDILIHLOdAH ‘NI3LOYd ™
ZEELTID'NIZLOHd 895041V
54
—m - — — . €0IH NIFLO¥d '8¥60IH NI3L
(1ZFLD0d SNa0B|OIATI810BGOR0ID JOINTD SHINLD 2Z98PS00: [olo] OMdTYOILSHLOdAH ovz0d| L908£298H
9 NIFLOYd IVOILIHLODAH
il THqnssnioeg Jonsvy givd
(gZ1-07suenpojey snjioeg JOVHYE SHAMBD (Sawy ™ Jis™soeIyjueTsn|eg )yyOvd 8HALBD
(Jojseouy sewy, s SDBIYIUE SN|I0eY JONYWYE 8AdM9D (s 1o ad sipodouoxe SEUOWOYUEX JOXVYX 6LNdBD
(-ns"swsadwes™ ad susadwed seuoWwoIUEY T )OYOVX 8OVdED
(sruoacusioeq ouqIACIBPE )vE3a8 6.HNSD (SUBINpOIpES SNaoooouB] )yHI3d £SLHED =
(eondesiyouoiq e|slepiog JugH0d 6YDMLD (sissnuadeled g|2jepiog )vddOd SYOMLD = . £ =
(sissnpade|ie1ap.og T )3dHOE” 9L0MLD (0FFZIN epand seuowopnasd )ydISd 0r0880D|  £6999500 88523d WYHS 0 emumougoeowy| Ve NIALOYd AMOLYINOIH| o o) 70y,
(18 oJeWoy ~Ad~8EBULIAS SEUDWOPNES JOASSd 0LN.8D (10 WNIgozILossiy )OTIHY LEYESD 87.€3d TWvdd AALYDANHOINY IO DS
(24421700 LY WNB0RI0I LINUAREAOLIOILD JOIAHD BNLNLD (9586 eSoipse) e|a1AX Jov4AX ZNEd6D ONY 3SYHLNAS 3S¥3104d
(ol wnigoziyiossiN )OIHY 0SNEBD (LOLL Ilpuowine| "dsgqns™ susosauiln| snpgewicloyd )oNTHd” FNONLD
(LOVd esouiBnise”seuowopnasd )03vSd BrAHED
(0001 IND ™ WiueaceuEOS” BIUCIS|EY )0OSYYH ZZHXBD (Eondasiyouo.q e|l@jepiog J48408 SAMLD
(sissnpadeled”g|isjapiog” )vdHOg 9SYMLD (sissnued”ejsjepiog”)3dd0g LdAALD
('nsT1e7 1enaosas sueBousyul endsolda T )ONITT gENDLD — _
(s webeyuedon " ierales sueBowsiui eidsoyde ) LNITT PIOZLD _m._.om_n_|>4___.,_qm_|._.wm_nﬂm.__w_mw.m
(28¥5-1dA uosIWOElOIEIaY) SapIossioed JOHLYE PE8vED (e8m siemBulb seuowoifydiod J0190d 0AAW.LD|  €0589500: . e o = -
(0001 IINS ™ IUNJE0BUEIS BILCISIEY )00SYY ZMLAED (E8SA SIIEOSE) SN20000IRluT )0v-INI 8WzesD| eevosgoo | £954FS00 (uugy”u"ouRoe”ou) | ISVHIASNYAUL TASOOXID | S80L.ZOEH
(0Z12700d 'ds 001SON " )dSYNY 8uNASD (€8M ™ StEABUIB seuowolfydiod )oID0d” LAXW.LD NIALOHA ASVHIISNHL 1A
(b28~00 Ly WNOAINGOIRIE WNIPLASOIGJODVTD GdDL6D (¥Z8 DOLY LINdIAINGOIe08 WNIPUISOID )00V 10 9dDLED SOIAID, NOLLOH £6ppiITY
Nv3 woy | €190 woyy upy 1H 104 juewnbie INON3DOH
oau up dnoib seysis seouenbes | seouenbes |woyy seauenbes| 3seqdensjooq WON3D0H uonejouue o||lwey

126



— ZVINIAAXOSUAH
-Z'3SVIVHAAH QIO 1010

(eondesiyouoiqe(@ispiog ) ¥8H0g 0LINALD (sissnuadeled e|8lepiog )vdy0g 638MLD 80vEId WYY |PO -L'L-3INT-E-v1d3IH| L6890£98H
OX0-Z '3SVIYHAAH 3Lv0Ia
-L!1-3NI-€-¥LdIH-OXOZ
EIRETOILAND]
(nsT1o™ Ad " sipodouoxe” SeuowouEX JOXYYX LOHdB8D YT IYNOILDIYISNYYL 318
(s susadwen™Ads1sadWED SBUOWOWUEY )0VOYX 9MGdBD|  S6PL/500: 09¥Z3d 1vvHd: |96 YE0¥d ‘HOLYINOIY 1WNO| 59990£98H
(LOvd esouibnise”seuowopnasd )03vSd ZMXHSD (0rPZLM epind seuowopnasd )3d3Sd SOWesD ILdIYOSNYYL T¥IILIHLOdA
H'NI3LOYd 1WOILIHLODAH
NOGA ¥OLVINS3
_— J _ n _ - _ UTIYNOILJIMOSNYY L IdAL
10| WNIGozILIoSaN T )OTIHYE 21986l (Ho)BWwWwnIqoziuouS ) 3N IHY - 28LZ6D - . “H1H
(85918 TsUBIDRJBWN| WNLBKEGOIBY )G LHOY EANOLD (NS 0lBWwolAd~8EBULAS SeUWOPNasd )0ASSd 7dZ88D EaELEAdTVIHA:; (001 IAUVLNG T OrOA oLy INO3| ZPH80E08H
Y IVNOILAIYOSNYYL IdAL
-HLH 3AILYLNd
B —d TVOII3HL
(ns ojewoy ad sefuuds seuowopnasd JOASSd SYZ8sD . OdAH mmmoonw_z_m_._.omn_\._(
- - - - - - ££699500 001 OILIHLOdAH ‘NI3LOYd Q3| $66+0£DEH
(opvzIy Eepund seuowopnasd MdISd 09880 (1OVd esoulbnise”seuowopnasd )03vSd 9uzZIB0D AESNOS TYALLTHLOdAN
'9£3av4'NIZLOYd ¥SrS118
22
(0L wasn wnoluode( WwnigoziwApeig TJovryg 194680 (011 Yasn wnojuode wnigoziyApesg )ovryg erresd SY18'NIFLOYd 605119 N
(600w90_skisnjed”seuowopnasdopoyy JOVdHY _EDPNSD (011 wasn_wnojucdel wnigoziyiApegd )ovryg 0aIeeDd = ; I3L04¥d 8045178 'NI3LOHd
(500v90ssnj2d "seuowopnesdopouy )ovdHY L I6NSD (011 WaSN wnalodel wniqoziyApeIg )oyrug eNIssd BIESd, “Tudeld; |29 86.2718 ‘NI3LOud ogon1a| HHEYOEDEH
(600vDQ suisnjed” seuowopnasdopoyy JoVdHY 609NSD (011 vasN wnouodel wnigozdpelg ™ Jovrdg LAIGRD TTHOSHNOTHd 3ISYNYLOV]
RAEL:]
- - - - = 07087500 == - 8FE0Ad
(8vD ™ LN sauaBoAd™snoooooidans T )0Ad LS #EOVED (Snonfowseyeled oUQIAWAEIA G INLBD L¥08FE00" (Anwey Ui ounoeou) STNIBLO¥A WOLLIHLOdAH| LELE0E08H
| (75 SHED[A Osgns SUEDA onqiolnssy JHASTIA SIMEL0 (521-0 SUBIpoe] SNoey JOVHVE 6X3I%60
(Swo™ LW seuabokd snoocooidans JOAdLS LSABBD (LZaH ™ sniydouusyy snuusyl JOHLHL BASK.D
(0212 00d "ds D0}SON )dSYNY INAMIABD (0212 00d "ds 00JSON )dSYNY 9SZABD
(€089 D0d ds sHSA20UDBUASTIEANAS 203790 (Wniuedjon” ewse|dowlay] " )OATHL 9rd/60
(0626 WSA snpuI0ysN|Iydasdlg)oOLId ™ LLE19D (883 1UEIe) WNIPWISOID )03 11D ZSkEshD
(IN-pury~suejnba™ wnaeyoJeoueN )ODIVYN SPNP.D (POEr INSA SNPIBINSsngoiBoseyoy )oNJYY 96Z0E0 -
(H eyeg us™ snoydonoinewday) Jejoeqoussyloueyia JHLIIN 95+220| 1992.600: |  0Lp6rs00: | 28563d Twwd4: | (Anwey uounoe™ou)|  — - SLEOT) ocngzoaH
(199Z WS A Iyoseuuel snooooopiecouByIRN JOVIIIN 8.EA (BE0ETINSQ SNSOUNY snaococuAd JoN4Ad Z1LNSD W NIZLOYd TWOILIHLOLAH
(€10 ysoxuOYSN20020IAd JOOHAC 2£6850 (Y20 SUBICANSOE™ BUIDIESOLEYIBIN JOOYIN LArLBD
{001y wnjesonudsqns” Wnyes|onu” WNUSloeqosny JONNNS_ Ld3¥80
(8837 IuBIE) WINIPLISOD )T 110 8MGERD (e8M ™ slleniBuib™seuowoifydiod )oI90d 24 1LNLD
(g4A™snoloee XayNby " )0IVOY 269990 (89SINBwnLew eBojouwssy ) T)OVINHL L82X6D
(P~ sisuafuoobua) JajoeqosseueowIBy L T)0JLHL SX9M8D (0646 WS SNPIOY sniiydoidid )oOLIid 96790
= — = = = = y ObPEGIN/FFSELN/O0VEA
(LOL1 ipuowine~dsqns™susosauin(~snpaewioloud T JoNTHd LNLNLD| 224269500 z9 TISVYNIOAXOID anLyLnd] OVZL6898H
S — = ; €060r
(1Z¥L™00d Sne0eoIn12j0Bg030I19 T )0INTD OVINLD | 08802500 0oL IWNISLONA WOl IHLOdAH| BS9E6EO8H
_ TYOILIH
(0117YaSN"WnoIuodel WNIGOZILAPE.E JOVFHE S THESD (600vD0 SkisnIedseuowiopnasdopoy oV Z5ONSD[ o o - %_@m_m >mmwm%mmMﬂ m_v,____.m__m_m ——
(eondasiyouoig™e|8}epiog )yaH0E 0MIMLD (sissnuadesed ™ ejejepiog )vdH0g LBEMLD 19104068V HIE NIZLOMS
6592419 NI3L0Yd 992119
(z/¥Z1 7001y WNSoEIOIAT WNLSIDEGOWOIYD JOIAHD 0ZMNLD - T i NELOHd
- = ~ - — 8618%500: {(Anwey"ui"ounoe™ou)| BEFLTIW ‘NISLOYd 1vDILI| ZLI26298H
(noj"wnigoziyosay )OTIHY~ I MX860 (LOVd esoulBniee” seuowopnasd J03vSd 60160 HLOdAH ‘NIZLONd 0222 1Tv
J1048d v
DILIHLODAH NIZLOYd ¥S0
(04" wasn wnoodel wniqoziyApesg )ovryg LNYESD |  £250.500: 00£93d v |00l €479 'NIFLO¥d T¥OILIHLIO| #0SS8ZO9H
dAH Q3AYISNOD NIFLOMd
9z/2418 'NI3LOYd £L5LHE
Nv3 woly | €129 wouy upy 1H 4o} juawnbie INON3DO0OH
8au) u) dnosb seysis seousnbes | sasusnbas |wou seouenbas| 3seqidensiooq NONSD0HUSREOALE 8|j1wey

127



(s 10 Ad sIpodouoxe” seuowopLEX JOXYYX ¥SHJ8D
(ns"ssadwed™ ad suisadwes” seuowoyiuey JovIvX LOSd48D

“0Yd 8LLOVS NIFLOHd §
B0OMIN_‘NIFLOY¥d TYOILIHL

(0001LIND ™ WniesdEUE|OS BIUCIS|EY )0OSYY FASXBO (SLEN Sneine” dsgns” snaune” snooooolAydels INYVLS £98VL0| 8££69500: (Anwey~u"ounoe™ou)| OdAH ‘NIZLOYd ASVI00TV| 6Z188£9D8H
(zZMWsnaine”™ dsgns™snaine”snooooolAydeIs T MYVYLS FZLYLD T'3SY1001Y 3LvHITYAOXO
(ogN~snaune ™ dsqns~shaune”snooooolAydeis NYYLS TE6 X660 “ZAXOYAAH
B | 9T
(¥zQ " SUBIOAnSOETBUIDIESOUBLISIN )OOV 6LDL8D (109 19ZBW BuDIBsOUBLISIN_)JOYWIIN 6S1d8D . - . Ui - ME oHa eIl O -
= il = - i - ~ 11721500 109Lr500: | Z68¥ad TvwH4 | {(AlweiuimounoeTou)|ee/ LYINTNIZLOYd TWOILIHL| 858e€£9aH
(8711 wnpiday"WwniqoIelyg )0 LHI ™ LEAMSD (850 1S suspEjewn” wnualoeqolfy)g 1 MOV 6YNDLD OdAH €02 b L0 NIZLOYd v
DILIHLOdAH 'dS0EL 1 HOV
— Yd "oV dg
59 1 4OV ‘ISYIAX0gHYO3
Q@ 3INOLIVIODNNAXO8HYD
(eondasiyouoigE||8}apiog ) HEHOS YHNMLD (sissnuadesed ejejepiog )vdd0d FZLMLD | 25089500: 58 ¥ 'N| 2.092Z£98H
13103d ISY1AXO8HYO3A |
INOLOVIONODNINAXOSHYD!
84
B VOZNIE FAILVIN
_ B d 'NI3LOYd 1¥OdSNYHL 3
(nopEw ™ WwNIgozIpouIS T )INIHY - BINZED #1.8F500: A NVHEWIW ILYOZNIE 'HOS| FeL52898H
"ND3¥d NIFLOYd LHOdSN
vH L INVHEWIW I LYOZNIS
Zrizo
(s 1e Jencsas suebousiul_eidsoidaT JONIIT 0SXOBD O NIFLOHd 1WOILIHLOdAH
(s wabeyuadogy " Ieroses” suebousjui eidsojdaT ) LNIFT 92NZL0|  8860.500: 00Ze3d Tvvdd: | (Anwey urounoe ou)[ TINIZLOYA ANWYA ISYNID| FLELZEDEH
(1-4W sisuapisuc” B|jsuUBMBYS T )ONOHS 9NO38D (G180 SNjUsosa.s JSjoEqoINED )0HOVD 249D AXOIQ/NIZLOYd FONVLSIST
¥ NIDAWNOIE/ASYIYXOATD
_ 114V "0V INo3
n _ I . _ 4T TYNOILDIMOSNYH L 3dAL
LOYd esoulbruse seuowopnasd )03v¥Sd LAMHED 3 —_— — “H1H 3A
(5180 sNusosaIn IBveqoINeD )0YDVD ¢99VBD (SUBINPOIPES SN00000WIB0 )WHIZA YNHNBED heearano- (Awey”ur"ougoe™ou) ILVLNd 22814 yoLyINoa| S950EE08H
HTIYNOILIMOSNYY L AdAL
-HIH 3AILYLNd
__ [FI0ud e
(£0pL I s1o8 ™ dsqns 508 Tsnooc00eT Jov T T 9LHOGD (E95A 5IIED3EY 5n0000:0uT T)OVANT LINGESD _ o s g ] KR A IS ORlTYOLL
- — = - — — SErPId Y4 | (Alwey urounseTou)[ IHIOJAH ' HIBA NISLOYd | L900Z898H
(no|"wniqoziyosay )OTIHY LaX860 (ZLP2L D01y WNS0B(0IA™ WNUSOBOWOIYD JOIAHD 8ALdLD YOILIHLOAAHNIZLONA T
VOILIHLOdAH G3AYISNOD
VoL
ﬁ _ _ 5 _ ﬁ _ _ 5 _ "08v 40 NIZL0Yd ONIaNID
Z8YS-IdAuoIDIWoE)oRIBLY T SapIolsloeg T )0H1YE 2A9VRD (Z8rS-IdA ucioiwoelolelayy sapiossioeg )OH 1Y 8ASYED i - -OINSY1dI¥3
(0z1£700d"ds 00ISON )dSYNY 60DARD (S11 Wnpider wniqoiolyn oI LHD sg4men | 06604500 (AuIey LTouRoRTOU | - oy =131 oslel ONIaNIa | 9FEHEDEH
“NOYI DINSY1dIy3d
“'H3LHOdSNYHL gy +€34
(600V9D sWisnjed seuowopnasdopoyy JOVdHY FYYNSD _ ) _ _ | omm_n_mw_ NIF10dd|
= = - L il ~ S¥6£d Tvvdd: | (Ajwey urounoeTou}| TTWDILIHLOMAH NISLOYd | £#680£98H
(000LIND ™ Wniesoeue|os m_:Bw_mIJDOm{m +Z9%80 (0Ll Wasn wnouode wnigoziyApelg oy ryg 650680 _.wmﬁm_._ml,.z_m_._.Ow_&lommhw_._m
(ssusboifoouow eusls T JONSIT £ISA8D (S9¢24 ar uis sausbojfoouow eusisT JOOWIT 9dX LD
(zgz | LdID enoouu BUSISIT)ONIIT 2D6Z6D (¥28 D01V WNnoifingolsoe” WnipulsolD )00V 10~ LNAL6D
(gg3 T uEje) WNIPUISOID )03 LD LAEB8D (2875-IdA UOIIWOEOIElaY)Sapioiajoeg )OH1YE 6YevYeD TALIOV W
(001 wnesjonu™dsgns™ WMeajpnu™ wnusjaeqosng JONNNL §19YBD (10D 1I9Zew  eunIesSOUBUIBN JOYININ 8rAdBD THI4ATNIZLOYd TYOIL3HLO
(€0rLII" SOl dsgns™snoe| SNoocoojoET JoV IV BMHOED (0] WnIgozIpossN )0 1IHY ZArg60 £1G8P500: (Ajwey Ui ounoe™ou) |dAH'NIZLOYd QIAYISNOD| Z¥eL0eDEH
(LS 40/ WnJejuE|dSN|IVBQOI0ET )0 TdY T LHLBBD (E8GA SIIEOSE) SNI0000IRIUT )JOVANT £1LEBD TIWOILIHLOAH ATINYS L
(62571 "001v snasad”sn|veg )y 00ve 8X 418D (sewynsTsoeiylueTsn|wes ) vvova 64SL8D YN ISVHIISNYHLIALIOY
(Jojsaouy” seluy, IS SIDBJUYIUET SN|IIDBE JONYYE £LNMID (28601 001y Snaseo sn|ioed )030ve 6uVELD
(s snqns ™ dsqgns” s|iqns - sniveg JoNSYE 8¥CCEO (sisuakeyl sn|Iveqouesd0 )HIFO0 €8.1380
Nv3 woyy | £120 wouyy upy 1H 404 Juawnbie INON3DO0OH
senujdnaibanss seousnbes | sesuenbas |woly seousnbes| 3seqdensiooq WON3O0H uopejouue 8||1wey

128



- Al E]
HLOJAH 'SL60MN NI3LOMd

(¥Dd ™ susonpaunynsTIsegoss JOIATD FMINLD £298P500: €8 IVOILIHLOJAH 1Lv60IH NI3| 88225€D8H
10Yd WOILIHLOJAH ZZ€0
IH NI2LOY¥d T¥IILIHLOdAH
_ REAE]
(£089™00d "ds™snshooyoBUAS JEANAS SPIZSD (8126100 1Y BardoING SeUOWOSONINJONIINTLZLZ8D gz e ﬂﬂwmw_”_ HM%W_DE_ hﬂ_ww,h_m\ﬂn__u G
(€089 00d ™ ds"sisAooyoauAS T)EANAS ONIZ9D (81261 D01y eeedoina”seLoWosoIN JONTIN FAMZED LOHATYOLLEH LOGAH 2220
IH_NI2LOYd TWOILIHLOdAH
010 J03d TO_U9dX80
AUD\;«. EEmm_UJr_ Q.w_u:w E:—mm_ojc E::E.UWDOWJLIVDDZDU_ SYHHED
(¥Dd susonpaunyns™ieloeqoen )oNSID BAIRLD
(0212 00d "ds 00ISON )dSYNY BESABD (LZrL 00d SNa0E(OIN Jajoeqoa0|D )0INTD EEdNLD
(Z01L8 HM ™ 'ds SND0000U2BUAS )XJNAS €08NLD (ELE6 LI 1S SNULELISN2002010|420)d JNINOY LALALD
(8T snuuew dsgns” sNULELTSN2202040|4201d )OVINYd 2rIALD rogA NI
(N1s7suo)sed ™ dsgns”sNULEW ™ SNK000010|430ld )dINOYd SNLALD (‘dsTeIn@id )waOHY SNANLD| eee99500: | 8999500 | 59953d Tvvad: | (Awes uounce™ou)| 1OYd TWOILIHLOMAH Wvv| srizseogH
(sueunpolpes snooooouleg Jwdi3Q SPNYED (PAN sisuabucobue) Jejoeqosseuecuwuayl J0ILHL F1QHB0D A NIFLOHd 1WDILIHLIOdAH
(Me9L angowewseldooAN T )OOWAN GLIMSD (dILD™ gvn sow|nd ewsedooAn )0Nd AN SHHSED
(sisuskayi”sn|IEqOUEED0 )HIZDO 98N3B0 (1S sIans™ dsgns™sinqns” snjjioeg JONSYE YVYA
(28601 001Y snaseo snjjioeg )030vE €M4ELD (SSwy s sioeIylue snjioed )wvOve £EMILBD
(Jojseouy” sawy, S SPEIYUESN|IDeF JONYYE 6SAMOD (6671 001V Snaiso sn|weg )400vE £Ariso
(L540M” WnJejuerdsn|IoeqoloeT Jody 1 9M0B8D (E8SA SIIED9E) SN0000042)UT )OVANT £Z76£80D
; = = _ B = _ "NILOYd #0'€d13ZIVdS
eueliey) sisdopigery )HIVYEY 181560 (0212 00d ™ ds 20ISON )dSYNY STHABD - =] T‘3SVYAIXO ANINY d3dd0D
(no WwNIGoZILI0SAN )OTIHY ZX686D (SNouElelies snaololing )OS INS LixzeD | 29069500 U RO R o) "3AILVLNG 13svaIxo INiny| 058E5E08H
TY3dd0D ' ISYAIXO ININY
J017 N9
(02147 00d ™ dsT20ISONT)dSYNY OMZASD 969e3d TvvHd: |86 TLTHALMOdSNYY 1 XN1443| ozrereoaH
s i -ONYAILINIL
{E8M STEAIDUID SEUCWOIALAIo JOID0d FLINZD (GJA SMOIOSE XeJinby J0IvOY £68990 . = . == — LI€0]
(00Ly wnlespnu ™ dsqnsWinjesnULINEIeqeSN 4 0MNMNL_ 00INED (893 1Uelel wnipLiso )0aLT0 emgsan | 09924500 asS3d v | (RweruouRETOu | iy g ann| SL4OVEOEH
(a9 L BeIUOWNBUd 81200000018 70N LS 90H 6D NILOH W ITSALY
{99 @BIOWNEUI SN90000Kde NS T)euH LS LE0AED (ds BInIBId )VEOHY ¥E3NLD (ds BMiBId JVBOHY 6/3NL0 WaSH Ty | (e uimoupoe™ou)(FNAZNE NOUDRLSIY | 30 go7cpc0an
(¥ZD ™ SUBJOA@0E eLIDIESOUBLIBIN )0DVYIN 62N LED (D00LINS ™ WNJESDEUEIDS BILOISIEY )0OSYY BZLXBD AZNTNOILOHL ST TdAL
| 19t.E WSO SNSOUNY SMI00I0IAd JONJAd BELNBO [GESIN EWUEN EDOJOWISYL JOVINHL BELXE0
(089 00d ds sisAooUosUAST)EANAS PLEE.Ld (10D 19ZEeW BUIDIESOUBLISIN JOYINIIN SHODSD
(¥Z2 ™ SUBJOAI20E BUDIESOUBLIBIN T )ODYIW ONSLED (109 18ZBW eunIesoUByIBN JOYINSIN 8NAJDED
(LzaH sniydounayisnwuey 1 JOHLHL 0NHZLD (Ze28SYON~ seuebokd snoocooidens )edy LS 8oLdeDd - -
(50pSE 001V BloNuep ewaLodall T)03aY L 9OMELD (£ N8 suaBulpad WNIPISOID )03d 1D 0IWESD s Hd T¥3LLIH
(5190 SNus0s8I0 JBI0BGOINED )0UDOYD 61EVED (OfIBW WNIgozIouIs ) INIHY 09XZED . - . s oo JLOAAH ONIELLOU, QIANISN
(O] WNIGOZIYI0SS JOTIHY 21260 (G0PSE 0Ly loonuap ewsuodasl Jo3ay L pwsso| ©9489500° [ 00ELpS00: | Zizad Tvwid: (Ayey"umougoe™ou) 00 T¥OILIHLOJAH "NIZLO| ZvBOvEDSH
(0Z}2700d ds 20ISON)dSYNY EMLASD (V2D SUEIOAE0E EUDIESOUBLEIN J0OVIN CZNLED ¥d Q3AHISNOD -NIE10Hd
(stssnuadeled e|@iepiog WdN0g FOSMLD (1S ojewo) Ad seBuuAs Seuowopnasd JOASSd 539880 PLLTISY -NIFLOHd ¥e8lISY
(910PA” SMOYIUINATCLAIN JAAEIA 8HENLD (sissnpadesed B|siepiog )vdd08 1 ZSMLD
(sissnped ellelepiog ) 34H0E OHZALD (5s™SIEARIPRN JEAOIq Sised BIUISIBA )ZadTA ZSXPLD
(0Z14720d ™ ds 201N )dSYNY ZZAABD Emo mcsoémom " euIIesoUBIaIN )OOYIIN LINILED
; — J: oﬁ %w:osémx |ch¢<x vs_mn_mw
bm E_U A0 SIpO loUoKE ™ SEUCWIOYIUEY Déd.x mmumn_m NmOO m:w BlUISIZA JL3d4d3A EHYY.L B oy £
(057 sliEASIpEN IBADIq SHSed BIUISIBA )Z3dIA EHYYLD (Z13 00 BIyoueyosT J000sT vanL| 8999500 (Awej~uiounoeou) VLRA VWYY NOSOd| gooqeoaqy
(L-MINSISUSPIaLOBIBUBMAUS THONOHS BFWDSD (1S Olewo)ad—seBulifs seuowopnasd )OASSd rogssn| £690£500 SNYHL HOd 3SVSOdSNYHL
(ydAy"ejjauowieg )| LTS BNOY.LD (8L26L7 001y esedaina”seuowosoliN_JONIIN_ 0SMZ8D
TN NI3LO
(s o Ad s|podoucxe SEUOWOUILEX J0XYYX L8dd8D : dd IWOILIHIOdAH ‘016220
(ns"susadwes™ Ad”suisadwes seuowoyiuex )OYOVX LDIM8D (0] WnIqoziuiosay )OTIHY ZZIB6D WW%M%% (Anwey~ui"ounoe™ou)| X NIFLOYd TWDILIHLODAH| €£186€98H
(122 D0d SNSOEIOIATIS)OBGO20|9 T )0INTD AHNLD (10 WMgozIposay )OTIHY £8rg60 g TIL080OYX NIFLOYd vOIL3
HLOdAH ‘NI3LOYd 6092119
NvV3 woy | £120 wouyy upy 1H 404 Juawnbie INON39OH
®au) uj dnosb Jeysis seouenbas | sesusnbes |woyy seousnbes| 3seqidensjooq WONIRDOHMORERULE 8|jiwey

129



(no|"wniqoziyiosay )OTIHY LOXMBED (8D NS SUBIDEEWIN WNUBI0eqoIByY )G 1YY £aXD.L0

— IVINd '8I&N
NIZLOYd 3SYAWHIJ 140d

(nojijaw ™ wniqoziyiouis ™ )INIHY - BAINZED (RO WNIqoziious )INIHY BANZE6D 6i¥iad Tvvdd: |16 SNVHL ILVHLIN 'SSE0IH NI| 0.v6.£9D8H
(850 s suaioElBWIN} WNLEEqOIBY )G LDV FIXILD (HOI WNIGOZIR0SEN )0 TIHY 094860 310¥d 3SYINYIL ¥ILHOd
SNYYL 28Y TVOILIHLODAH
____ Svd3IISNvY
(0z1.4~0Dd ~dsT001SON T )dSYNY ZQ1ASD (RollpL unigoziyious )INIHY~9d0E6D (1oi wnigoziuiosan JOTIHY axreed|  62069500: . . s o | LIARLSN SIEVEOHEOPE0
= = - - = - - - . gogad Tyvdd | (Alwey urounoe ou)| vy NISLOYd TYOLLIHLOMA| £58595D8aH
(§18D7sNjus0saI0 IBjoEqOINED )Y IVD §SZYED (LOYd ™ esoulBnise” seuowopnasd™)03vSd 035160 | 25069500 I L8be0D NIZLONS TYoLLa
HLOJAH ‘NIZLOYd 0L£541Y
OWISUL FOVIAL P8 THE0 (WMUES[OA EWSEIOWISUL JOAIHL BXEZ60 (U676 WSU SNPHIOY SMIUU0Iog JOOLId €S0 190
(wnpiydopioe™ewsedowsy | TJOV3HL LS THED (wniuesjoa”ewseidowlay | T)OAIHL 58060
(LOLL puowne|dsqns™ susosauIwn|~sNPQeLojoyd—JoNTHd SEaINLD (0FPE LI epind seuowopnasd )MdaSd Z4ANSsD
(s o ad sipodouoxeseuowouyiuex JoXvvX BINd8D (As suisadwes  ad suisedwes  seuowoyluey JOYOVX Zr8dst
(s singns™ dsqns”singns”sn|ioeg JoNSYE ddSY (ZMINTSnaine” dsgnsTsnsune” snaoooolAudels T IMYYLS 9ANNSD
(oG snaune™ dsgns™snaine” sno2020|AudeIS T INYYLS LINEED = u
(6LEN"snaInE ™ dsqns snaune snoocooiAUdEIS INYVLS LdEV.D g6623d v | (Aiwe uimounoeou) HILHOJNAS NOLOMA| o7 oo0qgy
(82221 001V SipuLepIdsSNo0co0|AYdEIS )0d3 LS LFNOBD ALVvdSY
(€£5™ DON ™ luosuyol sN|EqooeT J00ryYT L8170 (000LIND ™ WNIBSOBUE|OS  BIUOISIEY )0OSYY E£ELXBD
(z2¥Z1 0D LY WNBJEIOIAT WNUSIIBGOWCIYD T )OIAHO 0DZN.LD (1S L0 Adsipodouoxe™ seucloyuey )oXyYX 0vSdeD
(s sisadweo Ad suysadwed seuowoyluex JovOvX ENpd8D (1S singns dsqns sngns sn|ed JoNsve LL55F0
(e6¥ WSy mewng e(aixoQ )oNE00 8OIE8D (£6F ¥SY Mawng g)|8ix0) )oNd0od” 0v3E80D
(e6F WSY MBWNg e|3ixo0 )oNd0D FLVESD (E6F VSH Maung B8ix0) )ongod ZXJEsD
G0FSE OOLV E[oonusp ewsuodal] J0JadL BH €20
(€089 00d 'ds™sNsA00yoBUASTIEANAS EMIZID (£089 O0d ds SiSAO0UDBUAS JCANAS L66Z.d
(€089 D0d ™ dssisAooyosulsTIEANAS 86¥VELd (ST1L wnpida) wnigoIo|yD )03 LHO Pradso TIVOILIHL
(28vS-1dA” UOIOIWIOEIOIEIBYSBPI0IBI0EE JOH LY 238V8D (5190 SNUsosa.0 Isloeqoines )o¥OvD_ LXEVED 9EPIPS00: = . OdAH ‘LPLOFIN NIFLOYd 1V
(600YD0 SUIsNIEd SEUOWOPNasdopOYY JOVdHY £EANSD (SUBNpolpeI snoacoouia )vHI3a 841460 | 1vasesoo: | Lwvarsoo:| FEPYAD TYWHSL (gemuimounoeou)| Di113HLOMAR SZIOPN NIEL| Z801980EH
(BL£6L ODLY Esedoins seuoWoSOIN JONTIN LMAZBD (LEINoswa) esoipise; elgIAX ) L41AX LNY.8D pecopsop: | PPEEAd Tvvdd: O¥d TIYIILIHIOdAH ‘gzLor
(L-YWs1susplauo|lsuEMaUS T)ONOHS 8OIN08D (850 IS SUanEBWN - WnLseqo.By )5 1 DY 88X0/D W NI3LOYd TWIILIHLODAH
(85O sIPNBulUBW BlBSSIBN JOININ ™ L2ZM6D (ZZ8H Sniiydowsayp snueyL JOHLIHL L¥IZLD
(smebuoje”snNo0000yoBUAS ) 1INAS L LDASD (LZrL D0 SNe0B|oIA Je1eqoaois JOIATD INANLD
VOd SUSONpELNjns Jepeqoss JoNSIo sMAFL0 (0 eNElld JYEOHE SNanzZo =
(6¥ VY MBWING BIa1X6DT)ONS0D 8ZVERD (0FFZIM epind seuoWOpNasd )Yd3Sd SINSED = __WOlL3HL
(s ojewoy ‘Ad sebuuAs seucwopnasd JOASSd PrALED (LOVd esoulbnise” seuowopnasd )0dvSd 2ZrIBD ) OdAH ‘mvm;_b_ NI3LOYd T¥
(8146400 Ly eaedoina seuowosonN JONIIN GNXZBD (1S Lo~ Ad sipodoucxe seuowouLEX JOXWYX MHCSD 0898+500: 8L OLLIHLOAH -LGLLIH NI3LOJ ZL609EO8H
(s~ sIisaduwea ™ AdsLISadLIZ0 SBLOLUOLIUEX JOWDYX 949dSD (0586 2S0Ipise) BIIRIkX JOVIAX €D0d6D dd TYOILIHLOdAH -€9rOSN
(Leinoswa) “esoipises elBIAX )LATAX LMOLED (000HIND Wiiesoeueios BLOISIEY J0OSYY Z4LASD S"NIRLOHd: TYILLITHLOdAH
» JIMOSOLAY|
(no["wnigoziose )0 TIHY  8SFERD . TYDILIHLOdAH NIFLOYd
- - - - - ~ $6LLLG00: 08 TYOILIHLOdAH O3AYISNO| ¥5L.56D8H
(041 vasn wnouodel wnigoziywApesa )oyryd Lareso (Hojsw ™ wniqoziuous ) IWIHY 0WO0LED A NIZLONd PRS0MTE- NIBL
O¥d 2.€6718 'dELS O MOV
TWoT SSUSTEW eeong JoJWEd SOTASD (0Eel SIS efeonig jonsdd 2dnIen
(eondasiyouoiqe|i@}epiog )HgH0g LYNMLD (sissnuadeled e|l@japiog” )vdyOg LXOMLD
(S7L Wnpida)” WwnigoIo|yQ JO3LHO L3N80 (12kL 00d SNS0E0IA IBJ0BGOS0|D JOINTD 06INLD TLrrorine NIS
(snioaousioeq ol P )vE3Aa8 6STNSD (LS40M tunuejueld snjjoeqooe ] )ody T 63X880D phzbad Tvved | (Aiwey urounoe ou)| LOMd T IWOILSHLOJAH ‘Z060| 685.580aH
(€0 Il sHoe]dsgns”sioe| "sNa0000j0E T )ov TV LMADBD (seuabojfoouow ensis T )OINSIT ENPASD IH NI3LOYd TVDILIHLODAH
(59ee4"ap uis™ sauabojfoouow eulsI T JOOWIT LEX L LD (2921 1LdID~ enoouul BLSISIT JONIIT 6NSZ60
(FEWsIsUaBUCOBUR) JaeqoIsRUBOWIRY ]| T)0TLH LT 03AHED (YOd SUsaNpalnns™1e0eqoa9  )oNs39 sHOY.D
VOO0
(0v9Z1 BPANdsEUCWOPNesy dISd £ XH8BD (45 olewo; Ad eebuuds seuowopnesd JoASSd ldgesp|  +88ELI00: .#%wmﬁwﬂwm_ﬂ.%ummﬁww
(LOVd esoulbruse”seuowopnasd )03v¥Sd 040160 (011 w¥asn wnouode wniqoziyiApe.g )ovryg £69680 mwﬂwmmmco% U0B6ESN0| “8BecSTVES [0 AOV NIFLONA Aw| FHPLee08H
! V4 3SVYNIDOUAAHIA YOO
IAQV dB8LZ T YOV
10dd £800
» B r 4dN”T¥DILIHLOdAH ‘S8ZHH
(ROl wniqoziyiose )OTIHY LXJ86D |  £YEIS00: ¥LFZad TYvHd: |29 LN NI3LOYd £8004dN TvOI| 18695€DEH
LIHLOJAH 'SS90HE NIZLOY
d_/8004dN_1¥JILIHLOdAH
Nv3 woyy | 199 woy Iy 1H 40} JuswnBie INON3OO0H
a1} uj dnosb Jeysis seouenbes | seousnbes |woly seouenbas| )seqidensjooq WONIOHUGREOUUE a)jiwey

130



IS BEHA (FEDIL IYINOWNIND SNOJ0T0LdIIISIONIIS 6EHA (BSIVNT SNYIMN SNOJ000LJIIISIONNLS SZFX
(9LEWAN 3VILOVIVOY SNDD000LdIULSILOVLS SBZA (MAE09Z IVILOYVIVOY SNID0D0LIIYLS)0DVLS SBZA
(GLESVOIN SINTDOAL SNID0D0LdIYLS)EDHLS EEDA (L-ISSTSINIOOAd SNDD0I0LITHLS)LADLS EEDA
(SYD LA S3NTD0Ad SNOD0J0LdIHLSI0ADLS EEDA (ZEZESYON SINTD0AD SNID0D0LdIALS)EdHLS EFDA
(S4A7SNDINO3Y X34INDV)I0IVOY ZEHA (89S VINILIYYIN YOOLOWHIHLOVIWHL LSIA

(S7L7WNAIdAL WNIOHOTHDI0ALHO FELA (E8M SITYAIONID SYNOWOHAHJHO)0ID0E LZXINLD

(28F5-1dA NOYDIWOVLOIVLIHL $3AIOY3LOVE)0HLYE LE8A

(SNYOACIYILOVE OI¥EINOTT3a8)VEIag FSINSD (SNHOACIYILOVE OIYEIAOTI3a8)VE3A8 cONWSD

10¥d
Fr10ddn TYOILIHLOdAH
#05088 NI3LOYd

(STSIMYDTINA dSENS SHYDINA OIMEINOSINS3AIHASIA 2a8zZLD| 622225000  6089KS00:| OL.STAd Tvwyd | (Anwey uougoe ou) PP104dn TYDILSHLOAL| 94620098H
(v0d SNIONAIFHNITINS HIALOVEOIDIONSID LZ3vLD 2oL, OV NIALOYd
(1ea71¥3HOADUNE VITIMHOE)ONA0T POSA (SOPSE™ DLV YIODIINIA YININOJIULIOAAUL ¥SHELD SEL0SSR Al ST DAL
(4LSTWNAIMYd ™ dSANS INNAITIVd YW3NOJ3HL)0vdY L 8LVA
(INNLYITONNTISANS WNLYITONNTIWNIYILOYEOSNAONNNA ELLA
(PENSISNIONOOONIL HILOVEOYIVNYOWSIHLIOILHL 2L0A
(€17 H1S SNIONIE YT WNIAIYLSO1D)03d 1D ZLOA
(728" 001y WNDINALNEOL30Y WNIQIILSO 100V 1D 9LIA (883 INVLIL WNIQIILSOT1DI0ALTD ¥ISEED
(S23IMN _Y1IHJO9I0NY YIQAWY THOOLONd SNLYAIANYD)0dSYd 690D
[~ 10935 VOIgIINT JSans vorggINT v ITINOW IVSIONTIYS 9P1Ee0 (80 1100 VIHOMIHOSA)S1003 699480
(L0£™H1S W2 MINXI N4 VTTIDIHSIOTIHS 89MESD (LLS¥Z WIS VZ 1MINXTTd V11IDIHS)L14HS €8)0L0
(££6703 LH-L51L07 1100 VIHOIN3HOS3) L0083 a3 (21X 1100 YIHOIE3HIS3)00083_aa3
(ZH-25L07 1100 VIHOI¥IHOS3).5003 Aa3 (LOYd YSONI9NY3IY SYNOWOAN3Sd)03vSd aal
(€00 MLS OLVINOL Ad IVONIMAS SYNOWOUNISHIOASSd ¥MLB8D -AXOYAAHI
(ov¥ZIM VaILNd SYNOWOANISdMdISd £7d8sh (51807 SNLNIISIHD H¥ILOVE0INYII0HIVI ZNOVED '€ ASYIVHAAHIA
(LY INDINIL WSOIAILSYS Y TTITAX)ILATAX 893280 (06WE YSOIAILSYH V1TITAXIOVIAX 993460 QIDY-AXOYAAHIO
(1S7SIMLSTdNYD ™ NAd SIMLSTHINYD SYNOWOHLNYX)OWOVX SN8dsD|  99689500: (Ajiwey Ui ounoe ou) 2 ASVYLYHAAHIAA| 0S#0009EH
(07 HISTIHLID T Ad” SIOJONOXY SYNOWOHLNYX)OXYYX FNNMSD QIDY-AXOHAAHIO
(1LOTT3W WNIZOZIHEONISIANIHY A0 (850 LS SNIIOYAINNL WNIEILOVEQHOVISLYOY 051ALD 'L ASVYIVHAAHIA
(W91 SISNILITIN V1130NYFI0IWEE L1DA8D (ILOT WNIZOZIHYOSINIOTIHY #We86D QIDV-AXOYAAHIO
_ (e8r 1dO1Ad H31OVEOONIAHIrdT3H aa3 (56992 MOTAD ¥ILOVEODITaHIOAdAH aa3
(L6¥ZZ SIQILIONININ WINISSIIN) LIWIN BALIED (850N SIAILIONINIIN WINISSISNIOIWIN LXArSD
(2,¥217 001V WNIDVIOIA-WNIYILOYEOWOHHDI0IAHD 64 1d.LD
(0001HIND INNYYIOVNY10S VINOLSTVHI00SYY 8SdX80
(LOVd ¥YSONIDNYIY SYNOWOAN3SdI0IvSd rarieD WILSAS
(600¥DD” SI¥1SNTYd SYNOWOANISJOA0OHY)0YdHY 810NSD 2€£6¥500!| £9893d Tvwdd | (Anwey urounoe ou) XN1443-WNISSYLOd| 69£00098H
(ILOTN3W WNIFOZIHYONIS)IWIHY SATZED (1LOT WNIFOZIHYOSIW) O 1IHY  9MFEED Q3L INDIY-INOIHLYLN D)
| (IOvd esoupbnise SeUoWopnasd J0JvVSd SASIRD (NS OJeWio] Ad SEDUAS SEUOWOPNaSd JOASSd LM6880 _ _
(‘s olewo) ad sebuuks seuowopnasd JOASSd 9aLegD (ns un Ad sipodouoxe SeucwoylueY JOXYYX ZErdsd TAXOHOAH 3SVYNIDAXOIO
(ns m_bmmo_c._mo ‘nd mt«mmuEmo SEUQUWIOYUEY vo.a.O{X £S.d80D — .Imu 3N
(51807 sMUIosaI0ISI0BGOINED )OYOVD LINGYED (Snioroualoeq ouqimollepg )vyg3ad £10WSD 8653d o | (Ainueymuougoeouy | IWVAOSOAH ,z_m_._.omn_ P oeeee0an
(24¥21 DLV WNBOBIOW WNLSIOBGOWOIYD JOIAHD ™ 9LZd.D (Wnpunjoid winualoeqoloyd JudOHd 851190 _ “3Svaixo N
(snonAjowseyeIed UGN VAEIA 0NH.ED (SdDND SMOWUINA OGN JONAIA_ 0208 MIAHISRIO. NIBLOEH =T
(9L0PA”SNIYIUINATOLGIA ) AAGIA™OYINLD (L-HIN™ w,wcmu_mco B|jauemays )ONOHS ™ L03380 SSVHLNAS TONOAYTS
ﬁ 17 . |_v__ oeg oA Ve [ZOA a 1 ."L__ n_l_wqm_mn_ OMIIHE0 FZDA NIFLOHd 1TvD)
860 11S”suapEBWN] WNLjeqoIBy )5 I MY 8deA.D (011 v¥asn” wnowodel wniqoziyApeig T )ovrda L3M68D ) - : T —. | IL3HLOdAH 991 ¥A " NIFLO
(600D SuIsNIEd SeUoWIOPNaSAopoUN )0WdHY BrONOD (Sissniadeied Blsiopiog Jauog oALM.D| CLEELG00° | 02LLPS00: | SPBSa Twwd: | (e urouroe o), Fi=oo Ay S oSS | oy £4848E98H
(eondasiyouc.qe|jsjepog ) ya-08 96TLD (sissnpad e|@lepiog )3dy08 COXALD d 09617158 'dEST 1Vd YOV
10Yd 5veo
(eueleyy sisdopigesy” )HLYYY 66H16D (FOEY WSA SNPIBINS snqojBoseyaly JoN4yy 62ZA LLE6¥500 (Aiweyurousoeou) mm:z_._mﬂ”wwwx._m.mmﬁzwmww_ 98118208H
(s suebinadsqns” suebinn ouquoyinsaq JHAS3A LAIELD (S4A Snolose xaynby )oIvOY Zera BZ6EFS00: LTHLOAAH 622047 NIZLOM
d S¥20d4dN 1WOILIHLOdAH
IviNd 91N
_ _ _ _ _ 21002500- evlad Tvved NISLOYd 3SYINYAd 1¥0d
(ds eini@iid )vEOHY 9XNNLD (snionolisiceq” auqincliespg )va3as 8IMWsD | . - 95evad T4 fes SNYHL IIVHLIN 'SSE0IH NI| 0/v6.£D8H
25273d v 3210¥d 3SYINNIL ¥3LH0d
SNWH1 08V TVOILIHLOdAH
NV3 woly | €120 wouy upy 1H 10§ JuawnBie INON3OOH
a1} uj dnoub Jejsis seouenbas | sesuanbes |woyy seousnbes| iseqidensjooq INONIDOHUREIOUUE 8|)1wey

131



(BLAY IMITANYH SNYAJONYHLIWIOYHIW LHMLBD

(S7SNOIHAOYLOLNYIWYIHL  HILOVIOWHIHLONYHLIWHLLIW L6LA (ILOT WNIGOZIHYOSINIOTIHY 849860
(ILOTN3W WNIFOZIHYONISIAWIHEEX 19 (850 HLS SNIIDVAIWNL WNIY3LOVEOHOVISLHOY #ANILD
(€007 YLS OLYINOL ™ Ad IVONIHAS SYNOWOANISHI0ASSd £dZ880D

88813d w4

{Ajwey"ui"ounoe™ou)

X 19 NIF10dd
INIT-ISYHIISNYH LOAINY
ANINYLNTD
L6LHLAINIZLOYd
INIT-ISYHIASNYHLOTINY|
ANIWYLNTD

€L1L95S098H

0935 VOISIINT dSaNS YOIgIINT VTTINOWTVSIONIVS [9NS UHJAL VTTINOWIVSILIVS [EMS

(217 WNI-INWIHAAL W 1TINOWTYSIOALYS 14NS (NIM SILS3d VINISYIAI03dIA 01D90L0D

(26007811S3d VINISHIALIMIA LFIZ8D (67 HLS SIMVAIIGIN HVAOIS SILSId VINISHIAIZIdIA PNYP.LO
(IaNOWNYT™ dSENS SNIDSIANINNT SNA8YHYOLOHJ)ONTHA €30NLD

(dHO00SE 1AZYONA SNTIHAOWIVHIONAYH ¥1dALD (VQIDOLINIW W T13¥NILSYA)NINSYd 134060
(ZH-25107 1102 VIHOIMIHIS3)25003 03ND (€£67a3 ZH-251L0 110D VIHOMIHIS3)LODST 03N

(2L N0D VIHOIFHDS3)002S3~ 03ND (90 1100 WIHOIMEHISI)91093 23MIBD

(L4672 {LS VZ IMINXITA VITIDIHSILTIHS ™ 2HaNLD (L€ HLS VZ I4ANXT TS Y T1IDIHS)0T14HS 63NERD
(OY3S VYOIRMILNT dSENS YOIMIALNT Y11INOWTVSIONIVS 03IND (IHdAL W1 1INOWIVS)ILIVS_ 03N0

(ZLT WNIRINWIHDAL Y TIENOWTYSI0ALYS 03ND (WM™ SILSId VINISHIAOIJIA 03N

(26027 S1LSTd VINISHIA)LIJIA 03ND (67 ULS SIMVAIIQIW YVAOIE SILSId VINISHIAIZAJIA 03N
(IaNOWNYT dSENS SN3OSIANINNT SNASYHYOLOHJIONTHA 068NLD (0€€L SINS W1130NH)0NSHE LMAL8D
(WeL™SISNILM3W VT130NHE)0INEE 040A8D (LS4OM WNHVLNY1d SNTIIDVE0LOYT0TdY 1 $9Z880
(822z)~00.1Y " SIAINY3AId3~SNO2030TAHdYLS)0d 1S 940080

¥eZraAd Tvvi4

(Apwey U ounoe~ou)

HOSYNO3dd 14NS NIFLO¥d
‘HOSHNIIHd 03N
3SVYAIX0 ¥3d4d02 3In1g

ZL¥0E008aH

(0Z12700d dS” DOLSON)dSYNY 6IAABD

B _ (dS™VINT13HId)VIOHY YENNLD (2600_SILS3d_VINISHIA)LIdIA_LATZSD

(NI "S1LS3d VINISY3A)03dIA 6810LD (6 HLS SIVAIIGIN ¥VAQIS SILSId VINISYIAIZ3IdIA 0SNFLD
(0Y3S™VYOIHALNT dSENS™ YOIYILNT W 11INOWTYSIONIVS 8A4XSD

(ZLT MNIFNWIHAAL YT13NOWTYS)OALYS 80D0LD

(IHAL WTTINOWTIWS)ILTVS 2LNVLD (8071102 VIHOIN3HOS3)91003 L0948

(££6703 LH-25L0 10D WIHOIMAHOSILODST I03A (LH-L5L0 110D WIHOIYIHOST)L600T 3034

(Z1X 1M0D WIHOIHOS3)00IST I0IA (INNANNAOHd WNI¥ILOVEOLOHd)HdOHd P51190

(SLNTHLS HOLIT UYAOIE™ LO IVHITOHD OIHEIAIOHDIA™ LNSHED (SNDILATOWIVHY Y] OIMAINNVIEIA“EADLED
(9LOPA™SNISININA QINSINAAGIA ELPWLD (SdIND ™ SNDIAINTNA OIMEINONAIA ENYASD

(€00 HLS OLVYWOL Ad IVONIHAS SYNOWOAN3SHIOASSd SH9880D

(LOVd YSONIONY3Y SYNOWOANI3SdI0IVSd LAXHED (OrFZLM YAILNd SYNOWOQNISdINGISd L HINGSD

96069500

L5¥GP500!

Fivad Tvvdd

(Ajlwey Ui ounoe ou)

S NI3L0"d TWOIL3IHLOdAH
-£89€Vd NIF1OHd
TVOILIHLOdAH ‘NIFLONd
(YOILIHLOJAH IAYISNOD
‘NIFLOYd 10604 TV

292.1098H

TANGYAENIN VIGAWY THIINWTHD VAN

(XO/E-MN/T SILYWOHOYH L WIGAWY THOIOHLHD WHAN (£8L-ML IVINOWNING YIIHJOGAWY THDIENDHD WHAN
(BELr IVINOWNIANG V1IIHAOAANWY THOJZNAHO WHAN (6201MD IVINOWNING Y TIHAOQAWY THO)ENAHD WHAN
(6£MY 3VINOWNING Y IIHJOAAWY THDIONDHD WHAN (DIdD ™ 3VIAVD Y IIHJOTAWYTHO)OVOHD 942280
(52aMN Y TIHJOS30WY VIOAWYTHOOLOHd SNLYAIANYD)0dSYd PNYINSD

(VOILd3SIHONONE ¥113L30408)4840d L8OMLD (SISSNLYAdYHVd Y113130H08)VdH08 LELD
(SISSNLY3d V11313a408)3dH08 28NALD (000LIND WNHYIOVNY10S VINOLSTVHI0OSYY Z94X80

(¥Dd SN3ONAIYYNAINS ¥ALIVE0IDIONSTD §I6rLD (dS VINTIIHIIVAOHY PANNLD

£1¥69500:

86287500

(Ajlwey Ui ounoe ou)

¥ NIZLOYd WILSAS 08vHAN

8.p¥L098H

(4157 IV YYAOUTS SNYDOHHILNI VHIdSOLdITONITT 658480

(IOVHNILOD HYAOHIS SNYOOHNILNI YHIdSOLIIVINITT LIDZLD
(LZ¥2700d™SNIOVI0IA"HILOVAOTOTDI0IATO 6D4NLD (€089 00d ™ dS SILSADOHIINASIEANAS 2QvY
(0212 700d dS DOLSON)ASYNY v (SNLYONO13 SNID0I0HIINASITANAS Oavy

¥S822500

(Ajwey " u ounoeou)

8L10A NIZLOdd

FAIT-00VH 3AILVLING
‘0L500A NIFLO¥d 3AN
-00vy IAILYLNG ‘O0T0WOH
J0avd NIJ10dd divd3d YNa

S8rZ1098H

(SNOILATONIYHYEYd OIggIAYdaIA SAIZED

(€€6703 £H-£G1L0 1100 VIHOIYIHOS3}0OST JALd (21X 1100 WIHOIMIHOS3)000ST OALd

(ZH-2G107 1100 VIHOIM3HOS3).6003 JALd (90 1100 YIHOIMIHOS3)91003 £¢3480

(BS1YN SNY.LAW SNID020LdIULSIONNLS BNLd (FYDIL IVINOWNING SNO2000LdTHLISIONDLS 8INLd

(98 IVINOWNNING SNI2020LdIYLSIONULS SN Ld (€85A™SITYIIVA SNOD0O0YILNIIOVANT 6W8ESD

(£8SA” SIMYD3Y4_ SNOD0D0YILNI)OVINT ENBEBD ($28~001Y IWNDITALNEOLIOW WNIAIN1SOT1D)00V 1D anld

¢.689S
00°L/689500°

(Ajwiey Ui ounoe ou)

LNINOdWOD 2811 D14103dS
“TOLINNYIN W3LSAS S1d

#0811008H

8aJ) u) dnoub seisis

NV3 wody
saouenbes

€190 wouy
saouenbes

upy
woJdy saouanbes

1H 404 usawnbie
1seq/densiooq

WON3DO0H uohejouue

INON3OOH
8|llwey

132



(ILOT WNIFOZIHYOSIWIOTIHY #QIBBD (62571 D01¥ SNIAHID SNTOVEIHIIVE EroLsn : %mﬁ%%ﬂﬂﬁuﬁﬁﬂﬂ
(286017 001Y SNAYID SNTDOVEIIOVE 0NGELD (STWY HLS SIOVHHLINY SNTIOVAWVYOVE LdLi8D|  §1.69500 18867500 | 8€023d Twvyd | (Aiwey uiounoe ou) 3Svua mmzmxb Algn| +LLEvEosH
(MOLSIONY SANY, LS SIOVHHLNY SNTIOVEIONYYE LSAMOD -0 NIDONALDVE
[©Z¥2t D0V WNIOVI0IA WNIYILOVEON0EHIJ0IAHD PNOJZ0
(SINY HLS SIOVHHLINY SNTIOVENYOVE PMNLEBD 860126 AFOA
(MOLSIONY STV, HLS SIOVHHLNY SNTUOVEIONYYE pouM90 00'8022.4500" \wie3d Tvwdd | (Anwey uirounoe ou) NIZLOYA TYOLLIHLOdAL| 000ZvE0aH
(/86017001Y SNIYID SNTUDVAI0IOVE ZHGELD (62671 D01V SNIYID SNTOVEINDOVE ZAGLED| :
(1”¥1S SNILaNS dSENS SIILANS SN11I0VYEI0NSYE”AMDA (SISNIAIHI_SNTTIOYEONYIDOIHIZO0 PHLISD
ﬂoB|_._>>|.n_m|m:ooouo_._om_ﬁz\_,muxaz>mw|mmw:hm aomououn_|.n_m||m_hm>oo_._0mz>umvm>z>muommmma 065Z2500" 66653d TYVHI| (0o ounoe ou) z_mhﬂﬁ_ommmﬁ_wwzbﬂ_ohm SEFOFEOUH
IONOWNYT dSENS SNIDSININNT SNASYHHOLOHA)ONTHA £2LNLD $053d TvwHd NIZLOMA DL IHLOdAH
2018 HM dS SNODOD0HDINASIXINAS GHENZD NI3LOYd
(ELE6 LIN LS SNNIYYINTSNOD000HOTHOOHAIWNOYA £LPALD ¥9rL1IL '5ZE0H TS NIFLONd
(SNIYONOTI SNODODOHOINASITANAS ZMIASD (0212 D0d™ dS DOLSON)ISYNY LNWASD|  L8ZL.500: (Anweyuiounoe ou)|  IYOLLIHLOMAH $ZLLOVX| LZE0rZzoaH
(€089 00d IS SILSADOHOINASIEANAS 0£5S5D (81261 001V VIVAOUNI SYNOWOSOYLINIONIIN GIXZ8D NI3LOYd T¥IILIHLOJAH
(0£” HLS IMLID Ad SIAOdONOXY SYNOWOHLNYX)0OXYYX /INBD ‘NIFLOYd S£8PYHTY
(1S SIMLSIdNVD Ad SIMLSIdNYO SYNOWOHLNYX)OVOYX vSadsD £7S0TIS LEFODDX nm%mm
(0£™"¥1S T IHLID A SIAOJONOXY SYNOWOHLINYX)OXWYX /ZDd8D|  9801.500'|  9689¥500'| 9/7L3d Twwid | (Alwey urmounoeou) WOl F, LOdAH '50500vx| EEZ0PEOSH
(€089 00d ™ dS SILSADOHOINASIEANAS™ LOPGSD NISLONA TYOLLIHLOGAH
[SINTDONIDONS VTTANTTOMINSTOM cOdW.0 (02, 00d dS DOLSONJASYNY ZPivrD NIFLOYd 1659 TN MO 14
(1LOT NNIBOZIHYOSAWIOTIHY L dV86D (600YDD SIMLSNIVd SYNONOANISJOAOHY)OVdHY SZONSD|  68€1.500°|  €919¥500'| 90893d Tvvyd | (Anwey uiounoe ou) NI3L0dd T¥IILIHLOdAH| 95107209H
(0LL7WASN INNDINODYI WNISOZIHYAQYHE)0VrHg 8AN6LD '6924Nd ‘NIFLOYd 8¥.LLy1g
(011" waSN WNOINOCYI WNIGOZIHYAQYHE)0VYIHE ¥AD680 26664 'NITLONd ‘.,.__wﬂm__
(1LOT WNIOZIHYOSIANIOTIHY €£4860 (L WLS SINILENS 4SENS™ SITILANS SNT1I0V8)0NSYE L8LLEO uw«:«._.uq.q.«._.um.oj«. e
(62571 7001¥ SNIYID"SNTNOVAIIIIVE €50L8D (645FL 021V SNIHID SNTNOVEIHIOVE SAVLED| 29202500 98L93d Wwad | (A uimounoe™ou) [ o S e o OdAR| 0+FSZEOaH
(286017D001¥" SNIWID SNTNIOVE)0IOVE LHPELD (STNY_ LS SIOVHHLINY SNTIIOVE)YYOVE 9AWLED ’ SVIONOAH
(MOLSIONY SNV, HLS SIOVHHLNY SNTIOVEIONYYE S.DM90D 'NIZLOMd £99.7119
(FOSF WSO~ SNAIDTINA~SNE0TD0IVHOYVIONIYY 525820 - — - JNILVLNd ‘NI3LOYd
_ 24 S = v 022934 1vwyd | (Ajwer uiounoe ou) INVHEWAN -889LdV| ZZ8vecoaH
(STSIMYOINATJSENS SIHYDTINA OIHEIAO4TINSIAIHASIA 6032LD NIZLO¥ TvOLLIHLOdAH
IS SHISIdAYI Ad SHISTIAYD SYNOWOHINYXIOVOYX GHSD
(81261 7001V WYaAYdOYNI SYNOWOSOULINIONIIN GHSD
(ZLF2L™ 021y WN3DYIOIA INNIYNILOVYEOWOHHD)0IAHO 8HSO (850W SIAILIONINIW YIMISSIIN)OIWIN_8HSD
(L6PZZ SIQILIONINIW VIYISSIIN)LIWIN 8HSO (000LIWD WNYYIOVYNYIOS VINOLSTWH)00SYY SHSO
(SISSNLYIdVHYd ¥Y113130808)VdH08 8HSD (YOLLIISIHONOYA ¥11313a408)4840g aHSD
(SISSNLY3d WT13L30408)3dH08 gHSD (1IN dS VIHOYETOMING TOM SSIELD NIZ10Yd
(51807 SNLNIDSIHD ¥ILOVEOINYD)0HIVYD GHSO (0L VASN WNOINOJYI WNIGOZIHYAQYHE)0YrYE BHSD i
(B00YDD SIMLSNTVA SYNOWOANISdOAOHY)OVdHY 8HSD| 21202500 (Ajwey"ur"ounoe™ou) wﬁﬂﬂ@mrﬂ%wﬂﬂﬂwm SZRELLOAH
(8507 HLS SNIIOVAIWNL WNIYILOVEOHOVIS LYY GHSO (ILOTIW WNIGOZIHYONIS)ANIHY 8HSD ;
(ILOT WNISOZIHYOSIWIOTIHY BHSS (N9 SISNILMIW Y11I0NHE)0INNE aHSD ASVLIHINAS INOILYLOT
(0EELSINS Y1130NYE)0NSYE GHSD (SIMOLSYd dSaNS SNNIMYIN SNO0000¥0THIOYd)dWOYd BHSD
(STSNNIMYIN TSNS SNNIMYIW T SN202080THOOHOVINYY“aHSD
(2018 HM ™ dS SNDD0DOHIINASIXINAS GHSO (€166 LIW HLS SNNIEYIW SNI2020H0THIONJINWOYD gHSD
(122, 00d SNIOVI0IA" HILOVE0IOTDI0IATO GHSO (€089 00d IS SILSADOHOINASIEANAS GHSO
(021£700d'dS O0LSONIISYNY GHSO (SNLYONOTI SNOD0D0HIINASITINAS GHSO
NV3 wouy | €120 wouy uly 1H 40j uawnBie INON3DO0OH
@aJ) ul dnoub Jeysis seouanbes | seousnbes |wouy seousnbes| jseqidensiooq LELERL R A ajiwey

133



T000HIND WNEYIOVRYIOS VINOISTVEII0SYY SWAXE0

(000HIND WNEYIDYNYT0S VINOLSTVHI0OSYH SLZX8D (VOILd3SIHONOYE V11313a0408)48408 ¥3dWMLD
(SNYYNAOIaYY SNJD0J0NIZAVHIZA LNAYED (YAIDOLININ Y TIIUNILSYAINWSYd SHIBD

(LOVd YSONIONYIY SYNOWOAN3Sd)03VSd EDMHBD (WM SILS3d VINISHIAI0IdIA 560080
(Z600781153d VINISHIA)LIJIA 234780 (67 HLS SITVAIIAIN YYAOIE SILSId VINISHIAIZIJIA ESNFLD

NydA

(IONOWNY1~ dSENS SNIJSANINNT SNA8YHHYOLOHJIONTHd BMLINLD TV Ty | (Awey uroupeTon)l o L OMd WOLLTHIOdAH| §6855C08H
(L2572 HLS WZ [Y3INXT T4 VT1IOIHS)LT14HS PHAGLO (LOE™ LS W IHINXI T4 V1TIDIHSIOTIHS 6LdESD
(0"3S WOIMILNT dSaNS YOI4ILINT Y T1INOWTYSIONIVS 2860L0
(IHJAL W TI3NOWTVSIILTVS 6d.Z80 (ZLT WNIENWIHAAL YTISNOWIVYSIOALYS L+DZ80
(0E€L7SINS WT130NYIONSHE €8N480 (WL SISNILITIW Y1130NHE)0INYE INTASD
EB_EE\E:,moN_:moz_wméImwmﬂﬁac EmoﬂEwwmzu_oEqu\E:_muhog.mom_osmeq\Nmoczwu
S SRHIVOINA dSENS SIHVDTNA ONEIAOATNSIAIHASIA #10eL i ? = = = — LSOL
(LZ9H SNTIHJOWYIHL SNWHIHLIOHLHL 0gHz,D |  £EBELS00°  BEBBYS00) 60SVad v e NIZLONd WOILIHLOdAH| H7E55e08H
b (5Z1-07SNYHNAOTYH SNTIOYE0VYHYE advHeD (L HLS SINILENS™ dSans” sI1ILans ™ sN11Iovelonsvg 8.oLe0
(0SNW_SNIWNY_dSEANS SNIUNY_SNID0D0TAHIYLSINYYLS SdABBD
(SLEN"SNIYNY dSANS SNIHUNY SNDD0D0TAHIVLISINYYLS FLOV.D
{EMINTSNIYNY ™ dSBNS SN3YNY_ SNO00J0TAHAYLSIMYYLS 6HLYLD
(8zzz) 00LV SIAINYIAIdT SNOD0J0TAHAYLS)0dILS §9.L08D
(99 IVINOWNIND SNID001dIHLS)9HH LS 8dNARD (PHDIL AVINOWNAN SNID0001dIHLSIONDLS L9d .60 WAZN3 ‘NIFLOYd
(8G+YN~SNYLNW SND2020Ld3¥LSIONINLS 01NA8D (E8M ™ SITYAIONID SYNOWOHAHJHO)0ID0d 8XNNLD T¥DILIHLOdAH Q3ALISNOD
(28751dA NOYDINOVLOIVLIHLS30I0HILOVEIOHLYE 094v8D (16v22Z SIAILISNINIWTVINISSIIN)LIWINLHSr6D 98987500 (Alwey~uiounoe™ou) ‘NI3LOYd 967419 | 6L855299H
(850N SIAILIONINIW WINISSIINIOTWIN L9LNMED (56992 THOTAD ¥ILOVEODITIHIOAIH 656620 'NI3LOYd L ¥ZZHE ‘NIFLOYd
(66 1HOTAD ¥ILIVEODITIHINGTIH 6rTZ60 (SNYOAORITLIVE 0IEIA0TI3A8)vE309 ZruneD! ZILLTIV 'dBZLY O HOV
(0821 ™SINS Y1130NYE)0NSHE™ 980980 (W9LSISNILITIW YT1130NYE)0INHE #rHASD
(ILOT WNIBOZIHYOSINWIOTIHY PIERED (B00YDD SIMLSNTVd SYNOWOANISJOAOHY)OYdHY SNSNID
(0LL7WasSN WNOINOJYT WNIF0ZIHYAQYHE)0VIHE PAME8D (518D SNLINIDSIHD ¥ILOVEOTNYI)0HIVI SLGVED
B B _ (8507 WIS SNIIOV4INNL WNIWTLOVEONIVISLHOY 89XDLD
(ILOTMIN WNIFOZIHYONIS)ANIHY SPNZED (ST SIHVOINA- dSENS SINVOTINA OI¥EIAOTINS3AIHAS3A 9902ZL0
ISYNISOHTAH
(6000 SIMLSN W™ SYNOWOONISAOTOHNIOVAHY 698NID e e
_ _ (0117wasn WN2INOAYT WNIF0ZIHYAQYHE)0VrHE 95N6LD £/96¥500!| ZSANH Tvwdd | (Aiwey uimounoe ou) 5ivLdn [34IN] ‘LNnans | E04+SZO8H
(G4A7SNIIT0AV X3AINDVIOIVOY 286990 (0212 00d™ dS™ DOLSON)ISYNY SHZYLD TIVAS 3SYNIDONTAH
‘NIZLOYd NdNH
3SYOIT3H vNY
(ILOTNIW WNIFOZIHYONIS)INIHY 6YSZ6D (600¥DD SIHLSNTVd SYNOWOANISJOAOHH)OVAHY 6NLNSD #858¥500! (Anwey"urounoe ou)| INIANIJIA-dLY 31DISSO| L9LLSZOEH
‘NI3LOYd 3SVOIN3H
ISVUIISNVHLONINY
= - = . = = = iz o - IAILVLNG
(-4 SISNIAIANO V1TINYAMIHSIONOHS ™ 183380 (800v9D0 SIHLSNTvd SYNOWOANISIOQOHY)0YdHYE ™ LIPNID 0roFad Tvydd | (Awey U ounoe ou) ‘NIZLONd SISTHINASOIA| £Z40SZ98H
3AIYYHIOVYSATOd
ST WNAIIIL WNIBOYOTHIIOIIHD ZrINgn
(ZLY 1109 WIHOIMIHOS)00DSA HIHL (L0e™ HLS W2 IJINXI S VITADIHS)OT4HS ™ LOdesD
(LISPE HLS VWZ 14INXT N4 YTIIOIHS) L 14HS SHZELD (€€6103 LH-LGL0 1100 WIHOIYIHOSI)L0DST £Z9X80
(£H-2§+0 1700 VIHOIYIHOST)LS00T 656Y.L0 (90 110D VIHOINIHOSI)91003 28a480
(IHIAL YTIINOWTVSIILTVS 12280 (OY3S WOIN3LNI dS8Ns VYOIMILNT VI113NOWTVSIONIVS €d90.0
(ZLTWNINWIHAAL Y 1T3NOWTYS)0ALYS HIHL 10W 370ZVIHL
(WM SILS3d VINISHIAIOIdIA 2HLA8D (6 HLS SITVAIIQIW ¥YAOIE SILSId VINISHIAZIdIA LIYrLD 'NIZLO¥d SISTHLNASOIE
(2600781153d VINISHIA)L3dIA 8dvZ8D (IONOWNYT dSANS SNIDSIANIWNT SNASYHHOLOHJIONTH L96NLD|  15569500:|  ££8.#500° HIHL Tvwad | (Awey u ounoe™ou) NIWYIHL ‘HIHL NI3LOYd| 0265¥¢98H
(LNOIEWASOAONT VIAINISSO19 VIHLYOMSI 19DIM)HEDIM_ 052080 SISTHLINASOIE NINVIHL
(L-YN"SISNIAIINO Y TIINYMIHSIONOHS 233380 ‘NI3LOYd HIHL 3AILYLNd
(9LN"YLS HOL T ¥VAOIE 1O IWHITOHO OI-EIAJOHDIA ESAMBD
(INNANNA0¥d WNIYILOVEOLOHJ)YdOHd 9XA190
(SNDILATOWIVYHYHYD  OIMGIAIVEEIAG4¥28D (9LOFATSNDIFINTNA OIHAIAAAGIA SWOWLD
(9dDO SNOIFINTNA CI¥EINONAIA 610080 (E8M SITYAIONID SYNOWOYAHAYOIDIOOd vLLNLD
(z8¥G-IdA” NOYOIWOYLOIVIIHL S$3AI0HILOVEI0HIYE 91 VVED
Nv3 woyy | €190 wouy upy 1H 104 JuewnbBie INON3OOH
oan uj dnoif Jesis seouenbes | sesuaenbas |wouy seouenbes| 3saqidesnsiocoq WON3DO0H uonejouue a||lwey

134



l&lF2l OD1Y WN3OVI0IA WNIHFLOVAOWOHHII0IAHD 6LONLD

NIZLOHdOdIT 3AILYLNd

= g i B | Ajwey U ounoe o i
(0004HINS WNAYIOYNYI0S WINOLSTWHI0OSYY exzxen | “67898500 £60e3d wvald | (Aues Wioun® oWl yi310xd OLLIHLOdAH] THE08O8H
(Lers 02d SNIOVI0IN ¥ILIYEOIO1D)0IATD _EMHNLD! i - —y| NIFLO¥d €2¥2119 ‘NIZLONd
(0214 700d™dS " DOLSON)JSYNY ZIAABD (0212 00d dS DOLSON)JSVYNY 84AksD | 089500 (RRLIESUITOUROE™OU)) 7 2o 'NIF LOM 9661 TTv| SE964C08H
(39VHNIJOO HVAOUIS SNYOOUHILNI VHIdSOLIININIT L6DZLD e e N
- (ULS IV "UVAQYIS SNYOOUYILNI VHIdSOLIITONIIT LS80 12581500 (g™ ounoe™ou) |1 2 NS S aAH 3AMaSNOD| PPEBLEOEH
(0212700d™dS OOLSONIASYNY Z6DA8D (LZ¥L D2d SNIDVIOIA HILOVEOIOTDI0IATD €8ONLD "NIEL
: 0Yd ZreE1V
(SISNFATHI"SNTTIOYEONVIDO)HIZOO 8d1380 (82221 001V SIAINYIAIIT SNDD0D0TAHAYLSI0dI 1S  0NHI8D
(0sNIW_SNIENY_dSENS_SNIUNY_SNID0D0TAHIYLSINVVLS ¥OSEE0 AH 'NIZLOYd
Aﬁ_mﬂ SNIUNY~ dSaNS”sNIdny” m:ooooo._>:a§mu_z<5m|53&0 GIAMESNOD WOl .D: TOdAH
ZMINTSNIUNY dSANS™ SNIHNY SNOD0J0TAHAYLSIMYYLS L JANSD ; — i _— :
G g B 115 S - o : A ]
(0ZL4700d dS D0LSONIdSYNY ELNASD (1Z2F. 00d SNADVIOIN ¥ILOVEOIOT1D)0IA1D_SAINLD 18422900 arus T Lo S ﬂw%ﬂﬂ%wﬂ% Mw>ﬂ_wmmwm_ FeceleasH
(41S™IVT_9WAOHIS SNYOOHHILNI VHIdSOLJITIONIFT 608480 ‘NIZLONd BLPYTTY
(JOVHNIdOO UYAOUIS SNYOOUYILNI VHIdSOLdIVENITT CAWELD
(dS VY INTIIUIIVEOHYE €ZrNLD (dS VINTIIHIdIVEOHY 933NL0
ISYHIISNVILIASOIATD
(laNOWNYT~dS8NS”SNIOSIANIWNT_ SNASYHHOLOHA)ONTHA ¥LINLD _ o B 319vE0ud
_ _ _ (IGNOWNYT~ dSANS SNIOSANIWNT SNA8YHYOLOHA)ONTHA_§LONLD|  £#212500° 65613d Tvvdd | (Anwey uougoe ou) OL ¥VTINIS '3AILYLND| €2082298H
(0L 7YASN INNDINOGYF WNISOZIHYAQYHE)0VrEE~0SHE8D (SNYENAOIAYY SNID0I0NIZAIVYIIA EIAHED 'ISVHIISNVHLIASOOATD
'NI3LOYd 2692119
(IaNOWNYT dSENS SNIDSINIWNT SNASYHYOLOHJ)ONTHL SZONLD _HMHMMM_ wmﬂmwumummw
(€007 "¥1S OIYWOL Ad IVONIMAS SYNOWOANISJIOASS 940880 Bsorad w4 | (Aiweyumounoeou)| RS SRS TE OL Wylis| BLELLZ98H
(000LIND WNYEYIOVYNYIOS VINOLSTVHI0OSYY ZroXsD 'NIZLOMNA I¥OLIHLOAH
INTD ISVALY ATV
(IGNOWNYT dSENS SNIOSININNT SNAFYHYOLOHJ)ONTHA BABNLD, - - - WYY JALLYLNL OL ¥ 1INIS
L 2. L = A
(IANOWNYT™'dS8NS™SN3DSININNT SNA8YHEOLOHA)ONTH " 8FZINLD 4183d 7 Tuvaid | (Anweyuougoe™ou) '38VdLY ATINvV-4N3dns| $9¢4£298H
WYY HLIM STLLIIY WIS
(850 4L SNIIOVAINNL WNINALOVAONDVISLUOY LIEQLD (LOT WNIBOZIHIOSIWOTIHY 6ressd | vrezzsoo|  zesevsoo!| sssead twvais | Gy urouseon)| o o NELOBSY 6poc z0an
_ (0rF vasn WNOINOdYT WNIB0ZIHYAQVHE0vrag_GvHESD | — _ NIZLONE TYDLLIHLODAH
(SI1SSNL183d"¥113130408)3d4H08” M L1LD (VOILdISIHONOYE Y T13130409)48408” €996.L0D 89L93d Tvyyd | (Awey U ounoe ou) ‘NIZ10u4 805T1a| EVEBETOEH
(SISSN1H¥3dVHVd V113130H08)VdH08 681140 (07vZIX VaAILNd SYNOWOAN3SdINDISd L A4880 )
= = = . - I = ATINYE 2dIS J0LV N9
(¥Od SNIONA3IHYNSINS YILOVE0IDIONSID 008kLD| 98942500 652€3d Tvvyd | (Awey uounoe ou) TYNOLLAIMOSNya 1| £6ZESTOTH
ﬁmon\ﬁ‘mkm\ohqs_oh >n_\u<w.._z_m>m\m<zos_oo:um&o\rmwa\mmmmmo nwmouwmﬁmma\q_z_mmu% 13d3A BErZBO 80912 '06200dA HMHMMM
WX SILS3d_VINISHIA0IHIA 90MOLD (67 H1S SIMYAIIQIW ¥VYAOIT SILSId VINISHIAZIJIA_OHXPLD . , - AR U - ,
(LH-2510 1100 VIHORAHOS3)2500F ZTeXE0 (€86103 LH-L510 110D VIHORIHOS3)1008T Luexen| CL0PL900°|  SVB9VG00'| /88G3d Tvvad | (e urousoe ou) [ i v e
(£860L 001¥ SNIYID SNTOVEI0IOVE 8OAZLD (883 INVLIL WNIQIYLSOTOI0IALTD LXI68D 'NIZLON aANISNOD
~ _(Z2gH SMTIHJOWEIHL SNWE3HIJOHLIHL ¢O9v0
(22pZ1"001¥ WNIOVIOIA”WNIYILOVAOWOYHI)OIAHD_8dANLD 0O¥d A3AYISNOD
(0£™HLS ILID ™ Ad SIAOHONOXY SYNOWOHLINYXIOXYYX 7AJd8D o B IYOILIHLOJAH NI3LOYd
(S7SIVDINAdSENS SHYDTNA OMEINOIINSIAHASIA 64MZLD 90v61S00: (Awey™uimounoe ou) [IYOILIHLOJAH QIAYISNOD| 85+L5298H
(418711 UYAOHIS SNYOOUHILNI VHIdSOLdITIONIIT 048480 ATNNYH PELLLD NIFLOYd
(IOVHNIJOO UVAOHIS SNYOOUYILNI VHIdSOLdITIENITT CONELD Q3LVID0SSY-UdSIHO
(S1L7NNAId3 L WNISOEOTHD)OILHD 00aM8D
~ ~ ~ — (5210 SNVENAOTVH SATIOVEIOVHVE [ASHED
(851¥N SNYLNI SNI2020Ld3HLS)IONNLS 0SSO (SYD LW SINID0Ad SNID0D0LAIYISIOALLS SSABED iSETE 6
(22vZ)001v WNAOVIOIA NI LOYEOWOHHIJOIAHD_SdANLD e e S
%mw_mww@ﬁ»_\un_m\%:mw\,mWﬂwﬂmﬁoﬂw_muﬂ%w%wﬁ%ﬂh%w 80¥6V300! (Aywey™ui"ounoE™0U) [GIANISNOD ‘ATINVA LOSLWL| 951/5298H
(FOVHNIJOD UVAONIS SNYOOHMILNI WHIdSOLATTLNIFT 0ONZLD O i e
B _ (W1S7 IV 8YAOHIS SNYDOUHILNI VHIdSOLdITONIIT 228480 s
(S7LWNAII3L WNISOMOTHD)0ILHD 20aX8D (L29H SNTIHJOWNIHL SN IHL0HLHL 09970
NV3 woldy | €190 wouy upy 1H 4o} juswinbie INON3OOH
SRguldmibuds saousnbas | seouanbas |wouy seousnbas| 3saqidensjooq WONIHOH UohEeuue a|jlwey

135



| _ _ (WNVITYHL_SISdOQIavaYJHIvEY 6MI460 TeaTaE || ~ 0£Z°GMILL
(WNVITYHLSISIOQISYHEYIHLYEY 0XZW6D (28¥5-IdA” NOHDIWOVLOIVLIHL SIAI0NILOVEIOHLYE PXSVED 00/88.69500" (Ajnwey Ui ounoe~ou) NIFLOYd TWDILIHLODAH| 2ZeLLie0aH
(z8¥5- 1A NOYDINOVLOIVLIIHL S3AI0YILOVEIOHLIYE SHIYED [ . 'L 'gzegeavolana
ISYNANODTHISYEDIINI
(ILOT_WNIGOZIHYOSIWIOTIHY 741860 . T . 3IALYLNd
(011 "¥aSN WNOINOYI NNIBOZIHEAQYHEIOVFEE 1YL68D (LLOTTEW NNISOZIHYONIS)INIHY zAszeD | +4469500° (Ayuey” L ougoe™ou) ‘ISYNIGNODI/ASYuoaLN| FHI0HE08H
'NI3LOYd 8€le11g
(12v£700d"SNIOVI0IN ¥ILIVE0IOIDI0IATD 6IONLD (SNYHNA0IAVH SNID0IONIZA)VHIIA_EZZH6D ‘3OVHIJSNVHLT >MMM_
(1S7S1M1SIdNYD Ad SIH1STINYD SYNOWOHLNYX)0VIVX 6¥vdeD _ e _ YLK NIZLOY
(0" dLS_IMLID™ Ad SIAOMONOXY_SYNOWOHLNYX)0XYVX_Sd)d8D S0£3d Tvwdd | (Aiwey Ui ounoeTou) WOLLIHLOGAH bz 1zavx| E98FOEDEH
(€007 ULSTOLYIWOL ™ Ad™IVONIMAS SYNOWOANISIOASS LNOSSD NIZLOYG TYOLLIHLOGAH
(ovbzLY WalLNd SYNOWOAN3ASdMJISH 9NHEED NISLON bshEsHe
g-ONIZ ISYNIAVIA
(81£617001Y vIVAOUNT SYNOWOSOULINIONIIN L #AZ8D (STLTWNAIdIL WNIBOYOTHO)0ILHO_LDAM8D _ o _ Dzﬁunﬁ_\%w%m%wm
(1S7SIMISIdNYO ™~ Ad_ SIM1SIdNYI”SYNOWOHLNYXIOYOVX L80d8D LLv3d Tvwed | (AiweyuimounoeTou) AV svNInyag| BreestosH
(0£7" 415714119 Ad SIAOdONOXY SYNOWOHLNYX)OXWYX 8ZNd8D AV IAGLLAOAXO3A
ANV INITILAD
P P - - NIEL0dd ATIAVA
(€007 418 OLYIWOL Ad IVONIYAS SYNOWOANISAIOASSd 91880 . i -
b - = = 5209¥500: (Aj1wey Ui ounoe ™ ou) H1¥Y30-LSOH-LN3A3Yd| 69686299H
(814617001 VIYJOHNT SYNOWOSOHLINJONIIN €1AZED ‘NELLOMA TYOLLIHLO4AN
(0L ¥aSN WNOINCAYF NNISOZIKNAQYHE) 0V S 0Ld68D (SISSN1MTd v113130408)3dH08 0AMMALD sastrais] oo O ol o
(S1ISSNLYIdvHYd Y 113130808)VdH08 FSSMLD (WOILdISIHONOYE W113130408)494908 SOHMLD 2ALYLAd ‘NIZLOUA 00rETE
- — (¥OILdISIHONOYE V1T313050d/4a40d £00ML0
_ (s1SSNLyadvevd VTT3130H0E)Vdd08 0PMLD (SISSNLYAd Y 113130H08)3dH0E SAZALD vEeNa
(LOVd YSONIDNYAY SYNOWOAN3Sd)0avYSd_Lovi6D (VOILdISIHONONE V113130408808 _2ZHMLD ATINYA M13L HOLYINDTY
_ (818SN1¥3d ¥113130408)3dH09 0IMALD (SISSNLYIdYHYd Y113130¥08)VdH08 SNEMLD o _ YNOLLAIHOSNYHL
(ILLOTM3IW WNISOZIHYONIS)INIHYEZNZBD (B00YDD SIMLSNTvd SYNONOANISAOAOHYIOVdHY ¢2ZNID| 225125000 (Ajwey"urmounoe™ou) T1a1SSOd ‘zzs1ooms| 89+26C08H
(8507 "M1S™SNIIOVAIANL NNI¥ALOVAOHOV)GLHOY €DX0LD NIZLONA TYILLEHL OdAH
_ _ (011L7¥aSN NNDINOAY ™ INNIBOZIHYAQYHE)0YHE_ 9D N68D o A ey
(SISNIATHI"SNTDYEONYIDOIHIIDO ZMNIBD (82221~ 001V SIAINYIAIdI SNOD0D0TAHAYLS)0dI LS 00080 4
(6251~ D01Y SNIYIAD SNTNDVYEIYOIIVE ZX9L8D (€089 20d dS SILSADOHIINASIEANAS £9E£55D
(000HIWD WNYYIOYNYTOS VINOLSTYHI00SYY ZINAXSD
(SISSNLY3d V113L305089)3dH08 EAZALD (WOILdISIHONOYE W113130408)49508 BIOMLD — — - £0820SY
= L o, i A
(S1SSN LAdVHvd YTTI1T08)VAHOE SIOMLD (SISSNLYAd YTTA13AN08)3dH0E LEALD 80vC3d VA [ (e LUTOURET O y3) Gug ol aHLOdAH| TBO2OCORH
(SISSNLYIdYHVd Y 113L30¥08)VdHOg BNOMLD (VDILJISIHINOYE V113130408)48408 8INMLD
(€166 LIW ¥1S SNNIEYW SNDD0J0Y0THIOHdIWNOYd LESALD = S - ATIAVE 1¥dD W3 1H0dIINY
- - _ = AL < A
(L0 IFZVW YNIOHYSONYHLIWOYWIW LSADSD (V20 SNYHOAILIOY YNIOHYSONYHLIN)0OVIN EWNLED L07S3d Tywaid | (Auey U oume”ou) +Hi+vYN 318Iss0d| BPE0EEO8EH
LINNENS
- — S ‘IWAZNI NOILYOISIQON
(dS™VINT13MId)VEOHY €e3NLD - Ui ounoE—
e = = = =i glee3d Tvvd4d | (Anwey ui"ounoe ou) NOILOIH1S3H | 3dAL| £Lp¥8208aH
(dSTVINTITYIA)VEOHY 813NLD (Y22 SNYHOAILIOY WNIDHYSONVHLINI0OYIN 8LNLBD SO NHS SN LSAS
NOILYDIJIQOW NOILOIYLSTY
2018 HM dS SNODODCHDINASIXANAS 009NL0 i : = =
(00 ML OIVINOL Ad SYONINAS SYNOWOANISAI0ASST 6ansen | FFECLS00  €SS67S00: (Ajiwey~ui"ounoe"ou) NIFLOYd TWDILIHLOdAH| 885£8298H
(SISSNLY3dVEYd ¥Y113130¥08)VdH0E EOVMLD (¥OILdISIHONONE V113130H08)Ha808_01rMLD _ o _ wwqﬁzm_w\wu@ﬂw
(o¥bZIX WAILNd SYNOWOANISdNdISd 5A4820 (SISSNL¥3d V113130¥08)34M08 2aLLLD £9193d Tvwed | (Ajwey urounoe ou) N4 ISYIVINSIYOH0s| £9428898H
(818N 143dVevYd v113130H08VdH0g 80LLLD (WOILJISIHONOHE Y113130408)48408 S3LLLD '3SVTOHOAH
Nv3 wouy | €120 wouy lujy 1H 40} uawnbae NON3DO0H
@a1 Ut dnouf Jeysis saosuenbes | sesuenbes |wouy seouenbas| 3seqidensiooq WON3O0H uonejouue 8||iwey

136



(9INTHLS HOLTA ¥VAOIE L0 IVHITOHD OI-EIAJOHDIA 99THED

+880¥OA NIJLOHd

- - ~ - - - 9650.500: (Aneyurounoe ou) TOILIHLOJAH ‘0880VOA| ¥6.6.898H
(9LNT"HLS HOLTI ¥YAOIE™ LO™ IVHITOHD OIHFIAOHDIA L9THED NIELONd TYOILIHLOAH
VNVITVHL SISJOQIgvEVIHLVEY 96AZ60 ; = e - [3109d 8102364 ‘NIFLOYd
(024£700d~dS DOLSON)JSYNY 180780 (024 00d dS DOLSON)JSYNY z3nAgn | B96EL500 SL1¥3d Tovdd | (Auey”urouoe ou) 6L9vHTY 'NIFLONd £LzoTTy| FOECED8H
8ZZ10SH NI3LOYd
(000LIND™WNIYIOVYNYTOS VINOLSTVHIOOSYH ONAXBD (0212 00d” dS D0LSON)dSYNY 63AARD 00€3d Twwyd | (Awey"uounoe™ou)[  T¥IILIHLOJAH ‘NILOYd| 8¥.05£98H
SISIHLNASOIS INIH
(SZ1-07SNYHNAOIYH SNT1I0VYE)OVYHYE 913X60 (YNYITYHL SISJOQIgvyY)HLVEY 034S60 ﬂmuw%n__ﬁhwmm“u
(SNIN2SNINTSNINIISNOW 0NNEGED (SNIIdYS OWOHINYINNH 828HED (SNIIAYS™ OWOHINYINNH ¥SEHED WOLLIHLOdAH ‘NIZLONd
(ANTIHAOYAY WNTNOYE0HA)IVYAD €ZNZ8D (L HLS IIWAOMOL SNE0T104INSI00LNS 81960 9908500 (Ajwey~ui"ounoe™ou) aceoHa m@q@:_od Ao 5| §+esreosH
(SNOIYYLY410S SNE0T104INS)0STINS OMZLED (6LAY 14T TANYH SNYAJONYHLIW)OYHIW 9ZNL8D VIO 4ONAAHYALT T ANNOY
(1Y XINH3d WNYADOYIVI0IIV ENJABD (L-DUN dS WNIEILOVEOTWHILNTYH 9edHED G
(YZO SNYHOAILIOY YNIDHVYSONYHLIWIOOYIW SENLED (SNYHNAOIAYYE SNOD0D0NIZAVHIIA evAdED | S2942500°|  65E8¥S00! (Anwey~uiounoe ou) NELLOHA WY DI 222 96ZSPE0aH
' T NIZLOYd WOILIHLOdAH
ISYHIISNVELTAHLIN
(V2O  SNYHOAILIOV YNIOYYSONYHLIW)0OVIN PEHOLED i ; i ~ LELYIN NIZLOYd
(LD ITZYIN YNIOHYSONYHLIWOYINIIN SMODED (W20 SNYHOAILIOY WNIDHYSONVHLIWI0OVIW 0zZNLgD | J96HS00 | £168vs00: (AILE} UPOUIRETOUN) oy | 1OdAH ‘peolvin| E6BOYEDEH
NIZLO¥d T¥DIILIHLOLAH
(10D 13ZvIN YNIDYVSONYHLIIWIOVINSIN 604d8D (109 [3ZvIN YNIDUYSONYHLIWIOYIWIW LSSd80 e
(L0971I3ZVIN_WNIDHYSONYHLIW)OYIWIIN_S9008D (V2O SNYHOAILIOY YNIDNYSONYHLIW0OVIIN 0N1L8D| 81929500 (Anwey™uiounoe"ou) A $GB6EEOEH
(LOD 132wV YNIDHYSONYH1INOYINTIN £6NdBD (vZD SNVHOALLIOY WNIDHYSONYHLIN0OYIW 645180 NIRLO=d AT
NN OL 9V TINTS 0SEEAIN
(IONOWNYT dSENS SNIOSININNT SNAGYHHOLOH)ONTHd 648N.LD NIFLO¥d T¥DILIHLOdAH
(LOD 1FZVIW VYNIDHYSONVHLINWIOVINIIN ENYCBD (W22 SNYHOAILIOY ¥NIDYYSONVHLINIOOVIW 91d18D|  16LLLS00: (Aueyui"ounoeou) 'SZBLYIN NISLOYd| 5/96E€D8H
(YZO SNYHOAILIDY YNIOYYSONVHLIW)0OYIW 0rd180 IVOILIHLOdAH 'LZ6LYIN
. ; . _ NIZLOYd TWOILIHLOdAH
109 132N YNIJEYSONYHIIWIOVININ 208ds0 (109 [HZvIN YNIOYYSONYHLIIWIOYIWIW 26Nd80 7 T =
(LOD 132V YNIDEYSONVHLIWOYWIW 990080 (0D 13ZvW ¥NIDNYSONYHLIWOYNIW sgsdep | 94749500 (g™ ui"ouRoe™ou) 35VSO0dSNYHL| 99068€08H
0E 9IS IUlD Ad SIOOJONOXY SYNOWOHINYXIOXYYX eridso 1IVOISIAON-NOILOE 1S Td
(LOVd ¥SONIONYIY SYNOWOANISd)03vSd 8voIsD (LY INIIWIL YSOIAILSY Y11 TAX)LITAX 6M6ELED 1 3dAL TWOILIHLOLAH
(96Y6 VSOIAILSYA YITITAXIOVIAX 876460 (WNANNAOHd WNINFLIVAOLOHJ)HdOHd 011780 96297500 (Ajiweyuiounoe~ou) ‘894 LOA NISLOM| 90Z6££98H
(9LN"ULS HOL1I ¥YAOIE L0 IVEITOHD OI¥EIAJOHDIA SLUMED IWOILIHLOLAH ‘wEL2vd
(€088 00d dS SILSADOHOINASIEANAS 983790 (LOD 13ZVIN_ WNIDHYSONYHLIWIOWIWIW 8NSd8D NILOYd T¥IILIHLOJAH
TYNOILJHOSNVYHL
(60090 SIHLSNIVd SYNOWOANISIOAOHH)OVIHYE ZOVYNSD *HOLYIN93Y
(0L VasN WNDINOdYI WNNIE0ZIHYAQYHE)0YrHE 933680 IVYNOILIMOSNYYL
(LS7SIHLSIdNYD Ad SIMLSIdINYD SYNOWOHLNYXIOVYOYX 81Ad8D|  L6SZ.L500° (Ajwey~ui"ounoe™ou) 31ava0dd| L/88ee0gH
(0€ HLS 1HLID Ad_SIAOdONOXY SYNOWOHLNYX)OXYYX 900d80 ATIAYS ¥13L "HOLYINO3Y
(LOVd WSONIDNY3Y SYNOWOANISH)03VSd £FXHED TYNOILAIHOSNYHL
= 3781SS0d
(1S7SIYLSIdNYD Ad SIYLSIdNYD SYNOWOHLNYX)0WOWX BEYSD
(0€” WLS IILID™ Ad_ SIAOdONOXY SYNOWOHLNYXI0XVYX ZM1d80
(£00 HLS OLYINOL Ad I¥ONIMAS SYNOWOANISJI0ASSd 282880
(oprZIn valLNd SYNOWOONISdINGISd LaHSsD (011 VASN” WNJINOJYT WNISOZIHYAQYHEI0YryE 61r680
(0LL7YasSN WN2INOJY NNISOZIHYAQYHA)OVIrYE 721680
(oprzI ¥alLNd SYNOWOANISdMdISd 069880 (LOVd YSONIONYIY SYNOWOAN3Sd)0IvSd 8LLIBO dSTUESYN
(1S7S1H1SIdNYD Ad_SIM1SAdINYD_SYNOWOHINYX)0VOYX 90addsD —— PR A o _ ANIQILSIH FSYNI
(0E™¥LSTLID A SIAOJONOXY SYNOWOHLNVX)OXYYX ZZNABO | o) nooen il 26867500 9Ty (Apweyui"ounoe~ou) INIAILSIH Q31v13Y-1XI4| oregeeogH
(12rL 00d SNIAOVIOIA HILIVEOIOTDI0IATD 0NANLD WMOD 3SYNIM INIAILSIH
(0212700d 'dS D0LSON)dSYNY ZHAASD (1S SIHLISIAINYD Ad SIHLSIANYD SYNOWOHLINYX)OVIVX Z16d80 F1DAD 113D 'dSGL LVd HOV
(0™ ™LS LD Ad SIJOJONOXY SYNOWOHLNYX)OXYWX FOHIB0
(07 HLS 1M LID AL SIAOJONOXY SYNOWOHLNYX)OXYWX LIHASD
(E00 YLS OLYWOL Ad IVONIMAS SYNOWOANISHIOASSd S6XL8D
(600Y9D”SI¥LSN V] SYNOWOANISIOAOHY)OYIHY PMZNSD
(0L7WASN WNDINOGY INNISOZIHYAGYHE)OVIrEa 14680
(0LL_W¥ASN WNDINOCYT WNIFOZIHYAQYHE)0YrHE ELHE8D (ILOTNIW WNIFOZIHYONISIIWIHY ¥/2260
Nv3 woy | £120 wouy upy 1H 404 Juawnbie INON39OH
a1} uj dnosb Jeysis seouenbas | sesusnbes |woyy seousnbes| 3seqidensjooq WONSDOHUIREDLULE 8|jiwey

137






ANNEXE

Annexe B
Résultats de la détection
d’éventuels transferts horizontaux
chez Frankia, par ’analyse liée a
I’absence de genes chez

Streptomyces
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Abstract: We have developed a tool in order to identify sequences in relation to a sequence family
database. This tool combines several algorithms: BLAST, multiple sequence alignment and phylogenetic
tree building. After identification of the most similar gene family to the query sequence, this query
sequence is added to the whole family alignment and the phylogenetic tree of the family is rebuilt
including the query sequence. Thus, the query sequence can be easily located in its gene family.

Keywords: identification, similarity search, alignment, phylogeny.

1 Introduction

In several biological contexts such as species or taxon identification from molecular markers of
environmental organisms, confrontation of a new sequence to those of a database, or sequence database
update, the classification of a new sequence compared to a sequence collection can be useful. Algorithms and
bioinformatic tools are necessary to carry out these operations in a relevant and fast way.

Tools such as BIBI (Bioinformatic Bacterial Identification) [1] were mainly developed for pathogenic
bacteria identification. This program uses BLAST [2,3] to perform the similarity search. Then multiple
sequence alignment programs such as CLUSTAL W [4] are used to align the most similar sequences to the
query sequence and finally to build the corresponding phylogenetic tree. The limiting stage of the
identification process is alignment computation. Moreover, such a system is practical for on-line use because
the databases on which it works are of small size. Thus, results can be obtained in a time acceptable to the
user. This is related to the fact that it is an identification tool: it is enough to recover only a small number of
sequences, presenting the strongest similarities with the query sequence, before computing the alignment.

With existing algorithms, the principle used by BIBI is thus inoperative for large sequence family
databases such as HOVERGEN [5], or HOBACGEN [6]. In these databases, sequences are grouped in
homologous families and prealigned. These databases can also be used as tools for phylogenetic analyses.
The addition of only one sequence can have many repercussions on the topology of the phylogenetic tree
associated to a given family. These changes may be located in the tree near the query sequence, but they may
also be located at the level of major nodes. In such a case, it is thus impossible to limit comparisons to the
most similar sequences, and it is the whole family which should be taken into account. Moreover, the
HOVERGEN and HOBACGEN databases contain large families, sometimes composed of several thousand
sequences. With such families, algorithms like CLUSTAL W and MULTALIN [7] are unable to deal with
the problem of the realignment in times which are compatible with interactive use.



2 Implementation

We built a bioinformatic tool allowing the automatic identification of homologous sequences and their
classification inside large sequence databases. The implemented program is composed of three stages. First,
from an unknown sequence, we developed an identification algorithm using comparison and similarity search
tools to find the gene family to which this sequence belongs. Second, it is necessary to use fast algorithms
making it possible to align a large number of sequences or to gradually add a sequence to a preexisting
alignment without recomputing all of the alignment. Lastly, the phylogenetic tree must be rebuilt by
including the unknown sequence. This rebuilding must be fast and possible with a large number of
sequences. Our tool thus contains several algorithms written in standard language ANSI C integrating
different programs of similarity search, multiple alignments and phylogenetic tree rebuilding. These
developments are integrated in a web application implemented in HTML-php, which makes it possible to
have an interface with simple and fast use.

The identification algorithm uses BLAST to compare the unknown protein or nucleotide sequence with
the sequences of the protein family database chosen by the user. We have chosen to work with protein
databases because similarity search from a protein sequence is more sensitive than comparisons made from a
nucleotide sequence. The BLAST result is analyzed in order to identify potential families of the unknown
sequence. For each database sequence that matches with the unknown sequence at an e-value lower than a
threshold (the best match e-value x 1e5), we determine its family and its BLAST score. For each family thus
identified, a weighted average of the scores is calculated. The selected family is that with the highest average
score. We also locate the non-overlapping matches of the sequences of potential families to the unknown
sequence. All distinct families with non-overlapping matches are selected. Finally, if several families have
the same average score, the families are proposed to the user. Then, the user can choose what family to use.
The interface provides links to BLAST output and to information about proposed families in order to assist
the user choices.

For each selected family, a set of multiple alignment programs is proposed to the user. The majority of
these programs follow the progressive alignment heuristic approach. This approach is very fast, requires a
moderate memory space and offers good performances with relatively well-conserved sequences. Several
multiple alignment programs use this approach like CLUSTAL W, MULTALIN, MENTALIGN [8] and
MUSCLE [9]. The latter proposes two more specific uses of the program, MUSCLE-prog and MUSCLE-
fast. They make it possible to align a large number of sequences much more quickly than with other
programs (MUSCLE-fast is faster than MUSCLE-prog but less accurate). Other programs such as MABIOS
[10] use algorithms of alignment by blocks and obtain good results for homologous sequences. All these
programs also make it possible to very quickly add a sequence to a preexisting alignment. For this, the
majority of these programs use the principle of profile-profile alignment. According to the selected family,
the proposed list of alignment programs varies. Indeed, problems (e.g., too slow execution for a web
application, insufficient memory) may occur when some programs such as CLUSTAL W and MABIOS are
used to add a sequence to an alignment of more than 500 sequences. In order to help the user in his/her
choice, links to BLAST output and to information about each selected family are given.

The obtained alignment is used as input for the phylogenetic tree building program. In our case, we
require a program which guarantees a great speed of execution even if the quality of tree is not optimal.
Indeed, the aim of this tool is to allow the user to locate approximately the unknown sequence in the selected
family. Thus we have chosen to use QuickTree [11]. This phylogenetic tree rebuilding program is a fast
implementation of the Neighbor-Joining algorithm [12]. It allows a rapid phylogenetic rebuilding of large
sequence families. This program provides an option to bootstrap which makes it possible to have a certain
validation of the obtained tree. Moreover, this option is used only when the family contains less than 100
sequences to keep short running times. The tree obtained by QuickTree is then rooted at its center.

All results are presented in an HTML page. The user can visualize the BLAST output and information
about each selected family. Obtained alignments and phylogenetic trees can be displayed by two Java applets



(Fig. 1): Jalview ([http://www?2.ebi.ac.uk/~michele/jalview/]) and ATV [13].
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Figure 1. Screenshot of the web application.

In databases such as HOBACGEN and HOVERGEN, alignments and trees are precomputed for families of
less than 500 sequences. However, in the case of a family of several thousand sequences, the family multiple
alignment can take several tens of minutes. With a web application, such running times are not acceptable.
We thus envisage to use the algorithms integrated into our identification tool to precompute alignments and
trees of large families of these databases. Moreover, an algorithm to add a sequence to a preexisting tree
could be integrated into our identification tool in order to avoid recomputing completely trees of large
sequence families. Thus, the necessary time for the on-line identification could be improved.
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ABSTRACT

Summary: We present a web service allowing to automatically assign
sequences to homologous gene families from a set of databases. After
identification of the most similar gene family to the query sequence, this
sequence is added to the whole alignment and the phylogenetic tree of
the family is rebuilt. Thus, the phylogenetic position of the query
sequence in its gene family can be easily identified.

Availability: http:/pbil.univ-lyon1.fr/software/HoSeql/

Contact: arigon @biomserv.univ-lyon1.fr

Supplementary Information: Supplementary Data are available at
Bioinformatics online.

In several contexts such as (1) species or taxon identification from
molecular markers of environmental organisms, (2) confrontation of
a new sequence to a database, or (3) update of homologous gene
family sequence databases, the classification of a new sequence into
acollection is needed. This classification allows the identification of
which family the sequence belongs to and contributes to the assess-
ment of its evolutionary relationships. Today, massive sequencing
techniques are routinely used and the number of new available
sequences grows up quickly. The identification tasks require the
chaining of different programs (for similarity search, alignment and
tree computation) that are sometimes complex to handle. Moreover,
some results have to be manually checked. Doing these tasks
sequentially makes the work of sequence identification tedious
and time-consuming. Automated bioinformatic tools are thus nec-
essary to carry out these operations in an accurate and fast way.
Some tools exist to make sequence identification. For instance, BIBI
(Bioinformatic Bacterial Identification) (Devulder et al., 2003) was
specifically developed for bacterial identification. The European
ribosomal RNA database (Wuyts et al., 2004) compiles complete
or nearly complete ribosomal RNA (rRNA) sequences and uses
the BIBI algorithm in order to allow a user to make rRNA quick
phylogeny analyses. The Ribosomal Database Project (Cole et al.,
2005) proposes a database with aligned and annotated rRNA gene
sequences and provides analysis services such as the RDP classifier
that places sequences in the RDP hierarchy in order to give an initial
taxonomic placement for sequences.

We developed comprehensive sequence family databases (i.e.
HOVERGEN and HOGENOM) (Duret et al., 1999) in which homo-
logous protein gene sequences are clustered into families and

*To whom correspondence should be addressed.

aligned. These databases can be used for different purposes,
among which are phylogenetic analyses. The addition of a single
sequence to a given family from these databases can have many
repercussions on the topology of the associated phylogenetic tree;
these changes may be located near the introduced sequence, but they
may also be located in deep nodes. In such case, the phylogenetic
information brought by the whole family should be taken into
account. Also, as HOVERGEN and HOGENOM contain large
families, with several thousand sequences, powerful algorithms
are required in order to quickly add a sequence to a large alignment.
Currently available sequence identification tools such as those pre-
sented previously are developed to treat specific data such as
rRNA sequences. BIBI algorithm limits comparisons to the most
similar sequences and the RDP classifier uses a naive Bayesian
rRNA classifier. So they cannot be used effectively with large
family databases such as HOVERGEN and HOGENOM.

We built a software environment—called HoSeql (Homologous
Sequence Identification)—allowing the automatic identification of
homologous sequences and their classification into our sequence
family databases. It integrates different programs of similarity
search, multiple alignments and phylogenetic tree building, as
well as specific tools we developed. This environment can be
accessed through a web service implemented in HTML-PHP. It
is divided into three parts. First, the identification procedure uses
BLASTP (Altschul et al., 1997) to compare the query sequence with
the entries of the family database chosen by the user. BLASTP
outputs are parsed in order to identify to which families the sub-
mitted sequence belongs. All distinct families with non-overlapping
matches are selected allowing to process sequences that contain
non-overlapping regions from distinct homologous gene families.
If several families are identified, they are all proposed to the user
who can then choose which one to select. The interface provides
links to BLASTP output and information about proposed families in
order to assist user choices.

Second, for each identified family, a set of multiple alignment
programs is proposed to the user CLUSTAL W (Thompson et al.,
1994), MULTALIN (Corpet, 1988), MABIOS (Abdeddaim, 1997),
MENTALIGN (Dufayard, 2004) and MUSCLE (Edgar, 2004).
MENTALIGN is an incremental algorithm that has been developed
specifically by our group in order to manage very large alignments
and trees containing thousands of sequences. MUSCLE proposes
two specific uses of the program, MUSCLE-prog and MUSCLE-
fast allowing to align a large number of sequences much more
quickly than with other programs. All these programs also make

1786 © The Author 2006. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For Permissions, please email: journals.permissions @ oxfordjournals.org
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it possible to very quickly add a sequence to a pre-existing align-
ment. The HOVERGEN and HOGENOM databases contain all
multiple alignments and phylogenetic trees for families of <500
sequences. So, the query sequence can be easily added to alignments
of these families. For other families (>500 sequences), the whole
sequence alignment has to be computed. According to the identified
family, the proposed list of alignment programs varies. Indeed,
problems may occur when some programs such as CLUSTAL W
and MABIOS are used to compute a multiple alignment containing
>500 sequences (e.g. execution is too slow for a web application,
memory allocation).

Lastly, the obtained alignment is used to build the phylogenetic
tree. The user can choose among the following tree building pro-
grams: QuickTree (Howe et al., 2002), FastME (Desper and
Gascuel, 2002), BIONJ (Gascuel, 1997) and PhyML (Guindon
and Gascuel, 2003). QuickTree is a fast implementation of the
neighbor-joining (NJ) algorithm (Saitou and Nei, 1987). It allows
arapid phylogenetic rebuilding for large sequence families. FastME
is based on the minimum evolution method. BIONJ is an improved
version of the NJ algorithm. PhyML is able to compute large phy-
logenies by maximum likelihood. When the input of the phyloge-
netic tree program has to be a distance matrix, we use PROTDIST
[with Kimura’s formula (Kimura, 1983)] to compute it (Felsenstein,
1989). For each program, the user can apply the bootstrap option.
The tree is then automatically rooted at its mid-point.

For all programs used in HoSeql (BLASTP, multiple alignment
programs and phylogenetic tree building programs), the interface
allows to choose non-default parameter values. All results are pre-
sented through web pages and can be downloaded. Resulting align-
ments and phylogenetic trees can also be displayed by two Java
applets: Jalview (http://www2.ebi.ac.uk/~michele/jalview/) and
ATV (Zmasek and Eddy, 2001). Some selected options can result
in time-consuming alignment and phylogenetic tree building (e.g. if
the user chooses PhyML with the bootstrap option). In these cases,
computations are performed offline and the user receives an e-mail
with links to the various results that are kept on the server for one
month.

The usefulness of HoSeql is to automate the identification process
on large family databases and to contribute to the study of the
evolutionary background of new sequences. HoSeql proposes a
user-friendly interface that allows a user to easily identify a
query sequence and to visualize the obtained alignment and tree.

The user can thus locate the sequence in the tree of its gene family
and study the evolution of this new sequence. Computation times
range between 30 s (for 143 sequences in the associated family) and
2 min 30 s (for 1132 sequences in the associated family).

Conflict of Interest: none declared.
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RESUME en francais
Le nombre de séquences génomiques disponibles augmente tres vite du fait du développe-
ment de méthodes de séquencage massif. La classification de ces séquences est nécessaire et
permet I’étude de leurs relations évolutives. Des outils bioinformatiques automatisés sont
indispensables pour effectuer ces opérations d’identification de facon précise et rapide.
Nous avons développé HoSeql (Homologous Sequence Identification), un systéme permet-
tant d’automatiser l'identification de séquences dans de grandes banques de familles de
genes homologues. HoSeql propose une interface accessible sur internet (http ://pbil.univ-
lyonl.fr/software/HoSeql/) afin d’identifier une séquence et de visualiser ’alignement et la
phylogénie obtenus. Un autre programme, dérivé d’HoSeql, a été implémenté pour ’ajout
automatique de séquences génomiques aux banques de familles. Enfin, un travail sur I’iden-
tification automatique de séquences bactériennes d’ARN 16S et la détection de séquences

chimeres a été effectué.

TITRE en anglais

Development of automated identification tools using large gene family databases

RESUME en anglais
The number of available genomic sequences is growing very fast, due to the development
of massive sequencing techniques. Sequence classification is needed and contributes to the
assessment of their evolutionary relationships. Automated bioinformatics tools are thus
necessary to carry out these identification operations in an accurate and fast way. We
developed HoSeql (Homologous Sequence Identification), a software environment allowing
this kind of automated sequence identification using homologous gene family databases.
HoSeql is accessible through a Web interface (http ://pbil.univ-lyonl.fr/software/HoSeql/)
allowing to identify a sequence and to visualize obtained alignment and phylogeny. We also
implemented another set of programs - derivated from the one used in HoSeql - in order to
automatically add genomic sequences to family databases. At last, some developments ai-
med at automated identification of 16S RNA bacterial sequences and detection of chimeric

sequences.
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