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Caractérisation en modules fonctionnels de la famille de protéines ADAMTS / ADAMTSL

Les protéines ADAMTS et ADAMTSL sont impliquées dans le remodelage du microenvironnement
matriciel et constituent aujourd’hui de nouvelles cibles thérapeutiques dans les pathologies cancéreuses. Les
nombreux genes de la famille et la nature multidomaine des ADAMTS et ADAMTSL ne permettent pas
d’utiliser les approches classiques de caractérisation fonctionnelles des protéines. Nous proposons ici une
nouvelle méthode de caractérisation en modules fonctionnels adaptée aux protéines multidomaine, se ba-
sant uniquement sur les séquences protéiques. Cette méthode allie 2 approches de prédictions fonctionnelles
a savoir la conservation des résidus et la phylogénie moléculaire. Apres avoir sélectionné 341 séquences
d’ADAMTS et ADAMTSL, réparties dans 19 especes, les modules conservés sont recherchés par une ap-
proche sans a priori grace a I’outil paloma. L’histoire phylogénétique de ces modules est ensuite élaborée
avec ’outil SEADOG-DM de réconciliation phylogénétique DGS (Domain-Gene-Species). Enfin les his-
toires phylogénétiques sont complétées en intégrant des données biologiques issues de bases de données
comme les interactions protéiques (PSICQUIC), les motifs (Prosite) et les polymorphismes nucléotidiques
(dbSNP). Cette nouvelle stratégie permet de caractériser les différentes protéines et modules et d’étudier
des évenements de co-occurence de modules conservés et de fonctions au cours de 1’évolution. Cette étude
constitue un travail préliminaire et permet d’apporter une preuve de concept vis a vis de la stratégie de
caractérisation en modules fonctionnels des ADAMTS et ADAMTSL.

Mots clés : Protéines multidomaines, réconciliation phylogénétique, conservation de séquences, évolution

Functional module characterization of the ADAMTS / ADAMTSL protein family

ADAMTS and ADAMTSL proteins are involved in the remodeling of the matrix microenvironment and
are now considered as new therapeutic targets in cancer diseases. The many genes in the family and the
multi-domain nature of ADAMTS and ADAMTSL do not allow the use of conventional approaches to func-
tional protein characterization. We propose here a new method of characterization in functional modules
adapted to multidomain proteins, based only on protein sequences. This method combines 2 functional pre-
diction approaches, namely residue conservation and molecular phylogeny. After selecting 341 ADAMTS
and ADAMTSL sequences, distributed in 19 species, the preserved modules are searched for by an approach
without a priori thanks to the paloma tool. Next, the phylogenetic history of these modules is developed
with the SEADOG-DM phylogenetic reconciliation tool DGS (Domain-Gene-Species). Finally, phylogenetic
histories are supplemented by integrating biological data from public databases such as protein interactions
(PSICQUIC), motifs (Prosite) and nucleotide polymorphisms (dbSNP). This new strategy allows to cha-
racterize the different proteins and modules and to study co-occurrence events of conserved modules and
functions during evolution. This study is a preliminary work and provides proof of concept regarding the
functional module characterization strategy of ADAMTS and ADAMTSL.

Keywords : Multidomain proteins, phylogenetic reconciliation, sequence conservation, evolution






Table des matieres

1 Introduction

1.1
1.2
1.3

14
1.5

La famille des Adamalysines . . . . . . .

Les protéines ADAMTS/TSL et la progression tumorale . . . . . .. ... ... ... ........

Meéthodes de prédiction de fonctions protéiques . . . . . . . . . . ...

1.3.1 Conservation de résidus et identification de modules fonctionnels . . . . ... ... ... ..

1.3.2  Utilisation de la phylogénie moléculaire pour la prédiction de fonctions protéiques . . . . . .

1.3.3 Phylogénie moléculaire, évolutionetcancer . . . . . . . . . . . . ...

Réconciliation phylogénétique Domaines-Genes-Especes . . . . . . . ... .. ... ... ... ...

Prédiction de fonction par phylogénie moléculaire et conservation de séquences . . . . . . .. .. ..

2 Matériels et méthodes

2.1
2.2
23
24
25

2.6
2.7

Stratégie et pipeline de caractérisation en modules fonctionnels . . . . . . . ... ... ... ... ..

Construction du jeu de séquences . . . . .

Construction de I’arbre phylogénétique des espéces . . . . . . . . . . . . ... ...

Construction de I’arbre phylogénétique des génes . . . . . . . . . . . . ... ... ...

Recherche de modules conservés . . . . .

2.5.1 Segmentation de séquences en utilisant paloma . . . . . . . . ... o e

2.5.2 Méthode d’accélération de paloma basée surlaredondance . . . . . . ... ... .. ....

2.5.3 Regroupement des blocs en modules conservés . . . . . ... ...

2.5.4 Formatage des modules en alignements multiple . . . . ... ... ... .. .........

2.5.5 Création des arbres phylogénétiques desmodules . . . . . . .. ... .. ... ... .....

Réconciliation phylogénétique DGS (Domain-Gene-Species) . . . . . . ... ... ... ... ....

Intégration de données fonctionnelles a I’histoire phylogénétique . . . . . . . . ... ... ... ...

2.7.1 Intégration des données de protéines . . . . . . . . ... ...

2.7.2 Intégration des données de régions de séquences . . . . . . . . .. ... e e

2.7.3 Intégration des données d’acides aminés . . . . . . . ... ..o L.

2.8 Représentation de I’histoire phylogénétique et des données fonctionnelles . . . . . . . .. ... ...

3 Résultats

3.1
32
33
34
35
3.6

Jeu de données utilisé . . . . . . ... ..
Arbres phylogénétiques . . . . . . . . ..
Modularité des paralogues humains . . .
Histoire des paralogues et orthologues . .
Histoire des paralogues humains . . . . .

Co-occurence de modules et d’interactions

4 Discussion

5 Conclusion et perspectives

0 AN O N W W N =

>

12
12
13
13
14
14
15
15
16
17
18
19
19
19

20
20
20
20
21
22
22

23

27






1 Introduction

Ce stage porte sur la caractérisation en modules fonctionnels des protéines ADAMTS et ADAMTSL,
dans un premier temps je vais introduire ces protéines, leur intérét, puis différentes approches de ca-
ractérisation fonctionnelle, avant de présenter la nouvelle stratégie de caractérisation fonctionnelle

mise en place au cours de cette étude.

1.1 La famille des Adamalysines

Les Adamalysines sont des membres de la superfamille des métalloprotéines parmi lesquelles
se distinguent les ADAMSs (A Disintegrin And Metalloproteinase), essentiellement transmembra-
naires, et les ADAMTS (ADAM with Thrombospondin Motifs), qui sont sécrétées'. Les ADAMTSL
(ADAMTS-like) sont des protéines apparentées aux ADAMTS par la présence d’une homologie de

séquence au niveau de I’extrémité C-terminale (figure 1).

Les ADAMTS et TSLs sont sécrétées
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sécrétés comme les ADAMTS et  touvés chez ces protéines).
TSL qui participent au remodelage

de la MEC. En effet, de nombreux substrats des ADAMTS sont des composés matriciels, prin-



cipalement des proteoglycans comme les aggrecans et les versicans qui jouent un role dans le
maintien de I'intégrité de la MEC. Par ailleurs, les ADAMTS et TSL participent a la structura-
tion de la MEC en contribuant notamment a I’organisation des réseaux de fibrilines*. Ces activités
font de ces protéines des acteurs majeurs dans la régulation de la biodisponibilité des facteurs de
croissance et des cytokines qui sont stockés au sein de la MEC. A titre d’exemple, de nombreuses
ADAMTS et TSL sont impliquées dans la régulation de I’activité du facteur de croissance TGF-{3.
Ainsi les protéines ADAMTS2, ADAMTS3 et ADAMTS14 peuvent réguler la réponse au TGF-{3
par un clivage protéolytique de certains acteurs clés de cette réponse, comme le co-récepteur TGF-
BRIII5 . ADAMTS3 est également capable de cliver la protéine latente du TGF-3(LTBP), tandis
qu’ADAMTS?2 et ADAMTS 14 pourraient agir indirectement, en modulant la rigidité de la MEC via
leur activité Pro-Collagéne N-Peptidase. Mais ces protéines peuvent aussi agir indépendamment de
leur activité protéase et ADAMTS]1 a été impliquée dans I’activation non protéolytique de LTBP®.
Dépourvues de sites catalytiques, les protéines de type ADAMTSL ont été aussi impliquées dans
la biodisponibilité du facteur TGF-. Que ce soit pour ADAMTSL2 qui interagit avec le grand
complexe latent du TGF-37 ou pour ADAMTSL4 et ADMTSL6 qui sont associées a la fibrillin-1 et

dont de nombreuses mutations sont associées a des pathologies en lien avec I’activité du TGF-ﬁsg.

1.2 Les protéines ADAMTS/TSL et la progression tumorale

Les altérations du microenvironnement cellulaire et en premier lieu de la matrice extracellulaire
sont directement associées a la progression tumorale!. A ce titre le role des régulateurs du remode-
lage de la MEC est essentiel et de trés nombreux travaux ont montrés que 1’expression et 1’activité
des protéines ADAMTS / ADAMTSL sont fortement altérées au cours de la progression tumo-
rale!"'2. L’implication de ces protéines est extrémement complexe et peut tout aussi bien contribuer
a des effets protumoraux qu’antitumoraux comme cela a été démontré dans le contexte de 1’angio-
genese'?. L’exemple le plus documenté est celui de ADAMTS]1 qui, par son activité protéolytique
sur des composés de la MEC peut générer des facteurs anti-angiogéniques comme pour le nidogen
ou des facteurs pro-angiogéniques comme pour les protéoglycans. De la méme facon, ADAMTSI1
peut piéger le facteur angiogenique VEGF en le liant a son extrémité C-terminale mais peut aussi
contribuer a sa libération en activant le remodelage de la MEC (Figure 2).

Cet exemple illustre la complexité des activités des ADAMTS / TSL qui dépend du contexte
dans lequel elles sont exprimées et de la nature de leurs interactions avec les composés de leur
environnement. Si les adamalysines sont évoquées depuis quelques années comme de nouvelles
cibles thérapeutiques d’intérét, principalement en raison de leur activité enzymatique, les travaux
récents démontrent que les ADAMTS ont de nombreux effets indépendants de cette activité comme
1’équipe Dymec (équipe en collaboration sur ce projet) I’a montré pour ADAMTS16.

Dans ce contexte, 1’identification de modules / motifs fonctionnels constitue un verrou dans
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FIGURE 2 — Illustration des effets anti (a gauche) et pro (a droite) tumoraux des ADAMTS, figure de Cal S et al. 2015'!.

la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques. En effet la caractérisation des différentes régions
responsables des fonctions d’une protéine, permettrait de savoir ou cibler précisément cette protéine
pour agir sur ces différentes fonctions. C’est pourquoi nous nous sommes intéressés aux méthodes
actuelles de prédictions de fonction des protéines afin de pouvoir mettre au point une stratégie
adaptée aux ADAMTS / ADAMTSL.

1.3 Méthodes de prédiction de fonctions protéiques

Il existe actuellement 2 principaux types d’approches de prédiction de fonctions protéiques a
partir des séquences; 1) les approches basées sur la conservation de résidus, et 2) les approches

basées sur la phylogénie moléculaire.

1.3.1 Conservation de résidus et identification de modules fonctionnels

Résidus conservés

Les différents résidus d’une protéine n’ont pas tous la méme importance, certains sont essen-
tiels a la structure ou aux fonctions de la protéine, d’autres sont beaucoup moins importants. Les
résidus essentiels subissent une pression de sélection plus importante que les autres résidus de la
protéine : ils présentent moins de substitutions et sont plus conservés au cours de I’évolution. La
conservation des résidus est I’un des phénomenes les plus étudiés dans le domaine de 1’analyse des
séquences protéiques'*. Le principe est d’identifier les résidus conservés qui sont responsables de

(ou des) fonction(s) de la protéine!®. Ces approches sont tres utilisées par les biologistes et les bio-
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FASTA Alignement local contre une base Pearso Lipman 1988
de données
BLAST Recherche de Kmer puis Altschul Gish Miller Lipman 1990,
extensions des Kmers Camacho 2009
ClustalW Alignement multiple de séquences Larkin et al. 2007, Thompson
Higgins Gibson 1994
MMseqs2 Recherche de Kmer puis Steinegger Soding 2017
alignements successifs (local puis
global)

PALOMA Alignement multiple partiel local Coste Kerbellec 2006

FIGURE 3 - Exemples de méthodes permettant 1’identification de régions conservées; FASTA!, BLAST!7I8 clustalw!920, MMseq3221,
22
paloma

informaticiens, et font appel généralement aux méthodes d’alignement multiple des homologues
d’une protéine d’intérét. Le but est de chercher les colonnes les plus conservées de 1’alignement
multiple afin d’identifier les résidus conservés potentiellement essentiels a la structure et / ou a
une fonction de la protéine. Les analyses de conservation sont utilisées pour détecter les résidus
impliqués dans des liaisons avec un ligand, pour prédire les interfaces d’interactions protéine-
protéine, pour détecter les résidus responsables du maintien de la structure et pour déterminer les
spécificités fonctionnelles de la protéine. Les autres méthodes de prédiction de résidus fonctionnels
font généralement appel a des informations structurales et sont utilisées quand on dispose d’une

structure de la protéine d’intérét.

Régions conservées

La recherche de régions conservées au sein des séquences protéiques permet la caractérisation
de modules ou domaines protéiques?*. Ces modules ou domaines peuvent étre mis en évidence a
I’aide de différents algorithmes d’identification de régions conservées (Figure 3). Les modules ou
domaines peuvent €tre représentés sous formes de motifs protéiques, que ce soit par une séquence
consensus ou par une matrice des différents résidus possibles a chaque position. Les motifs protéiques

décrits dans la littérature sont stockés dans des bases de données de motifs / domaines®* (Figure 4).

Combinatoire en régions conservées

Les analyses de conservation se basent généralement sur des alignements afin de déterminer
les résidus les plus conservés par plusieurs séquences, or les alignements multiples généralement
utilisés, vont chercher a obtenir un alignement globalement optimal. Coste (un encadrant du stage)
et Kerbellec ont développé un outil d’alignement multiple partiel local (paloma)?? qui permet de
détecter I’ensemble des blocs de conservation locale, sans gaps, impliquant plusieurs séquences

(pas forcément toutes). C’est pourquoi cette méthode est particulierement adaptée a la recherche



SWISS-PROT / TrEMBL Séquences protéiques annotées
PROSITE Motifs et profils décrivant familles de protéines et
domaines
PRINTS Compendium d’empreintes protéiques
Pfam Collection d’alignements multiples et de HMMs
SMART Collection de familles de protéines et de domaines
TIGRFAMS Familles de protéines basées sur des HMMs
ProDom Compilation automatique de domaines homologues
InterPro Documentation intégrée de ressources sur les familles

protéiques, les domaines et les sites fonctionnels

IProClass Classification intégrée de protéines

FIGURE 4 - Exemples de bases de données de motifs / domaines

de régions conservées au sein de protéines possédants une importante combinatoire en domaines,
comme c’est le cas pour les protéines ADAMTS / ADAMTSL. Cependant, les approches basées sur
la ”conservation” des séquences permettent d’observer les résidus qui auraient été sélectionnés par
un important nombre de séquences, mais ne permettent pas de corréler la variation des séquences
avec des phénotypes. Pour ceci il serait nécessaire de représenter cette variation, par exemple en

réalisant une phylogénie des séquences.

1.3.2 Utilisation de la phylogénie moléculaire pour la prédiction de fonctions protéiques

Bien que la majorité des prédictions de fonctions des protéines soit basée directement sur des
méthodes de similarité de séquences, il est également possible d’utiliser des méthodes basées sur
I’analyse phylogénétiques pour affiner les prédictions de fonction moléculaire d’une protéine®.
La phylogénomique utilise I’hypothese que la fonction d’une protéine et sa séquence évoluent
en parallele?s. Les méthodes phylogénétiques se basent sur la connaissance de I’évolution de la
famille de protéines pour décrire comment la fonction moléculaire a pu évoluer. Ces méthodes
phylogénétiques utilisent I’histoire de 1’évolution des protéines, inférée sous la forme d’un arbre
phylogénétique, pour transférer et prédire les fonctions des protéines, a partir des fonctions connues
de protéines proches dans I’arbre?’. Si I’arbre phylogénétique et le transfert de I’information 2
travers I’arbre sont fait de maniére robuste, on évite les biais (e.g. les scores de similarités?®) que
présentent les méthodes de prédiction par similarité de séquences®. Les méthodes phylogénétiques

ont récemment permis de prédire des fonctions précises de familles de protéines d’intéréts®.



1.3.3 Phylogénie moléculaire, évolution et cancer

Parce que la progression du cancer est un processus évolutif régit par des contraintes sélectives,
les approches de phylogénie moléculaire développées pour modéliser et déduire des relations évolutives
parmi les organismes sont aujourd’hui utilisées pour caractériser les étapes de la cancérogenese a
I’échelle des génomes?®. Croiser 1’évolution et le phénotype permet ainsi de caractériser des fonc-
tions. L’application de ces méthodes a 1’étude d’un gene pris isolément ou de familles de genes
permet de mettre en évidence des séquences impliquées dans la régulation du processus cancéreux.

A titre d’exemple, I’analyse phylogénétique des genes de la famille des ubiquitines ligase E3,
SINA / SIAH a permis d’identifier des motifs fonctionnels conservés au cours de I’évolution et qui
constituent des cibles d’intérét thérapeutique notamment dans le cadre des cancers métastatiques
dépendant de 1’oncogéne K-RAS*. Une étude plus récente, basée sur la reconstruction phylogénétique
du gene WFDCA, réprimé ou non exprimé dans le cancer du cblon, a permis d’identifier 4 résidus
critiques pour I’intégrité de la protéine®'. Ces approches soulignent 1’intérét de développer des ap-
proches de phylogénie moléculaire pour identifier et caractériser de nouveaux motifs / domaines
impliqués dans le processus tumoral. L’application de ces méthodes a la famille des ADAMTS /
TSL constitue un enjeu particulier en raison du nombre variable de copies paralogues parmi les
19 especes (i.e. de 26 pour Homo sapiens a 7 chez pour C. elegans), ainsi que la combinatoire en
domaines des paralogues (Figure 1) de cette famille de protéique. Ces différentes caractéristiques
rendent la famille de protéine ADAMTS / ADAMTSL non compatible avec les approches de phy-

logénie classique.

1.4 Réconciliation phylogénétique Domaines-Genes-Especes

Réconciliation Genes-Especes

Les méthodes classiques de phylogénie moléculaire servent a étudier 1’évolution orthologues
d’un gene, c’est a dire a regarder I’histoire du gene au cours de 1’évolution des especes. Or les genes
peuvent également évoluer de maniere paralogue. Un geéne peut évoluer de maniere indépendante
au sein d’une espece, il peut €tre dupliqué, perdu ou méme transféré au sein d’une espece. L’ histoire
du gene n’est ainsi pas toujours 1’histoire des especes, en particulier chez une famille de protéines
multigenes (i.e. comprenant de nombreux paralogues) comme la famille ADAMTS / ADAMTSL.
Afin de pouvoir prendre en compte 1’évolution orthologue et I’évolution paralogue il existe des ou-
tils de réconciliation phylogénétique®? qui vont permettre de reconstruire la phylogénie de famille
multigenes. On parle de réconciliation car I’histoire des especes (i.e. évolution orthologue) n’est

pas I’histoire des genes (i.e. évolution paralogue).



Protéines multidomaine

De plus, les méthodes classiques de phylogénie moléculaire ne sont pas directement prévues
pour prendre en compte le cas particulier des familles de protéines multidomaine. En effet, les
genes des familles de protéines multidomaine sont caractérisés par une mosaique de segments de
séquence, chacun de ces segment de séquence code pour un module fonctionnel ou structural (qui
peuvent étre aussi nommés domaines) de la protéine®*. Les familles de protéines multidomaines
évoluent par brassage de ces modules, que ce soit par insertion, duplication ou perte de modules™*.
Cette évolution a I’échelle de segments de séquences joue un role majeur dans I’évolution de fonc-
tions de protéines multidomaine, comme par exemple cela a ét€ montré pour I’apparition des ani-

3336 et du systéme immunitaire chez les vertébrés®’.

maux multicellulaires
Réconciliation Domaines-Especes

Les méthodes de phylogénie classiques ne sont pas adaptées pour estimer cette évolution a
I’échelle de segments de séquence. En effet, les méthodes de phylogénie classique considerent
les protéines comme briques de base de 1’évolution. Cela revient a poser 1’hypothese que tous les
sites d’un alignement multiple ont la méme histoire phylogénétique. Ce qui signifie que chaque
protéine possede un ensemble de modules fixes qui évoluent avec elle. Dans le cas de protéines
multidomaine ceci n’est pas le cas, des régions différentes d’une protéine multidomaine peuvent
résulter d’histoires différentes. Il faut ainsi considérer les modules comme briques de base de
I’évolution. Dans ce contexte Stolzer et al. ont développé un outil de réconciliation phylogénétique
prenant en compte 1’évolution spécifique des modules protéiques®®°. On parle de réconciliation
car I’histoire d’un module n’est pas I’histoire du gene. Ce modele réalise 2 réconciliations suc-
cessives : 1) la réconciliation de 1’évolution des especes avec 1’évolution des genes, puis 2) la
réconciliation de I’évolution des genes avec 1’évolution d’un module. Dans la continuité des travaux
de Stolzer, Li*® a récemment développé un nouveau modele de réconciliation DGS (Domain-Gene-
Species), prenant en compte de maniere simultanée tous les modules présents et réalisant les deux
réconciliations conjointement de maniere a optimiser les deux. Ces outils permettent d’obtenir a
partir d’un arbre phylogénétique des especes, d’un arbre phylogénétique des genes, et d’un arbre
phylogénétique pour chaque module, I’histoire phylogénétique la plus parcimonieuse, prenant en
compte I’évolution des genes au sein des especes et I’évolution des modules au sein des genes. Pour
chaque module, on obtient donc son histoire au cours de I’évolution de la famille de protéines, ainsi

que la composition en modules de chacune des protéines ancestrales.



1.5 Prédiction de fonction par phylogénie moléculaire et conservation de

séquences

Dans ce contexte, les objectifs du projet ont été d’initier une caractérisation fonctionnelle des
protéines de la famille ADAMTS / ADAMTSL en utilisant les nouvelles approches de réconciliation
phylogénétique (e.g. réconciliation DGS). Nous proposons une nouvelle stratégie de caractérisation
en modules fonctionnels qui va reposer sur : 1) I’identification de modules conservés (impliqués
dans les fonctions ou le maintien de la structure de la protéine), 2) I’évolution espece-genes-
domaines, et 3) les différents types des données disponibles. Nous cherchons a reconstruire 1’his-
toire phylogénétique des différentes protéines et de leurs modules pour pouvoir les mettre en lien
avec ’apparition de différentes fonctions et ainsi observer des co-occurences module / fonction
dans le but de prédire I’'implication du module concerné dans la fonction. Ce travail propose une
premiere phylogénie des ADAMTS et ADAMTSL, une inférence des compositions ancestrales en

modules, ainsi qu'un protocole de prédiction d’interaction des protéines modernes et ancestrales.

2 Matériels et méthodes

Dans un premier temps, nous aborderons la stratégie mise en place et son pipeline associé, avant
de s’intéresser aux étapes principales de ce pipeline. Différents scripts ont étés réalisés en python3
et en shell sh afin de constituer un pipeline appliquant notre stratégie, seuls les plus importants

seront détaillés dans ce rapport.

2.1 Stratégie et pipeline de caractérisation en modules fonctionnels

Une nouvelle stratégie de caractérisation de protéines en modules fonctionnels a été mise
en place, afin de prendre en compte les différentes caractéristiques de la famille ADAMTS /
ADAMTSL, a savoir une organisation multidomaine, un nombre important de familles de genes
paralogues par especes (26 chez I’humain) ainsi que des données fonctionnelles de différents types
(Figure 5). Cette stratégie consiste dans un premier temps a effectuer une segmentation sans a
priori en modules des régions conservées dans les séquences protéiques. Cette segmentation per-
met ainsi d’obtenir un découpage en modules conservés. Dans un second temps, les arbres phy-
logénétiques des différents niveaux d’évolution (especes, genes, modules) sont construits, afin d’ef-
fectuer une réconciliation phylogénétique DGS et obtenir une histoire phylogénétique de notre fa-
mille de protéine et de ses modules conservés. Dans un dernier temps, les données fonctionnelles
des bases de données sont intégrées et transférées le long de cette phylogénie de notre famille de
protéine. L’idée est de pouvoir corréler des apparitions de fonctions et de modules au cours de

I’évolution, et ainsi de prédire une association module / fonction.
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FIGURE 5 - Stratégie de caractérisation en modules fonctionnels mise en place. a) Construction d’un jeu de séquences protéiques (section 2.2). b)
Segmentations de ces séquences en modules conservés (section 2.5). Les séquences sont représentées en grises, les modules conservés en orange et
en bleu. ¢) Réconciliation phylogénétique DGS (Domain-Gene-Species, section 2.6) pour obtenir I’ histoire phylogénétique de la famille de protéines
et de ses modules. Différents événements évolutifs sont attribués a chaque noeud, que ce soit des évenements représentant une évolution a I’échelle
des especes (S), a I’échelle des genes (G) ou a 1’échelle des domaines / modules (D), les différents événements possibles sont décris en section 2.6.
d) Intégration d’informations fonctionnelles (issues de bases de données) a 1’arbre obtenu, puis transfert de ces annotations a travers 1’arbre (2.7).
Ici une information d’interaction protéine-protéine est transférée (en rouge) a ’ancétre commun des protéines la possédant. Il se trouve que cette
interaction protéine-protéine (I2 en rouge), apparait en méme temps que le module bleu, ce qui illustre une association module bleu / interaction 12.

Cette nouvelle stratégie a été implémentée dans un pipeline bioinformatique (Figure 6), les

étapes principale de ce pipeline sont détaillées dans la suite du matériel et méthode.

2.2 Construction du jeu de séquences

Logique du jeu de séquences

La stratégie mise en oeuvre nécessite de prendre en compte : 1) I’évolution orthologue (i.e. les
genes évoluent avec les especes, deux protéines orthologues sont des protéines homologues chez
des especes différentes, possédant généralement la méme fonction et résultantes d’une spéciation),
2) I’évolution paralogue (i.e. les génes évoluent au sein des especes, par duplication / perte, deux
protéines paralogues sont des protéines homologues d’une méme especes, possédant généralement
des fonctions différentes et résultantes d’une duplication du gene). Chaque paralogue est associé
a une composition en domaines / modules. Dans le but de pouvoir reconstruire la phylogénie des
ADAMTS / ADAMTSL, il est nécessaire de prendre en compte et de réconcilier ces 2 dimen-
sions d’évolution (i.e. évolution orthologue et évolution paralogue). Pour ceci nous avons besoin

d’informations de paralogies et d’orthologies, nous allons donc chercher a constituer un jeu de
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FIGURE 6 - Pipeline bioinformatique mise en place pour 1’application de la nouvelle stratégie de caractérisation en modules fonctionnels, les
différentes étapes de ce pipeline sont décrits dans les sections 2.2 a 2.7, les résultats sont visualisés comme décris en section 2.8. Ce pipeline
consiste a créer un jeu de séquences protéiques (section 2.2), a en chercher les modules conservés (section 2.5), puis a reconstruire les différents
arbres phylogénétiques (i.e. arbre des especes, arbre des genes, arbres des modules, sections 2.3 & 2.5) nécessaires pour effectuer une réconciliation
phylogénétique DGS (Domain-Gene-Species, section 2.6). Différents types de données fonctionnelles sont ensuite intégrées au résultat de cette
réconciliation (section 2.7).

séquences protéiques constitué des paralogues d’especes (i.e. représente 1’évolution orthologue)

représentatives de 1’évolution des métazoaires (Figure 11).

Sélection des especes

Nous avons identifié 564 especes possedant des séquences pour les protéines des familles
ADAMTS et ADAMTSL dans la base de données Uniprot*!, avec une surreprésentation des especes
mammiferes. Afin de constituer un jeu de données représentatif de 1’évolution, nous avons sélectionné
19 especes possédant des séquences pour les protéines des familles des ADAMTS et ADAMTSL
dans la base de données Uniprot. L’ utilisation d’especes différentes nous permettra également d’uti-
liser les informations fournies chez les différentes especes dans le but de caractériser les protéines
humaines. Ces 19 especes ont été sélectionnées de maniere a représenter la diversité et I’évolution
des métazoaires, protostomiens, tuniciers et vertébrés (i.e. différents embranchements de I’arbre de

I’évolution des métazoaires).

Récupération des séquences

Les séquences protéiques (au format fasta) ont ensuite été€ extraites a partir de la base de données
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Uniprot. En raison du nombre tres important d’isoformes (65 isoformes connus chez I’humain, pour
26 genes), seules les séquences dites < canoniques > pour chaque protéine et chaque espece ont
été retenues dans cette premiere €tude. Les séquences considérées comme canoniques par Uniprot
doivent respecter au minimum I’un des criteéres suivants : représenter la protéine la plus prévalente,
étre la plus similaire a ses s€quences orthologues, étre la plus complete en domaines et annotations,
ou a défaut d’aucun de ces critere, étre la plus longue. A plus long terme toutes les séquences iso-

formes devront étre intégrées.

Blasts RBH

Afin de compléter ce premier jeu de données pour les 19 especes, des recherches par alignement
de séquences de type Reciprocal Best Hits** (RBH) ont été effectuées pour toutes les séquences
manquantes. Pour cela les séquences identifiées chez I’humain (qui est I’espece possédant le plus
de paralogues connus et dont les séquences sont de meilleure qualité) ont été recherchées par aligne-
ment de séquences BLAST!"(Basic Local Alignment Search Tool), dans les génomes des especes
ou les annotations sont manquantes. Les meilleures séquences obtenues (best hit) ont ensuite été
recontrolées par BLAST contre le génome humain dans le but de retrouver I’ orthologue humain
a ’origine de la recherche. Si I’orthologue humain d’origine est bien identifié, 1’orthologue de
I’espece recherchée est validé. Dans le cas contraire, la séquence < best hit > est considérée comme
trouvée par hasard et n’est pas considérée dans les données. Cette recherche permet de compléter
la liste des séquence protéique d’ADAMTS / ADAMTSL qui ne sont pas référencées comme telles

dans les bases de données.

Nettoyage du jeu de séquences

Dans un second temps, un arbre phylogénétique des genes codants pour les séquences protéiques
identifiées a été reconstruit par la méthode présentée en section 2.4. Les séquences ne se regrou-
pant pas avec leurs orthologues, ont été retirées du jeu de données. A I’issu de cette étape, le jeu
de données nettoyé regroupe 341 séquences protéiques d’ADAMTS / ADAMTSL de 26 familles
paralogues chez 19 especes différentes (section 3.1). Afin de faciliter I'identification des séquences,
chaque protéine est référencée par le nom de son orthologue humain précédée du nom de I’espece
d’origine. Par exemple 1’orthologue d’ADAMTSI1 chez Mus musculus sera noté musmusculusa-
damts1. Tous les en-tétes des séquences protéiques au format FASTA sont normalisées de la fagcon

suivante :

proteinName Specie (ex : musmusculusadamts] musmusculus)
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2.3 Construction de I’arbre phylogénétique des especes

Dans le but de pouvoir réaliser une réconciliation phylogénétique, il est nécessaire d’avoir un
arbre phylogénétique des especes. L’ arbre phylogénétique des especes est construit en utilisant la
Taxonomie NCBI*. Notre arbre a été reconstruit a partir de la version de la base de données dispo-
nible le 8 février 2019. La taxonomie NCBI est un regroupement de connaissances taxonomiques
issues d’une grande variété de sources (articles publiés, bases de données en lignes, avis d’ex-
perts en taxonomies). L’ arbre phylogénétique obtenu va également servir a réconcilier les différents

arbres qui seront construits par la suite (i.e. arbre des genes, arbres de modules).

2.4 Construction de I’arbre phylogénétique des genes

Dans le but de pouvoir réaliser une réconciliation phylogénétique DGS (Domain-Gene-Species),
il est nécessaire d’avoir un arbre phylogénétique des genes.

L’arbre phylogénétique des genes a été réalisé (Figure 6 et 7) en effectuant dans une premiere
étape, un alignement multiple des séquences protéiques completes en utilisant MUSCLE* (multiple
sequence comparison by log-expectation, utilisé avec les paramétres par défauts). L’ outil t rimA1*%
(a tool for automated alignment trimming in large-scale phylogenetic analyses) a ensuite été utilisé
pour sélectionner les sites communs a toutes les séquences ADAMTS / ADAMTSL (Figure 1),
et ainsi se focaliser sur I’histoire évolutive communes des séquences. Les parametres retenus sont
-gt 0.9 -cons 05. TrimA1l sélectionne les colonnes de 1’alignement ou sont présentes au minimum
90% des séquences, si le nombre de colonnes sélectionnées est inférieur a 5% de 1’alignement,
I’ outil sélectionne les 5% des colonnes les plus conservées (c’est a dire les colonnes partagées par
le plus grand nombre de séquences). A partir des régions sélectionnées par ’outil trimAl, un

premier arbre phylogénétique a été réalisé avec le logiciel PhyML*

(maximum-likelihood phyloge-
netic program). Cet arbre a ensuite été corrigé par le logiciel TREEF IX*, qui utilise 1’arbre issu de
PhyML, I’alignement de sortis de t rimA1 ainsi que I’arbre phylogénétique des especes. TREEFIX
utilise la topologie de I’arbre des especes pour orienter la reconstruction de 1’arbre phylogénétique
des genes en équilibrant le poids des informations issus des séquences (alignement des genes) et
de I’arbre de especes (e.g. divergences avec les orthologues attendus), grace a un framework de test
d’hypotheses statistiques. Toutes les informations disponibles sont ainsi utilis€es pour construire
I’arbre phylogénétique des genes le plus probable. Cette correction de 1’arbre est recommandée
dans le cadre d’une réconciliation phylogénétique, elle constitue une premiere réconciliation avec
I’arbre des especes en amont (i.e. réconciliation de I’histoire des especes avec 1’histoire des ortho-

logues attendue), tout en utilisant 1’alignement multiple.
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FIGURE 7 - Protocole de création de 1’arbre phylogénétique des genes (section 2.4), les séquences sont dans un premier temps alignées, puis la
région la plus conservée est sélectionnée avant d’en construire un arbre phylogénétique, 1’arbre est ensuite corrigé en utilisant 1’alignement multiple
et ’arbre phylogénétique des especes.

2.5 Recherche de modules conservés

Nous cherchons les différents modules conservés au sein de nos séquences ADAMTS / ADAMTSL,
puis pour chacun de ces modules, nous reconstruisons un arbre phylogénétique pour représenter
son histoire évolutive. L’obtention d’un arbre phylogénétique par module est nécessaire pour la

réconciliation phylogénétique DGS.

2.5.1 Segmentation de séquences en utilisant paloma

Le logiciel d’alignement Partiel Local multiple pa1oma?®? a été utilisé afin de rechercher sans a
priori les régions conservées au sein de nos séquences. Paloma va rechercher des blocs de régions
localement conservées par plusieurs séquences. Ces “blocs” obtenus sont caractéristiques d’au mi-
nimum 2 séquences (parametre Q), et d’au maximum toutes les séquences. La totalité des blocs
obtenus forme un alignement multiple partiel local, ou PLMA (Partial Local Multiple Alignment).

Suite a plusieurs tests, paloma a été utilisé avec les parametres suivants :
-Q 2 : Il faut au minimum 2 séquences par blocs (default).

-m 25 : Les segments d’un alignement local doivent étre au minimum d’une taille de 25 acides

aminés.
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-M 40 : Les segments d’alignements locaux utilisés pour rechercher les blocs de régions conservées,

sont au maximum d’une taille de 40 acides aminés (maximum).
-t 20 : Poids minimum pour considérer un alignement local (seuil).
-c : Recherche les blocs de faibles consensus (composants connectés).

Paloma permet d’obtenir un découpage de nos séquences en petit blocs conservés. C’est
néanmoins encore un prototype de recherche peu optimisé ne permettant pas de traiter simul-

tanément I’ensemble de nos séquences d’intéréts en temps raisonnable.

2.5.2 Meéthode d’accélération de paloma basée sur la redondance

Dans le but de réduire le temps de création des blocs tout en minimisant la quantité d’infor-
mation perdue, une stratégie basée sur 1’élimination de la redondance a été mise en place (Fi-
gure 8). Cette méthode consiste a construire avec MMseqg® un jeu de séquences non redondantes.
Pour chaque groupe de séquences partageant au minimum 90% d’identité, une seule séquence est
conservée dans le jeu non redondant. Cette séquence représentera toutes les autres. En utilisant
MMseq sur les 341 séquences, il n’en reste que 42 représentatives de toutes les autres. Le but de
I’étude est la caractérisation des protéines humaines, c’est pourquoi les 26 paralogues humains ont
été ajoutés aux 42 séquences représentatives, ce qui permet de constituer un jeu de 68 séquences
représentatif, en terme de diversité, de structures, de fonctions, de compositions en domaines, de
I’ensemble du jeu de données (Figure 8A).

Un alignement partiel local multiple (PLMA) de ce jeu non redondant de séquences (68 séquences)
a ensuite été réalisé, ce qui permet d’obtenir un découpage en blocs basé sur les séquences les plus
représentatives du jeu de données (Figure 8B). La présence de ces blocs a ensuite été détecté par
un algorithme naif de recherche de sous-chaine, chez les autres protéines (i.e. protéines absentes
du PLMA). Si la séquence consensus du bloc est retrouvée chez une protéine (2 90% d’identité),

cette protéine est considérée comme ayant le bloc (Figure 8C).

2.5.3 Regroupement des blocs en modules conservés

Plusieurs blocs trouvés par paloma peuvent tre adjacents, nous cherchons a les regrouper afin
de caractériser des régions conservées de taille plus conséquente que celle des blocs. Un algorithme
d’Union-Find® a été utilisé pour regrouper les blocs adjacents. Les blocs sont considérés adjacents
si, et seulement si, ils partagent un nombre minimum de séquences ol les blocs sont directement
contigus. Sur le jeu de données utilisé, il a ét€ choisi de considérer adjacents 2 blocs si ils possedent
6 séquences contigués d’un bloc a I’autre. Les blocs adjacents sont ensuite regroupés jusqu’a que
cela ne soit plus possible (i.e. jusqu’a qu’on ne trouve plus de blocs adjacents non regroupés). Le

regroupement des blocs va représenter un module.

14



A B

All sequences Non redundant sequences PLMA segmentation
S >90% —_—
S ity — Bloc1 Bloc2
—— PALOMA
> 90% > segmentation
| identity .
|
)
— sl
e (0 —
I

90% ID aive pattern matching

For each bloc,
search his
pattern on the
non selected
sequences

Non selected sequences

FIGURE 8 - Stratégie d’accélération de la segmentation (section 2.5.2), paloma est utilisé pour segmenter un jeu de séquences (ici de 68 séquences)
non redondants A, puis les blocs B trouvés sont recherchés dans les séquences non sélectionnées C (ici 273 séquences).

2.5.4 Formatage des modules en alignements multiple

Dans le but de pouvoir réaliser un arbre phylogénétique par module, il est nécessaire de représenter
chaque module sous la forme d’un alignement multiple. Les séquences au sein d’un bloc sont
déja alignées. Chaque bloc du module peut étre présent chez des séquences différentes et chaque
séquence présente dans le module n’est pas nécessairement présente chez tous les blocs du module.
Pour chaque bloc du module, si la séquence est présente dans le bloc, la séquence est notée dans
I’alignement multiple du module. Si une séquence est présente dans le module mais absente dans
le bloc, des gaps de la taille du bloc sont notés dans 1’alignement multiple. Un alignement multiple
(.fasta) de chaque module est ainsi construit en se basant sur sa composition en blocs.

De plus tous les headers des fasta de nos modules suivent le format suivant :
modulelID|start|stop|_proteinName (ex : MB66|54|85|_musmusculusadamts1).

Ce formatage est nécessaire pour 1’approche de réconciliation phylogénétique utilisée par la suite.

2.5.5 Création des arbres phylogénétiques des modules

Pour pouvoir réaliser une réconciliation phylogénétique DGS, il est nécessaire d’avoir un arbre
phylogénétique pour chaque module (Figure 6). Pour chaque alignement de module, un arbre phy-
logénétique a été réalisé en utilisant PhyML*. Comme pour la construction de 1’arbre des génes,

chacun de ces arbres est ensuite corrigé en utilisant TREEFIX*. Le logiciel TREFFIX utilise
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FIGURE 9 - Les différents mappings effectués par la réconciliation phylogénétique DGS (Domain-Gene-Species, section 2.6) sont représentés en
lignes pointillées, figure inspirée de Li L*°. Les branches des arbres suivent une normalisation : espéce (pour I’arbre des espéces, ex : A), espéce_géne
(pour I’arbre des genes, ex : A_G1), espece_gene_domaine (pour les arbres des domaines, ex : A_GI_D2). Deux noeuds sont mappés si leurs sous
arbres partagent les mémes feuilles. On associe aux noeuds des évenements évolutifs (spéciation, duplication, perte etc ...) décris dans la section
2.6. Par exemple, le gene G est dupliqué chez ’espece A (évolution paralogue) en A_G1 et A_G2, et le module A_G1_D2 est dupliqué chez le géne
AGI.

I’arbre phylogénétique du module issu de PhyML, I’alignement multiple du module ainsi que
I’arbre phylogénétique des especes, dans le but de corriger 1’arbre phylogénétique initial (voir sec-
tion 2.4).

2.6 Réconciliation phylogénétique DGS (Domain-Gene-Species)

Afin de reconstruire I’histoire phylogénétique de nos protéines ainsi que de leurs modules, une
réconciliation phylogénétique a été effectuée en utilisant I’implémentation SEADOG-MD du modele
de réconciliation phylogénétique DGS*.

Nous rappelons que la réconciliation phylogénétique DGS utilise 1’arbre phylogénétique des
especes, ’arbre phylogénétique des genes, et les arbres phylogénétique des modules (1 arbre par
module) pour estimer I’histoire de la famille de protéines et de ses modules. Pour cela, le logi-
ciel effectue un mapping des noeuds équivalents (i.e. les sous arbres avec les mémes feuilles) des
différents arbres et explique les différents mapping par des événements évolutifs (Figure 9).

Afin de pouvoir effectuer ce mapping les noms des différentes entités (especes / genes / mo-
dules) des différents arbres doivent respecter des formats spécifiques. Il est nécessaire de pouvoir
connaitre les génes d’origine des différents modules, ainsi que les especes d’origine des différents

genes. Les formatages utilisés sont les suivants :

Format des noms d’especes : species
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Ex : musmusculus

Format des noms de genes : proteinName_Species

Ex : musmusculusadamts1 _musmusculus

Format des noms de modules : moduleID |start|stop|_proteinName
Ex : MB66|54|85| -musmusculusadamts1

Deux mappings sont effectués de manieres synchrones, 1) un mapping est effectué entre I’arbre
des especes et celui des genes ainsi 2) qu'un mapping entre chaque arbre de modules et 1’arbre des
genes. Les 2 réconciliations sont ainsi faites en simultané de maniere a optimiser conjointement
les 2 réconciliations (i.e. réconciliation gene / espece et réconciliation modules / gene). Chaque
mapping est expliqué par un événement évolutif défini.

L’implémentation utilisée considere les évenements évolutifs suivants associé€s a chaque noeud

des différents arbres phylogénétiques :
A I’échelle des especes : spéciation.
A I’échelle des genes : duplication, perte.
A I’échelle des modules : duplication, perte, transfert (entre génes de la méme espece).

Chaque évenement possede un colit fixe (qui est paramétrable), ce qui permet d’attribuer un
score global a chaque modele évolutif et de sélectionner le modele évolutif le plus parcimonieux en
minimisant le colit des événements. Le résultat de la réconciliation est présenté dans un fichier texte,
comprenant les arbres phylogénétiques de sorties (especes, genes, modules), avec les événements
évolutifs attribués a chacun des noeuds, ce qui permet d’obtenir la composition en modules des
différentes protéines ancestrales.

L’histoire phylogénétique obtenue va ensuite étre corrélée avec des données fonctionnelles dans
le but de pouvoir caractériser les fonctions associées aux différentes combinaisons de modules
apparus lors de I’évolution des familles de genes ADAMTS / ADAMTSL.

2.7 Intégration de données fonctionnelles a I’histoire phylogénétique

Afin d’annoter nos modules et de pouvoir observer des co-occurences de fonctions et de mo-
dules, les données fonctionnelles issues de différentes bases de données sont intégrées a 1’his-
toire phylogénétique obtenue. Ces données vont servir a annoter les différentes protéines et leurs
différents modules. D’une maniere générale, des bases de données vont étre interrogées avec les
protéines actuelles, puis les annotations trouvées vont étre transférées aux feuilles de I’ arbre, avant
d’étre propagées a travers 1’arbre. Trois types d’annotation fonctionnelle ont été utilisées et intégrées
al’histoire des genes qui est représentée sous la forme d’un arbre phylogénétique (méthode présentée
en section 2.7), ou chaque noeud correspond a une protéine caractérisée par sa composition en mo-

dules.
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1) Données a I’échelle des protéines : interaction protéine-protéine.
2) Données a I’échelle des modules : motif Prosite.

3) Données a I’échelle des acides aminés : mutation référencée.

Pour chacun de ces types de données, I’intégration a été faite d’une maniere différente (Fi-
gure 10). On va essentiellement interpréter 1’évolution des interactions protéine-protéine durant
I’évolution des ADAMTS / ADAMTSL.
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FIGURE 10 - Les différents protocoles d’intégration fonctionnelle des 3 types de données différentes (section 2.7). 2) Les annotations de protéines
(e.g. interaction protéine-protéine) sont transférées a I’ancétre commun des protéines les possédants (section 2.7.1). la) Les annotations de régions
(e.g. Prosite) sont transférées a toutes les occurrences du module dans lequel elles se trouvent (section 2.7.1) 1b) sur la base de la conservation des
séquences au sein du module. 3) Les annotations de résidus (e.g. SNP) sont simplement attribuées au module dans lequel elles se trouvent (section
2.7.3).

2.7.1 Intégration des données de protéines

Pour chaque protéine actuelle (i.e. feuilles de I’arbre), I’ API d’interactions protéine-protéine
PSICQUIC? a été interrogée. Cette API permet d’interroger les bases de données suivantes : Intact,
Imex, Mentha, Irefindex, Reactome-fis et Matrixdb (bases de données d’interactions validées de
composés de la MEC).

Dans un premier temps les interactions trouvées sont attribuées aux protéines existantes corres-
pondantes. Dans un second temps les interactions sont également attribuées a I’ancétre commun
des protéines possédant cette interaction. C’est le moment d’apparition de I’interaction au cours de

I’histoire phylogénétique qui nous intéresse (Figure 10 2)).
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2.7.2 Intégration des données de régions de séquences

Pour chacunes des protéines existantes actuellement (i.e. feuilles de I’arbre), I’API Expasy>!
a été interrogée a la recherche de signatures Prosites. Pour chaque signature trouvée, ses posi-
tions sur la séquence protéique ont été comparées avec les positions des différents modules inférés
(section 2.1). Si une signature Prosite est chevauchante avec un des modules, la signature Prosite
est attribuée au module conservé. Les modules représentent des séquences hyper-conservées et on
considere que la fonction également est conservée. L’ annotation trouvée est ainsi attribuée a toutes
les occurrences de ce module (Figure 10 1)), et cela a travers la totalité de 1’arbre phylogénétique
(protéines actuelles comme protéines ancestrales). Ces annotations sont transférées a titre informa-
tif.

2.7.3 Intégration des données d’acides aminés

Pour chaque protéine actuelle (i.e. feuilles de 1’arbre), I’API Uniprot a été interrogée afin de
récupérer les informations de SNP (Single Nucleotide Polymorphism) issus de de la base de données
dbSNP32, Pour chaque mutation, sa position a été comparée avec les positions des modules. Si
une mutation se trouve dans un des modules, elle est attribuée au module conservé en question,
cependant elle n’est pas attribuée aux autres occurrences de ce module dans 1’arbre (Figure 10 3)).

Ces annotations sont transférées a titre informatif.

2.8 Représentation de I’histoire phylogénétique et des données fonctionnelles

Un script python3 a été développé, afin de d’intégrer et de visualiser les informations issues de
la réconciliation phylogénétique. Ceci afin de créer une modélisation de 1’histoire phylogénétique
de la famille de protéines, sous forme d’arbre phylogénétique et en utilisant le package python
ETE3%. Ce script prend en entrée (i.e. input) le fichier texte .output du programme de réconciliation
SEADOG-DU, ainsi qu’un fichier texte des correspondances entre les noms normalisés des protéines
et leurs identifiants Uniprot. Chaque noeud de cet arbre correspond a une protéine, les feuilles cor-
respondent aux protéines actuelles et les noeuds internes correspondent aux protéines ancestrales.
Les différentes informations d’événement évolutif issues de la réconciliation sont utilisées pour
récupérer les compositions en modules des différentes protéines. L’intégration des données fonc-
tionnelles a cet arbre permet I’annotation des différents éléments de cet arbre.

Chaque noeud possede un objet python stockant diverses informations sur la protéine :

Une liste des différents modules de la protéine : Pour chaque module on a; sa position de
début, sa position de fin, le nom du module, les annotations du module (signature Prosite,

mutations (i.e. SNP) présentes dans le module)
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Une liste des évenements évolutifs qui se sont produits a ce noeud. Ex : Spéciation, co-divergence,

duplication, perte

Une liste des interactions de cette protéine.

L’ arbre peut également étre coloré en fonction des caractérisations existantes dans la littérature.
La sortie (i.e. output) de ce script comporte : I’arbre phylogénétique de tous les paralogues et or-
thologues (format pdf), le sous arbre de I’histoire phylogénétique des paralogues humain (format
pdf), un fichier texte pour chacune des protéines (comportant le nom, 1’identifiant Uniprot, la com-
positions en modules et les différentes annotations associées), un répertoire contentant les résultats
des requétes PSICQUIC (i.e. interactions protéine-protéine), un répertoire contenant les résultats

des requétes Expasy Prosite ainsi qu’un répertoire contenant les résultats des requétes Uniprot.

3 Résultats

3.1 Jeu de données utilisé

8636 séquences d’ADAMTS / ADAMTSL sont répertoriées dans la base de données Uniprot,
330 sont issues des 19 especes sélectionnées. Les Blast RBH permettent de trouver 40 séquences
protéiques supplémentaires, ce qui fait un total de 370 séquences protéiques. Apres nettoyage des
séquences fortement divergentes, il reste 341 séquences protéiques (Figure 11). Un sous jeu de
données de 76 ADAMTS de 4 especes (Homo sapiens, Bos taurus, Rattus norvegicus, Mus mus-
culus) a également été utilisé. Notre pipeline de caractérisation en modules fonctionnels a été€ ap-
pliquée aux 2 jeux de données (i.e. 341 et 76 séquences). Par souci de taille des figures (Annexe 2),

les résultats présentés dans ce mémoire portent uniquement sur le jeu de 76 séquences.

3.2 Arbres phylogénétiques

Ce pipeline a permi d’obtenir les arbres phylogénétiques les plus probables pour chacun des
éléments de la famille de protéine. Nous obtenons un arbre phylogénétique des especes, un arbre
phylogénétique des genes ADAMTS / ADAMTSL ainsi qu’'un arbre phylogénétique pour chacun

des 105 modules trouvés.

3.3 Modularité des paralogues humains

La segmentation en régions conservées des protéines a permis d’obtenir la composition en mo-
dules des différents paralogues et orthologues. Chaque module est annoté en fonction des mutations

(i.e. SNP) et des signatures Prosite qui lui ont été associés (Figure 12).
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FIGURE 11 - Arbre phylogénétique des 19 especes sélectionnées et tableau des différents paralogues (les protéines homologues présentes chez une
méme espece, souvent de fonctions différentes, correspondant ici a une ligne) et orthologues (les protéines homologues présentes chez des especes
différentes, souvent de méme fonctions, correspondant ici a une colonne) du jeu de 341 séquences. Chaque carré représente une séquence protéique
potentielle qui a été recherchée, les carrés verts représentent une séquences présentes dans le jeu de données finale de 341 séquences.
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FIGURE 12 - Exemple de caractérisation en modules fonctionnels obtenus par notre pipeline, ici ADAMTS16 humaine.

3.4 Histoire des paralogues et orthologues

La stratégie mise au point permet de construire 1’histoire phylogénétique des orthologues, des

paralogues et de leurs modules conservés, sous la forme d’un arbre phylogénétique (Annexe 1).

Chaque noeud de cet arbre phylogénétique correspond a une protéine, les feuilles représentent les

protéines actuelles alors que les noeuds antérieurs représentent les protéines ancestrales. Chaque
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FIGURE 13 - Histoire phylogénétique des paralogues humains et de leurs modules issus de notre pipeline. Les annotations fonctionnelles, ici de
la littérature, sont représentées par des cercles de couleur entourant les protéines présentant la méme annotation. En rouge les protéines de types
aggrecanases et proteoglycanases, en bleu les protéinases clivant la protéine COMP, en jaune les protéines clivant le facteur de Von Willebrand, en
vert les pro-collagen N-propeptidases. Chaque protéine est caractérisée comme présentée sur la figure 12.

protéine, qu’elle soit ancestrale ou actuelle, est annotée par les évenements évolutifs qui lui sont
associés, sa composition en modules conservés (avec leurs annotations) et les protéines avec les-

quelles elle est capable d’interagir.

3.5 Histoire des paralogues humains

L’histoire phylogénétique des paralogues et des orthologues permet d’obtenir 1’histoire phy-
logénétique des paralogues humains (Figure 13). Comme le montre la figure 13, I’histoire des pa-
ralogues humains que nous avons caractérisée est en accord avec les observations de la littérature.
Les protéines ayant des substrats identiques se regroupent dans 1’arbre. Nos inférences permettent
une premiere proposition d’enracinement de cet arbre, permise par I’examen des genes d’autres

especes, ainsi que la premiere étude de 1’histoire conjointe des ADAMTS et ADAMTSL.

3.6 Co-occurence de modules et d’interactions

L’histoire phylogénétique permet de corréler I’ apparition des différents modules et des différentes
interactions. Il est possible d’observer la co-occurence de modules conservés et d’interactions au
cours de I’évolution de la famille de protéines. C’est par exemple ici le cas du module MB64 (50
résidus) qui apparait en méme temps que les interactions avec les protéines COMP et A2MG chez
I’ancétre commun d’ADAMTS 7 et I’ ADAMTS 12 (Figure 14). Nos inférences produisent les
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FIGURE 14 - Exemple de co-occurence observable sur I’histoire des paralogues humains, ici du module MB64 et des interactions avec COMP et
A2MG chez I’ancétre commun G63 de ADAMTS7 et ADAMTS12

premieres prédictions de modules impliqués dans une interaction protéine-protéine basée sur un

principe d’analyse phylogénétique.

4 Discussion

L’objectif de ce stage était d’effectuer une caractérisation fonctionnelle et une phylogénie des
protéines de la famille ADAMTS / ADAMTSL. Ces protéines possédant des caractéristiques com-
pliquant les analyses classiques, il a été nécessaire de mettre au point une stratégie d’analyse
adaptée et de développer le pipeline associé.

Le but était que cette stratégie interpreéte au mieux les différentes caractéristiques (multido-
maines, paralogues, orthologues, multiple niveaux de connaissances) de cette famille de protéines
ainsi que les différentes facettes de la problématique (i.e. caractérisation en modules fonctionnels,

phylogénie).

Mise en place d’une nouvelle stratégie de caractérisation fonctionnelle

Pour répondre a ce besoin, une nouvelle stratégie a été développée, celle-ci se base a la fois sur
1) le principe d’évolution des genes au sein des especes et des domaines au sein des genes, et sur
2) le principe de modularité fonctionnelle des protéines.

Un pipeline permettant d’appliquer cette stratégie a ét€ mis au point. Pour cela il a été nécessaire
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de faire fonctionner de maniere conjointe des outils de nature tres différentes ; 1) un programme de
réconciliation phylogénétique Domaines-Genes-Especes, 2) un outil de segmentation de séquences
et 3) un programme de propagation d’annotations fonctionnelles aux noeuds non annoté de la phy-
logénie. Le pipeline qui a été développé est le premier outil utilisant de maniere conjointe ces trois
types de méthodes.

Dans le but de faire fonctionner de maniere cohérente ce pipeline, il a été crucial de régler une
grande variété de parametres, que ce soit sur les alignements multiples, les outils de phylogénie,
le programme de segmentation, la valeur des évenements de la réconciliation phylogénétique ou la

maniere de représenter les informations fonctionnelles.

Découpage en modules conservés

La premiere étape a consisté a segmenter les séquences protéiques en modules conservés. Pour
ceci, le logiciel paloma a été utilisé dans le but de prédire des petits blocs extrémement conservés,
ensuite un algorithme a été développé afin de regrouper les blocs adjacents. Il est possible d’obte-
nir une segmentation en modules plus ou moins précise. Suivant les choix de parametres de seg-
mentations (i.e. prédiction des blocs et regroupement en modules) il est possible d’obtenir des
modules tres petits (i.e. la taille d’un bloc issu de paloma) ou tres grands (i.e. le module re-
couvre éventuellement la totalité de la protéine). La taille des modules va influencer la précision de
I’analyse fonctionnelle. Faire varier la taille des modules revient a choisir le ”grain” de I’analyse.
Considérer des modules tres petits revient a considérer des régions tres précises, au risque de ne pas
pouvoir les caractériser. Alors que considérer des modules tres grands assure une caractérisation
de la plupart des modules, mais une moins bonne précision sur la région impliquée. Il est donc
nécessaire de faire varier le protocole de construction des modules dans le but d’identifier de nou-

veaux modules qui répondent au but de 1’étude.

Utilisation de la redondance

En raison de Ia taille de nos données, il est impossible d’utiliser paloma sur I’ensemble de
nos séquences d’ADAMTS / ADAMTSL. C’est pourquoi nous avons €t€ contraints de mettre au
point une méthode pour accélérer la segmentation (i.e. découpage en modules) des séquences.
L’ élimination de la redondance au sein de notre jeu de données a permis de faciliter la segmentation,
il faut noter que la caractérisation des modules se base uniquement sur les informations présentes
dans un tout petit jeu de séquences, concu pour étre représentatif de toutes les autres et posséder tous
les modules caractéristiques. Cependant, tout module n’existant pas chez au minimum 2 séquences
du jeu non redondant, ne sera pas considéré dans notre analyse. L’ étude s’intéresse en particulier
aux protéines humaines, c’est pourquoi elles ont été ajoutées au jeu non redondant, afin d’avoir la
certitude de détecter chez d’autres especes tous les modules présents chez les protéines humaines.

Cette méthode d’accélération permet aussi de réduire le bruit résultant de modules artéfactuels
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d’especes ayant peu d’intérét dans notre étude. Il est ainsi possible de se focaliser sur les mo-
dules présents chez les protéines humaines tout en utilisant les informations que peuvent fournir

les protéines d’autres especes possédant également ces modules.

Réconciliation phylogénétique

Afin de propager I’information d’une protéine ou d’un module aux autres protéines et mo-
dules, nous avons reconstruit leur histoire phylogénétique. Il faut noter que les approches de ca-
ractérisation fonctionnelle basées sur des modeles phylogénétiques sont généralement plus lentes
mais plus précises que les approches classiques par similarités (e.g. les approches de phylogénomiques).
Pour cela, il est nécessaire de pouvoir établir une histoire phylogénétique tres robuste. Cependant,
la quantité d’orthologues, de paralogues et la nature multidomaines de cette famille de protéines
ne permettent pas d’obtenir aisément des résultats stables. Un simple changement d’outil d’aligne-
ment multiple changera I’arbre phylogénétique obtenu. Pour que le modele de réconciliation phy-
logénétique DGS permette d’obtenir la meilleure histoire évolutive, il est nécessaire de construire
au préalable les arbres phylogénétiques d’especes, de genes et de modules les plus robustes pos-
sibles. C’est pourquoi I’ utilisation de logiciels tel que t rimAl et TREEF IX est absolument nécessaire

pour réduire au maximum les différents biais dans la construction des arbres.

Evolution de fragments de séquences

Pour la cohérence de notre modele évolutif, les modules sont considérés comme des entités
ayant pu évoluer de maniere indépendante. Il est souvent question d’évolution distincte des do-
maines protéiques, or ce ne sont pas exactement les domaines (entité structurale) qui évoluent
de maniere indépendante. Cette évolution a lieu au niveau des séquences, ce sont des fragments
de séquences (e.g. exons / rétrotransposons / transposons, comportant éventuellement un / plu-
sieurs ou aucuns domaines ...) qui évoluent de manieres indépendantes. Bien que ces fragments
de séquences représentent souvent des domaines, nous ne pouvons espérer obtenir des résultats
précis et une cohérence dans notre modele évolutif en utilisant une définition structurale (domaine)
pour représenter des événements au niveau des séquences (séquences conservées). Ce principe
d’évolution renforce 1’'idée d’utiliser des modules prédits avec une approche sans a priori sur les
séquences, plutot que des caractérisations de domaines caractérisés dans les bases de données.
De plus, la méme stratégie a été appliquée en utilisant différents types de domaines et profils
HMMs des bases de données (Prosite et TIGRFAMS) (résultats non présentés ici), et dans le cas
des ADAMTS / ADAMTSL, la réconciliation phylogénétique était bien plus parcimonieuse avec
des modules prédits, qu’avec des domaines issus des bases de données, suggérant des annotations
incohérentes. Il est ainsi possible de s’affranchir des caractérisations actuelles et de proposer une

caractérisation plus spécifique a notre famille de protéines.
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Intégration et propagation de données fonctionnelles

Une fois le modele évolutif de la famille construit, différents types d’informations de données
fonctionnelles y ont été intégrés. Pour chacun des types de données, il a été choisi d’utiliser une
technique d’intégration différente. Les données a 1’échelle des séquences ont été intégrées d’une
maniere naive ; si 2 protéines partagent une caractéristique, il est considéré que leur ancétre com-
mun la partage aussi. Cependant cette caractéristique n’est pas attribuée a toutes les protéines du
sous arbre. Il est en effet impossible de savoir a quel moment cette caractéristique est perdue ou si
au contraire elle n’a pas encore été observée. A 1’échelle des régions de séquences (e.g. signature
Prosite), la tres forte conservation de séquences au sein d’un module a été utilisée pour attribuer
une annotation présente dans un module d’une séquence, a toutes les occurrences de ce module.
Ce transfert d’annotation est cependant questionnable et ne pas étre adapté a toutes les signatures
Prosite. Dans cette étude, nous avons autorisé ce type de transfert, car ces annotations sont uni-
quement présentes a titre indicatif et non prédictifs (au contraire des annotations a I’échelle de la
protéine). A 1’échelle des acides aminés (e.g. SNP), les informations sont attribuées au module de
la protéine ou elles sont présentes. Les informations de mutation sont trés précises et peuvent étre
responsables d’un phénotype (perte / gain). Il est donc difficile de les caractériser et les transférer
peut-étre source d’erreur. C’est pourquoi ces informations n’ont pas été transférées a toutes les
occurrences des modules, elles sont simplement présentes a titre d’information. Une importante
perspective consiste en I’interprétation fiable de ces deux dernieres sources d’informations (i.e. in-

formations de régions et informations d’acides aminés).

Caractérisation en modules fonctionnels des ADAMTS / ADAMTSL

L’utilisation de ce pipeline sur un jeu de donnée de 341 séquences protéiques d’ADAMTS /
ADAMTSL de 19 especes différentes a permis d’obtenir une premiere caractérisation en modules
fonctionnels ainsi que 1’histoire évolutive la plus probable de cette famille de protéines. Ce pipeline
est extrémement long a faire tourner, il sert a obtenir des informations sur une famille de protéines
complexe que 1’on veut étudier avec détails, dans sa version actuelle cette stratégie est bien trop
longue pour étre utilis€ a grande échelle (e.g. cette stratégie est adaptée a 1’étude d’une famille
de protéines, mais analyser tout un protéome risque d’étre tres long). Il faudrait soit réduire le
nombre de séquences, et donc perdre des informations évolutives (i.e. perte d’especes), soit utiliser
des algorithmes plus rapides mais moins précis au risque de se baser sur une modélisation moins
robuste. Ici le sujet porte spécifiquement sur une famille de protéines, ¢’est pourquoi le choix a été
fait d’utiliser les algorithmes les plus longs et robustes, ainsi qu'une grande quantité de séquences,
malgré des temps d’exécution conséquents.

Dans un dernier temps, les résultats de la caractérisation en modules fonctionnelles des 341
séquences protéiques d’ADAMTS / ADAMTSL ont été analysés. Cette premicre caractérisation

fonctionnelle permet de mettre en lumiere des corrélations intéressantes entre les différents types
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d’information. L’apparition synchrone d’un module avec une interaction protéique permet de poser
une hypothese sur le role de ce module dans I’interaction en question. Par exemple, dans notre
modele, le module MB64 apparait en méme temps que les interactions avec les protéines extracel-
lulaires COMP et A2GM. Ce module est chevauchant avec un motif thrombospondin, qui est connu
pour étre impliqué dans de nombreuses interactions. Il serait donc intéressant d’approfondir 1’ana-
lyse et de vérifier expérimentalement si la présence de ce module est nécessaire pour interagir avec
COMP ou A2GM.

Une preuve de concept

Ce type de corrélation est peut €tre sujet a interprétation, en raison la nature de la stratégie
mise en place. Notre modele étant construit sur une phylogénie robuste, il nous permet de savoir
si 2 évenements ont eu lieu en méme temps. La précision a 1’échelle d’'un module est uniquement
possible grace a I’alliance entre segmentation de séquences et réconciliation phylogénétique DGS.
Il faut garder a I’esprit que notre stratégie se limite a une intégration de données de différents types.
Cette approche permet d’observer des corrélations intéressantes, contribuant aux prédictions sur la
fonction des différents modules. Cette étude constitue un travail préliminaire établissant une preuve
de concept sur I’utilité d’un protocole pour la prédiction fonctionnelle des ADAMTS / ADAMTSL.

5 Conclusion et perspectives

Au cours de cette étude, j’ai développé une nouvelle stratégie de caractérisation fonctionnelle
qui allie deux types d’approches de caractérisation fonctionnelle; 1) les approches basées sur la
conservation de séquences et 2) les approches basées sur la phylogénie des protéines. Cette stratégie
a permis de réaliser une premiere caractérisation en modules fonctionnels des protéines ADAMTS
/ ADAMTSL humaines, en utilisant les informations de 341 séquences de paralogues et d’ortho-
logues de 19 especes. De plus, cette méthode permet de proposer de nouvelles prédictions des
fonctions de certains modules (i.e. régions conservées) par observation de co-occurences de mo-
dules et de fonctions au cours de 1’évolution. Cette étude consiste en un travail préliminaire, qui
permet d’apporter une preuve de concept vis-a-vis de I’intérét d’observer 1’évolution de régions
conservées en parallele de 1I’évolution des différentes fonctions des protéines étudiées. Au dela de
I’amélioration et de 1’optimisation des parametres du pipeline de prédiction, je propose trois types
de perspectives : 1) la prise en compte de plus d’annotations fonctionnelles (e.g. données d’ex-
pressions protéiques, les différents isoformes et leurs phénotypes), 2) I'utilisation des séquences
nucléiques (i.e. informations sur les pressions de sélections), et 3) I'utilisation d’autres méthodes
de prédictions fonctionnelles (e.g. profiling phylogénétique de blocs protéiques afin de prédire des

coévolutions de modules®*).
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Annexe 1 : Histoire des 76 paralogues et orthologues

des especes Homo sapiens, Bos taurus, Rattus norvegicus,

Mus musculus
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Histoire des 341

paralogues et orthologues

Annexe 2

des 19 especes
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Caractérisation en modules fonctionnels de la famille de protéines ADAMTS / ADAMTSL

Les protéines ADAMTS et ADAMTSL sont impliquées dans le remodelage du microenvironnement
matriciel et constituent aujourd’hui de nouvelles cibles thérapeutiques dans les pathologies cancéreuses. Les
nombreux genes de la famille et la nature multidomaine des ADAMTS et ADAMTSL ne permettent pas
d’utiliser les approches classiques de caractérisation fonctionnelles des protéines. Nous proposons ici une
nouvelle méthode de caractérisation en modules fonctionnels adaptée aux protéines multidomaine, se ba-
sant uniquement sur les séquences protéiques. Cette méthode allie 2 approches de prédictions fonctionnelles
a savoir la conservation des résidus et la phylogénie moléculaire. Apres avoir sélectionné 341 séquences
d’ADAMTS et ADAMTSL, réparties dans 19 especes, les modules conservés sont recherchés par une ap-
proche sans a priori grace a I’outil paloma. L’histoire phylogénétique de ces modules est ensuite élaborée
avec ’outil SEADOG-DM de réconciliation phylogénétique DGS (Domain-Gene-Species). Enfin les his-
toires phylogénétiques sont complétées en intégrant des données biologiques issues de bases de données
comme les interactions protéiques (PSICQUIC), les motifs (Prosite) et les polymorphismes nucléotidiques
(dbSNP). Cette nouvelle stratégie permet de caractériser les différentes protéines et modules et d’étudier
des évenements de co-occurence de modules conservés et de fonctions au cours de 1’évolution. Cette étude
constitue un travail préliminaire et permet d’apporter une preuve de concept vis a vis de la stratégie de
caractérisation en modules fonctionnels des ADAMTS et ADAMTSL.

Mots clés : Protéines multidomaines, réconciliation phylogénétique, conservation de séquences, évolution

Functional module characterization of the ADAMTS / ADAMTSL protein family

ADAMTS and ADAMTSL proteins are involved in the remodeling of the matrix microenvironment and
are now considered as new therapeutic targets in cancer diseases. The many genes in the family and the
multi-domain nature of ADAMTS and ADAMTSL do not allow the use of conventional approaches to func-
tional protein characterization. We propose here a new method of characterization in functional modules
adapted to multidomain proteins, based only on protein sequences. This method combines 2 functional pre-
diction approaches, namely residue conservation and molecular phylogeny. After selecting 341 ADAMTS
and ADAMTSL sequences, distributed in 19 species, the preserved modules are searched for by an approach
without a priori thanks to the paloma tool. Next, the phylogenetic history of these modules is developed
with the SEADOG-DM phylogenetic reconciliation tool DGS (Domain-Gene-Species). Finally, phylogenetic
histories are supplemented by integrating biological data from public databases such as protein interactions
(PSICQUIC), motifs (Prosite) and nucleotide polymorphisms (dbSNP). This new strategy allows to cha-
racterize the different proteins and modules and to study co-occurrence events of conserved modules and
functions during evolution. This study is a preliminary work and provides proof of concept regarding the
functional module characterization strategy of ADAMTS and ADAMTSL.

Keywords : Multidomain proteins, phylogenetic reconciliation, sequence conservation, evolution



