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1 Introduction

1.1 Contexte biologique
1.1.1 Les maladies chroniques hépatiques et la matrice extracellulaire

Ce projet s’inscrit dans le cadre des recherches effectuées par 1’équipe dirigée par Nathalie Théret
et qui portent sur la dynamique du microenvironnement au cours de la progression des maladies
chroniques du foie conduisant au cancer. Ces maladies sont principalement liées aux hépatites
virales, a la consommation d’alcool et aux perturbations métaboliques (diabete, obésité, etc.).
Elles se caractérisent par le développement d’une fibrose qui consiste en une accumulation exces-
sive de matrice extracellulaire qui va altérer les fonctions hépatiques. La matrice extracellulaire
est une structure tridimensionnelle dynamique qui entoure toutes les cellules. Elle constitue un
réseau moléculaire complexe dans lequel interagit une grande variété de protéines (Figure El).
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Figure 1. Schéma illustrant la matrice extracellulaire et ses composants. Les différents composants de la
matrice extracellulaire permettent un soutien structurel et permettent de créer un micro-environnement favorable
aux interactions entre les cellules. (d’apres [E]])

Afin de caractériser les modifications de la matrice extracellulaire dans les maladies chroniques
hépatiques, I’équipe DYMEC?2 de I'IRSET a récemment réalisé€ une analyse protéomique de tis-
sus fibreux chez des patients atteints de carcinome hépatocellulaire, un cancer du foie. Trois
membres de la famille des fibulines ont été identifiés et associés a la gravité de la fibrose, cepen-
dant les fonctions de ces fibulines dans la pathologie sont trés peu connues. Dans ce contexte,
I’équipe a souhaité développer une approche globale de recherche de motifs fonctionnels au sein
de cette famille de protéines.



1.1.2 Les fibulines, une famille de protéines de la matrice extracellulaire

Les fibulines sont une famille de protéines de la matrice extracellulaire composée de huit pro-
téines humaines [2]. La structure de ces protéines est organisée en trois régions (Figure ). La
premiere région correspond a la partie N-terminale des protéines dont la longueur varie suivant
les fibulines et présente différents domaines qui peuvent tre spécifiques a certaines fibulines.
La deuxieme région correspond a la partie centrale des protéines et se caractérise par un nombre
variable de motifs de type EGF-like (Pfam, IPR000742) (EGF : epidermal growth factor) et de
motifs de type EGF-like calcium-binding (Pfam,IPR0O01881). Enfin, la troisi¢me région contient
le domaine de type fibuline ("Fibulin Type Module” figure ) (Pfam, IPR017048) en position
C-terminale avec une longueur variant de 120 a 140 acides aminés.

Ces protéines sont classées en trois sous-groupes. Les fibulines, dites "longues”, correspondent
aux fibulines-1 et -2. Outre la présence de motifs de type EGF-like calcium-binding, ces fibulines
se caractérisent par la présence de motifs de type Anaphylatoxin-like (Pfam, IPR000020). Les
fibulines, dites “courtes”, correspondent aux fibulines-3-4-5 et -7, cette derniere se différencie
par la présence d’un motif de type Shushi (Pfam, IPR053298). Enfin, le dernier sous-groupe
est composé des hémicentines-1 et -2, correspondant respectivement aux fibulines-6 et -8. Elles
se caractérisent par un motif de type von Willebrand A (Pfam, IPRO13608) a I’extrémité N-
terminale et une longue série (>40) de motifs de type Immunoglobulines (Pfam, [IPRO08424).
Le role des fibulines est associé a leur capacité a interagir avec d’autres composants matriciels.
Elles stabilisent ainsi I’organisation supramoléculaire des fibres élastiques et des fibres de col-
lagene et contribuent a I’intégrité structurelle de la membrane basale. Ce positionnement au sein
de la matrice en font des modulateurs du remodelage matriciel qui affecte le phénotype cellulaire
(migration, prolifération). Cependant, il n’existe que trés peu d’information quant aux séquences
impliquées dans ces fonctions, ce qui limite le développement d’un ciblage thérapeutique de ces
protéines.
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Figure 2. Schéma de la structure moléculaire des protéines de la famille des fibuline humaines. La famille
des fibulines est composée de huit membres, chacune est constituées de trois domaines (1, Il, 1ll). Lensemble des
fibulines présente des domaines EGF-like, ainsi qu’'un "fibuline-like module”. (d’apres [2])



1.2 Contexte informatique : annotation fonctionnelle des protéines et pré-
diction de motifs

[’annotation fonctionnelle des protéines et plus particulicrement la caractérisation des séquences
impliquées dans une fonction est indispensable pour le développement d’approches de ciblage
thérapeutique. De trés nombreuses méthodes de prédiction de fonction des protéines ont été
développées et ont fait I’objet de revues récentes [3, 4, 5]. Ces méthodes font appel a différents
types de données, notamment les séquences d’acides aminés et les structures tridimensionnelles.
Plus récemment, les données issues des technologies a haut débit comme les profils d’expression
(protéines ou ARN) et les interactions moléculaires fournissent de nouvelles sources de données
et permettent d’améliorer les méthodes de prédictions. Nous ne détaillerons dans ce manuscrit
que les principales approches basées sur la structure et la séquence. Ces méthodes se basent sur
I’hypothése que s’il existe une ressemblance entre les séquences ou les structures des protéines,
alors celles-ci pourraient partager une méme fonction. L'outil utilisé pour notre étude a fait appel
aux méthodes d’homologie de séquence, de phylogénétique et de réconciliation.

1.2.1 Approches basées sur la structure

Certaines caractéristiques “fonctionnelles” sont inscrites dans la structure tridimensionnelle des
protéines, par exemple les structures en hélice alpha composées de 20 a 30 acides aminés hy-
drophobes qui caractérisent les protéines transmembranaires, les sites actifs des enzymes qui
forment une région d’interaction pour un substrat ou encore les sites spécifiques d’interactions
protéine-protéine comme dans les complexes ligand-récepteur. Parmi les méthodes qui ont été
développées, certaines se basent sur des algorithmes d’alignement structural, qu’il soit global
ou local. Ces méthodes utilisent les caractéristiques de repliement de protéines dont la fonction
est connue pour annoter de nouvelles protéines non annotées par similarité de structure [6].

L article [7] propose une méthode permettant la prédiction de sites de liaison pour des petites
molécules. Cette méthode, basée sur la structure des protéines, integre aussi des estimations de
la conservation évolutive des séquences afin d’identifier les cavités a la surface des protéines.
Ces méthodes ne sont utilisables que pour des structures statiques. L’utilisation de la dynamique
structurelle peut permettre d’améliorer la prédiction des fonctions. Pour prendre en compte
cette information, une simulation de la dynamique moléculaire via I’utilisation d’algorithmes
de prédiction basés sur la structure permet d’identifier les sites de liaison et donc la prédiction
de fonctions [§].

Si I'utilisation des structures est intéressante pour I’annotation fonctionnelle des protéines, ces
méthodes sont restées longtemps limitées en raison du manque de données structurelles a haute
résolution. Cependant, I’arrivée récente des méthodes de deeplearning a révolutionné les méth-
odes de prédiction des structures [9] avec tout particulicrement 1’arrivée du systeme AlphaFold,
développé par Google DeepMind [[10].

1.2.2 Approches basées sur les séquences

Homologie de séquences

La méthode par homologie de séquence se base sur I’hypothese que si deux séquences sont sim-
ilaires, elles dérivent d’un ancétre commun et possedent donc des fonctions similaires. L'un des
moyens de modéliser cette conservation de séquence est de réaliser un alignement de séquences
multiples (MSA). 1l existe trois types de méthodes pour la modélisation d’un MSA. La premiere
se base sur des motifs correspondant a des expressions régulieres. Cet alignement permet de
mettre en avant des motifs, indiquant les variations possibles pour les différentes positions ainsi



que les positions les séparant. Les motifs Prosite [[11]] sont un exemple de ces motifs.

La deuxiéme méthode de modélisation est réalisée par Position-Specific Scoring System (PSSM)
[12]. Elle correspond a une matrice composée de poids ol un poids est attribué a chaque acide
aminé. Ce poids correspond au log du rapport de vraisemblance entre la fréquence observée
et celle attendue [3]. 1l est possible de représenter plusieurs régions conservées au sein d’une
méme famille via un enchainement ordonné de PSSM modélisant ainsi une signature appelée fin-
gerprints [13]. Cette approche ne permet pas de prendre en compte les insertions et les délétions.

La derniere méthode utilise ce qu’on appelle un profil HMM (pHMM : profile Hidden Markov
models). Cette approche permet une représentation probabiliste d’'un MSA, par I’ utilisation d’un
modele statistique permettant de modéliser les conservations ainsi que les insertions et les délé-
tions, contrairement a la méthode PSSM. Les domaines présents dans la base de données Pfam
[14] ont été identifiés par cette approche.

Au cours de notre étude, nous avons utilisé la suite Protomata développée par Francois Coste
[15], [16] qui permet I’apprentissage de la signature spécifique d’une famille de protéines ho-
mologues a partir de séquences non-alignées par alignement multiple partiel et local et par mod-
élisation d’automate. Un des programmes présents dans la suite Protomata est appelé Paloma. 11
permet la construction des alignements multiples locaux partiels (PLMA : Partial Local Multi-
ple Alignment) (Figure @) permettant d’identifier les régions localement conservées. Ces régions
sont alors appelées blocs de conservation. L’identification de ces blocs de conservation permet
de caractériser une famille de protéines tout en considérant I’hétérogénéité des séquences entre
elles. Un bloc est alors constitué d’un sous-groupe de séquences (au minimum deux). Une anal-
yse Paloma réalise, a partir de I’ensemble des paires d’alignement local, une intégration itérative
par alignement transitif des positions est faite avec les paires d’alignement locales. Si les blocs
d’alignement issus de Paloma sont assez longs, ils seront considérés par la suite comme des
modules de conservation.
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Figure 3. Identification des modules par alignement multiple local partiel (PLMA). Schématisation d’'un PLMA
de cing séquences S1...S5, composé de six blocs d’alignement B1,..., B6. Chaque bloc est réalisé a partir d’'un
alignement local des séquences pour certaines positions des séquences. Cet alignement local peut étre visualisé
par exemple avec le bloc B2 ou deux segments nommés P5 présent chez les séquences S3 et S4 s’alignent sur ces
séquences. Le segment P8 représente aussi un alignement entre les séquences S3 et S4, sa taille étant inférieure
a celle du segment P5 il n'a pas été sélectionné par Paloma. Ces blocs ne sont pas spécifiques a des paires de
séquences comme le bloc B3 qui réalise des alignements locaux avec des segments des séquences 2, 3 et 4. Le
bloc B4, B5 et B6 sont un exemple des découpages qui peuvent étre réalisés lors de l'identification de bloc. Pour
deux paires d’alignement (P2 et P4), trois blocs sont identifiés : le bloc B4 correspondant a un alignement entre S1
et S3, le bloc B5 pour les positions contigués entre les séquences S1, S2 et S3 et enfin un bloc B6 pour celles entre
S2 et S3(d’apres [[17, [18])

Phylogénomique

L’ approche basée sur la phylogénomique pour I’inférence de fonctions biologiques a été initiale-
ment décrite par Jonathan Eisen [|19]. Cette approche se base sur plusieurs étapes impliquant
la sélection de séquences partageant une origine commune, ces séquences sont dites homo-
logues, 1’alignement de séquences multiples (MSA) et la construction d’un arbre phylogéné-
tique, la superposition d’annotations sur les topologies de 1’arbre, la distinction entre ortho-
logues (séquences homologues issues d’une spéciation) et paralogues (séquences homologues
issues d’une duplication), et enfin I’inférence de la fonction d’une protéine sur la base des or-
thologues identifiés par ce processus et des annotations récupérées. Il existe trois méthodes de
reconstruction phylogénétique qui peuvent étre utilisées pour I’inférence phylogénétique.

Ces méthodes se basent sur I’hypotheése que deux séquences proches dans un arbre phylogéné-
tique sont susceptibles de partager une méme fonction.

La premiere est appelée méthode de distance. Pour celle-ci, une matrice des distances est con-
struite a partir de la matrice des caracteres. La matrice de distances représente alors les distances
évolutives entre toutes les paires de protéines. Ensuite, I’arbre phylogénétique est déduit de cette
matrice a I’aide d’algorithmes.

La deuxieme méthode est la méthode de minimum parsimony, elle se base sur la sélection de
I’arbre nécessitant le plus petit nombre de changements afin d’expliquer les données observées.

La derniere est la méthode de vraisemblance se basant sur une fonction permettant de calculer
la probabilité qu’un arbre ait pu produire les données observées [20]. Ces trois approches pro-
duisent la phylogénie qui peut €tre utilisée par des méthodes d’annotation phylogénomique.



1.3 Phylogénie moléculaire

La phylogénie moléculaire tend a reconstruire I’évolution de ces séquences. L'objectif premier
est alors de déterminer I’arbre phylogénétique qui permet de décrire les relations de parenté
évolutive des séquences homologues a partir d’ADN, d’ARN ou de protéines.

1.3.1 Méthodes de réconciliation

La réconciliation est une approche qui permet de connecter I’histoire évolutive de deux ou plus
entités biologiques co-évoluant. Un arbre phylogénétique représentant 1’évolution d’une entité
peut alors €tre "dessiné” au sein d’un autre arbre phylogénétique représentant 1’ histoire évolutive
d’une autre entité. Cette approche permet de mettre en évidence I’interdépendance des deux en-
tités et les différents événements évolutifs qui ont marqué leur histoire commune. Ces méthodes
de réconciliation sont adaptées a la problématique des protéines multidomaines. L histoire des
genes est parfois indépendante de celle des especes, en raison des événements de duplication et
de perte de génes. De fagcon similaire, 1’évolution de ces protéines peut se faire par brassage de
domaines, ce qui inclut différents événements tels que les insertions, les transferts, les duplica-
tions, la fusion et la perte de domaines. Ce brassage de domaine peut entrainer des différences
de fonctions des protéines. Pour comprendre I’évolution de ces protéines multidomaines, il y a
donc besoin de comprendre 1’évolution de 1’architecture des domaines. Stolzer [21] a proposé
une méthode de réconciliation Domaine-Gene chez les familles de protéines multidomaines. Les
entités ici réconciliées sont un arbre des genes et un arbre des domaines. La réconciliation aura
pour but d’associer les nceuds de chaque arbre entre eux. Cette approche, bien qu’innovante,
ne prend pas en compte I’histoire des especes. Li et Bansal [22] ont récemment proposé de
réaliser la réconciliation entre les trois niveaux : “Domaines, Genes et Especes” (DGS) avec
le développement de 1’outil SEADOG. Pour ce faire, deux types de réconciliation sont réalisés,
une réconciliation Gene-Espece et une réconciliation Domaine-Gene. Une extension de cette
méthode, SEADOG-MD permet aujourd’hui de prendre en compte la présence de plusieurs do-
maines, caractéristiques propres aux protéines multidomaines [23] et permet de considérer les
réconciliations Gene-Espéce, mais aussi I’ensemble des réconciliations Domaine-Gene. Cette
méthode se base sur un alignement de séquences multiples, un arbre phylogénétique est alors
réalisé pour chaque module.

1.3.2 Approche phylogénomique

C’est en se basant sur cette réconciliation a trois niveaux qu’Olivier Dennler a développé I’outil
PhyloCharMod [|18] (Phylogenetic Characterization of Modules). Cet outil permet de carac-
tériser des motifs fonctionnels par la détection de modules conservés en utilisant I’inférence phy-
logénétique de I’histoire évolutive des especes, des genes, des modules et des fonctions. L'outil
PhyloCharMod se décompose en différentes étapes (Figure @]). La premiere étape est le calcul
de I’arbre des genes a partir des séquences données en entrée de I’outil. Cette étape comprend
le calcul d’un alignement de séquences multiples (MSA) avec 1’outil Muscle [24] suivi d’une
inférence de la phylogénie avec I’outil PhyML [25] et d’une correction de 1’arbre avec 1’outil
TreeFix [26]. La deuxiéme étape a pour but d’identifier des modules conservés par 1’ utilisation
de I’outil Paloma [16]. Comme décrit ci-dessus, cet outil permet de déterminer des ensembles
de segments similaires d’au moins deux séquences protéiques alignées dans un PLMA. Ces
ensembles sont alors nommés modulent. Ces derniers se différencient des domaines qui eux
correspondent a des régions protéiques auxquelles sont associées des annotations (fonction). La
troisieme étape permet d’inférer la composition en modules des genes ancestraux. Cette étape



se base sur la méthode de réconciliation module-gene-espece réalisée avec 1’outil SEADOG-
MD [23]. L’étape quatre consiste en I’annotation des phénotypes connus des protéines. Dans
notre étude, les phénotypes considérés sont les interactions protéine-protéine (PPI), I’hypothese
étant que I’interaction entre deux protéines signe une fonctionnalité (par exemple : enzyme et
substrat, ligand et récepteur). L’étape cinq réalise une reconstruction des scénarios ancestraux
de I’évolution des phénotypes le long de I’arbre des genes en utilisant ’outil PastML [27]. La
derniere étape réalise un regroupement des données des modules et des phénotypes. Cette étape
permet d’obtenir pour chaque géne ancestral sa composition en module et ses traits phénotyp-
iques (les PPI dans notre cas).
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Figure 4. Schéma de I'outil PhyloCharMod réalisant une inférence de I’évolution conjointe des modules et
des phénotypes. Cet outil réalise différentes étapes 1) Inférence de 'arbre de géne (Muscle,PhyML, TreeFix), 2)
identification de modules conservés (Paloma), 3) inférence de la composition en modules pour les genes ancestraux
(SEADOG-MD), 4) Annotation des protéines avec les traits phénotypiques connus, 5) Reconstruction des scénarios
ancestraux des phénotypes (PastML), 6) regroupement des données. Les résultats issus de I'outil permettent une
estimation des événements de co-apparition. Ces derniers correspondent a un gain simultané d’'un module et d’un
phénotype chez un géne ancestral. (d’aprés [[18])

1.4 Objectifs du projet

Lobjectif principal de mon stage était la recherche de motifs fonctionnels chez la famille de
protéines multidomaines : les fibulines. Pour réaliser cette étude, j’ai utilisé 1’outil PhyloCHar-
Mod qui a été développé pour identifier des modules conservés et utilise 1’évolution associée
aux modules conservés afin de les associer a une fonction.

Outre cette étude des fibulines, un des objectifs du stage était d’une part de savoir si I’outil Phy-
loCHarMod congu initialement pour les protéines multidomaines, ADAMTS-TSL, était général-
isable a d’autres familles de protéines multidomaines de la matrice extra cellulaire et d’autre part
de rendre I’outil utilisable sur la plateforme Genouest.



2 Matériel et méthode

2.1 Un pipeline d’annotation phylogénomique

PhyloCharMod est un outil développé pour caractériser des motifs fonctionnels au sein de pro-
téines multidomaines et de les associer a des phénotypes. L'outil se base sur une méthode par
homologie et phylogénomique [[17, 18].

2.1.1 Utilisation de I’outil

PhyloCharMod prend obligatoirement un fichier fasta contenant les s€équences et un fichier d’annotation.
La commande suivante est alors utilisée pour lancer le pipeline :

python3 /phylocharmod/phylocharmod.py multi_fasta_file leaf_functions_csv

Loutil propose de donner en entrée un arbre des génes, un arbre des especes, un fichier issu

de Paloma et un fichier de réconciliation DGS. Ces différents fichiers doivent étre spécifiés en
amont des fichiers fasta et d’annotation avec ces arguments :

* arbre des especes : ——species_tree
* arbre des genes : ——gene_tree
e fichier Paloma : -—-plma_file

* fichier de réconciliation : ——reconc_domains

2.1.2 Modification des parametres

Lors du développement de 1’outil PhyloCharMod, les parametres choisis pour le programme
Paloma sont les parametres conseillés pour 1’identification de domaines (Onglet "help” [16]),
ceux-ci semblant satisfaisants pour I’identification de modules sur les protéines ADAMTS-TSL
de la matrice extracellulaire.

Les parametres sont les suivants (les valeurs choisies sont ci-dessous entre parentheses) :

e —q correspond au nombre de séquences minimum qui doivent étre présentes dans un
groupe (2)

* -Mcorrespond a la taille maximum des alignements locaux conservés (20)
* —t seuil utilisé pour Dialign (10)

Au cours de mon étude sur les fibulines, la question de la robustesse de ces parametres a été
posée. Pour répondre a cette question, les parametres t et M ont été modifiés comme suit :

e -M:20,17et 15
e -t:5,7,15
Les variations appliquées aux parametres :
* M permettent de considérer des alignements locaux de taille différente.

* t permettent de filtrer les alignements locaux pour ne garder que ceux présentant une
certaine similarité.



Loutil PhyloCharMod ne permet pas de changer les parametres de Paloma au niveau du lance-
ment du programme principal. J’ai lancé Paloma depuis le terminal du conteneur Singularity
avec cette commande :

paloma-D -i fichier_fasta -9 2 -m 1 -M 15 -t 10 --oplma

Le fichier avec I’extension .oplma obtenu avec cette commande est ensuite utilisé comme entrée
du programme principal de PhyloCharMod avec ’option --plma_file.

2.1.3 Distribution

Linstallation de PhyloCharMod est possible via I’utilisation d’un conteneur Docker [28] avec la
commande : docker pull ghcr.io/ocmalde/phylocharmod:0.1. La mise a disposition de
I’outil sous la forme d’un conteneur permet de regrouper le code et les dépendances d’un logi-
ciel dans une unité unique, facilement transférable d’un environnement a I’autre. Cependant,
I’utilisation de Docker n’est pas toujours autorisée sur les clusters de calcul comme Genouest.
Une autre solution de conteneurisation existe, Singularity [29]. Un des principaux avantages des
conteneurs Singularity par rapport a la solution Docker est qu’ils sont congus pour fonctionner
en tant qu’utilisateur non privilégié, ce qui constitue un avantage certain en termes de sécurité.
Par ailleurs, Singularity utilise des signatures cryptographiques, un format d’image de conteneur
immuable connu sous le nom de Singularity Image Format, et un décryptage en mémoire. La
plateforme de bio-informatique Genouest qui met a disposition les clusters de calcul dont nous
avons besoin pour cette étude, utilise des conteneurs Singularity qui permettent normalement
d’importer des images Docker préexistantes. Au cours de notre étude, I’image Docker contenant
le pipeline Phylocharmod et qui €tait mise a disposition sur un GitHub s’est révélée incompat-
ible avec Singularity. Plus précisément, certaines dépendances (Paloma, TreeFix) ne sont pas
installées lors du lancement du programme principal de PlyloCharMod. 1l fallait réaliser une in-
stallation manuelle de ces dépendances, ce qui diminue 1’intérét d’utiliser cette image Docker. Il
a donc été décidé par la suite de créer un conteneur Singularity avec les codes source du logiciel
et en y téléchargeant les différentes dépendances.

2.1.4 Recherche des séquences des fibulines

Outre le pipeline principal permettant de caractériser des motifs fonctionnels au sein de pro-
téines, le conteneur possede des scripts permettant, a partir des identifiants de RefSeq des pro-
téines humaines, d’obtenir les séquences orthologues des séquences humaines chez huit autres
especes :

e 10090 - Mus musculus

e 9913 - Bos taurus

* 9031 - Gallus gallus

* 8364 - Xenopus tropicalis
e 7955 - Danio rerio

» 7719 - Ciona intestinalis

e 7227 - Drosophila melanogaster



* 6239 - Caenorhabditis elegans

Ces huit autres especes ont été sélectionnées au cours du développement de PhyloCHarMod
comme espece représentant 1’évolution des protéines [[17].

A partir des protéomes de ces huit espéces et avec le protéome humain disponible en 2023,
une base de données a €té réalisée avec OrthoFinder [30, B1|]. Cette base de données contient
des orthogroups regroupant des séquences orthologues, paralogues ainsi que les isoformes des
séquences composant les protéomes. Il est donc possible, a partir des Refseq d’une protéine,
d’obtenir les autres séquences présentes dans 1’orthogroup de la séquence donnée en entrée.
Un filtre est ensuite appliqué pour ne garder que les isoformes les plus grandes pour chaque
séquence.

J’ai utilisé les scripts mis a disposition. J’ai pour cela récupéré les identifiants RefSeq de toutes
les isoformes des fibulines humaines et du groupe externe en utilisant le site Uniprot [32]. Ces
identifiants sont fournis en entrée du pipeline de maniere a obtenir les séquences homologues a
ces protéines chez les huit autres especes.

2.2 Construction d’un arbre phylogénétique des fibulines

Il est possible de donner en entrée du pipeline un arbre des genes préalablement calculé. Pour
réaliser cet arbre, j’ai utilisé le script gene_phylo.py du pipeline. Ce dernier prend un fichier
fasta comprenant les séquences ainsi que I’arbre des especes. Cet arbre est lui-méme réalis-
able avec le script species_phylo.py. Le script réalise un alignement de séquences multiples
(MSA) avec 1’outil Muscle [24]. A partir de cet alignement, les sites ayant des GAPs sont filtrés
avec I’outil Trimal [33]. L'inférence phylogénétique est alors réalisée avec 1’outil PhyML [25].
L’arbre obtenu est alors corrigé en fonction de I’arbre des especes en utilisant 1’outil 7reeFix
[26]. L’arbre obtenu est au format Newick, un format utilisé en biologie et en génétique pour
décrire les relations phylogénétiques entre especes ou taxons biologiques.

2.2.1 Enracinement de I’arbre, identification d’un groupe externe

Il est nécessaire d’identifier un groupe externe représentant des séquences extérieures a notre
famille d’intérét, mais suffisamment proches pour permettre 1I’enracinement. Ce groupe est ap-
pelé outGroup et permet de déterminer la branche la plus ancienne au sein de I’arbre.

Pour déterminer cet outgroup, I’ensemble des séquences canoniques des protéines de la famille
des fibulines humaines ont été récupérées sur Uniprot. Un blast a été réalis€ pour chaque fibuline
humaine, les résultats récupérés ont permis d’identifier deux familles de protéines présentes dans
chacun des résultats du blast de chaque fibuline humaine. L'outil Ortholnspector [34] a permis
d’identifier les séquences homologues du groupe externe ainsi que celles des fibulines chez les
huit autres especes. Un arbre est alors réalisé avec 1’outil NGPhylogeny [35] et une visualisation
est réalisée avec I’outil en ligne, iTOL (Interactive Tree Of Life) [36].

L’arbre des genes est alors réalis€ comme décrit précédemment. Une fois I’arbre réalisé, ce
dernier est visualisé grace a I’outil iTOL. Ce site permet notamment d’enraciner 1’arbre en posi-
tionnant la racine entre les groupes externes et le reste des séquences. Une fois I’arbre enraciné,
le groupe externe est retiré de I’arbre en utilisant les fonctions de I’outil iTOL et ce dernier est
exporté au format Newick. Les séquences correspondantes au groupe externe sont aussi retirées
du fichier fasta contenant notre jeu de séquences. Les deux fichiers, le fichier fasta et celui de
I’arbre enraciné, sont alors donnés en entrée au pipeline. L’arbre des genes est spécifié avec
I’option --gene_tree.
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2.3 Fonction prédite : les Interaction protéine-protéine

Les phénotypes considérés pour cette étude sont les interactions protéine-protéine (PPI). Pour
récupérer I’ensemble des interactions protéine-protéine, nous avons utilisé 1’outil PSICQUIC
[37]. Cet outil permet un acces aux informations d’interactions moléculaires présentes sur dif-
férentes bases de données. Pour chaque membre de la famille des fibulines humaines, une
recherche est réalisée sur le site PSICQUIC view et les données sont alors téléchargées au format
CSV. Les informations obtenues sont triées pour ne conserver que les PPI uniques impliquant
les protéines humaines (>90%) et le graphe d’interaction des protéines est visualisé a 1’aide de
I’application Cytoscape [38]. Seules les interactions protéine-protéine humaine sont consid-
érées, étant donné que les données expérimentales concernant les autres especes sont rares.

3 Résultat

3.1 Installation de PhyloCharMod dans un conteneur singularity

Comme nous I’avons détaillé dans la section Distribution (partie ), I’image Doker fournie
par Olivier Dennler s’est révélée incompatible avec ’outil Singularity utilisé par la plateforme
de bio-informatique Genouest. Brievement, nous avons créé un conteneur Singularity avec les
codes source du logiciel, mis a jour les versionnages de packages et téléchargé les diftérentes
dépendances, notamment celles liées a 1’outil Paloma.

3.2 Identification du groupe externe

La recherche au sein des fichiers issus du blast réalisé avec les s€quences protéiques de fibulines
humaines, a permis d’identifier deux familles de protéines proches des fibulines : les LTBP
(Latent-transforming growth factor beta-binding protein) et les FBLN (Fibrillins). La réalisation
de I’arbre des fibulines et ces familles de protéines a permis de mettre en évidence que la famille
des LTBP est plus proche des fibulines que les fibrilins. Les membres de la famille des LTBP -1
et -4 constitueront donc notre groupe externe.

3.3 Construction d’un jeu de données des séquences

Comme expliqué dans la partie , la construction du jeu de données des séquences a été
réalisée a partir de la base de données mise en place par Oliver Dennler avec I’outil OrthoFinder
et disponible au sein du conteneur. L’interrogation avec les identifiants RefSeq des séquences
des protéines humaines des huit fibulines et des LTBP a permis de sélectionner huit orthogroups
chacun nommé par un identifiant unique propre a la base de données. Parmi ces huit groupes,
cinq correspondent a des groupes contenant des fibulines, deux correspondent au groupe ex-
térieur constitué des LTBP1 et LTBP4, enfin un dernier groupe contient deux identifiants RefSeq
fibuline-3 humaine, ces derniers ne sont pas présents au sein des orthogroups présents dans la
base de données. Concernant les cinq groupes contenant des fibulines: le groupe OG00007 14
comprend 65 séquences et regroupe les hémicentines-1 et -2 humaines. Le groupe OG0001364
contient 59 séquences et regroupe les fibulines-3,-4 et -5. Enfin, les groupes OG0005269,
0G0005753 et OGO006099 contiennent respectivement les fibulines-1, -2 et -7. Drosophila
melanogaster ne présente aucune séquence dans ces orthogroups (Figure B).
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Figure 5. Tableau récapitulatif des informations issues de I'utilisation des données Orthofinder de I'outil.
Chaqgue colonne commengant par OG correspond a un orthogroup spécifique a la base de données. La premiere
ligne permet de connaitre l'identifiant de I'orthogroup au sein de la base de données présente dans l'outil. La
deuxiéme ligne (Input) correspond au identifiant RefSeq de I'ensemble des isoformes des protéines données en
entrée. Les couleurs indiquent a quelle protéine correspondes chaque RefSeq donné, voir Iégende a droite. Le
bloc de ligne suivant permet pour chaque espéece de connaitre les annotations NCBI de chaque RefSeq composant
I'orthogroup et le nombre de séquences par annotation. Légende : LTBP : Latent-transforming growth factor beta-
binding protein, FBLN : fibuline, HMINC : hémicentine, EFEMP1 : fibuline-3, EFEMP2 : fibuline-4

Parmi les séquences présentes dans les orthogroups, nous pouvons remarquer que 1’annotation
présente dans la base NCBI differe de celle des séquences orthologues humaines présentes
dans ce groupe. Par exemple, dans 1’orthogroup OG0006099 qui correspond au groupe de la
fibuline-7 humaine présente pour I’espece Ciona intestinalis des séquences annotées fibuline-1
et fibuline-3 (EFEMP1).

Apres la filtration réalisée pour ne garder que les isoformes les plus longues, le nombre de
séquences gardées par espece est récapitulé dans la table .

Table 1. Nombre de séquences par espéce dans le jeu de données aprés obtention des séquences homologues et
de la sélection des isoformes les plus longues

Espéces Nombre de séquences
Homo sapiens 10
Mus musculus 10
Bos taurus 10
Gallus gallus 8
Xenopus tropicalis 12
Danio rerio 13
Ciona intestinalis 5
Drosophila melanogaster 0
Caenorhabditis elegans 2

Parmi les séquences gardées, la séquence (RefSeq : XP_031754339.1) annotée comme une
fibuline-1 de Xenopus tropicalis, présente une longueur de 116 acides aminés. Cette protéine
est bien plus courte que toutes les autres fibulines de I’orthogroup (703 acides aminés pour la

12



fibuline-1 humaine). Cette séquence a donc été supprimée pour la suite de cette étude. Le
jeu de séquences final contient 59 séquences correspondant a des fibulines et dix séquences
correspondant au groupe externe (LTBP).

3.4 Construction de la phylogenie des Fibulines

L arbre obtenu a partir des scripts présents dans PhyloCharMod (Figure B) montre une topologie
similaire a celle précédemment décrite par [39] avec un regroupement des hémicentines-1 et -2
d’une part et un regroupement des fibulines-1 et -2 d’autre part, les fibulines-3, -4 et -5 restants
toutes les trois proches au sein de 1’arbre. L’arbre contient 116 génes ancestraux. Par la suite,
chaque gene ancestral sera nommé par un G suivi d’'un nombre propre a chaque gene.
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Figure 6. Arbre des génes des fibulines obtenu aprés enracinement de I’arbre et suppression du groupe
externe pour les fibulines (figure produite avec I'outil iTOL). Les feuilles de I'arbre sont annotées suivant le modéle
. espéce_RefSeq, si la protéine correspond a une fibuline humaine, leur annotation sera indiquée. Les différents
sous-arbres indiqués a droite correspondent aux orthologues des fibulines humaines (chague nceud du sous-arbre
est un nceud de spéciation). Les étoiles rouges correspondent a des duplications identifiées. La barre d’échelle
en haut a gauche indique la longueur des branches, en espérance du nombre de substitutions par site. Légende :
CAELL : Caenorhabditis elegans, CION : Ciona intestinalis, DANRE : Danio rerio, XENTR : Xenopus tropicalis, CHICK
: Gallus gallus, BOVIN : Bos taurus, MOUSE : Mus musculus, HUMAN : Homo sapiens, HMCN1 : hémicentine-1,
HMCN2 : hémicentine-2, FBLN2 : fibuline-2, FBLN1 : fibuline-1, FBLN7 : fibuline-7, FBLN5 : fibuline-5, FBLN4 :
fibuline-4 (EFEMP2) et FBLN3 : fibuline-3 (EFEMP1)

L’arbre des geénes construit ici montre des événements de duplication (Figure E) au niveau
de I’ancétre des Euteleostomi (vertébrés a machoire, incluant Danio et Homo) (arbre des es-
peces disponibles en annexe 1) pour les différents regroupements : les hémicentines-1 et -2, les
fibulines-1 et -2 et les fibulines -3-4 et -5.

Le sous-arbre des fibulines-7 montre aussi une duplication (Figure B) au niveau de I’ancétre des
Chordata cependant ’'une de ces copies n’est présente que chez les genres Danio, Xenopus et
Gallus, ceci suggere une perte de cette copie chez I’ancétre des mammiferes (Boreoeutheria).
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De plus, nous observons pour chaque fibuline plusieurs copies chez Danio rerio, ce qui est
cohérent avec la duplication connue de ce génome [4(Q].

3.5 Identification des modules par I’outil Paloma et comparaison avec les
domaines de type Pfam

La figure E] permet de montrer la distribution en modules le long des séquences protéiques des
fibulines humaines. Les modules sont répartis tout le long des séquences des fibulines hu-
maines, hormis pour I’hémicentine-2 ot aucun module n’a été identifié au niveau des domaines
Immunoglobuline-like répétés (visibles en gris). La figure 2 montre 1’existence d’un “fibuline
like module” partagé par I’ensemble des fibulines [2]. Un tel domaine serait normalement visible
sous la forme d’un module conservé chez I’ensemble des fibulines. Cependant, aucun module
n’est identifié en position C-terminale chez les huit fibulines humaines. Par contre, trois fibu-
lines (fébuline—'j, -4 et -5) partagent un module en position C-terminale (module vert hexagonal,
figure [7)).
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| FBLN7_HUMAN RN
— FBLN5_HUMAN |- fiIEHON
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Figure 7. Distribution des modules identifiés par I'outil Paloma dans les séquences des protéines des fibu-
lines humaines. Larbre des fibulines humaines a été obtenu a partir de I'arbre des génes de référence des fibulines
montré dans la figure B Les modules sont représentés par une combinaison unique de formes et de couleurs sur
chaque séquence protéique humaine avec l'outil ltol. Les formes grises correspondent a la composition en domaine
de chaque séquence. Légende : HMCN1 : hémicentine-1,HMCN2 : hémicentine-2, FBLN2 : fibuline-2, FBLN1 :
fibuline-1, FBLN7 : fibuline-7, FBLNS : fibuline-5, EFEMP2 : fibuline-4 et EFEMP1 : fibuline-3

3.6 Identification des réseaux d’interactions des protéines humaines

La recherche des interactions protéine-protéine (PPI) a permis d’identifier 483 interactions im-
pliquant au moins _une des huit fibulines humaines (Figure ). Pour I’étude, seules les PPI
partagées (Figure E) par au moins deux fibulines sont considérées. Sans entrer dans le détail
des protéines interagissant avec ces fibulines, nous pouvons noter que 14 protéines interagissent
avec les fibulines-1,-2,-3,-4,-5 et de fagcon remarquable, 10 d’entre elles sont des protéines de
la matrice extracellulaire : ELN, EMILIN1, FBN1, FBN2, MFAP1, MFAP2, MFAP3, MFAP4,
MFAPS5 et VTN. Les fibulines étant des protéines sécrétées, leur interaction avec d’autres con-
stituants de la matrice extracellulaire n’est pas surprenante. A ’inverse, ces interactions ne sont
pas partagées par les fibulines-6, -7 et -8 et pourraient s’expliquer par leurs études plus récentes
et donc par un manque de données et/ou par des fonctions différentes. Ainsi la fibuline-7 a
été découverte récemment en 2007 [41] et présente des spécificités de distribution et de fonc-
tions [A#2]. Les fibulines-6 et -8 correspondent aux hémicentines initialement identifiées chez
Caenorhabditis elegans mais dont la fonction reste encore tres peu documentée [43]. Nous ob-
servons également cing protéines partagées par les fibulines -1 et -2, les plus étudiées a ce jour.
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Parmi ces cinq protéines, ACAN, VCAN et HSPG?2 sont trois protéoglycanes partageant des car-
actéristiques biochimiques spécifiques et que 1’on retrouve plus particulierement dans les tissus
cartilagineux [@]. L’ensemble des intersections des PPI est disponible dans 1’annexe 2.

Figure 8. Réseau d’interaction protéine-protéine des fibulines humaines. La visualisation a été réalisée avec
Cytoscape [@] et montre les 483 PPI des fibulines humaines. Les noeuds rouges représentent les fibulines, les
noeuds bleus sont des protéines associées aux protéines extracellulaires, les noeuds verts sont les protéines du
core matrisome et les noeuds blanc aux autres protéines interagissant avec les fibulines.
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Figure 9. Réseau des interactions protéine-protéine partagées par au moins deux fibulines humaines. La
visualisation a été réalisée avec I'outil Cytoscape [@] et montre les 97 PPl partagées par au moins deux fibulines hu-
maines. Les nceuds rouges représentent les fibulines, les noceuds bleus sont des protéines associées aux protéines
extracellulaires, les noeuds verts sont les protéines du core matrisome et les noeuds blancs aux autres protéines
interagissant avec les fibulines.

3.7 Mise en évidence des événements de Co-apparition de PPI et de mod-
ules conservés

3.7.1 Reconstruction de I’histoire des modules avec SeadogMD

Comme expliqué dans la partie , I’histoire évolutive des modules a été réalisée avec
SEADOG-MD. Un total de 508 modules conservés ont été identifiés par Paloma. Parmi les
116 genes ancestraux qui composent 1’arbre des fibulines, 48 présentent un gain de modules.
La présence ou non de modules chez différentes fibulines permet d’estimer 1’ancétre depuis
lequel chaque module est conservé. Le module vert en C-terminale présent chez les fibuline-3,
-4 et -5 en est un bon exemple (figure ) : ce dernier semble apparaitre au niveau de 1’ancétre
Euteleostomi. Le module bleu présent chez fibuline-7 en C-terminale parait lui aussi étre ap-
paru a I’ancétre Euteleostomi. Trois modules sont eux retrouvés a I’extrémité C-terminale des
hémicentines-1, ces modules apparaissent chez les descendants des Eustelostomi. Ces mod-
ules sont présents spécifiquement chez les vertébrés du groupe Euteleostomi, incluant selon nos
données les genres Danio, Xenopus, Gallus, Bos, Mus et Homo.
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Figure 10. Arbre des génes des fibulines avec la composition en modules de I'’ensemble des séquences
protéiques des fibulines pour ’ensemble des espéces. Chaque module est représenté par une combinaison de
forme et de couleur unique. Légende : CAELL : Caenorhabditis elegans, CION : Ciona intestinalis,DANRE : Danio
rerio, XENTR : Xenopus tropicalis, CHICK : Gallus gallus, BOVIN : Bos taurus, MOUSE : Mus musculus, HUMAN :
Homo sapiens, HMCN1 : hémicentine-1, HMCN2 : hémicentine-2, FBLN2 : fibuline-2, FBLN1 : fibuline-1, FBLN7 :
fibuline-7, FBLNS : fibuline-5, FBLN4 : fibuline-4 (EFEMP2) et FBLNS : fibuline-3 (EFEMP1)
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3.7.2 Reconstruction de I’histoire des interactions protéine-protéine avec PAstml

La reconstruction des scénarios ancestraux pour les PPI est visible sur la figure . Cette
représentation nous permet de voir que les 14 PPI ayant interagi avec les cinq fibulines remon-
tent dans I’arbre jusqu’au nceud séparant les hémicentines des autres fibulines. Ces interactions
sont estimées exister depuis 1’ancétre Bilateria. Les PP1 comme celles présentes aux niveaux de
la fibuline-7, de ’hémicentine-1 et de I’hémicentine-2 humaines ne remontent pas dans 1’arbre
malgré une interaction commune avec d’autres fibulines.
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Figure 11. Arbre des génes des fibulines avec la visualisation des scénarios ancestraux. Chaque combinai-
son unique de forme et de couleur représente une des 97 PPI partagées par au moins deux fibulines. On peut noter
une disparité de la répartition des interactions entre le sous-groupe fibulines -3, -4 et -5 et le sous-groupe fibulines-1
et -2. A linverse, les hémicentines et la fibuline-7 sont annotées avec une seule interaction. Le nom des génes
ancestraux présentant une co-apparition module/annotation avec deux descendants humains ou plus est indiqué
en rouge. Légende : CAELL : Caenorhabditis elegans, CION : Ciona intestinalis, DANRE : Danio rerio, XENTR :
Xenopus tropicalis, CHICK : Gallus gallus, BOVIN : Bos taurus, MOUSE : Mus musculus, HUMAN : Homo sapiens,
HMCN1 : hémicenyine-1, HMCN2 : hémicentine-2, FBLN2 : fibuline-2, FBLN1 : fibuline-1, FBLN7 : fibuline-7,
FBLNS : fibuline-5, FBLN4 : fibuline-4 (EFEMP2) et FBLNS : fibuline-3 (EFEMP1).
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3.7.3 Identification de 13 neeuds de co-apparitions

[’étude des nceuds de I’arbre geénes permet d’identifier des genes ancestraux ou il y a co-
apparition de modules conservés et d’interactions protéine-protéine permettant d’associer des
modules de séquences potentiellement impliqués dans ces interactions. L’analyse réalisée avec
les parametres par défaut de PhyloCharMod a permis de mettre en évidence 13 nceuds ances-
traux (Table @) dont quatre d’entre eux (G50, G110, G111, G115) présentent deux descendants
humains ou plus (localisation dans I’arbre voir figure ). Au cours de ce travail, nous avons
exploré plus précisément les événements de co-évolution au niveau de ces quatre génes ances-

traux.

Table 2. Table des 13 nceuds présentant les 15 noeud de co-apparitions module-PPI. Chaque nceud est défini par
son nom (Gene), les Descendants, les PPl et les modules. Les nceuds G50, G110, G111 et G115 présentent au

moins deux séquences humaines comme descendants.

Gene Descendant PPI Module
B374 B365 B338 B502
B269 B484 B492 B457 B441
L . B372 B435 B465 B439
G18 Hémicentine 1 ARMS2 B419 B463 B447 B290
B413 B482 B453 B451
B282 B444 B268 B327 B418
ARMS?2 CREBS FBLN1 FBLN5
G35 FBLN1 IGFL3 ITM2B PRNP ST14 B657 B653 B681 B615
ZFP41 ZNF444 ZNF764
CACNAI1A GFI1B LCEIC LCE3A
G37 FBLN1 MEOX?2 B686 B677 B684
B705 B714 B880 B703
4
G46 FBLN2 HSD3B7 LAMAS5 LCE3D B615 B701 B687
G47 FBLN2 OTX1 B697 B715 B713
B741 B736 B730 B737
G50 FBLNI, 2 ACAN FNVICIZSI\I;GZ NIDI B680 B663 B674 B610
B739 B679 B728
G68 FBLN7 ASPH B746 B745
G2 FBLNS ASPH B878
G9%4 FBLN4 CREBS5 FBLN5 B651 B615 B648
CACNAI1A HSD3B7 LCEIC LCE3A
1
G109 FBLN3 LCE3D B244
ANAPCI11 ATXN7 BAG6 CLPP
CYSRT1 FAM110A IGFBP6 LCE2C
11
G110 FBLN3, 4 LTBP3 NOS3 PROP] RERE B629 B617 B593
SGTA SHANK?3 ZNF768
B626 B625 B612 B644
G111 FBLN3,4,5 DYRKIA GFIIB LTBPI MEOX2 B622 B624 B595 B610
OTX1 TGFB1
B628
ATN1 ELN EMILIN1 FBN1
FBN2 HOXA1 MFAP1 MFAP2
11
G115 FBLNI1, 2,3,4,5,7 MEAP3 MFAP4 MEAP5 NUFIP2 B643 B883 B56 B769
TFAP2C VTN
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Le gene le plus ancestral de ’arbre, G115 présente un gain de quatre modules (B643, B883,
B56 et B769) dont un (B643) est présent chez trois de ses descendants humains (fibuline-2, -4,
-5). Ces modules sont donc conservés depuis la racine de 1’arbre, ce qui est interprété comme
le signe d’une forte sélection naturelle et d’un phénotype important commun aux fibulines. Le
module B56 est présent seulement chez la fibuline-1 et le module B769 n’est présent que chez
la fibuline-7. La fibuline-3 ne présente aucun de ces modules, suggérant une perte de modules.
14 PPI sont remontées au niveau de ce gene ancestral dont 10 sont des protéines de la matrice
extracellulaire interagissant avec les fibulines-1,-2, -3, -4, -5 (voir table D).

Le gene ancestral G50, ayant parmi ses descendants les fibulines-1 et -2, a connu un gain de
deux modules communs chez les deux fibulines humaines : B680 et B663. Ces deux modules
conservés ont co-évolué avec les cinq PPI interagissant avec deux protéines, a savoir ACAN
FN1 HSPG2 NID1 VCAN.

Le gene ancestral G111 présente un gain de neuf modules (B626, B625, B612, B644, B622,
B624, B595 et B610 B628). Parmi ces modules, huit sont communs aux fibulines-3,-4 et
-5, le dernier module n’est lui partagé que par les fibulines-4 et -5. Nous observons cinq
PPI qui remontent a ce géne ancestral G111 et impliquent les protéines TGFB1, LTBPI,
DYRKIA, GFI1B, MEOX2, OTX1, cependant seuls les protéines TGFB1, LTBP1, DYRKI1A
sont spécifiquement partagés par les fibulines-3, -4 et -5, GFI1B, MEOX2, OTX1 étant aussi
partagés avec d’autres fibulines ailleurs dans 1’arbre, suggérant des processus de convergences
au cours de I’évolution. Pour les trois PPI impliquant TGFB1, LTBP1, DYRKIA, il est
intéressant de noter que LTBP1 est la protéine qui se lie a la forme latente du TGFB1 et que par
ailleurs DYRK1A a été décrit comme un co-régulateur avec le TGFB1 de différents processus
biologiques [45], [46], DYRKI1A interagissant notamment avec la protéine effectrice du signal
induit parle TGFB1 [47]. Pour résumer, au niveau de ce gene ancestral G111, les fibulines-3,
-4 et -5 partagent huit modules et trois PPIs en lien avec les fonctions du TGFB1.

Le gene ancestral G110 présente trois modules (B629, B617 et B593) dont deux (B629 et B593)
présents chez les deux fibulines humaines -3 et -4, descendantes de ce nceud et aussi dénommeées
EFEMP1 et EFEMP2. Par ailleurs, on note 14 PPI qui sont remontées au niveau du gene ancestral
de ces deux fibulines, ces protéines n’ayant pas de relations directes entre elles. Parmi celles-

ci, on note la présence de LTBP3, un autre membre de la famille des protéines fixant la forme
latente du TGFB1.

3.8 Analyse de la robustesse des prédictions de co-apparition

Afin de tester la robustesse de nos prédictions sur la co-apparition de modules conservés et de
PPI, nous avons fait varier les parametres de I’outil Paloma, calculant les modules.
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Table 3. Table représentant pour chaque parametre de paloma testé le nombre de modules obtenus et les génes
présentant une co-apparition.

Parametre Nombre de modules Géne avec co-apparition

swis | e 652,95 694 69, G110, G111 G1is
S 652,53, G4, 96, G109, G110, GI11, G
o | s 652,654, G105, G109, G110, G111, G113
mis | 6 G52, G54, G96. G105, G109, G0, G111, G
R G, 694 G109, GIID, G111, G113
R W G52, o4, 656, G109, G, G111, Gt
nowis | 4 G52, G54, G105, G109, G110, GH11, G113
i 652,654, 96, G109, G110, G111, G115
i W 2,694, G109, G0, G111, G115

Afin de tester la robustesse de nos prédictions sur la co-apparition de modules conservés et
de PPI, nous avons fait varier les parametres. La variation des parametres de I’outil Paloma
conduit a un nombre de modules trouvés variant de 508 a 714 modules (table @). Parmi les
nceuds présentant un gain de module, 15 présentent une co-apparition avec une PPI. Les nceuds
mis en jeu sont : G18, G35, G37, G46, G47, G50, G68, G82, G93, GY94, G96, G109, G110,
G111 et G115. Cependant, certains noeuds de co-apparition ne sont présents que pour quelques
parametres donnés comme : G93, G96, G109. Les nceuds de co-apparition présentant deux ou
plus de descendants humains trouvés précédemment (section ) sont eux retrouvés a chaque
modification des parametres de 1’outil Paloma, calculant les modules.

4 Discussion

4.1 L’identification des séquences pour notre jeu de données initiales con-
stitue I’étape clé de notre étude

N

Lors de la construction du jeu de séquences a partir de la base de données constituée par
Olivier Dennler et issue d’une analyse par 1’outil Orthofinder, je n’ai pas identifié de séquences
pour I’espece Drosophila melanogaste. Des recherches sur les bases de données Uniprot
et NCBI ont confirmé 1’absence de séquences correspondant aux fibulines chez cette espece.
Cependant, des recherches complémentaires ont montré des séquences correspondant a des
fibulines chez les especes Drosophila kikkawai et Drosophila mauritiana. 11 serait intéressant
de recommencer I’analyse en incluant ces séquences protéiques en modifiant de fagcon manuelle
le fichier fasta regroupant les s€quences en entrée.

Ces observations nous ont amenées a réfléchir sur la limitation de cette base de données
présente dans le container. Elle dépend des protéomes donnés en entrée a Orthofinder. A titre
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d’exemple, les identifiants RefSeq XP_054197007 et XP_054197008, donnés en entrée, se
trouvent dans I’othogroup no_og ce dernier signifie que 1’outil ne les trouve pas dans la base
de données. Ces deux séquences ont été publiées sur NCBI en octobre 2023, apres la création
de la base de données par Olivier Dennler et donc nécessite une mise a jour. La version de la
séquence est indiquée par un chiffre apres le point dans un identifiant RefSeq et pour éviter
ce probleme d’identification, nous avons été amenés a modifier le programme afin de ne pas
prendre en compte la version de la séquence.

Un autre élément de réflexion est venu de 1’identification d’une séquence de Xenopus avec une
séquence extrémement courte, séquence prédite sans preuves expérimentales. La majorité des
séquences utilisées, hors humain, correspondent a des séquences prédites a partir de séquences
génomiques par la méthode de prédiction de gene : Gnomon. Ce logiciel de prédictions de
gene utilise des séquences génomiques, des transcrit ou des séquences de protéines pour réaliser
des alignements entre les séquences protéiques et les transcrits sur le génome de référence afin
d’identifier des régions codantes potentielles. Ces derniers sont donc prédits sur la base de
I’alignement, mais aussi des caractéristiques de la séquence. Les exons prédits sont alors as-
semblés en gene complet.

Malgré 1’automatisation dans la sélection des séquences homologues chez les différences es-
peces via 'utilisation des données présentes au sein du container, une vérification manuelle par
I"utilisateur de I’outil reste indispensable. Cette vérification doit porter tant sur la pertinence des
séquences sélectionnées, mais aussi de la compréhension de I’absence de certaines séquences
comme cela a été le cas ici avec la Drosophila melanogaster.

4.2 Identification de genes ancestraux présentant un gain de module car-
actéristique d’un sous-groupe ou un gain de fonction chez la famille
des fibulines

L’arbre construit au cours de cette étude (Figure B) montre des similarités dans sa topologie a
I’arbre précédemment décrit par [39]. Les deux arbres montrent une proximité évolutive des
deux hémicentines mais aussi des fibulines-1 et -2 ainsi que des fibulines-3, -4 et -5. Notre
arbre a permis de mettre en évidence une duplication de la fibuline-7 au niveau de I’ancétre des
Chordata. Cependant, I'un des genes issus de cette duplication a été perdu chez 1’ancétre des
Boreoeutheria. Lobservation de plusieurs copies de fibulines pour I’espece Danio rerio est
cohérente avec son histoire évolutive puisque ce dernier a eu une duplication de I’ensemble de
son génome [A0].

Les modules sont répartis tout le long des séquences protéiques, néanmoins 1’absence de mod-
ules au niveau de certains domaines Immunoglobulin-like chez les hémicentines est a noter.
Cette absence de module sur ces domaines répétés peut étre due a 1I’alignement de ces segments
a d’autres endroits des protéines. La présence de modules présents chez des sous-groupes de
protéine indique la conservation de ces segments au sein de ce sous-groupe. Leur présence serait
donc une signature de ce sous-groupe. Par exemple, le module B771 (losange bleu en position
C-terminale pour le cluster FBLN7 figure )) serait un module signature des fibulines-7 ayant
pour ancétre le noeud G72 (ancétre Chordata). Un autre module intéressant est retrouvé en posi-
tion C-terminale (domaine fibuline-like) des protéines composant les clusters FBLNS, FBLN4
et FBLN3, il est, sur la figure , représenté avec un hexagone vert et nommé B624. Ce mod-
ule est gagné au niveau du gene ancestral G111. Ce gene fait partie des genes présentant une
co-apparition pour au moins deux fibulines humaines. Les PPI mises en jeu sont DYRKIA,
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GFI1B, LTBP1, MEOX2, OTX1, TGFB1. Comme expliqué précédemment, parmi ces six pro-
téines d’interaction, trois sont spécifiquement partagées par les 3 fibulines humaines mises en
jeu.

Les interactions partagées par cinq fibulines ont permis une confirmation des prédictions
réalisées par I’outil PastML. En effet, ces annotations remontent dans I’arbre jusqu’a retrouver
I’ancétre commun 2 ces 5 fibulines. A I’inverse, des annotations peu partagées, comme pour
RECQL4 qui n’interagit qu’avec la fibuline-5 et I’hémicentine-2, ne remontent pas dans 1’arbre.

4.3 Impact des outils et parametre utilisés sur les prédictions

La variation des parametres de Paloma a été réalisée dans les limites de ce que ’aide pour cet
outil préconise. L utilisation des parametres par défaut permet de sélectionner des alignements
locaux d’une longueur maximum de 20 ainsi qu’un seuil placé a 10 pour la filtration des
alignements locaux, ce qui a conduit a I’identification de 508 modules. La diminution de la
taille maximum des alignements locaux d’entrée (17 puis 15) montre une augmentation du
nombre de modules identifiés.

La diminution du parametre t pour une méme longueur maximum montre une augmentation
du nombre de modules identifiés. La diminution de ce parametre permet une filtration des
alignements vis-a-vis de leur similarité.

Pour tester I'impact des variations de ces parametres, les genes avec co-apparition ont été
utilisés comme indicateur de robustesse. Au cours de 1’étude, quatre nceuds ont été identifiés
comme intéressants grace a la présence de deux ou plus descendants humains. Ces genes
sont G50, G110, G111 et G115. Ces genes d’intérét ont été retrouvés a chaque variation de
parametre. En plus de ces quatre genes, huit (G18, G35, G37, G46, G47, G68, G82, GY94) ont
été retrouvés a chaque variation de paramétre. A I’inverse, quatre génes (G93, G96, G105 et
G109) ne sont retrouvés que pour certains parametres.

La présence des quatre genes d’intérét et des huit autres geénes montre une robustesse de ces
résultats vis-a-vis de la variation de parametres. Une observation plus précise des modules
permettrait d’observer ceux présents malgré la variation des parametres de paloma et leur
position vis-a-vis des domaines identifiés par Pfam. Le choix des parameétres pour Paloma
reste propre a la famille de protéines étudiées. L'utilisation d’une valeur basse pour t permet
I’identification d’un plus grand nombre de modules. Cependant, certains modules peuvent ne
pas €tre significativement intéressants, de par une similarité trop basse. L’augmentation de
ce parametre permettrait d’identifier moins de modules, mais ces derniers présenteraient une
similarité plus forte que pour une valeur de t plus faible.

Pour réaliser les alignements de séquences multiples, c’est I'outil Muscle qui est implémenté
dans le conteneur Docker de PhyloCharMod et qui est maintenant dans le conteneur Singularity
que j’ai réalisé. Cependant, comme décrit par Olivier Dennler dans son article [18] et sa these
[17], on peut utiliser ’outil PASTA. 11 serait donc intéressant, pour notre étude sur les fibulines,
de réaliser le calcul de I’arbre phylogénétique avec PASTA et de pouvoir ainsi le comparer
avec celui obtenu avec Muscle. L'utilisation d’un outil tel que Muscle permet I’obtention de
résultats plus rapidement, cependant, pour le cas de protéines longues, comme c’est le cas ici,
I’utilisation d’un outil comme PASTA serait, en effet, plus adéquate.
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5 Conclusion

Au cours de cette étude, j’ai réalisé un container Singularity permettant I’utilisation de 1’outil
PhyloCharMod, ainsi que plusieurs adaptations du code source. Cet outil a été développé afin
d’identifier et de caractériser les motifs fonctionnels au sein de protéines multidomaines. Ce
dernier a été réalisé sur les familles de protéines ADAMTS, mais n’a jamais été testé sur une
autre famille de protéines. J’ai appliqué la version Singularity du pipeline d’analyse a la famille
des fibulines, une famille de protéines impliquée dans la matrice extracellulaires dans le but de
savoir si 'outil est généralisable a I’ensemble des protéines, mais aussi d’identifier les fonctions
et motifs fonctionnels de cette famille. Cette étude a permis de calculer un arbre des génes des
fibulines chez huit especes : Homo sapiens, Mus musculus, Bos taurus, Gallus gallus, Xenopus
tropicalis, Danio rerio, Ciona intestinalis, Caenorhabditis elegans. Au cours de 1’étude, il a
été mis en évidence qu’aucune fibuline n’existait chez la Drosophila melanogaster. L arbre
a permis de montrer I’existence d’une duplication de la fibuline-7 au niveau de I’ancétre des
Chordata. L'une des fibulines issues de cette duplication a été perdue au niveau de I’ancétre
des Euteleostomi. Le réseau d’interaction des fibulines avec d’autres protéines a été réalisé et
utilisé au sein de I’outil PhyloCharMod comme annotation fonctionnelle. L histoire évolutive
des modules conservés et des PPI a permis d’identifier des génes ancestraux de co-apparition.
Parmi ces derniers, quatre présentent deux ou plus descendants humains. Une variation des
parametres de I’outil de segmentation en module, Paloma, a permis de prouver la robustesse des
résultats de co-apparition pour ces quatre genes ancestraux.
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6 Annexes

6.1 Annexel

Bilateria

Chordata
euteleostomi

Tetrapoda

Boreoeutheria
Euarchontoglires

Amphimedon queenslandica
Trichoplax adhaerens
Nematostella vectensis
Thelohanellus kitauei
Caenorhabditis elegans
Ascaris suum

Brugia malayi

Trichinella spiralis

Ixodes scapularis
Tetranychus urticae
Strigamia maritima
Daphnia pulex
Zootermopsis nevadensis
Acyrthosiphon pisum
Pediculus humanus corporis
Bombyx mori

Tribolium castaneum
Nasonia vitripennis
Anapheles gambige
Drosophila melanogaster
Helobdella robusta
Crassostrea gigas

Lottia gigantea
Schistosoma mansoni
Echinococcus granulosus
Hymenolepis microstoma
Strongylocentrotus purpuratus
Branchiostoma floridae
Ciona intestinalis
Oikopleura disica

Danio rerio

Astyanax mexicanus
Oreachromis niloticus
Scleropages formosus
Lepisosteus oculatus
Latimeria chalumnae
Xenopus tropicalis
Gallus gallus
Alligator mississippiensis
Chelonia mydas

Anolis carolinensis
Monodelphis domestica
Bos taurus

Canis lupus familiaris
Mus musculus
Raitus norvegicus

Pan troglodytes

Homo sapiens

Figure 12. Arbre des especes actuelles ainsi que leurs ancétres. Les branches avec une taille plus importante
correspondent aux branches ayant pour descendants actuels une des especes étudiées, elles mémes représentées
en gras. Les branches bleues indiquent les descendants de Chordata. Les ancétres de la lignée humaine sont

indiqués au niveau des noeuds internes de I'arbre en rouge (d’aprées [@
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6.2

Annexe 2

Table 4. Tableau représentant les groupes de fibuline partageant des mémes PPI

Fibuline

PPI

FBLN1-FBLN3-FBLN4-
FBLNS

GFI1B MEOX2

FBLN1-FBLN2-FBLN3-
FBLN4-FBLNS

VTN EMILIN1 MFAP4 MFAP5 NUFIP2
ATN1 HOXA1 FBN2 TFAP2C MFAP1 MFAP2
FBN1 ELN MFAP3

FBLN3-FBLN4

IGFBP6 BAG6 CLPP PROP1 LTBP3 ZNF768
SGTA ANAPCI11 CYSRT1 FAM110A SHANK3
NOS3 RERE LCE2C ATXN7

FBLN3-FBLNS

ZNF696 ZNF747 MAGEA3 ZBTB9 ZNF627
ZNF324 DNAJC10 EGFL7 ZNF136 ZNF460

FBLN3-FBLN4-FBLNS5

LTBP1 TGFB1 DYRKI1A

FBLNI1-FBLNS5

IGFL3 PRNP ST14 ZFP41 ZNF764 ITM2B

FBLN1-FBLN4

MRPL12 CXCL5 CAVIN1 PLSCR1 PLSCR4
LCE1A LINGO1 KRTAPI11-1 FXR1 TRIM42 LTBP4 ADAMTSL4

FBLN1-FBLN3-FBLN4

CACNAI1A LCEIC LCE3A

FBLN1-FBLN4-FBLNS

CREBS FBLNS

FBLN2-FBLN4

FBXWS5 COL8AL1

FBLNI1-FBLN2

NID1 HSPG2 VCAN ACAN FN1

FBLN1-FBLN3

KRTAP19-2 ECM1 TIMP3 HTRA1
OCLN DDIAS NLGN3

FBLN2-FBLN3-FBLN4-FBLN5 OTX1
FBLN1-HMCNI1 ARMS2
FBLN2-FBLN3-FBLN4 LCE3D HSD3B7

FBLN4-FBLNS5

LOXL1 EFEMP2 LOX

FBLN1-FBLN3-FBLNS

FBLN1 ZNF444

FBLNS-FBLN7 ASPH
FBLN3 FBLN7 HSPAS
FBLN2-FBLN3-FBLNS ZNF408
FBLN2-FBLNS5 LAMAS
FBLN5-HMCN2 RECQL4
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Résumé

Les fibulines sont une famille de protéines multidomaines de la matrice extracellulaire, composée de
huit membres. Une analyse protéomique par 1’équipe DYMEC?2 de I’'IRSET a permis de mettre en év-
idence 1’association entre trois fibulines et la gravité de la fibrose dans le cas de maladie chronique du
foie. Leur fonction dans la pathologie reste peu connue. Un outil permettant la caractérisation des mo-
tifs fonctionnels par la détection de modules conservé via I’utilisation de I’'inférence phylogénétique de
I’histoire évolutive des especes, des geénes, des modules et des fonctions chez neuf especes représen-
tant I’évolution des protéines a été implémenté par Olivier Dennler. Cet outil se base sur des méthodes
d’homologie de séquence, de phylogénétique et de réconciliation. Cet outil a été utilisé pour réaliser une
étude sur la famille des fibulines. Malgré ¢a, mise a disposition sous la forme d’un conteneur Docker,
des modifications ont dii étre réalisées pour une utilisation sur le cluster de calcul Genouest. L’étude a
permis le calcul d’un arbre phylogénétique des fibulines et I’identification d’événements de duplication a
Porigine des fibulines actuelles. Une de ces duplications a permis I’identification d’une fibuline absente
chez les mammiferes. La reconstruction de 1’histoire évolutive de petites régions conservées (module) et
de I’histoire évolutive des annotations a permis I’identification de quatre génes ancestraux présentant une
co-apparition module/annotation avec au moins quatre descendants humains. L'un de ces génes présente
une annotation indiquant une interaction avec le TGFB1, une protéine impliquée dans la fibrose.

Mots-clés : Fibuline, multidomaine, phylogénomique, réconciliation, évolution

Abstract

Fibulins are an eight-member family of multidomain extracellular matrix proteins. Proteomic analysis
by IREST’s DYMEC?2 team has highlighted the association between three members of the fibulin family
and the severity of fibrosis in chronic liver disease. Little is known about their function in the disease.
To this end, Olivier Dennler has implemented a tool to characterize functional motifs by detecting con-
served modules using phylogenetic inference of the evolutionary history of species, genes, modules and
functions in nine species representing protein evolution. This tool is based on homology, sequence, phy-
logenetic and reconciliation methods. It was used to carry out a study on the fibulin family. However,
since it was made available as a Docker container, modifications had to be made to use on the Genouest
computing cluster. The study enabled the calculation of a fibulin phylogenetic tree and the identification
of duplication events at the origin of today’s fibulins. One of these duplications led to the identification
of a fibulin absent in mammals. Reconstruction of the evolutionary history of small conserved regions
(module) and of the evolutionary history of annotations enabled the identification of four ancestral genes
showing module/annotation co-appearance with at least four human descendants. These genes remain
present despite a variation in the parameters of one of the tool’s dependencies.

Key words : Fibulin, multidomain, phylogenomics, reconciliation, evolution
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