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CADRE DU DOCTORAT

1 Préface

Ce doctorat a été réalisé en trois ans dans le cadre d’un financement public partagé entre
les écoles doctorales CBS2 et GAIA de I’Université de Montpellier. Il s’insere au sein des thé-
matiques des Laboratoires MIVEGEC — Maladies Infectieuses et Vecteurs : Ecologie, Géné-
tique, Evolution et Contrdle — (UMR IRD 224-CNRS 5290-Université de Montpellier), qui se
définissent par I’étude transdisciplinaire des mécanismes de maintenance, d’amplification et de
transmission d’agents pathogenes, de leurs déterminants génétiques et non génétiques, et ce afin
de pouvoir mieux appréhender I’évolution des systeémes infectieux et contribuer a en améliorer le
contrOle. Précisément, ce projet a ét€ majoritairement encadré par Ignacio G. Bravo, mais aussi
par Samuel Alizon, au sein des équipes VIROSTYLE et ETE, qui se penchent sur 1’évolution
virale et sur la diversité des styles de vie des virus, avec comme terrain d’étude principal 1’étude
des papillomavirus et des maladies oncogéniques qu’ils peuvent provoquer.

L’une des thématiques de 1I’équipe VIROSTYLE est I’étude du biais d’usage des codons dans
le cadre d’une relation hote-pathogeéne entre un virus et son hote. Cette these se focalise donc
sur la nature du biais d’usage des codons, sa mesure, son analyse et ses particularités dans 1’ho-
rizon des organismes pour, in fine, mieux comprendre le role du biais d’usage des codons dans
la relation entre un hote (Homo sapiens) et les virus qui I’infectent. Pour illustrer ce phénomene,
VIROSTYLE se penche notamment sur I’histoire évolutive et sur les spécificités d’usage des
codons des polyomavirus. L’un des projets annexes de cette étude, en partenariat avec I’ANR
BK-NAB du CHU de Nantes, se focalise sur la dynamique virale des polyomavirus BK pen-
dant I’évolution clinique d’une greffe de rein vers une PolyomaVirus-Associated Nephropathy
(PVAN). L’ objectif de cette étude, dont les données sont toujours en cours d’obtention, est d’ana-
lyser I’évolution des profils génétiques du polyomavirus BK au cours d’une infection chez un
patient immunosupprimé, et ce pour mieux comprendre le fondement de la prolifération virale et
des mécanismes d’échappement de I’immunité de I’hdte conduisant a une PVAN.

Au sein de cette these, notre travail de recherche s’est articulé autour de ces deux princi-
pales thématiques qui sont a priori distinctes mais qui trouveront un lien au cours des années
suivantes. Dans un premier temps, nous explorerons les biais d’usage des codons sous des pers-
pectives mathématiques, informatiques et analytiques. Par la suite, nous présenterons les travaux
préliminaires que nous avons effectués sur I’analyse des polyomavirus BK.

2 Analyse du biais d’usage des codons

Depuis plusieurs décennies, le biais d’usage des codons (BUC; CUB ou CUPrefs pour Co-
dons Usage Preferences en anglais) est étudié sous de multiples aspects, et ce dans 1’objectif de
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4 Cadre du doctorat

délier ses possibles effets sur la traduction des biais mutationnels et de composition nucléotidique
qui peuvent le fagonner. Sans étre contradictoires, les deux grandes hypotheses sélectionnistes et
neutralistes pour expliquer 1’origine du CUB sont plus ou moins acceptées selon I’espece consi-
dérée. C’est notamment chez les Vertébrés que les forces a 1’origine du CUB sont débattues : la
plupart des auteurs s’accordent a souligner une prédominance des biais mutationnels, sans qu’au-
cune preuve formelle d’une sélection traductionnelle n’ait pu étre mise en avant. Par ailleurs, la
mesure du CUB manque d’outils mathématiques et informatiques. Celle-ci est principalement
assurée par les indices CAI et ENC, non exempts de défauts : I’indice CAI est souvent considéré
a tort comme un indice de mesure du CUB (alors qu’il mesure 1’ « optimalité » d’une séquence
par rapport a un jeu de référence) et ’ENC a pour principal défaut d’étre grandement dépendant
de la taille et de la composition de la séquence requéte.

Au sein de cette these, nous approfondissons I’analyse du CUB de ces organismes d’un point
de vue mathématique, informatique et analytique. Nous développons ainsi COUSIN, un nouvel
indice comparatif du biais d’usage des codons et dont les résultats sont normalisés autour d’une
Hypothese Nulle (H) décrivant un usage égal des codons synonymes. En parallele du dévelop-
pement de cet indice, nous avons créé COUSIN, un programme éponyme simple d’utilisation et
proposant une analyse poussée du biais d’usage des codons. Cette étude a fait I’objet d’une publi-
cation au sein du journal Genome and Biology Evolution (GBE, éditions Oxford) sous le PMID
31800035. Nous étrennons notre nouvel indice au sein d’une étude sur les genes paralogues
PTBP.

Les genes paralogues PTBP, présents chez tous les Vertébrés, exercent la méme fonction
mais affichent une différence marquée au niveau de leur CUB et de leur expression au sein des
différents tissus. Plus encore, un des paralogues voit son expression augmenter in vitro si 1’on
modifie son CUB. Dans I’objectif de déterminer un possible accord entre évolution, CUB et
expression génique, nous analysons I’histoire évolutive des PTBP et la confrontons a leur biais
d’usage des codons. Ces travaux ont €té soumis a GBE et peuvent étre consultés sur la plate-
forme BioRxiv suivant ce lien hypertexte : https://doi.org/10.1101/2020.08.30.274191.

3 Evolution des polyomavirus

Les polyomavirus, appartenant a la famille des Polyomaviridae, constituent un taxon infec-
tant une large gamme d’hotes allant des arthropodes aux mammiferes. Il existe a ce jour quinze
polyomavirus humains, non monophylétiques, divergeants et ayant différents tropismes cellu-
laires. Bien que ces virus provoquent la plupart du temps des infections asymptomatiques, cer-
tains d’entre eux peuvent étre occasionnellement virulents a différents degrés chez une personne
immunosupprimée. A titre d’exemple, le polyomavirus JC peut provoquer une leucoencéphalo-
pathie multifocale progressive, le polyomavirus a cellules de Merkel un cancer de la peau et le
polyomavirus BK, dans le cadre d’une greffe de reins, peut mener a une défaillance de 1’organe
par le développement d’'une PVAN. Chez le polyomavirus BK, les mécanismes d’activation de la
pathogénicité et de sa gravité sont encore méconnus. Il est néanmoins estimé que I’immunosup-
pression dans le cadre d’une greffe profiterait a une prolifération et a une évolution intra-patient
menant a ’apparition de souches virulentes qui provoqueraient I’inflammation du greffon et sa



Cadre du doctorat 5

perte de fonction. Le seul traitement existant, a ce jour, est une modulation de I’immunosuppres-
sion pouvant elle-méme mener a un rejet de la greffe par le systéeme immunitaire. Dans 1’espoir
de mieux comprendre les mécanismes évolutifs intra-patient des polyomavirus BK, nous effec-
tuons une analyse de leur histoire évolutive et de leur profil génétique au cours d’une infection
chez un receveur de greffe de rein.

Une premicre partie de ce projet se focalise sur la création de nouvelles méthodes pour géno-
typer et analyser les génomes des polyomavirus humains, et ce dans une optique de faciliter les
travaux cliniques sur ces virus. Nous avons développé pour cela deux outils informatiques :

— ViroPhylo, une plate-forme web permettant de génotyper facilement et avec robustesse
les polyomavirus humains. Il s’agit d’un pipeline (i.e. une chaine de traitement) se basant
sur I'insertion de séquences requétes au sein d’une phylogénie de référence.

— GenoPolys, un pipeline permettant d’analyser avec précision des génomes complets de
polyomavirus BK.

Par ailleurs, nous analysons 1’histoire évolutive des polyomavirus humains, et explorons la
diversité en CUB qu’ils présentent, aussi bien au niveau des genes précoces que tardifs. Le CUB
des polyomavirus humains ne suit pas leur phylogénie, et pourrait étre marqué par des signatures
de sélection. Nous en profitons pour ouvrir de nouveau le débat sur le CUB des Vertébrés par le
biais des virus qui les infectent.






Chapitre Un

INTRODUCTION

1.1 Transcription, traduction et codons synonymes

1.1.1 Rappels sur les processus de transcription et de traduction

Dans les domaines de la biologie cellulaire et moléculaire, la transcription d’un gene et la
traduction de sa séquence codante (SC; CDS en anglais) décrivent le passage de sa forme géno-
mique vers sa forme transcrite puis protéique. Ces deux processus sont a I’origine de 1’expression
des genes et sont au cceur de la machinerie cellulaire [2].

La transcription d’un geéne est assurée par le complexe moléculaire de I’ARN polymérase
[3]. Celle-ci débouche sur la formation d’un ARN messager (ou ARNm), une copie éphémere et
monocaténaire du gene a partir du brin d’ADN dit transcrit (Figure 1.1). Pour initier ou réguler la
transcription, un certain nombre de protéines, appelées facteurs de transcription, sont nécessaires
[4]. A titre d’exemple, les protéines de liaison 4 ’ADN telles que celles de la famille STAT
(pour Signal Transducers and Activators of Transcription) se fixent a la molécule d’ADN pour la
rendre plus ou moins accessible a I’ARN polymérase [5]. Une fois la transcription amorcée par
les facteurs associés, I’ARN polymérase se fixe sur la région promotrice du gene et synthétise
I’ARNm jusqu’a la rencontre de facteurs de terminaison de la transcription. Ces facteurs sont, par
exemple, les terminateurs Rho-indépendants et Rho-dépendants des procaryotes, ou encore les
mécanismes conduisant a la polyadénylation des régions 3’ des ARNm d’eucaryotes [6, 7]. Chez
les procaryotes, cet ARNm est directement traduit en une protéine (et bien souvent en parallele
de la transcription du gene) mais chez les eucaryotes, I’ARN est dit pré-messager et doit subir
plusieurs étapes de maturation ainsi qu’une sortie du noyau avant d’étre traduit en une protéine
[8,9].

Pour plusieurs raisons liées a leur activité au sein de la cellule, les ARNm se dégradent na-
turellement a une vitesse bien plus élevée que I’ADN. Leur demi-vie peut varier de quelques
minutes (comme I’ARNm de la protéine -fos) [10] a environ une journée (ARNm de la protéine
de I’ovalbumine) [11], mais leur longévité moyenne est de quelques heures [ 12]. Méme s’il existe
des exceptions, on peut considérer que plus la durée de vie d’'un ARNm est longue, plus le gene
associé sera exprimé. La structure secondaire d’un ARNm est un élément primordial dans sa lon-
gévité : elle correspond a la conformation que va prendre I’ARNm par le biais des interactions

Introduction m Jérdme Bourret 7
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Sens de la transcription

v

Brin codant
(brin non transcrit) N v 2t
_ Téte d’épingle
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Brin matrice
(brin transcrit)
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\ARN polymérase

ARN messager en formation ARN messager

3

Figure 1.1 — Mécanisme de transcription de ’ADN en un ARN messager (A) et structure
secondaire en téte d’épingle (B). A) La transcription est effectuée par I’ARN polymérase sur
le brin transcrit de I’ADN (ou brin matrice) dans son sens 3’-5°. Chez les bactéries, il n’existe
qu’une seule ARN polymérase, alors que plusieurs types d’ARN polymérases coexistent au sein
des cellules eucaryotes. Chez ces dernieres, seule I’ARN polymérase II est responsable de la
transcription des ARNm. I ARN polymérase synthétise la séquence en prenant comme motif le
brin transcrit et L’ARNm qui en résulte est donc une copie monocaténaire du brin non-transcrit
(ou brin codant). B) La structure secondaire des ARNm implique notamment la formation de
séquences bicaténaires comme la téte d’épingle décrite au sein de cette figure. Dans ce cas, la
téte d’épingle est formée par appariement de nucléotides G et C le long de la région bicaténaire.
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entre les différents nucléotides qui le composent. Typiquement, des régions répétées inversées
peuvent conduire a la formation de « tétes d’épingles », ou I’ARNm devient localement bicaté-
naire. Une modification de la composition nucléotidique d’'un ARNm peut entrainer un change-
ment de sa structure secondaire et donc de sa stabilité [13, 14]. Plusieurs autres facteurs peuvent
entrainer le raccourcissement ou le rallongement de la durée de vie d’un ARNm. Par exemple,
les ARNm les plus éphémeres possedent généralement sur leur région 3’ une courte séquence
non codante riche en nucléotides AU (Adénine ou Uracile) favorable a 1’action dégradante des
exosomes [15]. Dans un autre cas, la présence de cytokine IL-4 au cours d’une inflammation a
pour effet d’augmenter la longévité de I’ARNm de VCAM-1 pour augmenter son expression au
sein des cellules endothéliales. La demi-vie d’'un ARNm peut donc étre sujette a une modulation
selon son environnement [16]. La stabilité d’'un ARNm est donc assurée par plusieurs facteurs
aussi bien mécaniques que biochimiques, et on peut considérer qu’elle détermine grandement
son expressivité au sein de la cellule ; la modulation de la demi-vie de ces séquences, et donc de
leur temps d’accessibilité a la machinerie ribosomale, pourrait étre un facteur important de leur
traduction.

La traduction de I’ARNm en une protéine est assurée par la machinerie ribosomale, elle-
méme constituée de complexes ribonucléoprotéiques [17-19]. Les ribosomes sont composés de
deux sous-unités définies par leurs coefficients de sédimentation (mesurés en Svedberg, de sym-
bole S) : une petite (30S chez les procaryotes, 40S chez les eucaryotes) et une grande (50S chez
les procaryotes, 60S chez les eucaryotes) [19, 20]. Lors de I’étape d’initiation de la traduction,
les deux sous-unités du ribosome s’assemblent au niveau des premiers nucléotides de la région
5’ de I’ ARNm par le consort de différents facteurs d’initiation de la traduction [21]. Le ribosome
débute alors sa traduction par la lecture successive de triplets de nucléotides appelés codons, et
ce dans le sens 5°-3” de ’ARNm (Figure 1.2) [22, 23]. De par I'univers des nucléotides retrouvés
au sein d’'un ARNm (i.e., les nucléotides « A » pour Adénine, « U » pour Uracile, « G » pour
Guanine, « C » pour Cytosine), il existe 4® — soit 64 — combinaisons de codons. Chez la plupart
des eucaryotes, dont le code génétique nucléaire est dit « standard », trois codons sont termina-
teurs de la traduction et sont communément appelés codons STOP. La lecture des autres codons
conduit a I’appel par le ribosome de structures ribonucléiques nommées ARN de transfert (ou
ARNY) [2] (Tableau 1.1). Ces ARNt contiennent notamment une courte séquence trinucléotidique
complémentaire d’un codon (appelée I’anticodon) et sont chargés d’un acide aminé qui constitue
I’unité de base d’une protéine. Le ribosome possede trois sites successifs d’accueil des ARNt :
A (pour « Acide aminé », site d’entrée de I’ARNt chargé), P (pour « Peptide », site occupé par
I’ ARNTL li€ a la chaine polypeptidique en cours de synthese) et E (Pour « Exit », site de sortie de
I’ ARNt déchargé) [17]. Au cours de I’étape d’élongation de la traduction, les ARNt s’inserent au
sein du site A et sont confrontés aux codons lus par le ribosome. S’il y a correspondance entre le
codon et I’anticodon, le ribosome se décale de maniere a ce que le complexe codon-anticodon se
retrouve sur le site P. L’acide aminé est alors polymérisé a la chaine polypeptidique de la protéine
en cours de formation. L’entrée d’un nouvel ARNt sur le site A entraine le passage de I’ ARNt dé-
chargé du site P au site E. Cet ARNt déchargé est finalement évacué de la machinerie ribosomale
lors de I’arrivée d’un troisieme ARN sur le site A (Figure 1.2). S’il n’y a pas de correspondance
entre 1’anticodon de I’ARNt et le codon lu, I’ARNTt sort du site A et la machinerie ribosomale
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en appelle un nouveau. La traduction s’arréte lorsque le ribosome rencontre un codon STOP
qui engendrera son démantelement par 1’action de facteurs de terminaison de la traduction [17].
Par simple principe de continuité entre ADN, ARN et protéine, il est souvent considéré que le
nombre de protéines au sein d’une cellule a un temps ¢ est directement proportionnel au nombre
d’ARNm présents. En réalité, la variation des quantités d’ARNm n’expliquerait qu’environ 40 %
des variations des quantités de protéines, et ce pour diverses raisons dont certaines seront décrites
au sein de cette these [24, 25].

Chez les procaryotes, la traduction est effectuée au sein du cytoplasme, alors que les protéines
eucaryotes sont formées principalement au sein du réticulum endosplasmique granuleux [8, 9].
Une fois synthétisées, les protéines doivent subir une étape de maturation. Elle doivent se replier
correctement et parfois €tre 1’objet de modifications biochimiques pour acquérir leur fonction.
Les protéines chaperonnes sont réputées pour aider au repliement correct des protéines [26].

Ce sont donc 61 codons qui sont théoriquement associé€s a un nombre égal d’anticodons qui
leur sont complémentaires (Tableau 1.1). Mais en réalité, les associations codons-anticodons sont
soumises au wobble-effect (ou wobble pairing, paire oscillante en frangais), permettant 1’accep-
tation de plusieurs codons pour un méme anticodon, la plupart du temps par un permissivité sur
la troisieme base [27, 28] (Figure 1.2). Ce type d’association entre codons et anticodons s’op-
pose aux associations canoniques dites de Watson-Crick, définies par les paires A:U et G:C [27].
Les ARNt a anticodon GNN (N représentant un des quatre nucléotide A, U, G ou C), normale-
ment associés avec le codon NNC peuvent, par le biais de ce phénomene, s’associer par exemple
avec les codons NNU. De par cette particularité, certains organismes comme Escherichia coli
ou encore H. sapiens possedent des codons pour lesquels il n’existe pas d’ ARNt associés dans
leur génome et donc d’anticodons canoniques complémentaires (Tableau 1.2). L’association se
fait alors exclusivement avec un anticodon d’un ARNt proche que 1’on appelle near-cognate
(presque apparenté en frangais, par opposition a cognate ou apparenté en francais) [29].

Outre la prise en compte du wobble-effect dans la traduction, plusieurs anticodons (et donc
codons) sont associés a un méme acide aminé. Ces codons homologues sont dits « synonymes »
en référence a la dégénérescence du code génétique (Tableau 1.1) [23]. Au sein du code génétique
standard, seules la méthionine et la tryptophane sont codées par un seul et unique codon, alors que
tous les autres acides aminés sont codés par deux a six codons synonymes. Les ARNt susceptibles
d’étre chargés d’un méme acide aminé sont quant a eux appelés iso-accepteurs [30].

1.1.2 Biais d’usage des codons

De par la dégénérescence du code génétique, on pourrait s’attendre a un usage équivalent
des codons synonymes au sein des régions codantes d’un organisme. Mais, au sein d’un génome,
d’une région génomique ou d’un gene, I’usage des codons synonymes de chaque acide aminé
est systématiquement soumis a un déséquilibre qui, a priori, n’apporte aucun changement dans
le phénotype des protéines obtenues [31]. Le Biais d’Usage des Codons (BUC; en anglais CUB
ou encore CUPrefs pour Codon Usage Preferences) se définit comme un usage différentiel des
codons synonymes et ce a 1’échelle d’un gene, d’une région génomique ou d’un génome en-
tier [32, 33] (Figure 1.3; Tableau 1.2). A titre d’exemple, le CUB de la phénylalanine du géne



Chapitre 1 - Introduction 11

A B

Chaine polypeptidique

e (protéine naissante)
Grande sous-unité

ribosomale \

ARNt anticodon

(avec acide aminé)

(sans acide :nﬁr{:)t & >A ) A G G
Anticodon—— U c WA U C
ARNm codon \
3» codon « Wobble base »

Pet/te sous-unité (base oscillatoire)
ribosomale

-

Sens de la traduction

Figure 1.2 — Mécanisme de traduction d’un ARN messager (A) et de wobbling-effect pouvant
subvenir lors de la traduction (B). A) L’initiation de la traduction se fait par 1’assemblage du
ribosome sur I’ARNm transcrit et mature. La phase d’élongation est représentée au sein de cette
figure : le ribosome glisse le long de I’ARNm dans le sens 5°-3’ de I’ARNm et appelle des
ARNTt au sein de son site A a chaque rencontre d’un nouveau codon. S’il y a complémentarité
entre les deux séquences nucléotidiques de I’ARNm et de I’ARNt, le ribosome se décale d’un
codon et I’ARNt sélectionné se place au sein du site P. L’acide aminé rejoint alors la chaine
polypeptidique en formation. Une fois cette étape effectuée, et I’insertion d’un nouvel ARNTt sur
le site A, I’ARNt déchargé est déplacé vers le site E. Il sera éjecté de la machinerie ribosomale
lors d’un prochain décalage. B) Le wobbling-pairing, ou wobbling-effect, décrit un phénomene
pouvant survenir lors de I’appariement entre le codon lu et 1’anticodon de I’ARNt au sein du
site A du ribosome. Dans cet exemple, I’anticodon AGG peut s’ apparier avec les codons UCC et
UCU. Cet ARNt, qui peut donc s’associer avec plusieurs codons, est qualifié near-cognate.
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TABLE 1.1 — Table inversée des codons retrouvés au sein du code génétique standard. Les
acides aminés sont organisé€s selon un ordre alphabétique et numérique suivant le nombre de
codons.

Acide aminé Codons

Met AUG

Trp UGG

Asn AAU, AAC

Asp GAU, GAC

Cys UGU, UGC

Gln CAA, CAG

Glu GAA, GAG

His CAU, CAC

Lys AAA, AAG

Phe Uuy, uuC

Tyr UAU, UAC

Ile AUU, AUC, AUA

Ala GCU, GCC, GCA, GCG

Gly GGU, GGC, GGA, GGG

Pro CCU, CCC, CCA, CCG

Thr ACU, ACC, ACA, ACG

Val GUU, GUC, GUA, GUG

Arg CGU, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG

Leu UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG

Ser UCU, UCC, UCA, UCG, AGU, AGC
Terminateurs (codons STOP) | UAG, UAA, UGA




TABLE 1.2 — Tableau récapitulatif du CUB et du nombre de copies de genes d’ARNt chez E. coli//H.sapiens. Le premier
trinucléotide indique le codon (dans le sens 5°-3"), et ses fréquences au sein des génomes de E. coli et H. sapiens sont données
entre parentheses. Le second trinucléotidique indique I’anticodon (dans le sens 5°-3"), et le nombre de copies d’ ARNt retrouvées
au sein des génomes E. coli et H. sapiens est indiqué entre parentheses. Le dernier caractere de chaque cellule indique 1’acide
aminé associé au codon et a I’anticodon. Ces données sont issues de la base de données GtRNAdb [40]

UUU (0.57/0.47 ) AAA(0/0)IF
UUC (0.43/0.53) I GAA(2/10)IF
UUA (0.13/0.08)IUAA(1/4)IL
UUG (0.13/0.13)ICAA(1/6)IL

CUU (0.10/0.13)AAG (0/9)IL
CUC (0.10/0.19)IGAG (1/0)IL
CUA (0.04/0.07)IUAG (1/3)IL
CUG (0.50/0.39)ICAG (4/9)IL

AUU (0.51/0.37)AAU(0/15)11

AUC (0.42/046)IGAU (3/3)I1
AUA (0.07/0.18)IUAU (0/5) 11
AUG (1/1)ICAU(6/20)IM

GUU (0.26/0.19)AAC(0/9)1V
GUC (0.21/0.24)IGAC(2/0)1V
GUA (0.15/0.12)IUAC (5/5)1V
GUG (0.37/0.46 ) CAC(0/13)IV

UCU (0.15/0.19)IAGA (0/9)1S
UCC(0.15/021)IGGA(2/0)1S
UCA (0.12/0.15)IUGA (1/4)1S
UCG (0.15/0.06) ICGA (1/4)1S

CCU (0.16/0.29)AGG (0/9) 1P
CCC(0.12/032)IGGG (1/0)IP
CCA (0.19/0.28)I1UGG (1/7)IP
CCG (0.54/0.12)ICGG (1/4)1P

ACU (0.17/025)IAGU (0/9)IT
ACC(044/034)IGGU (0/26)IT
ACA (0.13/0.29)I1UGU(1/6)IT
ACG (0.27/0.11)ICGU (2/5)IT

GCU (0.16/0.26 ) IAGC (0/26) 1 A
GCC(027/040)IGGC(2/0)IA
GCA (0.21/0.230)IUGC(3/8)I1A
GCG (0.36/0.111)ICGC (0/4)1A

UAU (0.57/0.45)1AUA (0/0)1Y
UAC (0.43/0.55)IGUA(3/13)1Y
UAA | UUA | STOP
UAG | CUA | STOP

CAU (0.57/0.43)1AUG (0/0)IH
CAC (0.43/0.57)IGUG (1/9)IH
CAA (0.35/0.27)1UUG (2/6)1Q
CAG (0.66/0.73)ICUG (2/13)1Q

AAU (0.45/0.48)IAUU(0/0)IN
AAC (0.55/051)IGUU (4/25)IN
AAA (0.77/0.44)10UU (6/12)1K
AAG (0.23/0.56)ICUU(0/15)IK

GAU (0.63/0.47)1AUC (0/0)ID
GAC (0.38/0.53)IGUC(3/13)ID
GAA (0.69/043)IUUC (4/8)IE
GAG (0.31/0.57)ICUC(0/8)IE

UGU (0.45/047)IACA(0/0)IC
UGC (0.55/0.53)ICGA (1/29)IC
UGA | UCA | STOP
UGG (1/1)ICCA(1/T7)IW

CGU (0.39/0.08)ACG (4/7)IR
CGC (0.40/0.18)IGCG (0/0)IR
CGA (0.06/0.11)IUCG (0/6)IR
CGG (0.09/020)ICCG(1/4)IR

AGU (0.15/0.15)IACU (0/0)1S
AGC (0.28/0.24)IGCU(1/8)1S
AGA (0.03/022)IUCU(1/6)IR
AGG (0.02/021)ICCU(1/5)IR

GGU (0.34/0.13)IACC (0/0)IG
GGC (0.41/034)IGCC(4/14)I1G
GGA (0.10/0.25)I1UCC(1/9)I1G
GGG (0..15/025)ICCC(1/5)I1G

uononponuy - 1 anidey)

€l
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Figure 1.3 — Illustration du biais d’usage des codons d’une séquence. Les codons synonymes
AAU (rouge) et AAC (bleu) codent I’acide aminé asparagine. Au sein de cet exemple, le codon
AAU est utilisé quatre fois sur cinq pour coder 1’asparagine alors que le codon AAC est utilisé
une fois sur cing.

bactérien dnaA tend vers une surutilisation du codon UUC par rapport au codon UUU chez Strep-
tomyces coelicolor (UUC:UUU avec un ratio de 0.94:0.06), alors que son CUB est plus équilibré
chez E. coli (UUC:UUU avec un ratio de 0.57:0.43) (observations personnelles). Il est couram-
ment admis que le CUB puise son origine dans deux propriétés non-exclusives. La premicre,
appelée biais mutationnel, correspond aux processus mutationnels faconnant la composition nu-
cléotidique d’une région d’intérét vers un contenu riche en certains nucléotides, modifiant alors
les fréquences des codons synonymes des genes contenus dans ladite région [34-36]. La seconde,
dénommée sélection traductionnelle, consiste en la sélection de codons synonymes permettant
une meilleure expression du geéne, et ce en considération des mécanismes relatifs a la transcrip-
tion et a la traduction [37-39]. Ces deux origines du CUB seront débattues au sein de la prochaine
section.

1.2 Etat des connaissances sur le biais d’usage des codons

Cela fait environ cinq décennies que le biais d’usage des codons est étudié sous de multiples
aspects [41]. Peu de temps apres la découverte du mécanisme de traduction, ou I’on supposait un
usage équivalent des codons synonymes, le séquencage toujours plus important de genes viraux,
bactériens et d’eucaryotes invita rapidement a une prise de conscience d’un déséquilibre quasi-
constant des codons synonymes [32, 41, 42]. Plusieurs hypotheses neutralistes — ou le CUB est
influencé par la composition nucléotidique de la région génomique qui I’entoure — et sélection-
nistes — ou le CUB est déterminé comme jouant un role dans I’expression des genes — ont vu
le jour et continuent d’animer les passions [36, 37, 43, 44]. Au sein de ces discussions, 1’un des
dogmes les plus disputés est I’effet du CUB sur I’efficacité de la traduction et son influence sur le
fonctionnement de la machinerie ribosomale [45, 46]. Au cours de cette section, nous tenterons
d’englober les principales hypotheses associées au CUB au sein de différents organismes. Nous
attirons I’attention du lecteur sur le terme, parfois controversé, d’ « optimisation » des codons qui
est couramment utilisé au sein des études sur le CUB. Cette terminologie sous-entend une adhé-
rence aux hypotheses sélectionnistes (de maniere volontaire ou non), ou 1’on associe fréquence
élevée de certains codons avec un avantage sélectif. Sans imposer un quelconque avis sur le lien
entre CUB et traduction, nous utilisons principalement ce terme lorsque celui-ci est employé par
les auteurs cités.
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1.2.1 The genome hypothesis

En 1980, Grantham et al. ont analysé le CUB d’ensembles de geénes appartenant a diffé-
rentes especes de virus, procaryotes, eucaryotes unicellulaires et multicellulaires animaux [32].
Les résultats obtenus les conduisirent a proposer une hypothese appelée the genome hypothesis
('hypothese du génome), ou le CUB est spécifique a chaque organisme et semble soumis a une
quelconque sélection. Cette tendance se poursuivrait aux différents niveaux taxonomiques et no-
tamment chez les mammiferes ot une universalité dans le contenu en GC des genes serait, au
sein de cette étude, démontrée [32]. Bien que ces résultats soient aujourd’hui discutables (comme
nous le verrons par la suite, H. sapiens possede deux populations de CDS ayant des spécificités
en CUB opposées), ils constituent I’un des premiers pas vers une analyse systématique du CUB
avec I’idée d’y déterminer des tendances évolutives.

1.2.2  Sélection traductionnelle et disponibilité en ARNt

L’une des hypotheses les plus exploitées de sélection traductionnelle se base sur I’idée d’une
association positive entre CUB, disponibilit¢ des ARNt et fidélité et efficacité de la traduction
[37, 46, 47]. Comme I’acces des différents ARNt au site A du ribosome est dominé par leurs
quantités relatives, les ARNt disponibles en grande quantité ont une probabilité accrue d’étre
rapidement intégrés au sein du ribosome. Une certaine uniformité des codons synonymes afin
qu’ils correspondent aux ARNt fréquents réduirait alors le temps d’attente de la complémentarité
codon-anticodon, augmentant d’une part la rapidité de la traduction, mais aussi sa fidélité. Sur
ce dernier point, la machinerie ribosomale peut €tre sujette a des erreurs d’attribution des acides
aminés, et la probabilité qu'une erreur survienne augmenterait en fonction de 1’attente de I’ ARNt
complémentaire du codon lu [48]. Il est & noter que selon I’organisme, les populations d’ ARN,
et donc leur disponibilité au sein d’une cellule, sont classiquement déterminées par le nombre de
copies de genes associés : plus il y a de copies de genes d’un ARNE, plus grande sera sa quantité
dans le systeme cellulaire [49]. Une telle mesure est surtout vérifiée chez les procaryotes.

L’une des premiere mentions de I’importance des ARNt dans la modulation de 1’expression
des genes fut émise par Itano en 1965, sans qu’aucune étude ne vienne appuyer cette hypothese
[50]. En 1975, Fiers et al. observerent un lien entre CUB et expression des genes chez le bac-
tériophage (i.e. virus de bactérie) M52 d’E. coli. La protéine A et la protéine de la capside de
ces virus, qui présentent une homologie dans la région 5’ a 1’échelle protéique mais pas a celle
de ’'usage des codons, sont effectivement exprimés a différents niveaux. Supposant une origine
fonctionnelle a cette différence, Fiers et al. émirent ’hypothese que le CUB influencerait 1’ex-
pression des deux genes. Néanmoins, ils ne firent aucune mention des populations d’ ARNt dans
leur étude [41]. Peu de temps apres, Efstratiadis et al. firent état d’un usage non-aléatoire des
codons de la b-globuline du lapin et établirent enfin un lien avec la disponibilité des différents
ARNt iso-accepteurs [42]. IIs émirent tout de méme des réserves a ce propos en soulignant la
possibilité que les cellules eucaryotes soient capables de maintenir des populations d’ ARNt tout
au long de leur cycle cellulaire ; 1a notion de disponibilité des ARNt était donc pour eux désuette
chez les eucaryotes [42]. Il faudra attendre les travaux de Post et al. pour voir apparaitre un lien
concret entre CUB, expression et abondance des ARNL. Ils proposérent dans un premier temps
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une hypothese selon laquelle I’appauvrissement de certains ARNt isoaccepteurs au sein d’E. coli
induirait une baisse de la rapidité et de la fidélité de la traduction de certains genes [45, 46, 51].
En supposant que le contraire était tout aussi valable, ces mémes auteurs démontrerent la relation
positive entre le CUB des genes fortement exprimés des protéines r d’E. coli et la disponibilité
des différents ARNt isoaccepteurs [46, 52].

Chez les procaryotes et les eucaryotes unicellulaires tels que S. cerevisiae, le lien entre CUB,
abondance des ARNt et expression des geénes a été rapidement défini par Ikemura [31, 37] et
Bennetzen et Hall [38]. En 1981, lkemura analysa douze genes d’E. coli pour lesquels I’expres-
sion était positivement corrélée a 1’usage des codons et aux populations d’ARNt [37]. Bennetzen
et Hall démontrerent a leur tour ’existence d’un biais d’usage des codons chez deux genes for-
tement exprimés de S. cerevisiae. Sur les 1004 acides aminés qui les composent, 96 % d’entre
eux arborent un usage de 25 codons sur les 61 disponibles (ce qui implique un usage dispropor-
tionné de certains codons synonymes par rapport a d’autres). En les comparant a quatre autres
genes de levure moins exprimés, ils confirmerent cette hypothese et souligneérent qu’un usage
de codons associés a des ARNt rares sur des genes fortement exprimés pourrait étre délétere
pour la cellule par épuisement des ARNt en question [38]. Dans un contexte plus général, de
nombreuses études portant sur différents procaryotes ont amélioré nos connaissances sur le CUB
de ces organismes. Une étude de Sun et al. présente une analyse de 61 génomes complets d’E.
coli pour en déterminer le CUB des core genes (en frangais, les « génes-coeur » a savoir les
genes partagés par tous les génomes d’'un méme organisme) et des genes uniques a chaque gé-
nome [53]. Parmi toutes les explications valables quant aux différences de CUB entre les deux
ensembles de genes, Sun et al. proposent une origine évolutive : selon eux, les core genes ont un
CUB orienté vers les abondances respectives des ARNTt, ce qui n’est pas le cas des geénes plus
spécifiques a chaque souche. Une telle différence pourrait s’expliquer par le fait que, au dela de
leur expression accrue, I’ensemble des core genes contient des genes essentiels a la survie d’E.
coli. Leur expression doit donc étre fidelement assurée et exempte d’erreurs lors de la traduction
[53]. Bien entendu, plusieurs autres facteurs peuvent expliquer une telle différence dans le CUB,
telles que la différence de taille des s€quences entre les deux catégories de genes, ou encore des
événements de transferts horizontaux [53]. La relation entre CUB et nombre d’ARNt jouerait
par ailleurs un role prépondérant chez les bactéries ayant un court temps de génération [54]. Il a
été en effet démontré par une étude sur les genes de 102 especes bactériennes que plus le temps
de génération est court, plus le nombre de copies de genes d’ ARNt contenus dans le génome
est grand, mais aussi que leur diversité est faible, de maniere a ce que la traduction des genes
nécessaires a la croissance des individus (qui posséderaient alors un CUB en accord avec les po-
pulations d’ ARNTt) soit la plus optimisé€e possible [54]. Les résultats de cette étude vont jusqu’a
trouver que les populations d”’ARNt sont similaires chez les bactéries ayant un temps de généra-
tion court, et ce malgré leur distance phylogénétique. Ce dernier point suggere une universalité
dans le CUB et dans 1I’abondance des ARNt au sein des procaryotes [54].

Chez les organismes eucaryotes multicellulaires, il est plus difficile de mettre en relation ex-
pression des genes, usage des codons et abondance des ARNt dans la cellule. Il a été démontré
que le CUB des genes de I’araignée Parasteatoda tepidariorum varie en fonction de leur niveau
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d’expression : les génes fortement exprimés au sein de 1’organisme posseédent un taux significa-
tivement plus élevé de T3 (T a la troisieme paire de base du codon) que les autres genes [39].
Parmi toutes les hypotheses possibles, Whittle et Extavour font état de la spécificité des popu-
lations d’ARNt pour expliquer une telle composition nucléotidique [39]. Chez la mouche du
vinaigre Drosophila melanogaster, les mémes conclusions ont pu étre observées, o le CUB des
genes fortement exprimés est cette fois-ci orienté vers une présence accrue de codons enrichis
en GC3 (G ou C a la troisieme paire de base du codon) [55, 56]. Il est a noter que pour Whittle
et Extavour, la différence de CUB entre P. tepidariorum et D. melanogaster pourrait étre due a
I’apparition de divergences dans les populations d’ARNt au cours de I’évolution des arthropodes
[39].

Mais la complexité de ces organismes multicellulaires, et notamment le fait qu’ils arborent
différents tissus cellulaires ayant tous une hétérogénéité qualitative et quantitative dans 1’expres-
sion des genes, nous force a revoir notre définition du CUB. Il doit étre observé a 1’échelle du
tissu, et non pas de I’organisme entier. Chevallier et Garel observerent en 1979 un changement
de I’équilibre de certains ARNt isoaccepteurs a la fin du stade larvaire chez le bombyx du marier
Bombyx mori [57]. Ce changement s’opere au niveau des tissus postérieurs et médians de leur
glande séricigene, de maniere a ce les populations d’ARNt se rapprochent du CUB des genes
de la fibroine et de la séricine, soulignant ainsi une adaptation fonctionnelle et spatio-temporelle
des ARNt au CUB de ces deux genes fortement exprimés [57]. Sans entrer dans le débat entre
hypotheses neutralistes et sélectionnistes, les auteurs de cette étude font état de la possibilité d’un
effet mutationnel lié a la forte transcription de ces mémes geénes (voir phénomene TAMB dans
une section suivante) [57]. Pour aller plus loin dans cette démarche, Whittle et al. ont analysé
le CUB de quatre tissus du tribolium rouge de la farine Triboleum casteneum, dont ceux de la
lignée germinale [58]. Ils y ont découvert qu’en relation avec I’expression des genes, les tissus
de cet insecte possedent des ensembles de codons « optimaux » quasi-identiques entre les tissus
somatiques et de la lignée germinale, mais qui different lorsque I’on compare les deux types de
tissus. De tels résultats pourraient signifier des différences de populations d’ ARNt entre les tissus
de T. castaneum, en accord avec 1’expression tissu-spécifique des genes [58].

Mais c’est chez les Vertébrés que le bat blesse : chez ces organismes, et en particulier les
mammiferes, le CUB est fortement impacté par le biais mutationnel [36, 43] (voir sections sui-
vantes), et s’il existe un lien entre CUB, expression des genes et disponibilité des ARNt, celui-ci
est bien difficile a cerner. Quelques années apres les travaux de Chevallier et Garel, Hastings et
Emerson effectuerent une analyse du CUB de deux ensemble de geénes « spécifiques », a priori,
au foie et au muscle squelettique chez différentes especes de Vertébrés, mais ne tirerent pas les
mémes conclusions que leurs collegues : selon eux, il n’existe pas de différences significatives
entre les genes spécifiques a chacun de ces deux tissus au travers des Vertébrés, mais plutdt un
consortium du CUB au sein des genes fortement exprimés, marqué par un enrichissement en
GC3 propre a la genome hypothesis de Grantham et al. [32, 59]. La majeure partie des études
qui ont suivi n’a jamais démontré formellement 1’existence d’une sélection traductionnelle des
codons synonymes chez les Vertébrés, qui plus est en corrélation avec 1’abondance des ARNt.
C’est le cas d’une étude récente de Pouyet et al. qui, au détour d’une analyse de I’impact du
gBGC (GC-biased gene conversion en anglais ou biais de conversion génique GC-biaisé en fran-
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cais, discuté a la suite de ce rapport) sur le CUB des genes humains précise 1’absence d’un lien
entre abondance des ARNt et CUB [43]. Cela dit, certains auteurs tentent toujours d’élucider
la question de I’existence d’une sélection traductionnelle chez les Vertébrés : pour Vi et al. le
taux de GC3 et I'usage des codons de trois especes de loches sont étroitement liés a 1I’expression
des genes fortement exprimés, mais toujours sans que cela ne soit mis en rapport avec I’abon-
dance des ARNt [60]. Une hypothese indiquée dans une étude de Duret et Mouchiroud propose
que I’absence de signes de sélection traductionnelle chez H. sapiens pourrait étre partiellement
expliquée par les différences de taille de population avec d’autres organismes tels que D. mela-
nogaster, S. cerevisiae ou encore E. coli : une mutation avantageuse pour une espece avec une
grande population pourrait étre de facto neutre au sein d’une population plus petite, ou la dérive
génétique I’emporte sur la sélection, spécialement si le coefficient de sélection est petit [44].

Comme nous le verrons par la suite, les organismes cellulaires, dont les mammiferes, peuvent
étre soumis a des fluctuations dans 1’abondance de leurs ARNt au cours du cycle cellulaires ou
sous certaines conditions [61]. De telles observations pourraient alors remettre en question notre
interprétation du lien entre CUB, abondance des ARNt et expression des genes, ou la relation
entre ces trois variables pourrait étre profondément modifiée en fonction de la condition de la
cellule.

1.2.3 Effet du CUB sur la stabilité et la maturation des ARNm

Il n’est pas possible d’étudier I’'impact du CUB sans évoquer son influence sur la composition
nucléotidique des ARNm. Pendant et apres la transcription, la composition globale et locale des
ARNm induit leur structure et leur maintien, ce qui participe a la régulation de I’expression
des genes [62]. La stabilit¢é d’'un ARNm (i.e. sa demi-vie) dépend largement de sa structure
secondaire, elle méme définie par les possibles interactions de I’ARNm avec lui méme.

Chez la levure S. cerevisiae, ’insertion de codons synonymes rares au sein du gene rappor-
teur PGK1 peut conduire a une baisse du maintien de I’ARNm correspondant : le ralentissement
de I’étape d’élongation induit par le CUB peut favoriser, via I’action de la protéine inhibitrice de
la traduction Dhhl, le decapping (décoiffement) de I’ARNm, menant alors a sa dégradation [63].
Un tel phénomene serait associé a la vitesse de la traduction et donc a I’activité des ribosomes en
contact avec ’ARNm : si celui-ci possede un nombre important de codons rares, les ribosomes
s’accumulent et se bloquent lors de I’étape d’élongation, provoquant alors un ribosome-jam (em-
bouteillage de ribosomes) par ribosome stalling (arrét du ribosome) (Figure 1.4). L’action de la
protéine Dhh1 permettrait alors la libération des ribosomes, de maniere a ce que la traduction
des autres genes ne soit pas impactée par le ribosome-jam [63]. Mais le contraire est tout aussi
valable : lors d’une analyse sur des versions « optimisées » et « désoptimisées » (i.e modifiées
pour présenter des codons synonymes fréquents ou rares) du gene HIS3 du méme organisme,
il a été remarqué que la demi-vie des ARNm était drastiquement augmentée chez les transcrits
« optimisés », et ce par le biais d’une augmentation de la vitesse de translocation lors de la phase
d’élongation [34]. En comparaison avec la version wild-type (naturelle) du géne HIS3, la version
« optimisée » de Presnyak et al. a une demi-vie pres de six fois supérieure, alors que la version
« désoptimisée » en a une cinq fois moindre. Pour chacun de ces deux exemples, il semblerait
que le biais d’usage des codons agisse, par le biais de la modulation de la vitesse de la traduc-
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tion, comme un régulateur de la stabilit¢ d’'un ARNm via une étroite relation entre activité des
ribosomes et machinerie de dégradation des ARNm [34].

Selon la structure secondaire d’'un ARNm, les étapes d’initiation et d’élongation de la traduc-
tion peuvent étre modifiées. Par exemple, la région d’initiation de la traduction RBS (Ribosome
Binding Site ou site de Fixation du Ribosome en francais) du site d’initiation de Shine-Delgarno
d’E. coli peut €tre inaccessible en fonction de sa composition nucléotidique, au point d’empécher
toute traduction du gene [64, 65]. En effet, le contenu en AUGC d’un ARNm peut conduire a
la formation de hairpins qui peuvent bloquer I’acces du site de Shine-Delgarno aux ribosomes
[65]. Les mémes conclusions peuvent étre tirées quant a I’impact des hairpins sur I’initiation de
la traduction chez les eucaryotes : la formation de structures particulieres dans la région 5* d’un
ARNmMm peut conduire a une modulation de I’expression des genes, comme 1’indiquent Tuller et
Zur dans leur revue [66]. 11 est toutefois indiqué dans ce méme article que certains genes de S.
cerevisiae possedent apres le site d’initiation des hairpins avec une forte cohésion. On pourrait
penser qu’une telle structure serait délétere pour la traduction du gene, mais il semblerait que
cette région favoriserait au contraire 1’initiation de la traduction en i) empéchant la formation de
hairpins autour du site d’initiation ; ii) favorisant le trafic des ribosomes le long de I’ ARNm [66].
Chez les eucaryotes, le site d’inititation est reconnu par la sous-unité 40S du ribosome. Cette
sous-unité possede une affinité avec une région dite de Kozak qui permet I’identification du site
d’initiation [66, 67]. Selon la composition nucléotidique de la région de Kozak, le site d’initiation
peut étre plus ou moins bien reconnu par le ribosome, auquel cas Kozak proposa deux grandes
explications : i) le ribosome se décale et trouve un autre codon initiateur aux abords du premier
et véritable site d’initiation; ii) le ribosome se détache de I’ARNm et ne synthétise pas la pro-
téine [67]. La région de Kozak est treés fortement conservée, et ses modifications, bien que rares,
peuvent provoquer des afflictions chez H. sapiens : la mutation d’un simple nucléotide dans une
position conservée de cette séquence peut amener a une modification de la protéine SOX9 par sé-
lection d’un autre codon initiateur que celui d’origine, ce qui peut entrainer des cas de dysplasie
campomélique [68].

Chez les eucaryotes, ol les ARNm sont soumis a une étape de maturation comprenant un
épissage (i.e une coupure de ’ARNm pour en supprimer les introns), I’usage des codons a la
frontiere entre les exons et les introns jouerait un réle dans ladite maturation de I’ARNm. D’un
point de vue général, ces régions sont composées de codons AT3-riches associés a des contraintes
sur les limites des exons [69, 70]. Par exemple, le CUB retrouvé aux abords des exons de la
protéine TP53 aide a son épissage par le concert des protéines régulatrices du phénomene [71].
Un bouleversement du CUB dans ces régions pourrait alors empécher la formation d’ARNm
matures par absence d’un épissage alternatif correct.

1.2.4 Variations intragéniques du CUB

Comme nous avons pu le voir précédemment, les variations dans le CUB peuvent, selon
I’organisme, influencer la vitesse et la fidélité de la traduction des ARNm [31, 38, 54]. Il existe
aussi des variations intragéniques qui peuvent moduler le rythme d’élongation de la traduction
tout au long de I’ARNm. Chez certains genes fortement exprimés de procaryotes et d’eucaryotes,
la région suivant le site d’initiation est composée de codons rares (Figure 1.4). L’interprétation la
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Figure 1.4 — Représentation schématique A) de la « rampe » de codons rares et B) du
ribosome-jam. A) La rampe de codons rares se situe dans la région 5° de I’ARNm (région dans
laquelle les ribosomes s’assemblent autour de I’ ARNm). De par la rareté des codons et des ARNt
associés dans cette région, la rampe freine le rythme de la phase d’élongation de la protéine pour
empécher une accumulation trop importante de ribosomes. Une fois la rampe dépassée, les ribo-
somes gagnent en vitesse et effectuent une élongation plus rapide. B) Le ribosome-jam nait de
I’arrét soudain (ribosome stalling) ou de la baisse de régime d’un ribosome au cours de la phase
d’élongation de la traduction. Le ralentissement du ribosome provoque une accumulation de ri-
bosomes, une baisse générale du rythme d’élongation de I’ARNm et une pénurie de ribosomes
au sein de la cellule.

plus habituelle de cette particularité dans le CUB est que cette région, appelée « rampe » et dont
la taille varie entre 30 et 50 codons, empécherait 1’apparition d’un ribosome jam et permettrait
donc une traduction optimale des genes (Figure 1.4) [72]. Apres cette région « rampe », le CUB
du gene s’ « optimise » a nouveau pour regagner un usage des codons propre aux genes fortement
exprimés. Il faudrait donc voir la « rampe » de CUB comme une voie d’insertion d’autoroute
ou les ribosomes démarrent lentement I’élongation de la protéine puis acquierent une vitesse de
pointe ou les polyribosomes (i.e. 1a succession de plusieurs ribosomes sur un méme ARNm) ne
se géneront pas [2, 72].

Chez la levure S. cerevisiae, les protéines secrétées par la cellule ainsi que celles de la mem-
brane plasmique possedent des groupements de codons rares a une distance de 30 a 45 codons
par rapport aux sites de liaison de la SRP (Signal Recognition Particle en anglais ou particule de
reconnaissance du signal en frangais) [2] [73]. La SRP reconnait les signaux de sécrétion des pro-
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téines, ou encore les segments transmembranaires des protéines de la membrane des leur sortie
du ribosome. Une fois reconnues par les SRP, les protéines naissantes sont acheminées vers les
complexes de translocation des protéines afin d’€tre déplacées au sein de la cellule. Le groupe de
codons rares, qui est a une distance équivalente a la longueur du tunnel de sortie des ribosomes
(i.e de la partie intra-ribosomale de la chaine polypeptidique), aurait été sélectionné pour laisser
I’espace et le temps nécessaires a la reconnaissance du site de liaison de la protéine par le SRP,
et ce via un ralentissement de 1’élongation de la protéine [73].

1.2.5 Variations intergéniques du CUB

La taille d’une séquence pourrait étre un facteur explicatif du CUB. Contrairement aux autres
exemples donnés ci-dessus, ou la rapidité de la traduction est un facteur prédominant dans la sé-
lection des codons, le postulat de départ est qu’un CUB « optimisé » sur de longues séquences
releverait d’une stratégie d’économie d’énergie de la cellule [74]. En effet, plus une séquence
est longue, plus I’étape d’élongation peut induire des erreurs de traduction déléteres pour la pro-
téine naissante — comme 1’insertion d’acides aminés imprévus ou 1’arrét précoce de la traduction
— et donc cofliteuses pour la cellule de par I’investissement énergétique dans une protéine non-
fonctionnelle. Pour éviter cela, les grandes séquences auraient généralement un CUB riche en
codons fréquents. Une étude portant sur les genes de S. cerevisiae, D. melanogaster et E. coli a
mis en évidence une corrélation positive et significative entre I’utilisation de codons fréquents
et la longueur des geénes chez la bactérie, mais pas chez les deux eucaryotes [74]. Chez les pro-
caryotes, il est donc possible que I’hypothese émise en début de paragraphe soit valide. Une
étude de 1999 de Duret et Mouchiroud confirme ces résultats, ou les longs genes d’Arabidopsis
thaliana, Caenorhabditis elegans et D. melanogaster voient leur « optimalité » baisser par rap-
port aux genes courts et ce pour des niveaux d’expression sensiblement similaires [44]. Plusieurs
hypotheses de sélection traductionnelle ont été émises et vérifiées au cours de cette étude, sans
qu’aucune n’explique véritablement les observations faites sur ces organismes. Moriyama et Po-
well proposent tout de méme une hypothese ou la taille des séquences est contre-sélectionnée
chez les genes fortement exprimés [74]. Ici, Moriyama et Powell supposent que le mécanisme
d’évitement des erreurs lors de la traduction se fait indirectement par une sélection de protéines
ayant la méme fonction mais dont la taille serait réduite [74]. Mais de tels résultats ne sont pas
présents au sein de I’étude de Duret et Mouchiroud, car la taille des séquences ne semble pas
corrélée a I’expression des genes des trois organismes étudiés [44]. Au final, il semblerait que
les genes bactériens soient soumis a une pression de sélection positive des genes « optimaux »
en fonction de la longueur de la séquence, alors que plusieurs facteurs semblent provoquer une
tendance inverse chez les eucaryotes [44, 74].

A linstar des ARNm et des protéines, les populations d’ARNt sont soumises aux fluctua-
tions temporelles, spatiales et environnementales d’une cellule. Au cours du cycle cellulaire,
d’un stress ou de conditions spécifiques, ces populations peuvent étre notablement modifiées
et changer ainsi 1’expression des genes [61]. La synthese des ARNt et leur circulation dans la
cellule implique un grand nombre d’étapes de maturation et de trafic cellulaire pouvant toutes
étre modulées selon le stress induit. En suivant I’hypothese de sélection traductionnelle, les dif-
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férentes populations de genes disposant d’un CUB différentiel peuvent s’optimiser en fonction
de la population des ARNt disponibles. Une étude de Torrent et al. s’est focalisée sur 1’analyse
des populations d’ARNt, d’ARNm et de I’expression des genes sous trois conditions de stress
chez la levure du boulanger. Les geénes fortement exprimés a la suite d’un stress possedent, dans
des conditions normales, des codons associés a des ARNt rares. Sous I’effet d’un stress, les po-
pulations d’ARNt varient chez la levure, et les codons rares deviennent « optimisés », ce qui
améliore la traduction des genes de réponse au stress [75]. Chez H. sapiens, les genes exprimés
aux différentes étapes du cycle cellulaire ont un CUB riche en codons rares [76]. Pour étre plus
précis, ces genes possedent par exemple une forte proportion du codon UUU-Phe (qui n’a pas
d’ARNt associé chez I’Homme). Or, ces codons peuvent €tre considérés comme « rares », car
I’appariement avec un ARNt near-cognate ne se fait pas aussi efficacement qu’avec un ARNt
cognate. Mais des que la quantité d”’ARNt augmente (ce qui est le cas pendant la phase G2 du
cycle cellulaire), les codons UUU-Phe sont décodés avec autant d’efficacité que les codons UUC-
Phe, car la saturation des ARNt associés permet un meilleur appariement entre codons et ARNt
near-cognate [76]. De ce fait, les codons wobble s’ « optimisent » selon la phase du cycle cellu-
laire. Il est a noter que les genes exprimés pendant la phase G1 (de croissance cellulaire) sont
« optimisés » sur tout le long de leur séquence. Chez ces genes, il n’existe pas de « rampe » de
codons. L’explication la plus satisfaisante est que la population des tous les ARNt est au plus bas
lors de cette phase, et qu’il est absolument nécessaire d’exprimer ces genes [76]. Bien entendu, il
est primordial de considérer une sélection traductionnelle chez H. sapiens pour accepter de telles
hypotheses.

1.2.6 Relations inter-codons

La co-occurence des codons se définit par la répétition de codons synonymes dans une courte
région (Figure 1.5 A). Lors de la traduction, les ARNt ayant récemment transféré leur acide
aminé a la protéine en formation restent a proximité de la machinerie ribosomale. Dans certains
cas, ils peuvent rapidement étre munis d’un nouvel acide aminé et, si le ribosome rencontre
un nouveau codon correspondant, €tre directement réutilisés par celui-ci [2, 77]. De ce fait, la
co-occurence des codons représente virtuellement une population locale d’ ARNt pouvant étre re-
cyclés pour améliorer la traduction de maniere ponctuelle. Pour démontrer cela, Cannarozzi et al.
ont effectué une analyse de la co-occurrence des codons chez S. cerevisiae [77]. En comparant
I’expression de deux genes modifiés de la GFP (I’un avec une forte co-occurrence, 1’autre sans),
ils ont remarqué I’importance de la proximité de codons identiques dans la vitesse de traduction,
et ce méme pour des codons associé€s a des ARNt rares [77].

Chez les Vertébrés, les fréquences différentielles des paires de codons (i.e. deux codons consé-
cutifs), ou dicodons, a savoir NNN-NNN, ne sont pas du ressort stricto sensu du CUB mais
peuvent I’influencer en orientant le choix des codons synonymes qui les composent (Figure 1.5
B). Ce phénomene, appelé biais de paires de codons, provient d’un déséquilibre dans la fréquence
des paires de codons par rapport a d’autres : chez H. sapiens, la paire de codons GCC-GAA est
tres peu utilisée par rapport aux 12 autres combinaisons possibles Alanine-Glutamate, malgré le
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Figure 1.5 — Relations entre les codons au sein d’une méme séquence. A) Le biais de co-
occurence des codons résulte de la répétition d’un méme codon synonyme sur une courte sé-
quence de I’ARNm. Apres sélection de I’acide aminé de I’ARNt qui s’est associé a la premiere
occurrence du codon synonyme, celui-ci peut gagner rapidement un nouvel acide aminé et étre
rappelé par la machinerie ribosomale lors de la lecture d’une nouvelle occurrence du codon
synonyme. B) Le biais d’usage des paires de codons implique 1’existence de dinucléotides re-
trouvés a la frontiere entre deux codons. Selon leur nature, les dinucléotides peuvent étre contre-
sélectionnés par des mécanismes de dégradation et de réparation de I’ADN (comme les CpG
méthylés et la désamination de la cytosine du dinucléotide en thymine). De ce fait, il existe aussi
un biais d’usage des paires de codons, ou certains sont contre-sélectionnés par rapport a d’autres.
Bien entendu, un tel aspect influence le CUB de la séquence.

fait que le codon GCC soit le plus utilisé pour coder 1’alanine au sein du génome humain [78].
Plusieurs hypotheses expliquent un tel déséquilibre dans 1’usage des paires de codons.

Une premiere suppose que lors de 1’élongation de la protéine, 1’interaction entre les ARNt
contenus dans les sites A et P peut avoir une influence sur le déroulement de la traduction [2, 79].
Par ailleurs, chez les procaryotes, les paires composées de codons rares sont sur-représentées
alors que celles de codons optimisés sont rares. Les hypotheses expliquant un tel inversement de
tendance sont multiples :

1 Dans certains cas, 1’association de deux codons rares favoriserait un ralentissement de la
traduction favorable a un repliement correct de la protéine [2, 79].

i1 Les paires de codons rares peuvent participer a la mise en place d’un systeme d’arrét de
la traduction et de libération des ribosomes par dégradation de I’ARNm via I’activité de la
ribonucléase RelE et de I’ARNtm SsrA (ARN de transfert-messager), et ce sous certaines
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conditions [79].

Chez E. coli, I’activité des ARNtm est stimulée, par exemple, par la présence d’une paire de
codons AGA-AGA, ou AGA est un codon rare pour I’arginine [79]. L’ARNtm, en marquant cette
paire de codons rares, induirait la formation d’une protéine incomplete et 1’arrét de la traduction
[79, 80]. Mais il est tout a fait possible que ce mécanisme ne soit pas forcément li€ au couple
AGA-AGA, mais plutot a la répétition d’un codon rare qui conduirait a I’incorporation d’un autre
acide aminé que I’arginine et provoquerait alors la formation d’une protéine non-fonctionnelle
[48]. Dans le cas ou la quantité d’ ARNt AGA est appauvrie, le méme systéme est appelé pour un
seul et unique codon. Dans ce cas, il est supposé que ce mécanisme protégerait d’un ribosome-
stalling. C’est donc I’accumulation de codons rares qui serait a I’origine d’un tel phénomene
plutdt que la formation d’une paire de codons [80]. On pourrait alors suggérer qu’en cas de
disette des ARNt associés a cette paire de codons, le mécanisme d’arrét de la traduction serait
en réalité un systeme de protection cellulaire visant a libérer les ribosomes, et ce pour permettre
une meilleure traduction des autres genes [80].

Mais le CUB induit par les paires de codons pourrait tout aussi bien exister via les déséqui-
libres des dinucléotides a la frontiere des deux codons. Parmi toutes les combinaisons possibles,
les CpG (a savoir Cytosine-phosphate-Guanine) sont considérés comme « hyper-mutables » (i.e
sujets a un fort taux de mutation) car potentiellement soumis a une méthylation de la cytosine qui
peut, in fine, conduire a la désamination du nucléotide méthylé en une thymine (et donc a I’appa-
rition d’un dinucléotide TpG) [81]. La méthylation des nucléotides est un processus épigénétique
que I’on retrouve chez les procaryotes et les eucaryotes et qui peut conduire a des modifications
de I’expression des geénes : chez les eucaryotes, un géne possédant une faible méthylation est
transcrit normalement alors qu’un gene fortement méthylé, notamment au niveau de ses promo-
teurs, voit sa transcription inhibée [82]. Chez les Vertébrés, et a I’exception des ilots de CpG, ces
dinucléotides sont sous-représentés dans I’ensemble du génome et sont pour cela en fréquence
réduite a 1’échelle des paires de codons. Mais chez d’autres organismes eucaryotes, comme D.
melanogaster, I’évitement des CpG est, en comparaison avec les Vertébrés, amoindri. Cela peut
notamment s’expliquer par I’absence de certaines enzymes de la famille des DNA methyltrans-
ferases (ADN méthyltransférases en francais) qui sont responsables de la méthylation des CpG
[83]. Il est a noter que de nombreux virus miment leurs hotes en évitant eux aussi les combinai-
sons CpG, et ce pour permettre une meilleure expression de leurs génes mais aussi pour éviter
des mécanismes de défense des hotes [2, 78, 84]. En effet, la protéine ZAP (pour Zinc-finger
Antiviral Protein ; protéine antivirale en doigt de zinc en francais) viserait les sites CpG des virus
a ARN et inhiberait I’expression des genes et la réplication virale par de multiples mécanismes
[85]. Certains auteurs suggerent méme de modifier le CUB des genes de certains virus vers un
enrichissement en CpG en guise de solution vaccinale, car les génes viraux ne seraient que peu
exprimés et leur virulence en serait atténuée [78, 85].

1.2.7 Effet du CUB sur le repliement des protéines

Le repliement d’une protéine est le processus durant lequel elle acquiert une structure tridi-
mensionnelle lui conférant sa fonction. Les relations biochimiques entre les différents acides
aminés (hydrophilie, hydrophobicité, charge électrique) sont tout autant d’éléments qui vont
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conduire a la formation de structures secondaires et tertiaires de la protéine. Les protéines chape-
ronnes, comme GROoEI, participent au repliement des protéines et aident donc a I’acquisition de
leur fonction.

La distribution des codons synonymes au sein des génes procaryotes peut permettre, selon
les cas, de modifier le rythme de 1’élongation de la protéine, ce qui peut jouer un role dans la
formation de leur structure [69, 86, 87]. Les genes dont les protéines possedent au sein de leur
structure tridimensionnelle des hélices o décrivent un CUB particulier : au début de I’hélice,
les codons aux positions 1 et 4 sont systématiquement rares alors que les codons 2 et 3 sont
fréquents. Une telle alternance pourrait souligner les spécificités du repliement de 1’hélice o qui
se déroule a la sortie du ribosome pendant I’élongation. Les feuillets 3 sont quant a eux enrichis
en codons fréquents et ne démontrent pas de particularités entre codons rares et fréquents [88].
Chez Echinococcus granulosus, la protéine EgFABP posséde une succession de deux hélices
o . En transfectant différentes versions synonymes de ce gene chez E. coli, Cortazzo et al. remar-
querent que la protéine a une probabilité accrue de mal se replier si les codons rares entre les deux
hélices o sont remplacés par des codons plus fréquents [86]. Chez I’eucaryote S. cerevisiae, la
modification des codons synonymes rares de 1I’enzyme TRP3 conduit a une baisse de son activité
enzymatique, probablement par le biais d’une acquisition de structures secondaires et tertiaires
bancales [87]. Un changement de 1’équilibre entre codons rares et fréquents a des positions cru-
ciales pour le repliement des protéines pourrait donc avoir un effet délétere sur le gain de fonction
des protéines en bouleversant le rythme de 1’élongation [86, 87]. Pour aller encore plus loin, nous
pouvons citer I’exemple de Shah et al. sur le gene CFTR, qui est partiellement responsable de
la muscoviscidose lorsqu’incorrectement exprimé [89]. Celui-ci semble voir son repliement im-
pacté lorsque le CUB est « optimisé » pour qu’il soit composé de codons plus fréquents au sein
de ’organisme [89]. Une des hypotheses soumise par Shah et al. est qu’en 1’absence de codons
rares, 1’étape d’élongation est plus rapide et ne laisse pas le temps aux protéines chaperonnes de
replier correctement certaines régions de la protéine en formation [89]. Encore une fois, de telles
suppositions admettent en postulat de départ qu’il existe une sélection traductionnelle chez H.
sapiens.

1.2.8 Biais mutationnel et gBGC

Le biais mutationnel correspond a un déséquilibre des mutations par rapport a une attente
aléatoire. Au sein de cette sous-section, nous décrirons une liste exhaustive de biais mutationnel
et les placerons dans le contexte du CUB.

La mesure des forces mutationnelles est majoritairement réalisée a I’échelle des SNP (Single
Nucleotide Polymophism en anglais ou polymorphisme nucléotidique simple en francais) des
populations d’une méme espece. Différentes études de génétique des populations ont démon-
tré qu’un polymorphisme observé a I’échelle des populations d’une méme espece ou d’especes
proches est beaucoup moins représentatif d’une pression de sélection qu’entre individus d’es-
peces €loignées et est moins soumis a des événements faconnant la composition nucléotidique
tels que le GBC (Gene Bias Conversion, voir ci-dessous). Dans ce cas, la mesure du polymor-
phisme est donc un excellent estimateur du biais mutationnel d’une espece ou d’une population
[90-92]. L’ analyse inter-générationnelle des SNP permet de connaitre les différents taux de muta-
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tions, mais aussi leur nature au sein d’une espece. Or, il existe chez les eucaryotes et procaryotes
un déséquilibre universel des mutations vers un enrichissement en AT [92, 93], et ce malgré
une forte diversité dans le contenu en GC. A titre d’exemple, les organismes Streptomyces coe-
licolor et Plasmodium falciparum arborent tous deux un CUB orienté vers un usage quasi-strict
de codons se terminant en GC pour le premier et en AT pour le deuxieme [94]. En analysant
I’accumulation des mutations sur des génomes complets de lignées appartenant a 37 especes eu-
caryotes et procaryotes, Long et al. confirment I’aspect universel de ce déséquilibre, et décrivent
une pseudo-universalité des mécanismes, notamment de sélection et de biais mutationnels, favo-
risant ainsi la fixation de régions enrichies en GC dans certains génomes [95]. Ainsi, le gBGC, la
méthylation des dinucléotides CpG (voir ci-dessous) et la taille de population efficace sont tout
autant d’origines pouvant expliquer la diversité en contenu en GC au sein de 1’arbre du vivant
[95]. Une analyse se focalisant cette fois-ci sur la diversité de cinq especes de bactéries patho-
genes ayant un mode de reproduction clonal démontre une accumulation des mutations GC ->
AT au sein de chaque espece, et ce malgré une diversité dans leur contenu en GC [92]. Comme
pour Long et al., Hershberg et Petrov supposent que c¢’est la modulation du rythme des mutations
ainsi que I’impact d’autres événements faconnant la composition nucléotidique qui déterminent
le contenu en GC d’un génome bactérien et de son CUB : les génomes de ces cinq especes
bactériennes tendent tous vers une accumulation des substitutions provoquant un enrichissement
en AT, mais celle-ci est contrebalancée par différents événements qui modifient la composition
nucléotidique [92]. Le choix de ces organismes pour une telle étude s’explique par le fait que :

i certains d’entre eux, comme les souches MTBC (Mycobacterium tuberculosis cluster), pos-
sedent une forte proximité phylogénétique, constituant un parfait terreau pour une analyse
sur les forces mutationnelles chez les bactéries,

ii le mode de vie et la reproduction clonale de ces especes semble alléger les contraintes sélec-
tives sur ces especes.

Les auteurs de cette étude expriment néanmoins quelques réserves au sujet de leur étude, ou
certains genes restent tout de méme fortement conservés. Pour finir, ces auteurs indiquent que la
désamination de la cytosine méthylée (voir ci dessous) pourrait étre 1’une des raisons majeures
de I'universalité des transitions GC vers AT [92].

Chez les eucaryotes, les mémes conclusions peuvent étre déduites a partir de plusieurs études.
Chez la drosophile D. melanogaster, Haddrill et Charlesworth tirent les mémes conclusions que
Hershberg et Petrov : dans les régions non-codantes ou le gBGC et la sélection naturelle ont
un impact limité sur la composition nucléotidique, les mutations favorisent 1’installation de nu-
cléotides AT. Au contraire, les autres régions non-codantes arborent un contenu en GC bien plus
élevé, et ce probablement car la pression de sélection et les recombinaisons conduisent a une aug-
mentation du contenu en GC chez cette espece [93, 96]. Ces résultats sont confirmés par I’analyse
du rétrotransposon Helena présent dans les génomes de D. melanogaster et Drosophila virilis,
ou malgré une divergence phylogénétique marquée, chaque espece étudiée posseéde un taux de
transition GC->AT plus élevé que le reste des substitutions au sein du rétrotransposon [97]. Il
est a noter que le rétrotransposon Helena est un élément génétique dead-on-arrival (¢« mort a
I’arrivée » en francais) qui agit comme un pseudo-gene et n’est donc pas soumis a une quel-
conque pression de sélection [97]. La méme étude confirme 1’existence d’un biais mutationnel
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similaire mais bien plus élevé chez les mammiferes, et détermine que cette différence dans le
taux de transitions GC vers AT est majoritairement liée a la désamination des cytosine méthy-
lées (voir ci-dessous). De maniere intéressante, cette étude démontre une équiprobabilité dans les
taux des autres substitutions, suggérant de fait une universalité dans les taux de mutations chez
les bilatériens [97].

La réplication de I’ADN d’un organisme cellulaire s’effectue sur les deux brins dits directs et
indirects via I’activité des ADN polymérases [98]. Ce processus est effectué a 1’aide de facteurs
de réplication qui vont notamment provoquer 1’ouverture de I’ADN en une « fourche de réplica-
tion » pour permettre la synthese des deux nouveaux brins. La réplication du brin direct se fait
dans le sens de I’ouverture de la fourche de réplication, et suit donc les mécanismes qui y sont
associés. En contre-partie, la synthese du brin indirect se fait de maniere morcelée par la création
de fragments dits d’Okazaki. Ces fragments, qui sont détachés les uns des autres, sont regrou-
pés pour former une seule macromolécule d’ADN par le biais de ligases. Malgré les capacités
de relecture des ADN polymérases, les deux brins directs et indirects fraichement synthétisés
sont sujets a des erreurs lors de la réplication qui représentent une forte majorité des mutations
de la cellule, notamment au niveau des sites de liaison des fragments d’Okazaki. Ces erreurs
sont détectées et corrigées par le systeme protéique MR (pour mismatch-repair ou réparation
de mésappariements en francais) sur le brin en cours de synthese avec comme modele le brin
parent [99]. Mais, a une certaine mesure, la réparation de I’ ADN peut mener a la modification de
I’ ADN, provoquant alors un biais mutationnel a I’échelle du génome entier.

Le taux de transcription des genes peut influencer leur CUB. Lors de la transcription, le brin
transcrit et le brin non-transcrit de la molécule d’ADN se séparent. Le brin non-transcrit est alors
temporairement monocaténaire et des épisodes de désaminations de cytosines non-méthylées en
uraciles sont provoqués par les désaminases cellulaires. Les uraciles issues de cette désamina-
tion sont par la suite remplacées par des thymines, de maniere a conserver la structure de I’ADN
[100]. Ce phénomene, qui conduit obligatoirement a 1I’apparition d’un mésappariement entre les
nucleotides G-T des deux brins, est la plupart du temps corrigé par un mécanisme de répara-
tion post-transcriptomique pour que I’ADN retrouve sa séquence initiale. Mais cette correction
peut conduire au remplacement du nucléotide G par un A, ce qui encourage un biais mutation-
nel GC->AT par transcription des genes. Ce phénomene est appelé TAMB (pour Transcription-
Associated Mutational Biases ou biais mutationel associé a la transcription en frangais), et pren-
drait principalement place dans les genes exprimés au sein des tissus de la lignée germinale,
bien qu’il soit observé a une moindre mesure dans les genes exprimés au sein d’autres tissus
[100, 101]. On peut estimer que plus un gene est transcrit, plus il est soumis au TAMB et sera
donc enrichi en AT [39].

Les dinucléotides CpG, précédemment indiqués comme contre-sélectionnés pour permettre
une meilleure expression des geénes, sont aussi soumis au phénomene de désamination de la
cytosine [102]. Lorsqu’elle est méthylée, la cytosine du dinucléotide peut €tre remplacée par une
thymine via I’action des désaminases [102]. Bien que ce phénomene ne soit pas en contradiction
avec une quelconque pression de sélection sur le dinucléotide (et voire méme y participerait), son
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existence faconne le CUB des genes en modifiant le taux global de GC observé et demeure 1’une
des mutations les plus courantes au sein des organismes, favorisant alors les transitions GC->AT.

Chez les eucaryotes, et a I'instar des biais mutationnels, le gBGC est un mécanisme a 1’ori-
gine d’importants changements dans la composition nucléotidique observée. Ce processus, qui
se déroule lors d’une recombinaison (somatique ou meiotique), induit une modification positive
du contenu en GC d’un gene. Il correspond en une modification de la probabilité de fixation des
alleles, généralement positive pour les GC-riches, et ce via le phénomene dit de conversion gé-
nique (i.e transfert d’information génétique non-réciproque) [103]. Cette conversion prend place
lors de la réparation double-brin d’une région d’ADN endommagée, et elle correspond en la co-
pie de la région équivalente d’une autre chromatide (Figure 1.6). Le fragment endommagé est
tout d’abord digéré sur ses deux brins dans le sens 3°-5°, de maniere a ce que les régions en-
tourant la cassure soient simple-brins. Grace a la structure monocaténaire du fragment, celui-ci
forme des hétéroduplexes avec la région de la chromatide qui lui est complémentaire. La répa-
ration des brins d’ADN est effectuée par synthese des régions simple-brins avec comme modele
la séquence de la chromatide apparentée. Le complexe obtenu est appelé jonction d’Holliday et
peut, dans certains cas, subir des événements de crossing-over (enjambement ou entrecroisement
en francais) [103]. Dans le cas ou les régions endommagées et non-endommagées différaient a la
base, le mécanisme de réparation de la cassure double-brin engendre ladite conversion de I’ADN
endommagé, car cette région devient une stricte copie de son complémentaire. Deux mécanismes
semblent étre majoritairement a 1’origine de la conversion des génes par réparation : le systeme
NER (Nucleotide Excision Repair) qui digere puis resynthétise fidelement I’ADN endommagé
a partir de I’ADN non-endommagé et le systtme BER (Base Excision Repair) qui répare les
inadéquations entre les deux brins des hétéroduplexes [103]. C’est ce dernier systeéme qui serait
grandement responsable du gBGC, car il favoriserait le remplacement des alleles riches en AT
par des alleles riches en GC lors de la réparation de I’ADN, que ce soit sur le brin endommagé
ou le brin modele. Il a ét€ démontré que le systtme BER possede un rdle majeur dans le gBGC
observé chez la souris commune Mus musculus [104]. Mais chez S. cerevisiae, ce méme systeme
ne semble pas étre corrélé aux patrons de gBGC observés [104, 105]. Par ailleurs, lors de la
recombinaison meiotique, les alleles contenant des AT sont plus sujets a une cassure double-brin
que les autres alleles. Généralement, la réparation par conversion génique conduit au remplace-
ment de 1’allele AT par une version enrichie en GC le cas échéant. De ce fait, le systtme NER
pourrait lui aussi étre indirectement impliqué dans le gBGC, bien que cela n’ait jamais été dé-
montré explicitement [103]. Les régions génomiques possédant un fort taux de recombinaison
sont généralement sujettes a un fort gBGC [43, 103].

Chez certains organismes, le génome est organis€ en régions possédant des taux différentiels
de GC. L’organisation des génomes de Vertrébrés en isochores (définis en régions riches en AT
ou en GC) serait majoritairement issue des biais mutationnels qui influencent la composition nu-
cléotidique de longues régions d’ADN [43, 106, 107]. La recombinaison génique serait I’un des
facteurs les plus importants pour expliquer une telle mosaique a I’échelle des génomes observés
[107]. Au sein des isochores, le CUB des genes est corrélé au contenu en GC des régions non-
codantes (i.e régions flanquantes et introns) [43]. De ce fait, et a titre d’exemple, le CUB des
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Figure 1.6 — Description schématique du biais-GC de conversion génique (gBGC). Etape 1 :
1’'une des deux chromatides subit une cassure double-brin; Etape 2 : le site de cassure est rendu
simple-brin sur les brins transcrits et non-transcrits par 1’action de dégradosomes ; Etape 3 : les
fragments monocaténaires de la chromatide brisée forment des hétéroduplexes avec la chroma-
tide sceur. Le systeme NER répare les fragments monocaténaires en se servant de la chromatide
sceur comme modele. Le systeme BER répare les irrégularités entre les deux chromatides par
substitution des nucléotides non-apparentés. Chacun des systemes peut, selon la nature de la sub-
stitution (BER) et de la chromatide sceur (NER) modifier la composition nucléotidique de I'une
ou des deux chromatides.
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genes humains est séparé en deux populations distinctes : une ou le CUB est AT3-riche (au sein
des isochores AT-riches) et I’autre ou le CUB est GC3-riche (au sein des isochores GC3-riches)
[94]. Quelle que soit I’origine de la composition nucléotidique observée, celle-ci ne s’arréte pas
aux régions non-codantes, et définit fortement le CUB des genes [43].

1.3 Cas particulier du CUB des virus

1.3.1 Définition du virus

Les virus sont les entités du vivant — bien que la définition du vivant reste toujours le sujet
d’un vif débat — les plus abondantes. Ils posseédent un réle majeur dans le faconnement de nos
environnements et dans I’évolution de la biosphere [108]. On peut considérer que chaque orga-
nisme cellulaire est en étroite relation avec plusieurs virus qui, par une définition assez réductrice,
constituent des parasites encapsidés intracellulaires de leur hote [108]. On suppose que la rela-
tion entre les organismes cellulaires et les virus est ancienne, pour ne pas dire contemporaine de
I’origine du vivant. Pour cette raison, mais aussi du fait de la vaste ubiquité de virus présents sur
Terre, il est difficile d’estimer leur origine et leur histoire évolutive, en supposant méme qu’ils
soient monophylétiques [108]. Il existe trois scénarios distincts concernant 1’origine des virus :

— L’hypothese du virus primordial, ou les virus seraient les descendants directs des premiers
réplicons (i.e. un ARN ou un ADN capable de réplication) qui ont existé lors de 1’étape
pré-cellulaire des organismes que nous connaissons aujourd’hui [108].

— LDorigine réductrice des virus, ou les virus seraient en réalité le produit de la dégénéres-
cence de cellules ayant perdu leur capacité d’auto-réplication, les forcant alors a devenir
des parasites intra-cellulaires pour effectuer leur réplication [108].

— Le scénario des geénes échappés, ou les virus sont apparus de multiples fois au cours de
I’évolution par des mécanismes d’isolement de genes « égoistes » de la cellule, et qui ont
gagné la capacité de se répliquer et d’infecter d’autres cellules de maniere autonome. Au
sein de cette hypothese, on suppose que les virus d’eucaryotes, de bactéries et d’archées
proviennent donc tous d’un génome primordial des hotes qu’ils infectent [108].

Ces trois scénarios semblent distincts, exclusifs et voire méme contradictoires, mais la diver-
sité des virus que 1’on observe aujourd’hui et les épisodes probables d’émergences non mono-
phylétiques nous forcent a les considérer toutes les trois [108].

Selon la classification de Baltimore, les virus peuvent étre classés par la nature de leur ma-
tériel génétique et de leur stratégie de reproduction : il existerait alors les virus a ARN (simples
brins, formant les groupes 1V, V et VI; doubles brins, formant le groupe III) et les virus a ADN
(simples brins, formant le groupe II; doubles brins, formant les groupes I et VII) [109]. Le gé-
nome des virus est encapsulé au sein d’une capside (structure protéique protégeant le virus),
elle-méme parfois enveloppée par une membrane d’origine cellulaire et de protéines d’origine
virales et cellulaires [110]. Grossierement, les mécanismes de reproduction d’un virus orbitent
autour du besoin de produire des virions pour infecter de nouveaux hotes. Ainsi, la plupart des
genes viraux visent a promouvoir la réplication et la transcription du matériel génétique viral, et
a produire les protéines de la capside.
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Les virus sont des parasites intracellulaires obligatoires qui utilisent la machinerie cellulaire
de leur hote pour se reproduire [108, 110]. Le matériel génétique du virus ne fait pas exception
dans le monde du vivant : il doit étre répliqué, parfois transcrit et la production de ses protéines
doit étre assurée par une machinerie ribosomale. Les virus a ARN (a I’exception des rétrovirus du
groupe VI) encodent leur propre ARN polymérase ARN-dépendante, qui permet la transcription
de leur matériel génétique [111]. Les rétrovirus, quant a eux, codent une ADN polymérase ARN-
dépendante, permettant la rétrotranscription de I’ARN viral en ADN. Ce dernier s’inserera au
sein du génome de la cellule et sera transcrit par les polymérases de 1’hote, permettant ainsi une
réplication indirecte de I’ARN viral [111]. La grande majorité des virus a ADN encodent leur
propre ADN polymérase (ou des enzymes qui contribuent a la réplication), et la transcription
de leurs genes est principalement assurée par des ARN polymérases de 1’hote, a I’exception
des poxvirus qui, ne pouvant pénétrer le noyau de leur cellule hote, utilisent une transcriptase
d’origine virale. Les Parvoviridae, Hepadnaviridae et Papoviricetes sont une exception chez les
virus 2 ADN : les Parvoviridae et Papoviricetes utilisent les ADN polymérases de leur hote pour
se répliquer, et les Hepadnaviridae se répliquent par le biais d’'un ARN intermédiaire grace a une
transcriptase inverse virale [111]. Cette forte diversité dans les mécanismes de réplication et de
transcription virales ne se retrouve pas au niveau du processus de traduction, ou I’ensemble des
ARN viraux sont traduits par la machinerie cellulaire de leur hote [111].

1.3.2 Virus et CUB

Au sein des virus, on observe une véritable diversité dans leur CUB, ou celui-ci peut étre lié
(ou non) a des processus de sélection traductionnelle [112—-114]. Comme chez les organismes
cellulaires, une sélection traductionnelle chez les virus impliquerait une meilleure traduction des
genes, et donc une amélioration de leur fitness (valeur sélective en frangais) [112, 115, 116].

Les bactériophages (i.e. virus de bactéries) semblent posséder un consensus dans leur CUB,
ou celui-ci suit généralement le CUB des genes fortement exprimés de leur hote [112, 117]. Mais
il existerait tout de méme une différence de CUB entre les genes « précoces » (exprimés au dé-
but de I’infection de la cellule par le virus) et « tardifs » (exprimés a la fin de I’infection) chez
un certain nombre de bactériophages [112, 118]. D’apres Goz et al., qui étudient le CUB des
genes du bactériophage A d’E. coli, cette différence s’expliquerait par les changements de 1’en-
vironnement cellulaire au cours des différentes phases du cycle lytique du virus (et notamment
des populations d’ARNt), ou les génes précoces et tardifs seraient tour a tour « optimisés » pour
exploiter au mieux la machinerie cellulaire de leur hote [112].

Des conclusions identiques peuvent étre tirées chez certains virus d’eucaryotes photosynthé-
tiques, bien que la relation hote-parasite du CUB dépend fortement du virus et de I’hote considé-
rés. Le CUB du virus otV5 de I’organisme Ostreococcus tauri semble étre soumis a une pression
de sélection lui permettant une « optimisation » de 1’expression de ses genes suivant I’hypothese
de sélection traductionnelle [116]. Il est intéressant de noter que ce virus possede cing genes
codants des ARNts « complémentaires » de ceux retrouvés chez leur hote. Ces ARNt sont peu re-
présentés au sein de I’hodte, et la présence de ces genes au sein du génome viral pourrait étre liée a
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un mécanisme assurant I’optimisation du CUB viral par I’apport d’ ARNt supplémentaires [116].
L analyse des phytovirus CTV (Citrus Tristeza Virus) sur trois especes d’agrumiers a conduit a
la détection d’une correspondance du CUB avec celui de 1’une des trois especes hote [119]. Les
infections sur I’espece hote partageant un fort CUB avec le CTV sont systématiquement asymp-
tomatiques, alors que les deux autres présentent des symptomes allant jusqu’a 1’apoptose des
cellules et la mort de la plante. Cette correspondance du CUB pourrait marquer une avirulence
progressive chez 1’espece hote naturelle, et une virulence marquée chez les espéces devenues
récemment hotes du virus [119]. Pour Biswas et al., une telle observation pourrait supposer un
role du CUB dans la pathogénécité et dans la fitness des virus chez les plantes [119].

On observe chez un certain nombre de virus de Vertébrés a ARN un CUB discret (i.e proche
d’une absence de biais), comme chez le virus du Zika [120], du Chikungunya [121] de Mar-
burg [122] ou encore Ebola [123]. D’apres une analyse extensive du CUB des virus a ARN par
Jenkins et Holmes, il semblerait que le biais mutationnel soit majoritairement responsable du
profil observé [114]. Mais les hypotheses de sélection traductionnelle ne sont pas pour autant re-
jetées. Au sein de leur étude sur le virus du Chikungunya ou encore de Marburg, Butt et al. ainsi
que Nasrullah et al. démontrent clairement I’importance du biais mutationnel mais décrivent
aussi la possibilité de 1’existence d’une force de sélection actant sur les geénes des virus analysés
[121, 122]. 11 est intéressant de noter que certains virus a8 ARN, comme le virus de I’hépatite A
ou encore de la grippe A possedent un CUB contraire a celui de leur hote et qui ne semble pas
forcément et uniquement lié a des mécanismes mutationnels [124, 125]. Dans un autre exemple,
on observe un CUB proche de celui de I’hote H. sapiens chez le virus de la fievre hémorragique
de Crimée-Congo [126].

Le CUB des virus a ADN suit les mémes tendances que celui des virus a ARN, ou le profil
des CDS est généralement marqué par un faible CUB, comme chez la majorité des représentants
des Parvoviridae [113], chez le virus de I’hépatite B [127] ou encore chez les Adenoviridae [128].
Il est a noter que selon 1’étude de Shi et al., certains virus faisant partie des Parvoviridae ont un
CUB fort et orienté vers celui de leur hote, démontrant une diversité en CUB a I'intérieur d’une
méme famille [113]. Les Papillomaviridae ont eux aussi un fort CUB allant dans le sens contraire
de celui de leur hote [129]. Tout comme chez certains bactériophages, le virus de Epstein-barr
possede une particularité remarquable ou le CUB des genes du cycle latent est contraire a celui
de leur hote, alors que le CUB des genes associés a la phase lytique se démarquent par une
proximité avec le CUB de I’hote [130]. 11 est a noter que Karlin et al. proposent qu’un CUB
contraire a celui de I’hdte pourrait signifier une minimisation des conséquences déléteres de
I’infection. Bien entendu, ils appliquent cette hypothese aux genes latents du virus de Epstein-
Barr, mais proposent aussi que le profil de ces genes pourrait €tre dii a un événement d’acquisition
récente de ces mémes genes [130]. Une étude récente de Chen et al. a démontré que le CUB des
poxvirus, s’il suit celui de leur hote, appauvrit les populations d’ ARNt disponibles pour la cellule
et entralnerait alors la dégradation de la production des protéines de 1’hote [131]. Chen et al.
remarquent chez les virus de mammiferes un rapprochement entre similarité du CUB virus-hote
et effet symptomatique de I’infection [131]. Pour eux, le CUB des virus de mammiferes aurait
tendance a ne pas suivre celui de leur hote naturel et/ou réservoir, dans I’optique de pouvoir se
transmettre sans provoquer de forts symptomes chez 1’hdte. De ce fait, on pourrait considérer
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que certains virus adopteraient une stratégie de « désoptimisation » pour alléger I’impact de
I’infection sur 1’hote au cours de 1I’évolution [131].

Dans la majorité de ces €tudes, le biais mutationnel semble étre I’origine majoritaire du CUB
observé chez les virus d’eucaryotes animaux, mais des signatures de sélection actant sur le CUB
ont tout de méme été observées, ou du moins supposées [113, 121, 122, 126, 127].

Comme énoncé précédemment, le CUB des virus est aussi sous I'influence des mécanismes
de défense de la cellule hote. En plus d’€tre soumis a la méthylation du matériel génétique viral,
les dinucléotides CpG peuvent étre reconnus par des systemes de dégradation du matériel viral
comme le ZAP ou encore les Toll-Like Receptors (Récepteur de Type Toll en francgais) [85, 132].
Certains virus, comme le BKPyV, évitent systématiquement I’usage de codons NCG pour coder
les acides aminés correspondants, et ce probablement par une pression de sélection orchestrée par
la cellule hote (voir Chapitre 4). Une telle particularité a été explorée pour proposer de nouvelles
solutions vaccinales [85, 115].

Il est primordial d’étudier les particularités génétiques des virus pour déterminer les origines
de leur CUB. Au sein de cette these, nous étudierons le CUB des polyomavirus humains pour
mieux comprendre la relation qu’ils entretiennent avec leur hote, et pour tenter de déceler des
signatures mutationnelles ou de sélection.

1.4 Mesure du biais d’usage des codons
1.4.1 Indices du CUB

Les indices de mesure du CUB visent principalement a représenter les fréquences des co-
dons synonymes tout en réduisant I’information pour la rendre plus simple d’interprétation. Les
indices de mesure du CUB peuvent étre classés en deux familles qualifiant les indices de « com-
paratifs » et « non-comparatifs ». Le Tableau 1.3 décrit une liste non-exhaustive d’indices et les
classe selon la famille a laquelle ils appartiennent.

Les indices comparatifs

Les indices comparatifs estiment le CUB en comparant une séquence requéte a un jeu de don-
nées de référence [47]. Ces indices ont pour principal objectif de dénoter des différences ou des
similitudes entre deux jeux de données, bien souvent pour faire ressortir une « optimalité » chez
I’un d’entre eux, ou tout simplement pour vérifier si ceux-ci partagent le méme CUB. Comme
pour tout indice de mesure du CUB, le premier jeu de données correspond aux séquences re-
quétes. Selon I'indice et 1’analyse voulue par I'utilisateur, le jeu de données de référence peut
étre le CUB d’un ensemble de genes ou d’une liste de codons dits « optimaux » [37, 47]. Le
premier type de référence est appelé Table d’Usage des Codons (TUC; CUT en anglais), généra-
lement au format de Kazusa, et contient des informations sur le nombre de codons retrouvés au
sein de I’ensemble de geénes étudiés [133]. A I'instar du CUB, la TUC peut étre définie a diffé-
rents niveaux, comme sur la globalité des genes (ou, par exemple, des genes fortement exprimés)
d’un organisme ou d’un tissu. Des indices tels que le CAI (pour Codon Adaptation Index), ou



TABLE 1.3 — Liste non-exhaustive des mesures de biais d’usage des codons décrites au sein de cette these. La nature de chaque
méthode (indices comparatifs ou non-comparatifs), la nécessité d’une référence pour effectuer le calcul, I’intégration ou non du
biais mutationnel dans I’analyse, les bornes des valeurs obtenues en sortie (allant d’un usage équiprobable des codons a un biais
d’usage maximum, ou d’une « désoptimisation » a une « optimisation ») ainsi que la méthode d’origine sont autant d’informations

indiquées dans les cases correspondantes.

Méthode | Auteurs Famille Bornes Indice d’origine
FOP Tkemura [37] Comparative (réf : liste de codons optimaux) [0,1] -
CAI Sharp et Li [47] Comparative (réf : jeu de séquences de référence) [0,1] -
tAI Reis et al. [135] Comparative (réf : jeu de séquences de référence) [0,1] CAI
rCAI Lee et al. [136] Comparative (réf : jeu de séquences de référence) [0,1] CAI
X2 Shields et al. [137] Non-comparative ] — 00, 00] -
CBI93 Morton [138] Non-comparative [0,1] CBI [38]
1CDI Freire-Picos et al. [134] Non-comparative [0,1] -
MCB Urrutia et Hurst [139] Non-comparative | — 00, 00] -
SCUO Wan et al. [140] Non-comparative [0,1] -
CcDC Zhang et al. [141] Non-comparative [0,1] -
ENC Wright [142] Non-comparative [61, 20] -
ENC' Novembre [143] Non-comparative [61, 20] ENC
ENC* Fuglsang [144] Non-comparative [61, 20] ENC
mENC' | Satapathy et al. [145) Non-comparative [61, 20] ENC

143
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encore I’ICDI (pour Intrinsic CoDon bias Index), utilisent une référence sous ce format [47, 134].
Le deuxieme type de référence, simplement nommé liste des codons optimaux, représente une
liste de codons synonymes qui sont considérés comme « optimaux » [37]. De ce fait, la liste re-
présente pour chaque acide aminé un seul et unique codon synonyme « optimal ». L’optimalité
d’un codon peut étre définie en fonction de la disponibilité des ARNt associés, ou encore de la
fréquence dudit codon par rapport a ses synonymes au sein de genes fortement exprimés. Le FOP
(pour Frequency of Optimal codons) [37] ou encore le CBI (pour Codon Bias Index) utilisent une
liste de codons optimaux pour déterminer le CUB d’une séquence [38].

A ce jour, le CAI demeure 1’indice comparatif le plus utilisé par la communauté scientifique.
Celui-ci a pour objectif de comparer une séquence requéte a une table d’usage des codons dans
I’objectif de déterminer si les codons préférentiellement utilisés par la référence sont aussi utili-
sés au sein de la séquence requéte et en quelle quantité [47]. De maniere plus explicite, I’indice
CAI mesure I’ « optimalité » d’une séquence requéte par rapport a la référence et n’est donc pas
a proprement parler un indice de mesure du CUB (opinion personnelle).

La premiere étape de calcul d’un score CAI est la détermination de valeurs d’adaptativités
relatives (w) pour chaque acide aminé (a) a partir des fréquences (f) des codons synonymes
associés au sein de la référence. Ces valeurs représentent pour chaque codon c leur fréquence
divisée par la fréquence de leur synonyme le plus représenté :

(1.1

We,q = fmax
a

De ce fait, les valeurs admises par les adaptativités relatives vont de 0 (absence du codon

synonyme, si on ne considere pas la correction décrite ci-dessous) a 1 (score du codon synonyme

le plus représenté). Dans le cas ou un codon est absent de la référence, les auteurs de I’indice

CALI suggerent de lui donner une valeur d’adaptativité de 0,5 [47]. Le calcul de la valeur CAI

se fait par la moyenne géométrique des adaptativités relatives des codons de la séquence requéte
selon la formule :

L T
CAI = H wy, 1.2)
k=1

ou k représente le k™ codon de la séquence requéte et L sa longueur. Le score CAI d’une
séquence requéte varie entre 0 (utilisation par la requéte des codons synonymes absents de la
référence, sans correction des scores des adaptativités relatives) et 1 (utilisation exclusive des
codons synonymes les plus représentés de la référence) [47].

Pour approfondir une analyse du CUB a I’aide de I’indice CAI, plusieurs versions de cet
indice ont été créées au cours de ces dernidres années. A titre d’exemple, le rCAI est une modifi-
cation du CAI prenant en compte les trois cadres de lecture possibles d’une séquence contenant
des genes chevauchants [136]. Un tel indice a été développé dans le but d’analyser le CUB de
séquences virales, ol les régions codantes peuvent étre exprimées selon différents cadres de
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lecture (i.e., les différentes facons de lire un CDS; celui-ci peut étre traduit par la machinerie
ribosomale a partir du premier, deuxieme ou troisieme nucléotide du codon initiateur, décalant
ainsi le reste des codons lus). Lee et al. proposent de soustraire a 1’adaptativité relative w d’un
codon c les adaptativités relatives que 1’on retrouve en considérant les séquences de référence
avec des cadres de lecture +1 et +2 [136] :

ln(wg,z) + ln(wig)
2

LNWD{ = In(wg,) — (1.3)
Pour une méme séquence de référence, wy,; représente alors I’adaptativité relative d’un codon ¢
obtenue selon le cadre de lecture classique, wy, celle lorsqu’on décale le cadre de lecture d’un
nucléotide et wy 5 lorsqu’on le décale de deux nucléotides.

Une fois les valeurs LNWD obtenues, le calcul du score rCAI s’effectue, comme pour le
CALI, en prenant la moyenne géométrique des valeurs LNWD des codons composant la séquence
requéte :

L .
rCAI = (H LNWDk> (1.4)

k=1

Le tAl (pour tRNA Adaptation Index) est quand a lui une modification du CAI prenant en
compte le nombre de copies d’ARNt au sein du génome de I’organisme étudié [135]. Ici, 1’objec-
tif est de représenter les hypotheses de sélection traductionelle et de disponibilité des ARNt lors
de la traduction dans le calcul du CUB d’une séquence requéte.

Tout d’abord, un score d’adaptativité absolue est calculé pour chaque codon selon la formule :

Ne

W= (1 —s5)* tGCN (1.5)

c
J=1

ou j représente I’ARNt associé au codon c, n. le nombre total de copies de genes des ARNt
cognate et near-cognate du codon (nombre qualitatif d’ARNt pouvant s’associer a ce codon)
du codon ¢, tGCNj le nombre de copies de genes codant I’ARNt j associ€ au codon c et s§ la
contrainte sélective d’efficacité du couplage entre 1’anticodon de j et le codon <.

Une fois toutes les adaptativités absolues obtenues, il est possible de calculer les adaptativités
relatives de chaque codon :

Wa
0= _¢ 1.6
wc Wmax ( )

ou W, représente 1’adaptativité absolue la plus élevée de 1’acide aminé a. Pour finir, le score
tAl d’une séquence se calcule de la méme maniere que le score CAI, c’est a dire par la moyenne



Chapitre 1 - Introduction 37

géométrique des adaptativités relatives w des codons de la séquence requéte :
1
L T
tAl = (H wk) (1.7)
k=1

Au dela de I'indice CAI, I'indice FOP est lui aussi couramment utilisé pour déterminer le
CUB d’une séquence requéte [37]. Ici, I’objectif est de déterminer le nombre de codons « opti-
maux » (e.g. les codons associés a des ARNt possédant un grand nombre de copies de genes)
parmi tous les codons utilisés par la séquence requéte :

OccCopt

FOP = (1.8)

tot
Ou Occ,; représente 1’occurrence des codons « optimaux » au sein de la séquence requéte et
N,y le nombre total de codons.
Bien qu’ayant la méme philosophie que le CAI, c’est-a-dire la mesure de I’ « optimalité » d’un
gene par rapport a une référence, le FOP n’integre pas directement les codons synonymes « non-
optimaux » dans son calcul, mais détermine plutdt la proportion d’optimalité d’une séquence.

Les indices non-comparatifs

La philosophie des indices non-comparatifs est de déterminer directement le CUB d’une sé-
quence sans aucune référence et se rapproche donc de la description d’un véritable CUB. Ces
indices sont réputées pour mesurer 1’écart du CUB d’une séquence par rapport a un usage équi-
probable des codons synonymes. Ici, Le CUB peut étre déterminé a 1’aide d’une Hypothese Nulle
(décrivant souvent ladite équiprobabilité des codons synonymes), d’'une mesure de I’entropie des
acides aminés en termes de CUB, ou encore en comparant les fréquences des codons de la requéte
face a des fréquences attendues [134, 142]. Cette famille contient des indices tels que le Maxi-
mum likelihood codon bias MCB [139], le Synonymous Codon Usage Order SCUOQO [140, 146]
ou encore le y-scaled [137].

L’ENC ou N, (pour Effective Number of Codons ou le Nombre de codons Effectif en francais)
est I’indice le plus explicite et simple d’utilisation de cette famille. Il demeure aujourd’hui 1’'un
des plus utilisés pour mesurer le CUB de séquences requétes. En premier lieu, il est nécessaire
de déterminer un score de contribution E d’un acide aminé a partir des fréquences p; de chaque
codon synonyme pouvant le coder :

K
E = (na Zp? - 1) (na - 1) (19)
=1

ol n, décrit I'usage total des codons pour ’acide aminé a (avec n € {ny4,M2.4, N34, --})s
p; = n;/n la fréquence du codon synonyme i et £5¥" le nombre de codons synonymes de 1’acide
aminé a.
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Si un codon est absent de I’analyse, il n’est pas pris en n compte dans le calcul de la contribution
F de I’acide aminé auquel il est normalement attaché. F possede une plage de valeurs allant de
1/k (les codons synonymes de 1’acide aminé observé sont utilisés de maniére égale au sein de la
sequence) a 1 (fort biais d’usage des codons pour I’acide aminé étudié). Une fois les contributions
F calculées, il est possible pour chacune d’entre elle de calculer leur valeur N. :

~ 1
Nc,a = = (1.10)
F,

La valeur du N est directement corrélée au biais d’usage des codons de I’acide aminé étudié.
Ainsi, Nc = k si les codons sont utilisés de maniere équivalente par 1’acide aminé. Nc¢ = 1 si,
par exemple, un codon est exclusivement utilisé¢ pour coder I’acide aminé.

Le calcul global de I'ENC de la séquence requéte est effectué par I’addition des moyennes
des contributions £’ de chaque catégorie d’acide aminé (i.e. acides aminés encodés par 2, 3, 4 ou
6 codons). En considérant, par exemple, les acides aminés de type 4 (i.e. tous les acides aminés
encodés par 4 codons synonymes) on obtient I’équation suivante :

T4 5
g;_4 Zi:l F’Z F4
ou z,4 représente le nombre d’acides amin€s encodés par 4 codons synonymes, I la valeur des

contributions de chacun de ces acides aminé€s, F4 la moyenne des contributions des 5 acides
aminés encodés par 4 codons synonymes et £ le nombre de codons synonymes codant 1’acide
aminé a.

Pour finir, on peut calculer ’ENC global de la séquence d’intérét :

9 1 5 3

Ne=2+—+ =+ — + — (1.12a)
Fy Fy Fy Fg
= > &) (1.12b)
iearc Fi

le score obtenu varie de 61 (tous les codons synonymes sont utilisés avec la méme fréquence)
a 20 (tous les acides aminés de la requéte sont codés par un seul et unique codon synonyme).

A Dinstar du CAI, ’ENC a aussi été sujet 4 plusieurs modifications visant cette fois-ci a
améliorer la fiabilité de son calcul. En effet, le score de ’ENC peut étre modifié et bien souvent
surestimé en fonction de I’absence de certains acides aminés dans la séquence étudiée. Pour
corriger ce biais, Satapathy et al. ont développé un indice appelée mN.. En premier lieu, il est
nécessaire de calculer les contributions de chaque acide aminé de I’analyse :

2
-~ Xa+1
F =
a La

syn

(1.13)
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ol 2 est une statistique de x? sur I’acide aminé a :

ka

syn

a _ ,a\2
X?L:ZM (1.14)

ea
c=1 ¢

p. représente la fréquence observée du codon c de 1’acide aminé a et e. sa valeur attendue
sous une hypothese nulle prenant en compte un biais mutationnel défini [143, 145]. Une fois

toutes les valeurs de contribution obtenues, le calcul du mﬁc est proche de celui du N :
s 1
mN, = 7 (1.15)

ou A représente tous les acides aminés présents dans la séquence requéte.
!/

Le calcul du mﬁc est donc globalement identique a celui du N., & I’exception du fait que le
nombre de codons codant chaque acide aminé n’est plus pris en compte dans chacune des étapes
de calcul [145]. Si la valeur attendue est égale a une hypothese d’usage équivalent des codons,
on retrouve une méthode « classique » proche de celle de Wright [142] avec :

s’y n

F,="(p2)? (1.16)
c=1
et
mN, = Zi (1.17)
c F/ .
acA = @

Comme pour le N, le score obtenu varie de 61 (tous les codons synonymes sont utilisés avec
la méme fréquence) a 20 (tous les acides aminés de la requéte sont codés par un seul et unique
codon synonyme).

Limites des indices de mesure du CUB

Malgré une grande diversité dans les stratégies de calcul du CUB, bon nombre d’indices
sont sujets a des défauts et a des limites pouvant impacter la significativité du score obtenu.
La premiere d’entre elle est la taille de la séquence qui, sous couvert de représenter tous les
acides aminés, doit avoir une taille supérieure a 300 nucléotides pour que son CUB soit estimé
convenablement [147]. En effet, en dessous de cette taille, il manque normalement a la plupart
des séquences un ou plusieurs acides aminés, et les différents acides aminés qui les composent ne
sont généralement pas assez représentés, ce qui peut fausser toute mesure de CUB [148]. Avec
I’ENC, I’absence d’une famille de codons synonymes, et plus précisément celle de I’isoleucine
(Ie seul acide aminé codé par trois codons synonymes), provoque un véritable changement des
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plages de scores obtenues et, sans modification empirique du calcul, une surestimation du CUB
[145]. C’est aussi le cas de I'indice CAI pour lequel le score des codons synonymes manquants
a une référence a obligatoirement une valeur adaptative de 0.5, changeant alors le score des
séquences requétes sans que le véritable impact des codons synonymes dans le CUB ne soit
estimé [47]. Dans ce cas, il serait plus judicieux de construire une meilleure référence, ou encore
d’ignorer ces codons lors du calcul de la valeur CAI de la requéte.

La composition et I’hétérogénéité en acides aminés d’une séquence peut aussi étre un facteur
limitant lorsqu’il s’agit de déterminer avec précision le CUB d’une séquence. Si I’on prend le
cas d’une séquence requéte virtuelle possédant un grand nombre d’asparagine et un petit nombre
de phénylananine, le CUB de la phénylalanine pourrait étre masqué par le CUB de 1’asparagine.
Comptabiliser les fréquences des acides aminés, c’est représenter le véritable CUB d’une sé-
quence, mais c’est aussi masquer le CUB individuel de chaque acide aminé. Alors que 1’indice
CAI comptabilise tous les codons synonymes d’une séquence, et donc indirectement sa composi-
tion en acides aminés [47], I'indice ENC standardise le CUB de chaque acide aminé de maniere
a ce qu’ils aient le méme poids dans le score final [142].

Pour finir, le contenu en GC des séquences requétes peut lui aussi influencer le calcul du
CUB d’une séquence. Toujours en prenant I’exemple de 1’indice CAlI, les scores globaux d’un
organisme ayant un fort taux en GC ou en AT, et donc un fort biais d’usage des codons global, se-
ront constamment élevés, biaisant alors les résultats obtenus et leur interprétation, surtout lorsque
I’on compare ces scores a ceux d’un organisme ayant un taux de GC plus hétérogene [94].

Une autre problématique s’impose lorsqu’il s’agit de parler de détermination du CUB. Cer-
tains indices, comme I’ENC, déterminent directement le CUB d’une séquence de maniere re-
marquable, et la signification des résultats possede une forte représentativité biologique. Mais
d’autres indices, et notamment les comparatifs, sont souvent considérés comme déterminant du
CUB alors qu’ils mesurent bien souvent une « optimalité » des codons par rapport a ladite réfé-
rence. C’est le cas du CAI qui, malgré sa sémantique, est souvent utilisé pour mesurer le CUB
d’une séquence requéte en rapport avec une référence. Or, un score CAI élevé n’indique en rien le
CUB d’une séquence, mais plutot si les codons fortement utilisés dans la référence se retrouvent
aussi en grand nombre dans la séquence requéte [47].

Autres méthodes de mesure du CUB

Les indices décrits ci-dessus ont pour principal objectif de résumer I’information pour per-
mettre une analyse aisée et synthétique du CUB. De facto, cette réduction conduit automatique-
ment 2 une perte de détails sur la nature du CUB. A titre d’exemple, deux séquences requétes
ayant une différence marquée dans leur CUB peuvent avoir un méme score CAI, tout simple-
ment parce que la combinaison des valeurs adaptatives de leurs codons s’équilibre autour d’une
méme valeur. Pour compléter de telles analyses, il est nécessaire de considérer les codons a
I’échelle des différentes familles de codons synonymes auxquelles ils appartiennent, de maniere
a destructurer et a décrire le CUB d’une séquence acide aminé par acide aminé. En parallele du
développement de I'indice CAl, Sharp et Li développerent le calcul des scores RSCU (Relative
Synonymous Codon Usage ou valeurs relatives d’usage des codons en frangais) [47]. Avec le
RSCU, les fréquences des codons synonymes sont transformées en fonction de leur relation avec
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les fréquences des autres codons synonymes qui encodent le méme acide. Le RSCU, bien qu’il
ne possede aucun avantage par rapport a une simple représentation des fréquences des codons
synonymes, est bien souvent préféré a cette solution car il permet une meilleure représentation
du CUB. Celui-ci est calculé de la maniere suivante :

syn
kY™ X 4

LSYT
Cil $a7c

RSCU,, = (1.18)

ou k;¥" représente le nombre de codons synonymes encodant 1’acide aminé a et z,, . I’occurrence
des codons synonymes de a. Ainsi, un codon synonyme associé a un acide aminé encodé par
quatre codons synonymes peut avoir une valeur RSCU allant de 0 (aucune utilisation du codon)
a 4 (utilisation unique du codon).

Des modifications théoriques au calcul du RSCU ont été proposées par certains auteurs, tel
que le RSCUrs de Paulet et al. [149]. Celui-ci se base sur la détermination du profil ribosomal
des ARNm fortement exprimés d’un organisme pour en déduire le RSCU des codons. De ce
fait, cette méthode s’appuie sur la sélection traductionnelle pour représenter un CUB en fonction
du succes traducteur qu’il apporte. Les auteurs soulignent par ailleurs que le RSCUrs prédit et
représente correctement 1’expression des genes chez une pléthore d’organismes, mais que son
importance est plus limitée chez les eucaryotes multicellulaires [149]. Le calcul du RSCUrs est
le méme que pour le RSCU, a I’exception du fait que les codons comptabilisés dans le calcul du
RSCU appartiennent a des genes fortement exprimés et sont situés de la position 20 a 200 du gene
et ce pour éviter tout autre biais d’accumulation des ribosomes, comme indiqué précédemment
avec la mise en place d’une « rampe » de lancement des ribosomes au sein de la région 5’ des
genes [149].

1.4.2 Outils de mesure du CUB

En parallele du développement de nouvelles mesures du CUB, plusieurs outils informatiques
ont été créés. Ceux-ci permettent aux utilisateurs de calculer directement le CUB de leurs sé-
quences requétes a I’aide d’un certain nombre d’indices tout en proposant diverses taches pour
approfondir leurs analyses. Ces programmes possedent une architecture simple ou 1’utilisateur
saisit en entrée les séquences requétes (ainsi qu'une référence si besoin) et choisit des options
dépendantes de la tiche demandée, pour recevoir en sortie les résultats des analyses (Figure 1.7).
Une liste non-exhaustive des programmes et outils informatiques de mesure du CUB est présen-
tée au sein du Tableau 1.4.2.

Bien souvent, ces programmes se contentent d’effectuer les mesures a 1’aide des indices CAl,
ENC ou d’autres indices mais sans jamais proposer une liste exhaustive de solutions. A ce jour,
I’outil CodonW reste le plus complet en proposant une détermination du CUB par le biais des
indices CAI, ENC, CBI et ICDI [150]. I est a noter que certains outils ont été spécialement dé-
veloppés pour y insérer un index, comme 1’outil CodonO pour I’'index SCUQ [146]. A contrario,
certains indices, tels que le MCB et le y? n’ont jamais été implémentés au sein d’un outil dispo-
nible pour la communauté scientifique, et peuvent donc étre considérés comme « orphelins ». Un
tel manque dans la disponibilité des solutions de calcul du CUB est conséquent, ne serait-ce que
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Figure 1.7 — Architecture type d’un outil d’analyse du biais d’usage des codons. Pour fonc-
tionner, ces programmes demandent un certain nombre de données d’entrée, telles que des sé-
quences requétes (obligatoire), une table d’usage des codons au format de Kazusa (facultatif
selon I’outil) ou d’autres entrées spécifiques aux fonctionnalités proposées [151, 152]. Plusieurs
taches sont ensuite effectuées telles que la détermination de la taille, du contenu en GC ou encore
du CUB des séquences requétes par le biais des différents indices contenus. Des taches faculta-
tives mais permettant un approfondissement du CUB peuvent étre effectuées selon 1’outil, telles
qu’une optimisation des séquences, une détection de données aberrantes (« outliers ») ou encore
la création d’une table d’usage des codons [146, 151]



TABLE 1.4 — Liste non exhaustive des programmes et outils informatiques d’analyse du biais d’usage des codons. Le type
d’outil (Iéger ou « standalone »), les données prises en entrée, la nature des données en sortie, les mesures implémentées et pour
finir les fonctionnalités spécifiques de chaque outil sont présentée au sein de ce tableau.

Outil auteurs Type d’outil Données en entrée Donnee':s e . Mf:sures’ Fonc,t 1?nnalltes
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Codon0 Angellotti et al. Standalone table d’usage des codons textueues t SCUO outliers / nuages de
[146] graphiques .
(kazusa) points
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CodonW Peden et Sharp Standalone table de fréquence des textuelles CAL CBI, FOP, -
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pour les analyses de benchmark (banc d’essai en frangais) qui comparent I’efficacité de différents
indices a représenter le CUB.

Fonctionnalités des programmes de mesure du CUB

Certains outils informatiques et logiciels proposent des taches supplémentaires pour amélio-
rer I’analyse du CUB, par exemple par le biais d’une organisation des séquences requétes selon
leur CUB, ou par leur transformation pour qu’elles suivent un CUB particulier.

Vu I'importance du CUB dans I’expression des genes bactériens, une fonctionnalité d’ optimi-
sation est bien souvent mise en avant par ces outils. Celle-ci a pour objectif de modifier le CUB
d’une séquence pour qu’il suive celui d’une référence particuliere (Figure 1.8). Majoritairement
utilisée pour optimiser les génes bactériens, cette fonctionnalité est prisée en bioingénierie pour
augmenter I’expression de genes cibles [156]. Plusieurs optimisations sont alors possibles :

— One amino acid - one codon, ou seul un des codons synonymes d’un méme acide aminé
est représenté au sein de la séquence.

— Random-guided, ou chaque codon synonyme d’un acide aminé a une probabilité d’étre
sélectionné en fonction de sa fréquence au sein d’un jeu de données de référence.

— Random, ou chaque codon synonyme a la méme probabilité d’étre sélectionné.

Pour chacune de ces approches, 1’outil OPTIMIZER propose d’orienter I’optimisation vers un
CUB GC-enrichi ou AT-enrichi [157]. Pour aller plus loin dans I’optimisation des séquences,
le programme JCAT permet d’éviter la création de sites de restriction lors de I’optimisation des
séquences [151]). Il est en effet important de prendre en compte la stabilit¢ des ARNm lors de
leur optimisation, notamment au travers de la formation de structures secondaires.

Puigho et al. ont proposé€ une approche statistique de la mesure du CUB sur indices compa-
ratifs avec I’outil e-cai [152, 158]. Ici, I’objectif est de simuler un certain nombre de séquences
avec la méme composition en acides aminés que la s€équence requéte, mais en optimisant le CUB
selon une approche random-guided. De ce fait, les séquences obtenues suivent la référence avec
une certaine liberté relative aux fréquences des codons synonymes. Une simple comparaison
d’un score CAI de la séquence requéte a la distribution des scores des séquences simulées per-
met ainsi une inférence statistique du CUB [152, 158]. En utilisant ce principe, ainsi qu’un jeu de
données de référence pré-établi consistant en un ensemble de genes fortement exprimés, e-cai
peut prédire si une séquence requéte appartenant au génome d’E. coli est fortement exprimée au
sein de cet organisme [152, 158].

Le programme INCA propose une fonctionnalité d’agrégation des séquences requétes selon
leur CUB [155]. Pour ce faire, cet outil utilise un algorithme non supervisé de type neural-
network (de réseau neuronal en francgais) appelé Self Organizing Map (MOP ; Carte auto-organisée
en francais) qui permet d’effectuer une analyse de cette nature sur, par exemple, les fréquences
des codons synonymes des séquences requétes. Une telle fonctionnalité demeure primordiale
lorsqu’il s’agit d’analyser un grand nombre de séquences dans I’objectif de déterminer si leur
CUB se démarque de celui des autres.
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Figure 1.8 — Architecture type d’une fonction d’optimisation des genes. L’ utilisateur doit tout
d’abord fournir une séquence d’ADN codante (qui subit alors une étape de traduction en sé-
quence protéique) ou une séquence protéique. Pour toute optimisation, il est nécessaire d’insérer
un jeu de données de référence (non présenté dans ce schéma). Pour chaque acide aminé de la
séquence protéique obtenue, 1’étape d’optimisation choisit un acide aminé selon une probabilité
dictée par la table de référence : il s’agit donc d’une étape de traduction inverse avec élimination
des codons rares. La séquence nucléotidique obtenue est renvoyée a I’ utilisateur. Sur ce schéma,
les nucléotides modifiés sont en majuscule. Cette figure est issue de ’article de Richardson et al.
[156].

1.5 Les polyomavirus humains

1.5.1 Généralités

La découverte du premier polyomavirus remonte au milieu des années 1950, lors de I’analyse
d’une souris présentant de multiples tumeurs au niveau des glandes salivaires [159, 160]. L’ ori-
gine de cette affliction a d’abord été supposée d’ordre chimique, mais apres une analyse poussée,
il a été déduit que I’apparition des tumeurs était due a une infection par un nouveau virus, le
polyomavirus murin (MPyV) [159, 160]. L’étymologie du nom est plutot explicite : elle provient
du grec « Tohlot » (plusieurs) et « wuo » (tumeur) [161]. Avant la découverte d’un grand nombre
de polyomavirus au tropisme cellulaire et aux stratégies d’infection divergents, il était en effet
supposé que ceux-ci provoquaient systématiquement 1’apparition de multiples tumeurs chez leur
hoéte [159, 160].

Un autre grand pas dans la découverte et la compréhension des polyomavirus a été fait au
cours d’une histoire sordide : le premier polyomavirus simien, SV40 (pour Simian Virus 40 ou
Virus simien 40 en frangais, aussi appelé virus vacuolant simien 40) a été€ isolé en 1960 lors de
I’analyse de vaccins contre la polio issus d’une production a partir du macaque rhésus Macaca
mulatta [162]. Pire, ce virus n’aurait pas €ét€ rendu inactif au sein des vaccins administrés car
plus résistant que le poliovirus au traitement par le formaldéhyde [163]. Cela dit, la gravité de
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cette contamination a été€ dans un premier temps pondérée par I’annonce que, bien que des effets
cytopathiques de SV40 ont été observés chez le grivet Chlorocebus aethiops, aucun effet délé-
tere n’a été remarqué chez le macaque rhésus. Mais ce scandale est revenu sur la table lorsque le
caractere oncogene de SV40 a été démontré chez le hamster [164]. Des lors, les effets déléteres,
voire oncogenes, du SV40 chez H. sapiens continuent a faire 1’objet d’un débat, relevant la répu-
tation de cet incident au niveau de celui du Cutter incident [165, 166]. Tout d’abord considéré
comme un virus vacuolant (i.e. provoquant I’apparition de vacuoles dans la cellule infectée), le
SV40 a été ensuite reconnu comme faisant partie des polyomavirus [162].

C’est en 1971 que les premiers polyomavirus humains ont été détectés. Les polyomavirus
BK (BKPyV) et JC (JCPyV), nommés d’apres les initiales des patients immunosupprimés chez
qui ils ont été isolés pour la premiere fois, ont été€s découverts a quelques mois d’intervalles
[167, 168]. Puis, au fur et a mesure, de nouveaux polyomavirus humains ont été isolés, tels que
le polyomavirus a cellules de Merkel (MCPyV) en 2008 [169], ou encore le polyomavirus de la
trichodysplasie spinulosique (TSPyV) en 2010 [170]. A ce jour, 15 polyomavirus humains, dont
I’ensemble infecte un large nombre de tissus, ont été découverts (Tableau 1.5). Certains d’entre
eux peuvent notamment provoquer des infections symptomatiques plus ou moins grave chez les
personnes immunosupprimées. C’est le cas des virus BKPyV, JCPyV, MCPyV et TSPyV : ceux-
ci peuvent provoquer des cystites hémorragiques, des rejets de greffons de rein par néphropathie
(PVAN; BKPyV), des leucoencéphalopathies multifocales progressives (LEMP; JCPyV), des
cancers de la peau (MCPyV) ou des altérations bénignes de la peau (TSPyV) [169-172].

A ce jour, ce sont environ une centaine de polyomavirus qui ont été isolés chez une large
gamme d’hotes bilatériens tels que les arachnéens, les insectes, les poissons, les oiseaux, et, a
une plus grande mesure, les mammiferes [173]. Ces polyomavirus sont généralement considérés
comme spécialistes d’un seul hote et sont relativement peu virulents, sauf chez les oiseaux ou, a
titre d’exemple, le polyomavirus aviaire (APyV) infecte un grand nombre d’especes différentes et
provoque des inflammations bien souvent mortelles pour I’hote [163]. Le niveau de spécialisation
n’est pas exclusif chez les mammiferes : certains polyomavirus peuvent en de rares cas infecter
un hote proche de 1’hote naturel, mais avec une affinité bien moindre [163].

Les polyomavirus possedent de fortes similitudes avec les papillomavirus et ont formé avec
ceux-ci la famille des Papovaviridae (pour PApillomavirus - POlyomavirus - VAcuolating virus)
jusqu’a la fin des années 1990 (voir septieme rapport de I'lCTV, ou International Committee on
Taxonomy of Viruses [174]). En effet, il s’agit de virus possédant un ADN bicaténaire et circu-
laire, court et semblable en certains points. Ces virus sont non-encapsulés, possedent une capside
icosaédrale organisée en 72 pentameres et certains d’entre eux peuvent provoquer des 1ésions cu-
tanés [172]. Cela dit, I’analogie s’arréte vite : les virions des papillomavirus sont plus imposants
que ceux des polyomavirus (55nm contre 40-45nm) et I’organisation, la taille et le contenu de
leurs génomes différent tout autant que leur tropisme cellulaire. La révision de la classification
des polyomavirus et des papillomavirus les font aujourd’hui appartenir a des familles distinctes
(les familles Polyomaviridae et Papillomaviridae), mais ces virus sont toujours rassemblés sous
la classe des Papovaviricetes [174].

Au sein de ce projet, nous allons focaliser notre recherche sur les polyomavirus humains, et
plus précisément sur le BKPyV, connu pour provoquer le dysfonctionnement d’un greffon de
rein par établissement d’une PVAN [171]. La PVAN apparait suite a la mise en place de I'im-



TABLE 1.5 — Tableau récapitulatif des différents polyomavirus humains connus a ce jour. Ce tableau indique le nom du
polyomavirus (et la référence de sa découverte), son abbréviation, la pathogénicité qu’il peut induire ainsi que le compartiment
biologique dans lequel il est communément retrouvé. Cette table s’inspire de celle décrite au sein du doctorat de Mazalrey [172].

Souche Abb. Pathogénicité Compartiment biologique

BKPyV [168] BKPyV /HPyV1 PVAN, cystite hémorragique systéme uro-génital A
Polyomavirus JC [167] JCPyV / HPyV2 LEMP liquide céphalo-rachidien 2
Polyomavirus KI [175] KIPyV /HPyV3 - Systéme respiratoire E
Polyomavirus WU [176] WUPyV / HPyV4 - Systeéme respiratoire a
Polyomavirus de Merkel [169] MCPyV /HPyVS5  Carcinomes a cellules de Merkel Peau T
Polyomavirus humain 6 [177] HPyV6 - Peau =
Polyomavirus humain 7 [177] HPyV7 - Peau 3
Polyomavirus de la tricho. spinu. [170]  TSPyV / HPyV8 trichodysplasie spinulosique Peau (g;
Polyomavirus humain 9 [178] HPyV9 - Systeme uro-génital =
Polyomavirus de Malawi [179] MWPyV /HPyV10 - Systeme digestif =
Polyomavirus de Saint Louis [180] STLPyV /HPyV11 - Systeme digestif

Polyomavirus humain 12 [181] HPyV12 - Systeme digestif

Polyomavirus du New Jersey [182] NJPyV/ HPyV13 Myosites Cellules endothéliales du muscle

Polyomavirus Lyon-Iarc [183] LIPyV /HPyV14 - Peau

Polyomavirus du Québec [184] QPyV /HPyV15 - Systeme digestif ?

Ly
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munosuppression chez des patients receveurs de la greffe pour empécher un rejet par le systeme
immunitaire. Sans systéme immunitaire compétent, le virus prolifére au niveau des cellules épi-
théliales des glomérules du rein et provoque une inflammation provoquant le dysfonctionnement
du greffon. A ce jour, il n’existe pas de traitement efficace contre la prolifération des BKPyV. La
seule méthode qui a fait ses preuves est la modulation de I’immunosuppression pour empécher
une prolifération virale incontrdlable, mais cette solution peut aussi provoquer le rejet du gref-
fon. Pour mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de la PVAN, il est nécessaire de mieux
comprendre I’évolution intra-hdte des BKPyV, leur diversité et spécificités génomiques dans le
cadre d’une infection sans syst¢tme immunitaire (et donc avec un relachement des pressions de
sélection). Ces données pourraient nous aider a mieux comprendre pourquoi, dans certains cas et
pas dans d’autres, les BKPyV provoquent la PVAN.

1.5.2 Génome des polyomavirus

Le génome des polyomavirus est sous la forme d’une molécule d’ADN circulaire et courte
(environ 5000 a 5500 paires de base), double brin et circulaire. Au sein des génomes de poly-
omavirus, on retrouve une certaine diversité dans le contenu en genes, bien que leur structure
globale reste la méme. Le génome peut étre grossierement séparé en trois régions. Une premiere,
appelée NCCR (pour Non-Coding Control Region ou région de contrdle non codante en francais),
controle I’expression de deux ARNm qui, selon 1’épissage qu’ils subissent, produisent les diffé-
rents genes viraux. Une deuxieme comprend le premier ARNm, situé a la limite 5’ de la région
NCCR encode les genes dits précoces. La troisieme région contient elle aussi un ARNm qui est
quant a lui responsable de la production des geénes dits tardifs [171] (Figure 1.9).

Il existe deux genes précoces que I’on retrouve chez tous les polyomavirus. Ceux-ci s’ex-
priment a partir du méme ARNm dés I’entrée du virus dans la cellule, avant méme que le génome
viral ne commence a étre répliqué [185]. On retrouve chez la majeure partie des polyomavirus
les genes LT (Large tumoral Antigen ou Grand antigene Tumoral en frangais), une version tron-
quée de LT ainsi que le gene ST (Small Tumoral antigen ou petit antigene tumoral en francais).
Ces genes ont recu 1’étiquette de « tumoral » car ils étaient supposés €tre des initiateurs de la
transformation des cellules chez les premiers polyomavirus découverts. Le gene LT se retrouve
a proximité de la limite 3’ de la région NCCR du génome. Il est divisé en deux exons séparés
par un intron d’environ 350 paires de bases. Les fonctions associées au gene LT sont encore peu
connues, mais plusieurs hypotheses ont été formulées au cours des années passées. Tout d’abord,
le geéne LT serait impliqué dans les mécanismes de la réplication virale : il bloque la cellule hote
en phase S (favorable a la réplication du matériel génétique), joue le role d’hélicase pour I’ADN
viral et recrute des facteurs cellulaires pour promouvoir la réplication [186]. Enfin, et comme
I’origine de son nom I’indique, la forme tronquée du gene LT de MCPyV peut induire une trans-
formation de la cellule hote en cellule cancéreuse par une affinité inhibitrice avec les protéines
pS53 et Rb [187]. La région précoce de MCPyV possede aussi un autre gene appelé ALTO (pour
Alternative Large T Open reading frame ; cadre de lecture alternatif de I’antigene T en frangais),
exprimé a partir d’un cadre de lecture différent de celui du gene LT, mais ayant putativement un
role dans la réplication virale similaire a ce dernier géne [188]. Le géne ST partage une région
commune avec le LT et sa fonction ne semble pas nécessaire pour le cycle de reproduction du
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virus, bien qu’il I’améliore [189]. Ce gene semble aussi avoir une fonction oncogénique au sein
des cellules infectées : il possede une affinité avec la protéine de 1’hote PP2A, elle méme impli-
quée dans différents systemes de protéines a 1’origine des mécanismes du cycle et de I’apoptose
cellulaires [189]. En dehors de cette interaction, le gene ST semble aussi avoir une interaction
avec la voie de signalisation akt-mTOR, et modifierait la prolifération virale par ce biais [189].

A Iinstar des génes précoces, les génes tardifs découlent tous d’un méme ARNm. Ces génes
s’expriment de maniere concomitante ou peu de temps apres le début de la réplication virale
[185]. Parmi ces genes, on retrouve chez tous les polyomavirus les genes des protéines virales
VP1 et VP2 (pour Viral Protein). Un troisieme gene viral VP3 est retrouvé chez les BKPyV, JC-
PyV et MCPyV [171, 172]. Le role des protéines issues de ces genes est explicite : elles font
partie de la capside virale, structure icosaédrique entourant, protégeant et permettant le transport
du matériel génétique du virus. Les deux (ou trois) protéines virales forment des pentameres qui,
en s’emboitant a I’intérieur du noyau de la cellule infectée, formeront une capside ot VPI est la
seule protéine externe [190]. Les autres protéines virales vont, a I’instar de la charpente d’un toit,
soutenir la structure de la capside et permettre la liaison de tous les pentameres qui la composent.
Il a été établi que I’encapsidation des virions n’est pas régulée par un quelconque mécanisme
spécifique, mais plutot par I’accumulation du matériel génétique et protéique au sein de la cel-
lule, et se ferait par I’interaction des protéines virales et des histones de 1’hote (a 1’exception de
H1) [191]. La protéine VPI représente donc la partie externe de la capside, et peut €tre consi-
dérée comme le point central des mécanismes d’interaction avec 1’hote [190]. Ce gene est donc
soumis a une pression de sélection plus forte que les autres VP, et I’on observe une forte diversité
intra-souche des VP qui peut €tre due a des mécanismes d’échappement de I'immunité de 1’hote
[171, 172]. 1l semblerait que le role des protéines VP2 et VP3, en plus de participer a la structure
de la capside, soit de stabiliser le maintien de la capside et surtout de permettre une entrée du
virion au sein du noyau de la cellule [192, 193]. Certains polyomavirus possedent d’autres genes
tardifs, comme celui de 1’agnoprotéine chez les BKPyV et JCPyV [172]. Le role de 1’agnopro-
téine commence a étre connu, oscillant entre régulation de 1’expression des genes tardifs et aide
a I’assemblage de la capside lors de 1’étape d’exocytose des virions, elle irait méme jusqu’a mo-
difier la prolifération virale pour permettre une infection persistante chez 1’hote [194-196]. Pour
finir, I’agnoprotéine semble nécessaire au maintien d’une infection chez le JCPyV ; son absence
conduit a un assemblage aberrant de la capside [194].

Certains polyomavirus comme les MCPyV, BKPyV, JCPyV et SV40 possedent aux abords
de la région tardive une courte région correspondant a un micro-ARN dont on suppose qu’il joue
un rdle dans I’inhibition de 1’expression des genes précoces a la fin du cycle infectieux [197].

La NCCR est une région non-codante ou se retrouvent les promoteurs des différents ARNm
du génome, ainsi que I’origine de réplication (ou ori). Cette région est située entre le premier co-
don de la région précoce et le premier codon de la région tardive (Figure 1.9). La région NCCR
peut étre découpée en cinq régions distinctes O, P, Q, R et S [171]. La région O contient 1’ori-
gine de réplication, mais aussi les régions de régulation et d’initiation de 1’expression des genes
précoces [171]. 1l s’agit d’une région hautement conservée, au contraire des régions P, Q, R et S.
Le bloc P, Q, R constitue une séquence accueillant les facteurs de régulation de la transcription
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de la cellule hote, et peut donc étre considéré comme une région modulatrice de 1’expression
des geénes viraux [171]. Pour finir, la région S possede le site promoteur de la transcription des
genes tardifs [171]. La région NCCR peut étre modifiée par des substitution ou indels (pour
INsertion—DELétion). La modification des régions O, P, Q, R et S, que ce soit par la modification,
duplication, délétion ou I'inactivation de certaines régions, peut modifier certaines aspects du
cycle de reproduction du virus [171].

Chez le BKPyV, malgré une diversité des régions NCCR, on considere qu’il existe a I’ état na-
turel une forme « wild-type » (nommée NCCRww). Or, la modification de la pression de sélection
due a I’atténuation du systeéme immunitaire chez les patients immunosupprimés peut engendrer
I’apparition de NCCR réarrangées (NCCRrr) pouvant posséder différents phénotypes décrivant
la modification de I’expression des genes précoces, tardifs ou des deux. Dans tous les cas, les
mutants NCCRur proliféerent de maniere significative par rapport aux souches NCCRww [171].
De ce fait, I’évolution et la diversité de la région NCCR chez un patient receveur d’une greffe
de rein doit étre analysée pour mieux comprendre I’évolution intra-hote d’une infection par un
BKPyV.

1.5.3 Classification et histoire évolutive des polyomavirus

1.5.3.1 Phylogénie des polyomavirus

La phylogénie des polyomavirus a été construite principalement a partir de I’analyse des
genes LT et VPI, et parfois du géne VP2. De par leur grande diversité dans 1’organisation de leur
génome et dans la présence et absence de certains genes, mais aussi de la divergence entre les
différents polyomavirus, il n’est pas possible d’effectuer une analyse sur leurs génomes complets.
Sur la base de I’analyse du gene LT, deux classifications ont été proposées :

— La premiere, basée sur 1’analyse du gene LT, est proposée par 'ICTV [161] et sépare les
polyomavirus en quatre principaux clades a I’échelle du genre :

— Le clade des Alphapolyomavirus qui contiendrait, plus de quarante souches virales in-
fectant les mammiferes dont les polyomavirus MCPyV, NJPyV ou encore le HPyV9.
Ce clade serait, le plus important des polyomavirus.

— Le clade des Betapolyomavirus, qui contiendrait environ trente souches virales in-
fectant les mammiferes dont les polyomavirus humains BKPyV, JCPyV, WUPyV,
KIPyV ou encore le SV40.

— Le clade des Gammapolyomavirus, ou les polyomavirus infectent uniquement des
hotes aviaires.

— Le clade des Deltapolyomavirus comprend uniquement les polyomavirus humains
HPyV6, HPyV7, TSPyV et HPyV10 .

— Un cinquiéme groupe rassemblant des polyomavirus de mammiferes et de poissons
sans préférence particuliere.
— La deuxieme, dont la version finale a été elle aussi proposée sur la base du gene LT par

Buck et al., résout la phylogénie des polyomavirus selon cinq clades distincts a 1’échelle
de la famille (Figure 1.10) [173] :
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— les Orthopolyomavirus, qui infectent les mammiferes et chez qui on retrouve les po-
lyomavirus SV40, BKPyV, JCPyV, WUPyV, KIPyV et SA12.

— Les Almipolyomavirus, qui infectent eux aussi les mammiferes et chez qui I’on re-
trouve la majorité des polyomavirus humains (HPyV6, HPyV7, HPyV9, , le polyoma-
virus STL, ...). Selon Buck et al., ce clade peut €tre s€paré en groupes comprenant les
Almipolyomavirus et un groupe dénommé Monominor [173].

— Les Avipolyomavirus, qui constituent le clade regroupant les polyomavirus aviaires
tels que le APyV. Au sein de ce clade, on retrouve un polyomavirus infectant les
marsupiaux bandicoot, ce qui pourrait signaler des événements de recombinaison ou
d’événements de changement d’hote au cours de I’histoire évolutive des polyomavi-
rus de ce clade.

— Les Fish-polyomavirus, un clade fréere des Avipolyomavirus infectant les poissons.

— Les Arthropod-polyomavirus, infectant les arthropodes.

Dans le cadre d’une analyse sur le gene VPI (ou tout simplement sur les genes tardifs), la
phylogénie des polyomavirus est radicalement différente de celle proposée au sein de la Figure
1.10 (Figure 4 de Buck et al.). En effet, sous cette phylogénie, certains polyomavirus des clades
Orthopolyomavirus et Almipolyomavirus forment un clade frere des polyomavirus de poissons,
qui était connu avant sa révision sous le nom de Wukipolyomavirus. [198]. Par ailleurs, les Avipo-
lyomavirus s’inserent au sein du clade des Orthopolyomavirus, ce qui differe de la classification
de Buck et al. décrite ci-dessus. Ces incohérences entres les phylogénies des genes précoces et
tardifs pose un véritable probleme dans la construction des phylogénies de polyomavirus. Il a été
proposé par Buck et al. que plusieurs événements de recombinaison sont survenus lors de I’évo-
lution des polyomavirus, et que ceux-ci expliquent une telle disparité entre les deux phylogénies,
ou celle des genes tardifs est marquée par les dits événements de recombinaison (Figure 5 de
Buck et al.).

Toujours d’apres un modele de Buck et al., les polyomavirus coévoluent avec leurs hotes de-
puis environ 500 millions d’années. Cette coévolution n’est pas stricte, mais pourrait étre définie
par une coévolution intra-hote avec des changements d’hote au cours de 1’évolution (Figure 6
de Buck et al.). Au sein de ce modele, les polyomavirus se diversifieraient au sein d’une espece
hote, puis deviendraient parasites de nouveaux hotes. Un tel modele expliquerait les profils de co-
évolution retrouvés entre les Orthopolyomavirus et les Almipolyomavirus, ou les polyomavirus
appartenant a ces différents clades infectent des hotes similaires [173].

1.5.3.2 Phylogénie des BKPyV

La phylogénie des BKPyV se structure autour de quatre grands génotypes I, II, IIT et IV
[199, 200]. Au sein des génotypes I et IV, il existe un autre niveau taxonomique ou coexistent
quatre sous génotypes de I (I-a, I-bl, I-b2 et I-c) et six de IV (IV-al, IV-a2, IV-bl, IV-b2, IV-
cl et IV-c2) [199-201] (Figure 1.11). Les quatres génotypes ont une résolution et une distance
phylogénétique qui les séparent distinctement, a 1’exception des génotypes II et III qui forment
tous deux un clade suffisamment proche pour qu'on les considere comme des génotypes au
méme niveau que les sous-groupes des virus BK I et BK IV [199]. Les BKPyV I sont les plus
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Figure 1.10 — Phylogénies des polyomavirus connus a ce jour. Cette phylogénie a été construite
en Maximum de Vraisemblance a partir du gene LT. Cinq grands clades peuvent étre délimi-
tés : les Orthopolyomavirus (en bleu, sur la gauche du graphe), les Almipolyomavirus (en cyan),
les Avipolyomavirus (en bleu, sur la droite du graphe), les Fish-polyomavirus (en rouge) et les
Arthropod-polyomavirus (en marron). Cette Figure est issue de I’article de Buck et al. [173]
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représentés dans la population humaine (environ 80 % des BKPyV), suivis par les BKPyV IV
(15 %, avec une prévalence plus élevée en Asie), puis par les BKPyV II et III qui ne représentent
qu’une infime partie de la prévalence des BKPyV (environ 5 %) [199, 202].

1.5.4 Polyomavirus, infections humaines et aspects cliniques

1.5.4.1 Histoire infectieuse

Le point d’entrée d’une infection par un polyomavirus est souvent difficile a identifier, car
une fois installé au sein de son hote, celui-ci persiste dans I’organisme au sein de plusieurs tissus.
Les tissus constituant le point d’entrée de 1’infection sont donc souvent confondus avec les tissus
réservoirs assurant la réplication virale, et ce aussi bien chez les patients immunosupprimés que
sains. Selon le polyomavirus, le point d’entrée peut différer :

— Le BKPyV semble infecter leur hote par le biais des voies respiratoires. Aprés une primo-
infection, celui-ci est principalement retrouvé dans le rein, les glandes salivaires, les amyg-
dales, le tractus respiratoire et les poumons. Bien que plus rare, certains cas de transmission
verticale ont été observés entre la mere et I’enfant. Il a été aussi suggéré que ce virus se
transmet par voie oro-fécale [172, 190].

— Bien que retrouvé dans les tissus rénaux, hématopoietiques et lymphatiques, il est estimé
que le point d’entrée des JCPyV sont les tissus de I’amygdale, car on les retrouve systéma-
tiquement dans ce tissu, et ils posseédent une capacité d’infection accrue lors d’un contact
avec des tissus amygdaliens in vitro. Par ailleurs, ces virus pourraient eux-aussi étre trans-
mis par vois oro-fécale [190, 203].

— Les polyomavirus WUPyV et KIPyV, que I’on retrouve principalement dans les poumons,
dans les tissus lymphoides nasaux et dans le systeme urinaire auraient pour point d’entrée
les voies respiratoires [190, 204].

— Le MCPyV primo-infecte, en toute logique, leur héte par un contact avec la peau. Les
autres mécanismes de primo infection du MCPyV, s’ils existent, sont encore méconnus,
mais I’on suppose une transmission par voies respiratoires ou par contact oro-fécal [190].

Le ratio de séro-prévalence, bien qu’il varie selon le polyomavirus, demeure élevé chez les
enfants de moins de 10 ans : il est estimé que 65 a 90 % des jeunes individus ont connu un épisode
infectieux avec le BKPyV alors que la séroprévalence des MCPyV et JCPyV est respectivement
de 45 % et 50 % pour un méme age [205, 206]. Il est a noter que selon une étude américaine,
quasiment tous les individus auraient connu un épisode infectieux par le BKPyV apres 1’age de 10
ans [206, 207]. De ce fait, il n’est pas rare qu’un individu soit infecté par plusieurs polyomavirus
sans, encore une fois, déclarer un seul symptome [208] (Tableau 1 Kean et al.). Une fois le pic
de charge virale atteint, la population des polyomavirus diminue au sein de leur hote, jusqu’au
moment ou ils ne persistent plus qu’a bas bruit au sein des tissus réservoirs [171].

1.5.4.2 Maladies associées au BKPyV

La pathogénicité du BKPyV concerne généralement les individus immunosupprimés ayant
recu une greffe de reins ou de cellules souches hématopoietiques [210-212]. A ce jour, de nom-
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breux cas de cystites hémorragiques, de sténoses urétrales, d’inflammation du rein ou, dans une
moindre mesure, de pneumopathies ou d’encéphalopathies dues au BKPyV ont été répertoriés
[171]. Dans la majeure partie des cas, on peut considérer que les maladies associées au BKPyV,
mais aussi a tous les autres polyomavirus pathogenes, sont dues a la réactivation des populations
virales suite a la perte de I’'immunocompétence de I'individu hote [213].

Le BKPyV a été isolé pour la premiere fois chez un patient immunosupprimé souffrant d’une
sténose urétrale [168]. La sténose urétrale est définie par une difficulté dans la miction, elle-
méme due a un rétrécissement des canaux urinaires. Apres cet épisode marquant la découverte
du BKPyV, plusieurs cas de sténose urétrale suivant une greffe de rein ou de cellules souches
hématopoietiques ont été répertoriés [168, 211, 214]. La détection d’une sténose urétrale par le
BKPyV est simplement faite par la recherche du virus au sein de I’urine du patient [168, 211,
214].

La cystite hémorragique est définie par un saignement diffus de la muqueuse vésicale, provo-
quant des douleurs au niveau du pubis et des difficultés lors de la miction (qui sera bien souvent
marquée par une hématurie). Dans les cas les plus séveres, la cystite hémorragique peut conduire
a I’obstruction du systéme urinaire, a 1’apparition d’hémorragies et finalement a une insuffisance
rénale dans les cas les plus graves [212, 215]. Au méme titre que les adénovirus ou encore le
virus de la grippe A, le BKPyV est I'un des agents responsable de la cystite hémorragique, mais
se démarque par une pathogénie exclusivement associée a une greffe de cellules souches héma-
topoietiques [212, 216]. 11 est estimé que 5 a 25 % des patients ayant recu une greffe de cellules
hématopoietiques souffriront d’une cystite hémorragique due au BKPyV dans les mois suivants
le début de la rémission [212, 217]. Les causes d’une cystite hémorragique associée au BKPyV
sont encore méconnues, mais on estime que la réactivation du virus, associ€e a une dégradation
des parois urothéliales par les différentes conséquences des traitements pré-greffe, de la greffe
et post-greffe participent grandement a la mise en place de cette maladie [212]. Le diagnostic
d’une infection par un BKPyV lors d’une cystite hémorragique est simple : il est basé sur la
concentration du nombre de génomes viraux de BKPyV au sein d’un échantillon d’urine (i.e. la
virurie observée) et de sang (i.e. la virémie observée). Les patients présentant une forte virurie
(et qui possedent bien souvent une virémie) ont une probabilité accrue de développer une cystite
hémorragique [218, 219].

Le BKPyV est avant tout responsable de la PVAN (pour Polyomavirus Assiocated Nephro-
pathy), une maladie se déclarant chez les patients receveur d’une greffe pendant les deux années
suivant celle-ci. D’apres plusieurs études, les polyomavirus provoquant la PVAN proviendraient
du greffon du donneur, et non pas de I’individu receveur de la greffe [1, 202, 220]. La PVAN est
aujourd’hui caractérisée par une augmentation soudaine de la charge virale des tissus épithéliaux
des tubules du rein et du systeme urinaire [1, 171, 210]. Cette prolifération virale soudaine et
incontrdlée conduit a la lyse d’un grand nombre de cellules et la dégradation des cellules épithé-
liales du rein conduit a I’infiltration des virions dans le systeme sanguin. La PVAN débute par
une infiltration tissulaire de cellules inflammatoires, conduisant alors a une fibrose interstitielle
et une atrophie tubulaire (dégradation du rein et de sa fonction). Au fur et 2 mesure de I’évolu-
tion de la maladie, le rein perd sa fonction, et dans les cas les plus graves, cette progression peut
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sert d’ « outgroup » et oriente la phylogénie. Les BKPyV sont répartis en quatre clades distincts
(I, 1L, IIT et IV), et les clades I et IV se séparent a leur tours en sous-groupes. Cette phylogénie

est issue d’un article de Hu ef al. [201]
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étre irréversible et peut mener a un dysfonctionnement total du rein et donc a la perte du greffon
[171]. On considere qu’environ 1 a 10 % des patients receveurs d’une greffe de reins souffriront
d’une PVAN, et que 10 a 80 % de ces cas développeront une forme grave et irréversible de cette
maladie [210].

Lors d’une PVAN, la réplication virale se situe primordialement au niveau des cellules épithé-
liales du tractus urinaire, méme si une réplication virale soutenue peut étre observée au niveau
des cellules épithéliales des tubules du rein. Généralement, on considere un risque de PVAN
lorsqu’un niveau de virémie supérieur a 10* copies ADN/mL est observé, car cette charge virale
sanguine indique une forte réplication au niveau du tractus urinaire [1, 210]. Mais il est a noter
qu’une forte réplication virale dans les tissus du tractus urinaire n’implique pas forcément 1’ap-
parition d’une PVAN. Il a été estimé que la majorité des patients développant une forte virurie
ne développaient pas de virémie ni de PVAN [1, 221, 222]. Une fois le seuil de virémie de 10*
atteint, il est suggéré que I’'immunocompétence du patient doit étre réactivée pour qu’il combatte
I’infection virale [1]. En effet, il n’existe pas de traitement antiviral efficace a ce jour, et le seul
traitement possible consiste en une modulation de I’immunosuppression du patient, mais ce type
de traitement reste avant tout patient-dépendant, et peut conduire a un rejet du greffon par le
systeme immunitaire [210].

1.6 Objectifs de la these

Cette these s’organise selon deux axes principaux dont le lien est le CUB.

Dans un premier temps, nous avons pour objectif d’améliorer notre compréhension du CUB
et de son role chez les Vertébrés. Pour cela, nous développons tout d’abord COUSIN, un nou-
vel indice de mesure qui permet une analyse comparative du CUB d’une séquence requéte par
rapport a un jeu de données de référence, mais dont les résultats sont normalisés autour d’une
hypothese nulle décrivant un usage égal des codons synonymes. Ce nouvel indice est inséré au
sein d’un programme éponyme permettant une analyse aisée et complete du CUB. L’indice et le
programme COUSIN sont accessibles par le lien http://cousin.ird.fr. Par la suite, nous effectuons
une analyse systématique du CUB et de I’histoire évolutive des genes paralogues PTBP. Il existe
chez les Vertébrés trois paralogues de ce gene appelés PTBP1, PTBP2 et PTBP3 [223]. PTBP1
est fortement exprimé dans la majorité des tissus humains et est enrichi en GC, alors que les deux
autres versions de ce gene sont enrichis en AT et présentent une expression spécifique a certains
tissus [224]. Selon une expérimentation de Robinson et al., le CUB aurait un effet sur la tissu-
spécificité des PTBP [224]. Nous proposons d’explorer 1’histoire évolutive et le CUB des genes
PTBP, dans I’optique d’y déceler des signatures évolutives vers une expression tissu-spécifique.

La deuxieme partie de ce projet s’insere au sein de I’ANR BK-NAB du laboratoire de vi-
rologie du CHU de Nantes (en partenariat avec les laboratoires MIVEGEC) et vise a proposer
des solutions bioinformatiques et analytiques dans le cadre de 1’observation longitudinale de la
diversité et de 1’évolution des souches de BKPyV chez des patients receveurs d’une greffe de
rein. Les objectifs de cet ANR sont de mieux comprendre 1’évolution virale du BKPyV chez un
patient apres modulation du systéme immunitaire, car il est estimé que sans pression de la part
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du systéme immunitaire, une véritable diversité intra-hote des BKPyV se met en place. Cette
diversité, qui ne se retrouve pas a I’état naturel, peut notamment modifier :

— La composition nucléotidique de VP, provoquant une diversité au niveau des épitopes de
la capside. Celle-ci peut freiner I’efficacité du systeme immunitaire si celui-ci est remis en
place pour lutter contre la prolifération virale. En effet, une diversité au niveau des épitopes
de la capside des BKPyV permettrait aux virions d’échapper au systtme immunitaire de
I’héte [171, 172].

— L’organisation et la structure de la région NCCR. Comme nous 1’avons vu précédemment,
les modifications de la région NCCR peuvent conduire a I’apparition de populations virales
avec une forte expression des genes précoces, tardifs ou de tous les genes. Ces populations,
qualifiées de mutantes, pourraient remplacer les naturelles, et aggraver la prolifération des
BKPyV au sein de I’hote receveur de la greffe [171, 172].

Pour observer I’évolution des populations et de la diversité virale au cours d’une infection,
I’ANR BK-NAB propose de prélever de multiples échantillons de sang et d’urine sur des patients
au cours de la rémission de leur greffe. Chaque aspect clinique du patient (age, sexe, évolution
de la rémission, apparition ou disparition d’une PVAN, virurie et virémie des BKPyV, ...) est
enregistré, et le matériel viral est séquencé selon un méthode de séquencage PacBio CCS. L’ ob-
servation de la diversité des génomes, couplée aux données de virémie, de virurie et du patient,
permettrait alors de déduire si I’apparition de nouveaux génotypes serait a 1’origine d’une évolu-
tion de I’infection vers une PVAN. Nous avons développé un nombre d’outils et d’éléments de
recherche pour analyser de telles données. Nous proposons par ailleurs une analyse de 1’évolu-
tion des polyomavirus humains et de leur CUB, dans I’optique d’observer des motifs particuliers
qui seraient apparus au cours de I’évolution de ces entités.
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Chapitre Deux

COUSIN, UNE APPROCHE NORMALISEE DE
LA MESURE DU CUB

Au sein de ce premier chapitre, nous présentons COUSIN (pour COdon Usage Similarity
Index), un indice de mesure comparatif du CUB novateur. Notre désir de créer un nouvel indice
puise son origine dans la volonté de proposer une solution qui, a contrario de I’indice CAI, per-
mettrait aussi bien de comparer le CUB d’une requéte par rapport a une référence qu’a un usage
équiprobable des codons. Cet indice a notamment été développé dans une optique de comparai-
son du CUB d’un virus a celui de son hote. Nous avons par la suite développé le programme
COUSIN, qui permet la détermination du CUB de séquences requétes a 1’aide de I’'indice COU-
SIN (entre autres) et qui propose un panel de taches permettant d’approfondir I’analyse du CUB.
COUSIN a fait I’objet d’une publication scientifique au sein de la revue scientifique d’Oxford
GBE (PMID : 31800035) [94].

2.1 Indice COUSIN

L’indice COUSIN compare les fréquences des codons synonymes d’une séquence requéte a
celles d’un jeu de données de référence. Les résultats de cette comparaison sont ensuite normali-
sés autour d’une Hypothese Nulle  décrivant un usage équiprobable des codons. Les notations
utilisées pour décrire les étapes du calcul de COUSIN sont indiquées dans le tableau 2.1.

Selon certains auteurs, la composition en acides aminés d’une protéine peut avoir un impact
sur le biais d’usage des codons du CDS associé [148]. Nous avons donc conceptualisé deux
versions de notre index : COUSIN g, ou les 18 familles de codons synonymes participent de
maniere équivalente au score final et COU SIN 59, ou chaque famille contribue proportionnelle-
ment a la fréquence de 1’acide aminé au sein de la requéte. La comparaison des scores 18 et 59
permet de déterminer I’impact de la composition en acides aminés sur le CUB.

Tout d’abord, un premier score de déviation est calculé a partir des fréquences au sein de
I’ Hy et de la référence :

deve, = [ — fHo (2.1)

Partie I : Etude du CUB m Jérome Bourret 61
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H

ou f™f représente la fréquence du codon ¢ de 1’acide aminé a au sein de la référence, et f0 celle

sous I’Hypothese Nulle. Ensuite, un score de pondération est calculé pour la référence,
f f
Wea = fea X deveq (2.2)
et pour la requéte,
WL = fa x devey (2.3)

ou fd représente la fréquence du codon c de I’acide aminé a au sein de la requéte. Le score
COUSIN5 d’un acide aminé provient du ratio de la somme des scores de poids de la requéte
par celle de la référence :

Wea

a 1 Cé%i 7

COUSIN18 = N, X W (24)
Ceka o

ou NV représente le nombre qualitatif d’acides aminés en commun dans la requéte et la référence
et k, le nombre de codons synonymes codant I’acide aminé a.

Pour COUSIN3y :
> Wi
a __ pque c€ka
COUSIN59 = fg X Z—m (25)
Ceka

La différence entre les deux versions de cet indice réside dans le fait que dans le premier cas,
nous considérons que tous les acides aminés sont représentés de manicre équiprobable dans la

TABLE 2.1 — Notations utilisées pour définir les indices COUSIN

Symbole Description

c Codon
a Acide aminé
f Fréquence
ref Référence
que Requéte
Hy Hypothese nulle
L Taille de la requéte
kg Ensemble des codons codant I’acide aminé a
A Ensemble des acides aminés présents dans la requéte et la référence
N Nombre d’acides aminés présents dans la requéte et la référence
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séquence analysée (1/N), alors que dans la deuxieme version, nous ajoutons les fréquences des
acides aminés dans le calcul du score COUSIN (f3*). Les scores COUSIN 15 et COUSIN 59
finaux sont obtenus en moyennant les scores COUSIN de chaque acide aminé présents dans la
requéte et dans la référence.

COUSINy5 = »  COUSIN{; (2.6)
acA

COUSIN;o = ) ~ COUSINg, 2.7)
acA

De par sa construction, un score COUSIN propose une détermination du CUB de la requéte
avec une forte significativité biologique (Figure 2.1) :

1. un score de 0 indique un CUB similaire a celui de I’ Hj (c’est-a-dire que la requéte possede
au mieux un faible CUB)

un score de 1 indique un CUB similaire a celui de la référence
un score entre 0 et 1 indique un CUB similaire a la référence mais plus atténué

un score supérieur a 1 indique un CUB similaire a la référence mais plus important.

ARl

un score inférieur a 0 indique que la séquence requéte n’a pas le méme CUB que la réfé-
rence.

6. plus un score s’éloigne de 0, plus son CUB s’éloigne de I’ H et donc d’un usage équipro-
bable des codons synonymes.

Les limites prises par I’'indice COUSIN dépendent du CUB de la référence : plus le CUB de la
référence est proche de celui de I” Hy, plus grande est la gamme de résultats de COUSIN. A titre
d’exemple, le faible CUB du génome d’ Homo sapiens fait que les scores obtenus ont une variance
élevé (valeurs extrémes : [-4.48; 6.13]). Chez Plasmodium falciparum, qui possede un fort CUB
global, les possibles scores COUSIN ont une variance moins forte (valeurs extrémes : [0.15;
1.35]). Pour faciliter I’interprétation de COUSIN, I’outil présenté ci-dessous propose d’imposer
des limites artificielles.

Pour permettre une comparaison aisée de COUSIN avec I’indice CAI, nous avons conceptua-
lisé une nouvelle version, appelée C' Al g, qui supprime la diversité en acides aminés de 1’équa-
tion [47]. Le CAI, dans sa version classique (voir Introduction), pourrait étre ainsi appelé C'Al5g
car a I'instar du COU ST N 59, il prend en compte la composition en acides aminés dans son cal-
cul. Le C'Alg difféere simplement dans le calcul final du score, ou cette fois-ci 1’occurrence de
chaque codon est divisée par I’occurrence de 1’acide aminé au sein de la séquence étudiée :

1

Occ(cqge) N
CAIlg = H H W X We,q (28)

a€A c€k,
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Figure 2.1 — Scores COUSIN (courbe bleue) et CAI (courbe rouge) pour un jeu de données
hypothétiques de séquences requétes avec une différence dans la fréquence des codons sy-
nonymes AAC et AAU de ’asparagine (abscisse). Les valeurs sont calculées a partir de deux
jeux de données hypothétiques possédant A) un fort CUB AAC :AAU de 80 :20 et B) un faible
CUB AAC :AAU de 60 :40. Les lignes verticales indiquent un CUB nul (H, en gris) et celui de
la référence (en noir). Les lignes horizontales décrivent les valeurs clefs prises par COUSIN qui
correspondent a I’ Hy (en gris) et a la référence (en noir). La zone jaune indique les séquences
requétes avec un CUB opposé a celui de la référence, et la zone rose les requétes avec un CUB
similaire (et parfois exacerbé) a celui de la référence. De par leur définition, les valeurs COUSIN
ont toujours une valeur de O et de 1 pour représenter un CUB similaire a I’ et a la référence,
et ce de maniere indépendante au CUB de la référence. Par définition, le score CAI prend des va-
leurs allant de O a 1. Les scores COUSIN dépassant -3 et 4 sont omis pour faciliter la visualisation
de ce graphe. Cette Figure est issue de 1’article de Bourret et al. [94].

Ot Occ!®™ est I’occurrence de 1’acide aminé a au sein de la séquence requéte, Occffze) est
I’occurrence du codon ¢ de I’acide aminé a au sein de la séquence requéte et w, , le score d’adap-
tativité relative du codon ¢ de 1’acide aminé a. Encore une fois, la comparaison des scores C' Al g
et C'Al59 permet de quantifier I’'importance de la composition en acides aminés d’une séquence.

2.2 Programme COUSIN

Nous avons développé en parallele de I’'indice COUSIN un programme Python3 éponyme.
Celui-ci détermine le CUB d’un jeu de séquences requétes a I’aide de COUSIN et de huit autres
indices. Plusieurs taches annexes proposent a 1’utilisateur d’approfondir 1’analyse du CUB sous
plusieurs angles. Pour faciliter 1’utilisation de cet outil, un site web COUSIN a été déployé (cou-
sin.ird.fr).
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Figure 2.2 — Architecture du programme COUSIN. L’utilisateur insere en données d’entrée
un fichier fasta contenant les séquences requétes et un jeu de données de référence ainsi que
des informations complémentaires si nécessaire. Le programme peut n’effectuer qu’une tache
de calcul basique du CUB et des spécificités en nucléotides des séquences requétes, mais il est
aussi possible de choisir parmi six tdches pour compléter et parfaire I’analyse du CUB. Différents
fichiers sont rendus en sortie aux formats textuels et graphiques.

2.2.1 Architecture COUSIN

Un détail de I’architecture est donné en Figure 2.2. Le programme COUSIN repose sur une ar-
chitecture en trois temps. Tout d’abord, I’utilisateur entre les données requétes — des séquences
au format fasta — la référence — au format CUT de Kazusa — et des informations propres
a la nature du calcul demandé par I’utilisateur [133]. Ensuite, le CUB de chaque séquence est
calculé, puis une étape d’approfondissement de la détermination du CUB est effectuée selon les
demandes de I'utilisateur. Les résultats de I’analyse sont donnés sous des formes textuelles et
graphiques.

2.2.2 Indices de calcul du CUB

Le programme permet de calculer le CUB d’une séquence requéte a 1’aide de neuf indices,
mais détermine aussi deux scores concernant la composition en acides aminés de la requéte :

— COUSIN,s/COUSIN 5,
— CAILg/CAlg [47, 94]
— ENC [142]

— FOP [37]
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— ICDI[134]
— CBI[38]

— SCUO [140, 146]
— MCB [139]

— 2 [137]

— AROMA [225]
— GRAVY [226]

Il s’agit a ce jour de I’ outil le plus complet de calcul du CUB en permettant, a titre comparatif,
de calculer le CUB a I’aide de neuf indices contre cinq avec le programme CodonW [150]). En
plus de proposer les indices COUSIN, CAI et ENC, le programme détermine aussi le score
d’indices qui n’ont jamais été implémentés au sein d’un outil accessible tels que le MCB [139]
etle 2 [137].

2.2.3 Calcul du CUB

Apres avoir recu les données requétes de I'utilisateur, COUSIN effectue automatiquement
plusieurs calculs sur la nature des séquences. Celles-ci sont filtrées selon des criteres définissant
le caractere codant de la séquence : divisibilité par 3, appartenance stricte a I’alphabet de I’ARN
ou de I’ADN et absence de codons STOP a d’autres endroits qu’a la fin de la séquence. Ensuite,
la taille de la séquence et le contenu en GC aux trois bases des codons sont calculés. Le CUB
des séquences est déterminé via les neuf différents indices cités ci-dessus. Pour finir, une étape
de simulation est proposée a I’utilisateur (Figure 2.3). L’objectif de celle-ci est de simuler un jeu
de données de 500 séquences requétes avec une optimisation de leurs codons en random-guided.
A partir de la distribution COUSIN de ces séquences simulées (ou de tout autre indice), des
intervalles de confiance 95 % et 99 % sont comparés au score de la séquence requéte, assurant
ainsi la fiabilité statistique du score de 1’indice concerné.

2.2.4 Fonctionnalités du programme COUSIN

Au-dela du calcul du CUB, COUSIN propose six fonctionnalités pour approfondir 1’analyse
du CUB des requétes :

— Une option d’optimisation des genes. qui modifie le CUB de la séquence pour qu’elle suive
celui d’un autre jeu de données [157].

— Une simulation en random-guided a partir des séquences requétes est effectuée 1) sur le
CUB ii) sur le CUB et la composition en acides aminés. Les intervalles de confiance de la
gamme des scores COUSIN obtenus donnent alors des indications sur la significativité du
CUB de la requéte, notamment sur le rdle de la composition en acides aminés dans le CUB
observé [152, 158].

— Une analyse d’agrégation des données selon le choix de I'utilisateur. A titre d’exemple,
cette étape permet a I’ utilisateur de rassembler des séquences par un motif dans leur header
(nom de séquence) et de déterminer conjointement leur CUB.
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Figure 2.3 — Courbes de densité des scores COUSIN 5 obtenus a la suite de ’étape de
simulation de données. Les courbes représentent des données simulées possédant une taille de
100 (orange), 300 (cyan) et 450 (violet) codons. Il s’agit des tailles moyennes retrouvées chez les
petites protéines, les protéines de bactéries et d’eucaryotes. Les distributions en cloche obtenues
permettent de définir les intervalles de confiance a 95 % et 99 % (représentés par les lignes
verticales ayant la méme couleur que les courbes associées) pour chaque ensemble de séquences
simulées. Une simple comparaison de la séquence requéte aux intervalles de confiance permet
d’inférer statistiquement le CUB de la séquence requéte par rapport a la référence.

— Une analyse d’agrégation des données selon une approche k-means ou de clustering hié-
rarchique. Les séquences requétes sont groupées selon leurs CUB, leur contenu en GC
ou encore selon les scores qu’elles ont obtenu pour de multiples indices. Une telle étude
permet alors de déterminer efficacement les groupes de séquences requétes ayant un CUB
similaire.

— Un créateur de table d’usage des codons. A partir d’un jeu de données de séquence requétes,
il est possible de créer une CUT au format de Kazusa [133].

— Un comparateur de CUB. Ici, nous proposons d’estimer les distances euclidiennes du CUB
entre deux jeux de données (jeu de séquences, tables d’usage des codons, valeurs RSCU,

)
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2.3 Analyse COUSIN

Pour démontrer la puissance de I'indice et du programme COUSIN, nous avons effectué une
analyse comparative des scores COUSIN et CAI obtenus suite a I’analyse des CDS d’organismes
appartenant a différents groupes du vivant.

2.3.1 Matériel et méthodes

Les génomes complets de huit organismes ont étés sélectionnés au sein de la base de données
NCBI sous le format Genbank [227] : deux mammiferes H. sapiens et la souris grise Mus mus-
culus, la poule domestique Gallus gallus, I’ arabette des dames Arabidopsis thaliana, le protiste
Plasmodium falciparum, S. cerevisiae et deux bactéries E. coli et Streptomyces coelicolor. Grace
a la fonction extractfeat d’EMBOSS, nous avons extrait les CDS totaux de chaque organisme
[154]. Nous avons ensuite conservé les CDS ayant une taille supérieure a 300 nucléotides. Pour
supprimer une quelconque redondance au sein des genes isoformes (i.e un géne pouvant donner
différentes protéines), nous n’avons gardé que le premier représentant référencé dans les fichiers
Genbank de chaque organisme. Les informations relatives aux numéros d’acces des génomes, au
nombre de CDS extraits et a leur contenu en GC3 sont indiqués dans la Table 2.2. De plus amples
informations sur le contenu en GC3 des CDS sont données au sein du Tableau Annexe B.1.

A partir des CDS extraits, nous avons construit des jeux de données de référence au format
de Kazusa avec le programme COUSIN. Le CUB des références représente donc le CUB moyen
des organismes. Pour finir, nous avons calculé les scores COUSIN et CAI de chaque CDS en
le comparant a la référence de leur propre organisme. De ce fait, le CUB de chaque CDS est
comparé a la moyenne de tous les CDS de I’organisme associé. Nous calculons le score de
position Huber-M et les valeurs MAD (Median Absolute Deviation ou déviation absolue de la
médiane en francais) des distributions COUSIN et CAI observées pour chaque organisme [228].

2.3.2 Résultats

COUSIN représente avec exactitude et une forte capacité d’interprétation le
CUB des organismes

La distribution du CUB des CDS de chaque organisme est donnée en Figure 2.4. Les courbes
observées avec I’indice COUSIN sont toutes centrées autour de la valeur 1 (score qui représente
la référence, et donc ici la moyenne du CUB de I’organisme). La valeur de I’estimateur Huber-M
est elle aussi proche de 1 pour chacune des distributions. Il est a noter que malgré cette simila-
rité dans le score COUSIN moyen, les distributions de certains organismes sont particulicres et
soulignent I’existence de disparités dans les CUB observés au sein du génome d’un organisme et
entre les especes. Chez E. coli, A. thaliana et S. cerevisiae, on observe une distribution normale
des CDS. Chez P. falciparum et S. coelicolor, les distributions sont elles aussi normales, mais la
variance y est beaucoup plus réduite. Une telle différence dans la distribution du CUB des CDS
de ces organismes peut s’expliquer par les particularités des génomes de P. falciparum et S. coeli-
color, qui tendent vers un biais de composition nucléotidique extréme. Les CDS de P. falciparum



TABLE 2.2 — Récapitulatif des informations sur les CDSs complets des huit organismes inclus dans cette analyse. Le tableau
indique le nom de I’espece, la référence du génome (issu de la base de données NCBI), le nombre de CDS gardés pour 1’analyse
(évalué par la suppression des isoformes et des CDS de petite taille), le nombre total de CDS extraits des fichiers genbank, le ratio
entre les deux dernieres variables ainsi que le contenu en GC3 des CDSs gardés pour la suite de I’analyse.

Espece Référence CDS sélectionnés Nombre total de CDS Ratio Contenu en GC3
Escherichia coli K-12 substr. MG1655 3244 4319 0.8 54.9%
Streptomyces coelicolor A3(2) 6356 8152 0.8 92.3%
Saccharomyces cerevisiae  S288C (assembly R64) 5549 5989 0.9 39.2%
Plasmodium falciparum 3D7 (assembly ASM276v1) 4773 5334 0.9 17.8%
Homo sapiens Assembly GRCh38.p11 18492 115320 0.1 60.0%
Gallus gallus Assembly GRCgb6a 15751 49767 0.3 60.6%
Mus musculus Assembly GRCm38.p6 20393 79262 0.3 58.6%
Arabidopsis thaliana Assembly TAIR10 24774 48148 0.5 42.7%
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sont riches en AT3 et ceux de S. coelicolor riches en GC3. De par cette composition nucléoti-
dique particuliere, les codons synonymes retrouvés au sein de ces deux organismes sont orientés
vers les nucléotides surreprésentés avec, par exemple, une surutilisation du codon UUC chez S.
coelicolor et du codon UUU chez P. falciparum pour coder la phénylalanine. Ainsi, les CDS de
ces deux organismes possédent un CUB similaire et orienté vers la composition nucléotidique
des génomes respectifs, ce qui explique la faible diversité dans le CUB observé. Pour finir, les
trois génomes de Vertébrés ont une distribution bimodale décrivant des groupes de CDS ayant
des particularités au sein de leurs CUB. Ce dernier point sera discuté en détail dans la prochaine
section pour H. sapiens et G. gallus.

Il est plus difficile de tirer des conclusions sur les observations des distributions des scores
CALI Chaque courbe possede une distribution normale mais présente des variances et moyennes
différentes. Cela est principalement dii a la nature de ce que mesure le CAI. En effet, bien que
souvent considéré comme un indice de mesure du CUB, il mesure 1’ « optimalité » des codons par
rapport a sa référence. De ce fait, seules des informations relatives a cette optimisation peuvent
étre extraites de ces courbes, sans que 1’on ait une quelconque idée du CUB de la requéte ou de
sa relation avec la référence. Par ailleurs, la valeur des scores CAI est directement impactée par
le CUB retrouvé au sein de la référence, ce qui fait que les distributions obtenues sont propres a
chaque organisme et ne peuvent pas étre comparées (voir Figure 2.1 pour une exemplification de
I’impact de la référence sur la distribution du CUB).

Nous n’observons pas de variation remarquable entre les versions 18 et 59 des indices COU-
SIN et CAI (Figure 2.5 A et D). Dans cette étude, il semblerait que le CUB des genes soit
faiblement impacté par la composition en acides aminés observée. La comparaison des scores
COUSIN et CAI chez H. sapiens indique une forte corrélation entre ces deux indices, malgré
I’incapacité flagrante de I’indice CAI de déceler clairement les différentes populations de CDS
au sein de cet organisme (Figure 2.5 B et C). Une telle corrélation renforce 1’idée de 1’aspect plu-
ridisciplinaire de COUSIN, ou celui-ci serait aussi capable de déterminer, a une certaine mesure,
I’ « optimalité » d’une séquence par rapport a une référence.

Nous avons testé la corrélation des scores de CAI et COUSIN avec le contenu en GC3 des
genes pour chaque organisme (Figures Annexes B.1, B.2, B.3 et B.4) . Il apparait que les scores
COUSIN des genes suivent plus fidelement le contenu en GC3 que le score CAI, bien que les
corrélations soient fortes et significatives dans chaque cas. Par ailleurs, la distribution du contenu
en GC3 des genes des Vertébrés montre encore une bimodalité similaire a celle de COUSIN. Cela
indique la claire corrélation entre les deux indices et la capacité de COUSIN a faire ressurgir des
spécificités propres a I’organisme.

COUSIN met en évidence les spécificités en CUB des vertébrés

Comme évoqué précédemment, les distributions des scores COUSIN sont non-unimodales
chez M. musculus et affichent clairement une bimodalité chez H. sapiens et G. gallus. Dans
cette section, nous allons explorer le CUB des genes de H. sapiens et G. gallus en fonction de
leur contenu en GC3, ou encore, de leur position intra-chromosomique chez H. sapiens et inter-
chromosomique chez la poule (Figures 2.6 et 2.7). Il est établi que les chromosomes humains
sont agencés en isochores, c’est-a-dire en région intercalaires riches en GC ou en AT, et que



Chapitre 2 - COUSIN, une approche normalisée de la mesure du CUB 71

A B

— E. coli
4 |—— S. coelicolor
—— 8. cerevisiae 4
— P. falciparum
N H. sapiens
G. gallus 3
> — M. musculus 2
(72} (7]
o — A. thaliana 5
[=] 2 =]
2
1 7< 1
0 = 0
-1 0 1 2 3 -1 0 1 2 3
C COUSIN;g D COUSINsg
16
17.5
14
15.0
12
12.5
10
2 2
% 10.0 k7
c C
o) o 8
=) =)
75
6
5.0
4
25 2
0.0 —= o 0 S
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
CAlyg CAlsg

Figure 2.4 — Courbes de densité des scores COUSIN g (A), COUSIN sy (B), CAl5 (C) et
CAls9 (D) pour chacun des organismes étudiés (voir légende sur la Figure). Pour chaque
CDS, les valeurs COUSIN et CAI ont été estimées a partir d’un jeu de données de référence
représentant le CUB moyen de 1’organisme. La normalisation de COUSIN centre les distributions
aux alentours d’une valeur Huber-M de 1, permettant une rapide identification de la dispersion
des CDS au sein de chaque organisme, et d’en déduire la diversité en CUB de chaque organisme
par rapport a la référence et a I’ H (e.g., les courbes a petite variance de S. coelicolor en vert).
Au sein des résultats COUSIN, on observe une bimodalité de la distribution pour H. sapiens et
G. gallus. Cette Figure est issue de I’article de Bourret et al. [94].
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Figure 2.5 — Analyse comparative des scores COUSIN et CAI obtenus pour les CDS d’H.
sapiens. les sous-graphes A et D comparent les différentes versions des scores COUSIN (A) et
CAI (D) alors que les sous-graphes B et C comparent les versions 18 (B) et 59 (C) des indices
COUSIN et CALI Les courbes flanquantes des nuages de points indiquent la densité observée des
scores COUSIN ou CAL A chaque comparaison, les résultats d’un test de corrélation de Pearson
sont indiqués.
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cette particularité génomique influence le CUB des geénes qu’on y retrouve [36, 43]. Par ailleurs,
il existe chez la poule des macrochromosomes et microchromosomes (définis par une taille in-
férieure a 40Mb) qui possedent un contenu global en GC divergeant : les microchromosomes
sont enrichis en GC par rapport aux macrochromosomes (Figure 10b de ’article de Hillier et al.
[229]).

Les résultats de la Figure 2.6 montrent la répartition des scores COUSIN en fonction de leur
position dans les chromosomes 1 et 14 d’H. sapiens. Au sein des différents isochores, Les CDS
forment des groupes ayant le méme contenu en GC et le méme score COUSIN, ce qui demeure
en parfait accord avec les hypotheses décrivant un réle majeur du biais mutationnel local sur le
CUB [36, 43]. De tels résultats démontrent encore une fois 1’efficacité de 1’indice COUSIN a
démarquer les différentes populations de CDS au sein d’un organisme, sans que 1’indice CAI ne
soit capable de déterminer avec précision de telles particularités. La bimodalité observée avec
COUSIN chez H. sapiens s’explique donc par la position des genes dans le génome : chaque
mode de la distribution représente les CDS situés dans les isochores riches en AT ou en GC.
Lorsque 1’on observe la distribution du contenu en GC et des scores COUSIN selon le chromo-
some chez H. sapiens et G. gallus, on remarque une corrélation négative entre ces deux variables
et la taille du chromosome (Figure 2.7). Cette corrélation est plus marquée chez la poule, chez
qui une véritable scission est observée entre les micro et les macrochromosomes. De ce fait, la
bimodalité observée chez H. sapiens et G. gallus est aussi associée aux différent CDS contenus
dans les chromosomes (et dont le contenu en GC varie). De tels résultats sont a pondérer de par
la forte variance observée au sein des chromosomes, mais permettent tout de méme d’expliquer
la bimodalité observée chez les deux organismes.

2.4 Conclusion

COUSIN est un indice novateur de mesure du CUB qui implique une détermination en fonc-
tion non seulement d’une référence, mais aussi d’une Hypothese Nulle H, décrivant une équi-
probabilité d’usage des codons. La gamme des résultats qu’il propose, sa fiabilité et sa simplicité
en font un indice qui a toute sa place dans I’univers de la mesure du biais d’usage des codons.
Grace aux valeurs clefs de COUSIN (i.e. les valeurs O et 1), il est possible de considérer avec
facilité la relation du CUB entre un gene et sa référence, mais aussi de comparer le CUB entre,
a titre d’exemple, des geénes orthologues, car la significativité qualitative des scores obtenus ne
varie pas en fonction de 1’organisme considéré. Le score COUSIN d’une séquence peut étre di-
rectement calculé grace a 1’outil COUSIN. Ce dernier s’illustre par sa simplicité d’utilisation et
les fonctionnalités qu’il propose, allant de I’optimisation des genes jusqu’a la création d’une
CUT en passant par I’agrégation de données selon des approches de k-means et de clustering
hiérarchique. L’analyse comparative effectuée au sein de cette étude témoigne des avantages de
COUSIN sur son homologue CAI. Les scores COUSIN obtenus sont non-seulement plus affins
avec le contenu en GC3 que ne le serait les scores CAI, mais semblent mieux déterminer les
spécificités des organismes que ce dernier. Le choix du CUB moyen d’un organisme en guise
de référence est ici purement démonstratif. Les objectifs ne sont pas de déterminer les tenants et
aboutissants du CUB d’un organisme, mais bien de faire valoir les avantages et les désavantages
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de chaque indice face a une référence globale. Bien entendu, chaque organisme possede des par-
ticularités dans son CUB qui doivent tre prises en compte dans toute analyse et ce notamment
dans la construction d’un jeu de données de référence.

A I’avenir, COUSIN sera utilisé dans une série d’études visant a déterminer les spécificités
dans le CUB de genes viraux et d’organismes cellulaires. Au sein de cette theése, nous utilisons
COUSIN pour déterminer le CUB de genes paralogues chez les Vertébrés puis de genes apparte-
nant aux polyomavirus humains.



Chapitre Trois

EVOLUTION DU CUB ET
SOUS-FONCTIONNALISATION CHEZ LES
GENES PARALOGUES : EXEMPLIFICATION
PAR LES POLYPYRIMIDINE TRACT
BINDING PROTEINS (PTBP)

3.1 Introduction

Les génes homologues sont des séquences qui partagent une origine commune par événe-
ment de spéciation (orthologie) ou de duplication (paralogie) [230]. L’émergence de paralogues
par duplication relache les contraintes évolutives sur au moins une des deux copies du gene. Par
processus évolutif, il est possible de voir apparaitre de nouvelles fonctions chez 1’un des deux
paralogues, alors que 1’autre conserve sa fonction initiale. Il est aussi possible que, malgré la
conservation d’une fonction similaire chez les deux paralogues, I’'un d’entre eux se spécialise et
gagne des affinités avec, a titre d’exemple, un substrat particulier [231].

Le point de départ de notre recherche sont les observations expérimentales de Robinson et al.
qui indiquent une expression différentielle des genes paralogues de la « Polypyrimidine Tract
Binding Protein » (PTBP) en fonction de leur composition nucléotidique [224]. Le génome des
Vertébrés encode trois versions in-paralogues de ce géne qui possedent toutes une fonction si-
milaire : elles forment une classe de ribonucléprotéines appelées les « hnRNP RNA-Binding
Proteins » et sont impliquées dans la modulation des événements d’épissages alternatifs chez les
ARNm [223]. Au sein du méme génome, les trois versions du gene PTBP affichent une forte
similarité dans leur séquence protéique, aux alentours de 70 % chez H. sapiens [223].

Malgré leur forte ressemblance a I’échelle protéique, les trois genes PTBP different grande-
ment dans leur composition nucléotidique, leur CUB et leurs motifs d’expression. Chez I’Homme,
PTBP1 est enrichi en GC3 (% de GC a la troisieme position du codon) et est exprimé dans tous

Partie I : Etude du CUB m Jérome Bourret 77
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les tissus, alors que les genes PTBP2 et PTBP3 sont riches en codons AT3 et affichent une forte
expression dans le cerveau et dans les cellules hématopoietiques (Figure Annexe C.1). Robinson
et al. ont étudié 1’expression de ces genes dans des cellules humaines HelLa et HEK293, en pla-
cant tour a tour les genes sous un méme promoteur. IlIs ont démontré que le paralogue PTBPI est
plus fortement exprimé que ses deux paralogues AT3-riches, mais que I’expression du paralogue
PTBP?2 pouvait étre améliorée par la modification des codons synonymes vers un enrichissement
en GC3 [224].

Au sein de cette étude, nous avons déterminé 1’histoire évolutive des genes PTBP et avons
approfondi I’analyse du CUB aux Vertébrés. Pour cela, nous déterminons 1’histoire évolutive
des trois paralogues au sein de 74 especes de Vertébrés et la comparons avec la diversité en
CUB observée, en prenant soin de fractionner notre analyse aux individus mammiferes et non-
mammiferes. Le CUB des trois paralogues est ensuite confronté a son contexte génomique au
sein de quinze especes, et ce dans 1’objectif de déterminer la fraction expliquée par le biais
mutationnel sur le CUB observé. Pour finir, nous mesurons la direction des mutations synonymes
et non-synonymes pour y détecter des motifs expliquant la diversité en CUB observée au sein des
trois paralogues. Nos résultats suggerent que la diversité paralogue-spécifique du CUB chez les
mammiferes correspond a un processus de sous-fonctionnalisation par des motifs d’expression
différentielle tissu-spécifique chez les PTBP.

3.2 Matériel et Méthodes

3.2.1 Construction du jeu de données de séquences

Nous avons construit un jeu de données de séquences nucléotidiques sur 47 mammiferes, 27
Vertébrés non-mammiferes et trois protostomiens en utilisant I’outil BLAST de la base de don-
nées NCBI [227]. Pour effectuer une telle recherche, nous nous sommes servis des paralogues
PTBP humains comme jeu de données de référence (Tableau Annexe C.1 pour les numéros d’ac-
ces). Nous avons pu identifier les trois genes chez tous les Vertébrés analysés, a I’exception
du lapin de garenne Oryctolagus cuniculus, auquel 1l manquait PTBPI et du Xénipe grimpeur
Acanthisitta chloris, auquel il manquait PTBP3 (Tableau Annexe C.1). Le jeu de données final
possédait 75 PTBPI1, 76 PTBP2 et 75 PTBP3. En tant qu’ « outgroups » (éléments extérieurs
phylogénétiquement éloignés) pour cette analyse, nous avons sélectionné les genes orthologues
de trois organismes protostomiens, pour lesquels seule une version du gene PTBP existe (Ta-
bleau Annexe C.1). A partir du jeu de données initial, nous avons identifié un sous-ensemble de
neuf mammiferes et de six non-mammiferes pour lesquels nous avons effectué une analyse sur
le contexte génomique des genes. En effet, ces especes possedent des génomes relativement bien
annotés, ce qui nous a permis d’extraire les informations sur les régions flanquantes et les introns
des PTBP (Tableau Annexe C.2). A cause d’artefacts lors de I’annotation des genes, ces régions
non-codantes étaient manquantes chez certains PTBP de 1’éléphant d’ Afrique Loxodonta afri-
cana, du Gekko japonais Gekko japonicus et du requin baleine Rhincodon typus. Pour chacune
des 15 especes de I’analyse du contexte génomique, nous avons calculé les valeurs CAI [47] et
COUSIN [94] grace a I’outil en ligne COUSIN (accessible via le lien http://cousin.ird.fr).
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3.2.2 Agrégation des PTBP selon leur CUB

Nous avons calculé la composition en codons ainsi que le CUB de chaque paralogue PTBP
grace a I’outil COUSIN [94]. Pour chacun d’entre eux, nous avons construit un vecteur de 59 posi-
tions contenant les fréquences relatives des codons synonymes. Nous avons par la suite effectué
une Analyse en Composante Principale (ACP) sur les 229 vecteurs a 59 dimensions puis avons
effectué des agrégations de données selon la méthode du k-means et du clustering hiérarchique.

3.2.3 Alignement et analyses phylogénétiques

Pour générer des alignements robustes sans introduire d’artefacts dus a la forte distance évo-
lutive entre les paralogues, nous avons procédé étape par étape :

1 Nous avons aligné séparément et a I’échelle des acides aminés chaque PTBP pour les mam-
miferes et les non-mammiferes.

it Pour chaque paralogue, nous avons fusionné les alignements comprenant les séquences de
mammiferes et de non-mammifere, de maniere a obtenir un seul alignement par PTBP.

iii Nous avons combiné les trois alignements en un seul.

iv Nous avons aligné les séquences des protostomiens a 1’alignement global des Vertébrés

Chaque étape d’alignement a été effectuée a I’aide du programme MAFFT [232]. L’aligne-
ment obtenu a été rétro-traduit pour obtenir un alignement a 1’échelle des codons. Pour finir,
nous avons nettoyé 1’alignement final en utilisant le programme Gblocks [233].

L’inférence phylogénétique a été réalisée a 1’échelle des acides aminés et des nucléotides
grace au programme RAxXML (v8.2.9) avec un bootstrap de 1000 [234]. Pour les données nucléo-
tidiques, nous avons utilisé des partitions sur les codons et avons appliqué le modele GTR + G4.
Pour les données au format protéique, nous avons appliqué le modele LG + G4. Nous avons re-
trouvé en parallele 1’histoire évolutive des 77 especes en utilisant I’outil en ligne TimeTree [235].
Les distances entre les différents arbres phylogénétiques ont été mesurées par le biais de 1’indice
de Robinson-Foulds, qui se base sur la topologie [236], et I’approche du score de K-tree, qui
prend en compte les différences a 1’échelle de la topologie et de la longueur de branches [237].
Apres inférence phylogénétique a partir des deux jeux de données, nous avons calculé 1’état
ancestral des ancétres communs les plus proches de chaque clade de PTBP a I’aide de RAxML.
A partir de ces états ancestraux, nous avons déterminé le nombre de mutations synonymes et
non-synonymes de chaque individu a partir de 1’état ancestral du clade qu’ils formaient.

3.2.4 Analyses statistiques

Les corrélations entre matrices ont été déterminées par le biais d’un test de Mantel. Des com-
paraisons non-paramétriques ont été produites en utilisant le test de Wilcoxon-Mann-Whitney
(médiane des populations) et le test des rangs signés de Wilcoxon pour les comparaisons par
paire. Les analyses statistiques ont été réalisés a 1’aide des packages ape et ade de R et de IMP
(v1.4.3.0).
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3.3 Résultats

3.3.1 Les paralogues PTBP des Vertébrés different dans leur composition
nucléotidique

Pour mieux comprendre 1’histoire évolutive des PTBP, nous avons tout d’abord effectué une
analyse du CUB et de la composition nucléotidique de ces genes. D’un point de vue général,
les genes PTBP1 sont enrichis en GC par rapport a PTBP2 et PTBP3 (moyennes respectives de
55,9 %, 42,3 % et 44,9 % pour le contenu en GC et 69,5 %, 33,4 % et 38,3 % pour le contenu
en GC3; Figure 3.1, Tableau Annexe C.1). Par ailleurs, PTBP1 possede une différence en GC3
entre les genes de mammiferes et de non-mammiferes (respectivement 79,8 % contre 59,9 %).
Un modele de régression linéaire suivi par un test des étendues de Tukey sur les valeurs de GC3
avec comme variables explicatives les niveaux de paralogie (i.e. PTBP1-3), de taxonomie (i.e.
mammiferes et non-mammiferes) ainsi que leur interaction identifient trois groupes principaux
de PTBP (Tableau 3.1) : un premier rassemblant les PTBPI de mammiferes, un deuxieme les
PTBP1 de non-mammiferes et un troisieme comprenant tous les PTBP2 et PTBP3. Le facteur le
plus explicatif pour le contenu en GC3 est le niveau de paralogie PTBPI-3, comprenant pour lui
seul 65% de la variance (Table 3.1). Ces tendances sont confirmées lors de la comparaison par
paires entre les paralogues présents au sein du méme génome mammifere, avec des différences
significatives dans le GC3 selon ’ordre suivant : PTBPI > PTBP3 > PTBP2 (Test des rangs
signés de Wilcoxon : PTBPI contre PTBP2, moyenne diff=48.0, S=539.50, p-value <0.0001 ;
PTBPI contre PTBP3, moyenne diff=43.5, S=517.50, p-value <0.0001; PTBP3 contre PTBP2,
moyenne diff=4.5, S=406.50, p-value <0.0001). Il est important de noter que méme si ces résul-
tats sont tous significativement différents, les comparaisons par paires sur le GC3 entre PTBP1
et PTBP2-3 sont dix fois plus importantes que pour les comparaisons par paires entre PTBP2 et
PTBP3.

La distribution des résidus entre les valeurs observées et attendues de notre modele nous
permet d’identifier un nombre d’ « outliers » (de valeurs aberrantes) avec des motifs taxono-
miques intéressants (Tableau 3.2). Chez les non-mammiferes, les trois paralogues de la truite
arc-en-ciel Oncorhynchus mykiss possedent un fort taux en GC3 (entre 67% et 76%), avec une
différence significative par rapport aux valeurs prédites par le modele (valeurs attendues entre
36% et 51%). Un cas similaire est observable chez le poisson-zebre Danio rerio : les trois para-
logues ont un contenu en GC3 avoisinant les 58%, ce qui est bien plus que les valeurs prédites
par le modele pour PTBP2 et PTBP3 (valeurs attendues aux alentours de 38%). De maniere
surprenante mais tout aussi intéressante, 1’ornithorynque Ornithorhynchus anatinus et les trois
marsupiaux de 1’analyse, c’est a dire le diable de Tasmanie Sarcophilus harrisii, le koala Phas-
colarctos cinereus et I’opossum gris Monodelphis domestica ont une valeur de GC3 commune
pour le paralogue PTBP1, aux alentours de 47%, ce qui est significativement plus bas que ce qui
est prédit par le modele (valeurs attendues d’environ 79%).

Au sein d’un certain nombre d’especes Vertébrées, de fortes hétérogénéités dans la composi-
tion nucléotidique sont observées a 1’échelle des chromosomes. Ces régions a forte dissimilarité
sont appelées « isochores » [43, 107]. Pour explorer I’influence de I’environnement génétique sur
la composition nucléotidique des PTBP, nous avons analysé le contexte génomique de 15 especes
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Figure 3.1 — Contenu en GC (A) et en GC3 (B) des génes PTBP chez les Vertébrés. Les
violin-plots affichent la distribution en GC et en GC3 tandis que les boxplot associés délimitent
les valeurs de la médiane, des quartiles et des quantiles a 5% et 95% chez les différentes especes
de Vertébrés mammiferes (rouge) et non-mammiferes (bleu).

dont le génome est correctement annoté. Les variables utilisées au sein de cette analyse sont : 1)
le contenu en GC des régions introniques et flanquantes des PTBP; ii) le GC3 de I’exome ; iii) le
contenu en GC de tous les introns et de toutes les régions flanquantes au sein de chaque génome
(Tableau 3.3 et Figure 3.2). Tout d’abord, pour D. rerio, la composition en GC3 des genes PTBP2
et PTBP3 est clairement différente des autres especes analysées et des tendances observées au
sein de la Figure 3.2, et ce en concordance avec I’'image d’« outlier » qu’il possede au sein du
Tableau 3.2. Le poisson-zebre a donc été exclu de la suite de I’analyse. Nous avons effectué une
régression linéaire individuelle et étape par étape pour expliquer la variance en GC3 par la varia-
tion des valeurs de composition nucléotidique locales et globales décrites ci-dessus (Tableau 3.3).
Pour chaque PTBP, le contenu en GC local explique le mieux les variations en GC3 des genes,
mais avec de fortes différences entre les paralogues : alors que la variation dans le contenu en GC
des régions flanquantes et introniques correle fortement avec les variations de GC3 chez PTBP1
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TABLE 3.1 — Modele de régression linéaire et test des étendues de Tukey avec comme variable
expliqué la composition en GC3 et en variable explicative les niveaux de paralogie (PTBP1-3),
la taxonomie (i.e. mammifére ou non-mammifere) et leurs interactions. Les scores du modele
sont : Adj Rsquare=0.83; F ratio=205.7; Prob > F : <0.0001. Effets individuels des niveaux : 1)
paralogie : F ratio=274.3; Prob > F : <0.0001 ; ii) taxonomie : F ratio=27.2 ; Prob > F : <0.0001 ;
iii) interaction paralogie*taxonomie : F ratio=87.9; Prob > F : <0.0001.

Niveau Least Sq. Mean (GC3%) Ecart-type Groupe de Tukey
Paralogie
PTBP1 65.87 1.00 A
PTBP3 39.00 1.01 B
PTBP2 34.03 1.00 C
Taxonomie
mammalian 49.32 0.70 A
non-mammalian 43.28 0.92 B
Paralogie*Taxonomie
PTBPI, mammifere 79.81 1.22 A
PTBPI, non-mammifere 51.93 1.59 B
PTBP3, non-mammifere 41.64 1.62 C
PTBP3, mammifere 36.36 1.22 C,D
PTBP2, non-mammifere 36.27 1.59 C,D
PTBP2, mammifere 31.79 1.20




TABLE 3.2 — Valeurs « outliers » des genes en accord avec les valeurs attendues du modele de régression linéaire sur les niveaux
de paralogie (PTBP1-3), de taxonomie (mammifere ou non-mammifere) et de leur interaction.

Espéce \ Paralogue GC3 observé (%) GC3 attendu (%) déviation du GC3 (%)
mammifere
Desmodus rotundus PTBP2 59.60 31.79 27.81
Miniopterus natalensis PTBP2 48.52 31.79 16.72
Monodelphis domestica PTBPI 44.49 79.81 -35.32
Ornithorhynchus anatinus PTBPI 51.14 79.81 -28.67
Ornithorhynchus anatinus |  PTBP2 52.00 31.79 20.21
Phascolarctos cinereus PTBPI 47.53 79.81 -32.28
Sarcophilus harrisii PTBPI 45.44 79.81 -34.37
non-mammifere
Danio rerio PTBP2 58.89 36.27 22.62
Danio rerio PTBP3 60.08 41.64 18.44
Lepisosteus oculatus PTBP3 58.73 41.64 17.10
Oncorhynchus mykiss PTBPI 76.27 51.93 24.34
Oncorhynchus mykiss PTBP2 69.03 36.27 32.76
Oncorhynchus mykiss PTBP3 67.58 41.64 25.95
Pogona vitticeps PTBPI 83.68 51.93 31.75
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Figure 3.2 — Variation dans le contenu en GC3 (abscisse) et dans le contenu intronique (A,
ordonnée) et des régions flanquantes (B, ordonnée) chez les PTBP. Chaque point représente
un des 15 especes de 1’analyse sur le contexte génomique. L’ astérisque indique les valeurs ob-
tenues pour I’espece D. rerio, qui montre des résultats particuliers pour PTBP2 et PTBP3, en
accord avec son comportement « outlier » dans les modeles.

(R?=0.97), et d’une maniére moins prononcée chez PTBP3 (R?=0.78), la fraction de variance
expliquée par ces variables chute de maniére significative chez PTBP2 (R*=0.46).

3.3.2 Les paralogues PTBP different dans leur CUB

Pour chaque CDS PTBP, nous avons extrait les fréquences relatives des codons synonymes
et avons appliqué différentes approches pour réduire 1’information et visualiser les tendances
en CUB. Les résultats d’une Analyse en Composante Principale (ACP) sont montrés au sein
de la Figure 3.3. Le premier axe capture 68,9 % de la variance, bien plus que les deuxiemes et
troisiemes axes (respectivement 6,7 % et 3,2 %). Au sein des familles de codons de multiplicité 2,
les deux codons sont forcément symétriques, ce qui crée une redondance dans la détermination du
CUB. Pour corriger cela, nous avons simplifié I’ ACP en n’analysant que les familles de codons de
multiplicité 4 et 6 (Figure Annexe C.2). Les résultats obtenus demeurent néanmoins similaires a
I’ ACP décrite au sein de ce rapport. Ici, le premier axe rassemble les codons par leur composition
en GC3, avec I’exception du codon UUG-Leu, qui se groupe avec les codons riches en AT3. Ce
premier axe différencie clairement les genes PTBP1 des mammiferes de tous les autres genes
PTBP2 et PTBP3. Les PTBP1s appartenant aux non-mammiferes se répartissent entre les PTBP1
de mammiferes et les PTBP3, mais se rapprochent aussi des genes PTBP des protostomiens. Le
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deuxieme axe de I’ACP décrit des motif abstraits dans le rassemblement des codons : i) une
séparation entre les codons se terminant par G ou C, mais pas dans les codons se terminant par
A ou T; i1) Une forte contribution antagoniste entre les codons AGA et AGG de I’arginine. Ce
second axe sépare toutefois les PTBP2 des PTBP3, en accord avec les tendances en composition
nucléotidiques décrites précédemment : une comparaison par paires indique que les PTBP3 sont
enrichis en codons se terminant par C par rapport a PTBP2, avec des valeurs de 21, 7 % contre
15,4 % (test des rangs signés de Wilcoxon : moyenne diff=6.2, S=1184.0, p-value <0.0001).
Pour approfondir notre recherche de particularités au sein des PTBP, nous avons effectué
une agrégation de données hiérarchique ainsi qu’une agrégation selon la méthode des k-means.

TABLE 3.3 — Résultats d’une analyse par la méthode des moindres carrées (approche individuelle
ou séquentielle) pour expliquer les variations en GC3 des geénes PTBP par les variations globales
et locales dans la composition en nucléotides au sein de 14 génomes correctement annotés. Pour
chaque gene, les variables individuelles sont ordonnées en fonction de leur contribution au mo-
dele séquentiel. Les variables avec la mention « N.S » (Non-significatif) ne contribuent pas avec
une puissance explicative quand ajoutées au modele séquentiel.

PTBPI
Contribution individuelle Contribution séquentielle
Parameétre R’ BIC R* BIC
Local intronic GC 0.96 74.42 0.96 74.42
Global intronic GC | 0.03 111.98 0.97 71.23
Global flanking GC | 0.05 111.70 0.98 (N.S.) 72.26
Global exomic GC3 | 0.62 100.71 0.98 (N.S.) 74.27
Local flanking GC | 0.55 112.66 0.98 (N.S.) 76.55
PTBP2
Contribution individuelle SContribution séquentielle
Paramétre R’ BIC R’ BIC
Local flanking GC | 0.46 60.12 0.46 60.12
Global flanking GC | 0.03 67.66 0.49 (N.S.) 61.86
Local intronic GC 0.37 61.95 0.49 (N.S.) 64.38
Global exomic GC3 | 0.09 66.75 0.49 (N.S.) 66.89
Global intronic GC | 0.05 67.38 0.50 (N.S.) 69.35
PTBP3
Contribution individuelle Contribution séquentielle
Parameétre R’ BIC R’ BIC
Local intronic GC 0.78 78.11 0.78 78.11
Global intronic GC | 0.12 96.38 0.80 (N.S.) 79.56
Global exomic GC3 | 0.02 97.73 0.82 (N.S.) 80.66
Local flanking GC | 0.38 91.77 0.84 (N.S.) 81.70
Global flanking GC | 0.02 97.77 0.84 (N.S.) 84.27
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Chaque analyse rassemble les PTBP par le contenu en GC3 qu’ils possedent. Le dendrogramme
des PTBP issu du clustering hiérarchique (lignes de la figure 3.3 B) indique I’existence de cinq
clades qui regroupent les PTBP suivants : PTBPI de mammiferes, PTBPI de non-mammiferes,
PTBP2, PTBP3 et un cinquieme groupe contenant les PTBP des protostomes ainsi que quelques
individus de chaque paralogue (score de consistence de Kappa-Fleiss = 0.76). Cette méme mé-
thode de clustering stratifie les codons selon leur contenu en GC3 : d’un c6té les codons enrichis
en GC3 et de I'autre ceux en AT3, avec la claire exception du codon UUG de la leucine, qui se
groupe au milieu des codons enrichis en AT3 (voir le dendrogramme en colonne de la Figure
3.3 B). L’approche de détection du nombre optimal de groupes du k-means (i.e., la méthode
du coude) identifie quatre groupes qui séparent les paralogues de la maniere suivante : PTBPI,
PTBP2, PTBP3 et un dernier groupe contenant les protostomes ainsi que des individus apparte-
nant a chaque paralogue (score de consistence de Kappa-Fleiss = 0.75).

Globalement, les méthodes d’agrégation des données hiérarchique et en k-means, toutes les
deux basées sur les vecteurs a 59 dimensions des fréquences des codons synonymes, sont en
accord avec I’autre (score de consistence de Kappa-Fleiss = 0.83), et sont en concordance avec
I’ACP produite. Le CUB définit donc des groupes de genes consistants avec leur orthologie
et leur taxonomie. Il est intéressant de noter que pour certaines especes, les trois paralogues
possedent une distribution unique du CUB, comme un CUB commun chez les trois paralogues
du requin baleine R. fypus ou encore des compositions inattendues dans le CUB de la chauve-
souris Miniopterus natalensis.

Nous avons analysé le CUB des genes PTBP des 15 especes pour lesquelles nous avions
une annotation correcte du génome, en utilisant comme référence le CUB moyen des génomes
associés (Tableau 3.4). Nos résultats soulignent de fortes différences chez les paralogues de mam-
miferes : PTBP1 possede des valeurs COUSIN au dessus de 1 alors que PTBP2 et PTBP3 des
valeurs en dessous de 0. En suivant la signification des scores COUSIN [94], ces résultats dé-
montrent que les PTBP1 des mammiferes sont enrichis en codons retrouvés en forte proportion
au sein du génome, alors que les PTBP2-3 sont enrichis en codons rares.

3.3.3 Reconstruction phylogénétique des PTBP

Nous avons exploré la relation évolutive entre les PTBP par le biais d’une inférence phy-
logénétique a 1’échelle des acides aminés et des nucléotides (Figure 3.4). Le jeu de données
final contenait 74 PTBPs de mammiferes (47 especes pour 39 familles) et de Vertébrés non-
mammiferes (27 especes pour 24 familles). Nous avons utilisé les genes PTBP des trois protosto-
miens comme outgroups dans cette analyse. Chacune des deux phylogénies affiche trois grands
clades qui représentent chacun un des paralogues. Au sein des deux topologies obtenues, les or-
thologues PTBPI et PTBP3 se regroupent, mais il est a noter que la taille de la branche reliant
les protostomiens aux Vertébrés est si démesurée qu’elle ne permet pas une identification cor-
recte de la résolution inter-PTBP chez les Vertébrés. De maniere générale, les deux phylogénies
sont congruentes (Tableau 3.5). La forte distance entre les arbres nucléotidiques et protéiques
pour PTBP2 provient de désagréments chez les branches courtes, comme démontré par le score
K-tree de cet orthologue (pour rappel, I’'index de Robinson-Foulds ne permet qu’une analyse sur
la topologie, alors que le score K-tree se base sur la topologie et la taille des branches). Dans tous
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TABLE 3.4 — Régression linéaire et test des étendues de Tukey, avec comme variable expliquée
les valeurs COUSIN de chaque PTBP (calculée avec comme référence le CUB moyen de I’or-
ganisme). Les variables explicatives sont les niveaux de paralogie (PTBPI-3), de taxonomie (i.e.
(non-)mammifere) et leur interaction. Les scores du modeles sont de : Adj Rsquare=0.82; F
ratio=36.84; Prob > F : <0.0001. Effets individuels des niveaux : i) paralogie : F ratio=40.72;
Prob > F : <0.0001 ; ii) taxonomie : F ratio=10.87; Prob > F : =0.0021 ; iii) interaction paralo-
gie*taxonomie : F ratio=28.11; Prob > F : <0.0001.

Level \ Least Sq. Mean (COUSIN) Std. err. Tukey’s HSD group
Paralog
PTBPI 1.45 0.11 A
PTBP3 0.29 0.11 B
PTBP2 0.19 0.11 B
Taxonomy
mammalian 0.44 0.080 A
non-mammalian 0.85 0.098 B
Paralog*Taxonomy
PTBPI, mammalian 1.90 0.14 A
PTBPI, non-mammalian 0.99 0.17 B
PTBP2, non-mammalian 0.81 0.17 B
PTBP3, non-mammalian 0.75 0.17 B
PTBP3, mammalian -0.16 0.14 C
PTBP2, mammalian -0.43 0.14 C
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les cas, la structure interne des sous-arbres PTBP-3 récapitule correctement la taxonomie des
especes (Tableau 3.5). Certaines especes identifiées par le modele mathématique comme ayant
une composition nucléotidique déviante possedent des branches longues dans la reconstruction
phylogénétique (par exemple le PTBP3 de O. mykiss).

Nous avons ensuite analysé la correspondance entre les distances par paires des phylogénies
nucléotidiques et protéiques. Nous observons une bonne entente entre les deux reconstructions, a
I’exception des PTBP2 des mammiferes qui possedent une faible divergence sur 1’arbre protéique
(Figure 3.5 B, Tableau Annexe C.5 B). Sur les PTBP1, le graphe montre un clair regroupement
des mammiferes monotremes et marsupiaux, qui se dégagent du reste des mammiferes (et ce
sur les deux phylogénies). Cette distribution est en accord avec le fait que les monotrémes et les
marsupiaux se détachent des mammiferes placentaires au sein de la phylogénie des PTBPI (Fi-
gure 3.4). La méme conclusion peut €tre tirée de 1’ornithorynque, dont le PTBP3 se détache du
reste des mammiferes. Pour les paralogues des mammiferes, nous observons une augmentation
du nombre de mutations, et plus particulicrement de mutations non synonymes chez PTBP3 par
rapport 2 PTBPI. Les motifs de mutations sont analysés en détail ci-dessous. Les histogrammes
dénombrant une accumulation des mutations synonymes et non-synonymes confirment que les
PTBPI de mammiferes ont accumulé le plus grand nombre de mutations synonymes, en compa-
raison avec les PTBPI non-mammiferes et les autres genes (Figure Annexe C.4).

Pour finir, nous avons analysé la connexion entre les distances évolutives a I’échelle nucléo-
tidique des paralogues PTBP et leur distances basées sur le CUB (Figure 3.5 A, Tableau Annexe
C.5 A). Une tendance démontrant une augmentation des différences en CUB en fonction des dis-
tances évolutives n’est visible que pour les PTBP1 et PTBP3 des mammiferes. Pour le PTBP1 des
mammiferes, le graphe associé a cette étude différencie clairement deux populations a 1’échelle
évolutive et du CUB : 'une contenant les monotremes et les marsupiaux, I’autre les placen-
taires. Ce méme graphe sépare clairement le PTBP2 de I’ornythorinque et des chauves-souris M.
natalensis et Desmodus rotundus des autres mammiferes, mais aussi le PTBP2 de la truite arc-
en-ciel des autres PTBP2 de Vertébrés non-mammiferes. Pour finir, le PTBP3 de I’ornythorinque
semble lui aussi posséder un CUB et un profil nucléotidique divergeant par rapport aux autres
mammiferes. Chacune de ces déviations est en parfait accord avec les profils particuliers décrits
ci-dessus par les modeles mathématiques de la composition nucléotidique de ces orthologues, a
I’exception du PTBP3 de I’ ornithorynque.

3.3.4 Les PTBPI des mammiferes accumulent des substitutions synonymes
GC-enrichissantes

Nous avons observé que les genes PTBPI sont généralement plus enrichis en GC (et plus
particulierement en GC3) que les autres paralogues au sein d’'un méme génome, et que cet enri-
chissement est bien plus présent chez les placentaires. Nous avons donc voulu évaluer si un motif
mutationnel directionnel particulier souligne cet enrichissement, et ce au regard des mutations
synonymes. Pour cela, nous avons inféré 1’état ancestral des séquences pour chaque paralogue,
avons déterminé les mutations synonymes et non-synonymes entre cet état ancestral et chaque
individu apparenté et avons construit les matrices de mutation correspondantes (Tableau An-
nexe C.6). Les deux premiers axes d’'une Analyse en Composante Principale sur ces matrices
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Figure 3.4 — Phylogénie en maximum de vraisemblance des genes PTBP. Le phylogramme
représente les clades PTBP2 (barre latérale verte), PTBP1 (barre latérale rouge) et PTBP3 (barre
latérale bleue). Les génes des protostomiens ne sont pas montrés au sein de cette figure, dans 1’ ob-
jectif de focaliser la représentation graphique sur les Vertébrés, mais leur placement sur I’arbre
et la polarité qu’ils induisent est donnée par le point bleu. Les branches grises indiquent les réso-
lutions a I’échelle des mammiferes, et les noires a 1’échelle des non-mammifeéres. Une attention
particulicre est notée sur les PTBPI de mammiferes, ou la résolution n’est pas monophylétique.
Les points pleins indiquent une valeur de bootstrap supérieure a 80, alors que les points vides
un bootstrap moins élevé. Les barres latérales de gauche indiquent la classification proposée par
le clustering hiérarchique, avec le méme code couleur que donné dans la Figure 3.3 B. La barre

latérale de droite affiche le contenu en GC3 des genes, avec un gradient allant de 0% (en bleu) a
100% (en jaune).
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TABLE 3.5 — Comparaison entre I’arbre des especes et les sous-arbres de la phylogénie obtenue a
partir des données nucléotidiques. Chaque sous-arbre correspond a un paralogue PTBP. Le score
K-tree les distances topologiques et par paire entre les arbres apres avoir calibré les deux arbres
sur leur taille. Le test de Robinson-Foulds compare la topologie entre les deux arbres. Les valeurs
montrées correspondent a la fraction de nceuds divergeants entre les deux arbres.

Arbre de référence Arbre comparé \ score K-tree score de Robinson-Foulds
Arbre nucléotidique v.s. arbre des especes

PTBP1 arbre des especes 0.759 42

PTBP2 arbre des especes 0.762 24

PTBP3 arbre des especes 1.700 28
Arbre nucléotidique v.s. arbre protéique

PTBPI-AA PTBPI-NT 0.149 78

PTBP2-AA PTBP2-NT 0.129 110

PTBP3-AA PTBP3-NT 0.380 40
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Figure 3.5 — Distance par paire de I’arbre nucléotidique contre A) distances par paires en
CUB et B) distances par paire de I’arbre protéique pour les PTBP de mammifeéres. Les
résultats d’un test de Mantel (sur la corrélation entre les variables) sont donnés pour chaque

graphe.
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mutationnelles capturent, a eux deux, 66,95 % de la variance entre individus (Figure 3.6). Le
premier axe de cette ACP sépare les substitutions synonymes des non-synonymes. De maniere
intéressant, les transitions T<->C sont associées aux profil des mutations synonymes de I’ACP
(comme attendu), alors que les transitions G<->A sont retrouvées au sein du profil des muta-
tions non-synonymes. Le deuxieme axe sépare les substitutions par leur effet sur la composition
nucléotidique : stabilisation en GC dans un sens, stabilisation en AT dans 1’autre. De maniere
surprenante, le spectre mutationnel des PTBPI de mammiferes differe largement du reste des
paralogues. Les substitutions au sein de ces genes, GC-enrichissantes pour les mutations syno-
nymes et non-synonymes, définissent grandement ce deuxieme axe. Au contraire, les mutations
synonymes des genes PTBP3 et les mutations synonymes et non-synonymes des PTBP2 ont ten-
dance a étre AT-enrichissantes. Pour finir, les tendances mutationnelles des mammiferes sont
radicalement différentes des non-mammiferes pour PTBP1, alors que ces tendances ne sont pas
vérifiées pour PTBP2 et PTBP3, et ce quelle que soit la nature des substitutions.

3.4 Discussion

L’ utilisation déséquilibrée des codons synonymes a, depuis sa découverte, soulevé bon nombre
de questions au sein de la communauté scientifique. Leur analyse a permis I’élaboration de
controverses fructifiantes entre les défenseurs de fout est neutraliste et de tout est sélection, et
a ouvert la porte d’une recherche pour la détection de signaux et de codes au sein des motifs
du CUB. Les études du CUB sont a deux niveaux. D’un coté, c’est sur son origine que 1’on se
questionne : a quel degré le CUB est-il le résultat d’un partage entre le biais mutationnel et les
processus de sélection ? D’un autre coté, c’est plutot sur son role que 1’on se focalise : comment
et a quel point un CUB particulier peut-il étre 1i€ a des processus de régulation de 1’expression
des genes, que ce soit en modifiant les cinétiques et les dynamiques de la transcription de I’ ADN,
de la maturation et de la stabilité de I’ARNm, de sa traduction, ou encore du repliement des
protéines et de leur stabilité ? Au cours de cette étude nous nous sommes basés sur les résultats
expérimentaux proposés par Robinson et al. a propos de I’expression différentielle des PTBP
humains en fonction de leur CUB [224]. A partir de cet exemple, nous avons exploré par rai-
sonnement inductif la nature de la connexion entre I’évolution des genes paralogues et celle de
leur CUB. Nos résultats montrent que les trois paralogues PTBP des Vertébrés, qui possedent
des différences dans leur expression chez H. sapiens, ont aussi une composition nucléotidique
et un CUB différent a 1’échelle des Vertébrés. Nous proposons ici que ce motif évolutif est com-
patible avec un phénomene d’évolution phénotypique par sous-fonctionnalisation (dans ce cas,
une spécialisation décrivant des différences d’expression selon le tissu), associé a une évolution
a I’échelle génotypique par association a des motifs spécifiques du CUB.

Nous avons reconstruit les relations phylogénétiques et avons analysé 1’évolution et la diver-
sit¢ du CUB chez les différentes versions des paralogues PTBP de 74 especes de Vertébrés. La
résolution phylogénétique indique que les événements de duplications semblent anciens : tous
les Vertébrés semblent posséder les trois versions du gene, et celles-ci forment des clades dis-
tincts et phylogénétiquement éloignés. Cette observation est cohérente avec les informations des
bases de données des orthologues et des paralogues ENSEMBL et ORTHOMAM [223, 238, 239].
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Figure 3.6 — Spectre des substitutions synonymes et non-synonymes des PTBPs. Cette ACP
a été construite en utilisant les matrices de substitutions synonymes et non-synonymes pour
chaque PTBP, elles-mémes construites a partir de I’inférence phylogénétique et de la compa-
raison entre les individus et les états ancestraux de celle-ci. Les variables de cette ACP sont les
natures des substitutions (e.g. A->QG), identifiées par un code couleur représentant les mutations
GC-enrichissantes / stabilisantes (violet) our AT-enrichissantes / stabilisantes (orange). La po-
sition des variables est représentée en fonction de leur valeurs propres. Les individus de cette
ACP sont les catégories de mutations des PTBP, stratifiées par leur nature (synonyme ou non-
synonyme), par leur orthologie (code couleur donné dans la figure pour les différents PTBP). et
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Bien que nos résultats suggerent que PTBPI et PTBP3 sont des groupes freres, la distance des
paralogues Vertébrés avec leur équivalent protostomien démontre une claire polarité entre les
PTBP des Vertébrés qui reste difficilement explicable. Nous ne trouvons aucune instance d’un
remplacement entre les paralogues, et I’histoire évolutive de chacun d’entre eux est en bonne
adéquation avec celle des especes. L'inadéquation la plus probante entre 1’évolution des genes et
des especes est la polyphylie observée chez les PTBP1 des mammiferes, avec le placement aber-
rant des monotremes et des marsupiaux en dehors de la synapomorphie auquel ils appartiennent,
ce qui éclaire déja sur la spécificité du CUB de ce gene chez les mammiferes. Plusieurs résultats
vont dans cette direction : 1) I’exces d’accumulation des mutations synonymes chez le PTBP1
des mammiferes et ce malgré un taux de mutation similaire (Figure 3.5 B); i1) les différences
importantes dans le CUB des genes PTBPI de mammiferes malgré un nombre total de substi-
tutions similaire (Figure 3.5 A); iii) Le spectre unique des mutations synonymes chez PTBPI,
enrichi en substitutions A->C, T->G et T->C (Figure 3.6); iv) La différence significative du CUB
entre PTBP]I et les deux autres paralogues; v) 1’agrégation des genes PTBPI selon leur CUB
qui sépare les monotremes et les marsupiaux des mammiferes pour qu’ils rejoignent le groupe
des non-mammiferes (Figure3.3 A). D’un point de vue général, la composition nucléotidique et
le CUB particuliers des génes PTBPI de mammiferes sont probablement associés a des biais
mutationnels spécifiques.

Alors que la composition nucléotidique et le CUB GC3-riche des PTBP1 de mammiferes
semblent dominés par des biais mutationnels locaux, une telle observation parait ne pas s’ap-
pliquer pour la version PTBP2 des mémes organismes. Chez les Vertébrés, la composition nu-
cléotidique varie fortement le long des chromosomes, et ce sous la forme de longues bandes
AT-riches ou GC-riches appelées isochores [240]. Les biais mutationnels locaux sont considérés
comme 'une des origines principales de ces profils de composition nucléotidique, soulignant
alors que la localisation physique d’un gene au sein d’un chromosome faconne grandement son
CUB [241]. En accord avec cette hypothese, les variations dans la composition en GC3 des
PTBP1 sont principalement expliquées par la variation dans la composition nucléotidique des
régions non-codantes proximales (Tableau 3.3), suggérant alors qu’un méme biais mutationnel
a faconné la composition GC-riche des régions flanquantes, introniques et codantes de ce gene.
Une méme tendance, mais cette fois-ci atténuée, reste vérifiée pour PTBP3, mais demeure faible
pour PTBP2. Pour expliquer un tel enrichissement en AT chez cette version du paralogue PTBP,
il est nécessaire d’explorer les mécanismes capables d’expliquer un tel CUB, avec peut étre un
peu plus de profondeur que le biais mutationnel AT-enrichissant que I’on retrouve chez tous les
organismes [92, 97, 242].

Chez les mammiferes, le profil GC-enrichissant a 1’échelle génomique impacte fortement le
CUB, et ce de maniere a ce que les codons préférentiellement utilisés au sein d’un organisme
soient souvent GC-riches [243]. Pour cette raison, le CUB des PTBPI de mammiferes semble
mieux correspondre au CUB global des organismes que les deux autres versions du paralogue.
Chez H. sapiens, PTBPI posséde une valeur COUSIN de 1,747, soulignant alors un enrichis-
sement en codons préférentiellement utilisés par 1’organisme. Chez PTBP2-3, on observe une
tendance vers un enrichissement en codons rares, comme 1’indiquent les score COUSIN de -
0,477 et de -0,235 (Tableau Annexe C.3). La faible complémentarité entre le CUB de PTBP2
et celui de son organisme pourrait expliquer son expression réduite dans les lignées cellulaires
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artificielles humaines et murines, qui sont par ailleurs capables d’exprimer a de forts niveaux
PTBPI et PTBP3 [224]. Le principal facteur inhibiteur de I’expression de PTBP2 semble étre
relatif a sa traduction. En effet, la modification de la séquence de PTBP2 pour qu’elle corres-
ponde au CUB de I’organisme conduit a une augmentation spectaculaire de son expresssion, et
ce pour des quantités d’ARNm similaires [224]. Une telle stratégie de modification des codons
synonymes d’une séquence n’est pas rare, et est méme devenu un standard en bio-ingénierie pour
augmenter I’expression des genes, malgré une incompréhension toujours persistante de I’impact
et de I'interaction des biais de composition nucléotidiques locaux et globaux sur 1’expression
d’un gene [244].

L’expression réduite de PTBP2 dans les cellules humaines et son augmentation par une
simple introduction de codons GC-riches en son sein, ainsi que le manque d’impact des biais
mutationnels pour expliquer un sa composition nucléotidique conduit a se questionner sur la
valeur adaptative de son CUB. La modulation de I’expression de genes tissu-dépendants ou dé-
pendants du cycle cellulaire a été parfois mentionnée en accord avec le CUB chez H. sapiens,
comme avec les génes TLR7 ou KRAS [245-247]. Toujours chez I’Homme, les niveaux d’expres-
sion des trois paralogues PTBP sont tissu-dépendants (Figure Annexe C.1), et cette différence
semble conservée chez les mammiferes [248]. Dans le cas d’une duplication de genes, la sous-
fonctionnalisation par le biais d’une spécialisation spatio-temporelle dans I’expression a souvent
été proposée comme 1’une des force évolutive prédominante de la conservation des génes para-
logues [249]. De tels motifs de régulation spatio-temporelle dans I’expression des paralogues ont
été documentés pour un certain nombre de genes chez une large gamme d’organismes [250-252].
Cette particularité pourrait étre expliquée par une présence / absence antagoniste des paralogues
au sein d’une méme cellule et 2 un méme moment [253]. C’est précisément le cas chez les PTBP,
ou PTBP1 et PTBP2 sont antagonistes pendant le développement cérébral : dans les cellules non-
cérébrales, PTBPI inhibe I’expression de PTBP2 en sautant I’épissage de son exon 10, alors que
durant le développement cérébral, le micro ARN miR124 inhibe I’expression de PTBP1, permet-
tant alors la présence de PTBP2 dans ce tissu [248, 254]. De plus, et malgré le fait que ces deux
genes possedent tous deux une forte similitude a 1’échelle protéique, PTBPI et PTBP2 semblent
avoir des activités complémentaires dans la cellule, et affichent une spécificité divergente, défi-
nissant alors leur singularité et 1’aspect essentiel de leur expression dans certains tissus [255].

Dans une toute autre problématique, nous souhaitons attirer I’attention du lecteur sur la ten-
dance particuliere du codon UUG de la Leucine dans notre analyse du CUB. Ce codon est le
seul GC3-riche se groupant avec les codons AT3-riches au sein de nos analyses, et ne montre pas
d’asymétrie avec son codon antagoniste UUA ( Figure 3.3). Un tel comportement pour le codon
UUG a été signalé, mais peu discuté, dans d’autres analyses sur le CUB des genes de mammi-
feres (Figure 7 de I’article de Laurin-Lemay et al. [256]), ainsi que pour les codons AGG et
GGG de I’arginine et de la glycine lors de 1’étude du CUB au sein d’un grand nombre d’especes
[257]). Les raisons pour lesquelles UUG se regroupe avec les codons enrichis en AT3 demeurent
difficiles a déterminer. Une premiere hypothese pourrait étre fonctionnelle : le codon UUG est
particulier, car il peut étre un codon alternatif pour démarrer la traduction [258]. Cela dit, d’autres
codons tels que les ACG et GUG semblent plus efficaces pour jouer ce rdle, et n’affichent aucune
similarité avec les fréquences inhabituelles du codon UUG [259]. Une deuxieme ligne de pensée
pourrait étre relative au répertoire des ARNt, mais les codons UUG et UUA sont tous les deux
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décodés par un nombre similaire d’ARNts dans la vaste majorité des génomes (sans compter le
« wobble-effect » qui peut s’appliquer sur ces codons) [35]). Au final, une derniere explication
suggere que les codons UUG et AGG pourraient étre défavorisés si les pressions mutationnelles
GC-enrichissantes €taient fortes, et ce malgré le fait que ces deux codons se terminent par un G
[35]. En effet, la série de mutations synonymes UUA->UUG->CUG chez la Leucine et la série
AGA->AGG->CGG pour I’ Arginine souligne 1’état transitoire de UUG et AGG pour une aug-
mentation du contenu en GC [35]. Dans notre analyse, AGG se place toutefois avec le reste des
codons GC3, en opposition symétrique avec le codon AGA. Le codon UUG se retrouve donc
seul a présenter des motifs de fréquences relatives particulieres.

Nous avons présenté ici une analyse de I’évolution des genes paralogues PTBP, comme un
paradigme de I’évolution sous la duplication d’un gene. Nos résultats montrent que le CUB des
PTBP a évolué en parallele d’une expression tissu-spécifique. Dans le cas de PTBPI, le plus
exprimé au sein des tissus, nous avons identifié le biais mutationnel comme force majeure expli-
quant le CUB de ce gene. Pour PTBP2, I’enrichissement en AT3 pourrait plutdt étre compatible
avec des forces évolutives associées a une sélection pour une expression spatio-temporelle par-
ticuliere. Nos résultats suggerent que 1’étude systématique de la composition nucléotidique, de
la localisation dans le génome et de 1’expression des genes paralogues peut participer a une
meilleure compréhension du complexe mutation-sélection qui fagonne le CUB dans les orga-
nismes multicellulaires.
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Chapitre Quatre

EVOLUTION DES POLYOMAVIRUS HUMAINS
ET ANALYSE DE LEUR CUB

Ce projet a été réalisé en parallele des étapes préparatoires pour 1’analyse des polyomavi-
rus humains, et plus particulicrement des génomes de BKPyV issus du projet ANR BK-NAB
(voir chapitre suivant). Ici, I’objectif est non seulement d’inférer une phylogénie actualisée des
polyomavirus humains et des BKPyV, mais aussi de préparer 1’analyse des données de patients
atteints par la PVAN. En particulier, les phylogénies obtenues au sein de cette étude ont été utili-
sées pour créer 1’outil de génotypage ViroPhylo, discuté dans la section suivante. Dans le souci
de mieux comprendre la diversité et I’évolution des souches virales de BKPyV, ainsi que de leur
CUB, nous nous sommes aussi penchés sur ce type d’analyse. Ce projet a été en partie associé
au stage de Master 1 de Luce Faedda (Université de Marseille), que j’ai directement supervisé.

4.1 Matériel et Méthodes

4.1.1 Récupération des données nucléotidiques
Polyomavirus humains

Nous avons récupéré un total de 1434 génomes de polyomavirus humains sur la base de
données NCBI [227]. Pour chaque génome, nous avons tenté de récupérer les genes communs a
tous les polyomavirus (VP1, VP2, LT et ST), par le biais d’un blastn de chaque génome face
aux genes de référence de la souche associée [227]. Les génomes ne possédant pas, a minima,
un des genes cibles ont été écartés du reste de 1’analyse. Nous avons vérifié que les séquences
extraites étaient bien des CDS et avons donc éliminé de 1’analyse toute séquence n’étant pas un
multiple de trois et possédant un codon STOP a une autre position qu’a la derniere de la séquence.
A la fin de cette étape de préparation, nous avons obtenu un ensemble de données correspondant
aux genes LT, ST, VPI et VP2 pour les quinze polyomavirus humains. De par le déséquilibre en
nombre d’individus entre les polyomavirus considérés au sein de cette étude, nous avons effectué
une étape préliminaire de sélection de représentants chez les polyomavirus les plus représentés.
Ainsi, nous avons reconstruit la phylogénie en Neighbour-Joining, lorsque c’était possible, de
chaque polyomavirus humain. Puis, pour chaque phylogénie, nous avons observé les distances
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par paire de chaque individu et avons sélectionné des représentants au sein de chaque groupe
observé. C’est donc, dans la mesure ou les populations étaient assez nombreuses, un maximum
de cinq ou six individus de chaque polyomavirus humain qui ont été gardés pour la suite de
I’analyse.

Au final, nous avons obtenu un ensemble de jeu de séquences VPI, VP2, LT et ST pour 49
génomes de polyomavirus humains. Un descriptif de ces séquences, sous la concaténation des
genes précoces et tardifs est donnée dans le Tableau 4.1.

BKPyV

L’étape de sélection des génomes complets de BKPyV ne differe pas de celle décrite précé-
demment. Un total de 493 génomes de BKPyV ont été sélectionnés pour cette analyse. Contrai-
rement a I’étape précédente, ou la diversité génétique des polyomavirus force a une analyse
restreinte aux génes communs, nous avons analysé les BKPyV a I’échelle du génome. Ainsi,
nous avons effectué une étape de « rotation » des génomes (voir chapitre suivant) pour que cha-
cun d’entre eux débute sur le premier codon du géne VP2, et ce dans le sens 5’-3" des genes
tardifs. Nous avons vérifié que chacun des genes des BKPyV (VPI, VP2, VP3, LT, ST et de
I’agnoprotéine) soient tous codants et avons supprimé la région NCCR de ces génomes, car bien
trop variable pour une analyse phylogénétique. De par la qualité des génomes de BKPyV, c’est
un total de 493 génomes, soit le méme nombre qu’au départ, qui ont été gardés pour la suite de
I’analyse.

4.1.2 Analyse du CUB des polyomavirus humains

Nous avons effectué une analyse du CUB sur les genes VPI, VP2, LT et ST des 49 poly-
omavirus humains gardés précédemment grace a 1’outil COUSIN [94]. Pour chacun d’entre eux,
nous avons construit un vecteur de 59 positions contenant les fréquences relatives des codons
synonymes, mais avons aussi déterminé leurs scores COUSIN et CAI (Tableau 4.1). Les scores
COUSIN et CAI ont été mesurés avec comme référence le CUB du génome humain. Nous avons
par la suite effectué une Analyse en Composante Principale (ACP) sur ces mémes vecteurs de
59 dimensions puis avons effectué des agrégations de données selon la méthode du k-means et
du clustering hiérarchique. La Figure 4.1 a été créée par le programme COUSIN et fait guise de
représentation du CUB des BKPyV.

4.1.3 Alignements et reconstruction phylogénétique des polyomavirus hu-
mains et du BKPyV

Afin de générer des alignements robustes sans introduire de quelconques artefacts dus a la
forte distance évolutive entre les polyomavirus humains, nous avons effectué plusieurs étapes
d’alignement en « cascade » en nous basant sur les résolutions phylogénétiques connues. Ceux-
ci ont été réalisés, pour chaque gene, étape par étape a 1’échelle protéique :

1 Un premier alignement a été effectué pour tous les polyomavirus appartenant 2 une méme
espece.
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TABLE 4.1 — Tableau récapitulatif des valeurs de contenu en GC et de score de CUB des po-
lyomavirus humains. Ce tabeau est scindé en deux parties distinctes pour les genes précoces et
les genes tardifs. Au sein de chaque partie, la taille, le contenu en GC, en GC3 et les scores COU-
SIN et CAI de la concaténation des genes correspondants sont présentés. Les scores COUSIN et
CAI ont été mesurés avec comme référence le CUB du génome humain.

Région précoce Région tardive
Génome (n° d’acces) | Souche Taille (pbp) %GC %GC3 COUSIN CAI || Taille %GC %GC3 COUSIN CAI
AB211390 HPyV 1 2601 37.14 31.72 -1.00 0.70 2139 42.50 31.42 -0.50 0.70
AB301101 HPyV 1 2595 36.69 31.33 -1.05 0.69 2139 42.50 31.42 -0.55 0.70
AB211369 HPyV 1 2601 36.99 31.03 -1.02 0.70 2139 4273 31.28 -0.58 0.69
AB211372 HPyV 1 2601 37.14 31.37 -1.03 0.70 2139 42.96 32.12 -0.57 0.69
AB301100 HPyV 1 2601 36.83 30.57 -1.09 0.69 2139 4245 30.86 -0.62 0.69
ABO81611 HPyV 2 2580 38.49 34.07 -0.84 0.72 2094 41.79 30.52 -0.44 0.69
AB126999 HPyV 2 2580 38.30 34.07 -0.86 0.71 2094 41.79 30.52 -0.52 0.69
AF015537 HPyV 2 2580 38.33 33.95 -0.86 0.72 2094 42.07 31.23 -0.49 0.69
AB092581 HPyV 2 2580 38.41 34.19 -0.86 0.71 2094 42.03 31.23 -0.49 0.69
ABI127351 HPyV 2 2580 38.92 35.47 -0.80 0.72 2094 4231 31.23 -0.48 0.69
KU746835 HPyV 3 2496 33.53 26.92 -1.21 0.67 2334 44.82 30.98 -0.32 0.69
KMO085447 HPyV 3 2496 33.53 26.92 -1.21 0.67 2334 44.86 31.11 -0.31 0.69
EU358767 HPyV 3 2496 33.41 26.92 -1.21 0.67 2334 44.90 31.23 -0.31 0.69
EU358769 HPyV 4 2526 33.18 24.23 -1.29 0.67 2352 45.37 30.61 -0.19 0.68
KJ725028 HPyV 4 2526 33.02 23.99 -1.30 0.67 2352 45.28 30.74 -0.19 0.69
GU296408 HPyV 4 2526 33.06 23.99 -1.31 0.67 2352 45.45 31.00 -0.15 0.68
EU711058 HPyV 4 2526 32.82 23.40 -1.35 0.67 2352 45.32 30.87 -0.15 0.68
HMO011544 HPyV 5 3009 40.38 37.29 -0.31 0.73 1992 40.96 31.63 -0.48 0.68
KF266964 HPyV 5 3009 40.15 36.99 -0.41 0.73 1992 41.06 31.48 -0.46 0.68
HMO011540 HPyV 5 3009 40.28 37.19 -0.35 0.73 1992 41.01 31.18 -0.44 0.68
NC_014406 HPyV 6 2577 40.98 37.84 -0.70 0.71 2169 45.64 34.16 -0.36 0.70
MG241567 HPyV 6 2577 41.41 38.53 -0.68 0.71 2169  46.06 34.44 -0.30 0.70
KX379631 HPyV 6 2577 41.25 38.42 -0.66 0.71 2169 46.10 34.58 -0.29 0.70
HMO011559 HPyV 6 2577 40.98 37.84 -0.67 0.71 2169  45.74 34.44 -0.33 0.70
HMO011564 HPyV 7 2592 40.36 37.62 -0.66 0.71 2127 46.73 37.80 -0.01 0.70
HMO011568 HPyV 7 2592 40.32 37.50 -0.65 0.71 2124 46.80 37.29 0.01 0.70
NC_014407 HPyV 7 2592 40.51 37.96 -0.61 0.71 2127 47.02 38.08 0.08 0.71
MN692209 HPyV 7 2592 40.32 37.73 -0.63 0.71 2115 46.86 37.45 0.04 0.70
KX249742 HPyV 8 2685 37.17 33.30 -0.82 0.71 2061 43.09 34.79 -0.37 0.71
KF444093 HPyV 8 2685 37.02 33.07 -0.79 0.71 2061 43.04 34.64 -0.32 0.71
AB873001 HPyV 8 2685 37.10 33.18 -0.80 0.71 2061  43.13 34.79 -0.36 0.71
KF444099 HPyV 8 2685 36.95 32.74 -0.82 0.71 2061  43.04 34.64 -0.32 0.71
NC_015150 HPyV 9 2607 36.13 31.42 -0.70 0.70 2169 4292 30.71 -0.55 0.68
MH844627 HPyV 9 2607 36.13 31.30 -0.72 0.71 2169 4292 30.71 -0.55 0.68
HQ696595 HPyV 9 2607 36.13 31.42 -0.70 0.70 2169 42.92 30.71 -0.55 0.68
KC549591 HPyV 10 2601 33.72 24.57 -1.27 0.67 2139 38.99 20.76 -0.82 0.66
KC571705 HPyV 10 2601 33.76 23.76 -1.31 0.67 2139 3848 19.64 -0.82 0.66
KC571702 HPyV 10 2601 34.03 24.22 -1.25 0.67 2139 39.08 20.90 -0.83 0.66
JQ898291 HPyV 10 2601 33.95 24.34 -1.25 0.67 2139 39.08 21.32 -0.82 0.66
KF530304 HPyV 11 2562 32.87 2248 -1.35 0.67 2112 3845 20.03 -0.70 0.65
JX463183 HPyV 11 2562 33.49 24.24 -1.30 0.68 2112 38.78 19.89 -0.64 0.65
KR090571 HPyV 11 2562 33.29 24.24 -1.32 0.67 2112 39.02 20.60 -0.65 0.65
IX308829 HPyV 12 2670 36.74 28.76 -0.97 0.71 2031 43.58 33.38 -0.46 0.67
NC_020890 HPyV 12 2670 36.74 28.76 -0.97 0.71 2031 43.58 33.38 -0.46 0.67
KF954417 HPyV 13 2676 36.51 29.71 -0.97 0.69 2163 42.86 31.76 -0.59 0.69
NC_024118 HPyV 13 2676 36.51 29.71 -0.97 0.69 2163 42.86 31.76 -0.59 0.69
KY404016 HPyV 14 2937 39.80 35.04 -0.59 0.71 2046 40.91 32.99 -0.60 0.71
NC_034253 HPyV 14 2937 39.80 35.04 -0.59 0.71 2046 4091 32.99 -0.60 0.71
BK010702 HPyV 15 2577 40.36 38.07 -0.64 0.71 2151 46.72 37.10 -0.22 0.70
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Figure 4.1 — Table d’Usage des Codons construite a partir des genes LT, ST, VP1, VP2, VP3
et de ’agnoprotéine de 493 génomes de BKPyV. Chaque case donne des informations relatives
au codon, a I’acide aminé correspondant (entre parentheses) et au score RSCU (i.e normalisé
par la fréquence du codon le plus représenté) associé. Le jeu de couleurs indique I’utilisation
du codon par rapport a ses synonymes au sein du jeu de données lu (allant du rouge au vert).
Les cases grises indiquent les deux acides aminés codés par un unique codon (tryptophane et
méthionine) et les codons STOP (non comptabilisés). Cette Figure est issue d’une analyse avec
le programme COUSIN [94].
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ii Les alignements obtenus ont été combinés avec ceux d’autres polyomavirus selon leur proxi-
mité phylogénétique.

iii Ces nouveaux alignements été de nouveaux combinés selon leurs relations phylogénétiques
jusqu’a I’obtention d’un unique alignement.

Chacune des étapes d’alignement a été effectuée avec le programme MAFFT [260]. Pour la
premiere étape, un alignement classique a été produit et les étapes de combinaison d’alignements
ont été produites avec 1’aide de la fonction « combine » proposée par MAFFT [260]. Tous les
alignements obtenus ont été traduits inversement sous leur forme nucléotidique, de maniere a ce
qu’ils représentent une résolution a 1’échelle des codons.

Une fois ces alignements transformés, nous les avons concaténés de maniere a obtenir des
alignements représentant les génes précoces (LT et ST) et les genes tardifs (VP et VP2). Ainsi,
les phylogénies découlant de ces différents alignements nous permettent d’explorer 1’histoire
évolutive des polyomavirus sous plusieurs facettes [173]. Les phylogénies ont été construites sur
la base d’'un modele GTR+GAMMA avec une partition par gene et pour chaque position des
codons, et ce avec un bootstrap de 1000. Cette étape a été réalisée a 1’aide du programme RAxML
(v8.1) [234].

les génomes de BKPyV ont été alignés avec le programme MAFFT sous leur forme nucléo-
tidique avec comme point de départ le premier codon du géne VP2. A I'instar des phylogénies
décrites précédemment, les phylogénies des BKPyV ont été construites sur la base d’un modele
GTR+GAMMA partitionné sur les genes et les nucléotides des codons qui composent les sé-
quences, et ce avec un bootstrap de 1000. Cette étape a été réalisée a I’aide du programme RAXML
(v8.1) [234].

4.2 Résultats

4.2.1 Phylogénie des polyomavirus humains

Nous avons reconstruit la phylogénie des polyomavirus humains a partir de la concaténation
des geénes LT et ST (phylogénie des genes précoces) et des genes VPI et VP2 (phylogénie des
genes tardifs). Les deux phylogénies obtenues sont présentées au sein de la Figure 4.2. Ces deux
phylogénies regroupent avec une forte solidité les polyomavirus a I’échelle de leur génotype. Le
polyomavirus QPyV, considéré comme proche des HPyV6 et HPyV7, forme ici un clade bien
supporté avec HPyV7 pour les deux phylogénies[184]. Cela dit, I’absence d’autres QPyV dans
la phylogénie ne nous permet pas de trancher avec certitude sur cette position. Les deux phylogé-
nies présentent des différences dans la résolution inter-génotypique de ces virus. La topologie de
la phylogénie des polyomavirus a 1’échelle des genes précoces regroupe bien les polyomavirus
selon la classification taxonomique de I'ICTV, et nous permet de confirmer I’appartenance du
QPyV au clade des Deltapolyomavirus [161]. Pour rappel, la classification de I'ICTV se base sur
I’analyse du gene LT et délimite cinq clades au sein des polyomavirus : Alphapolyomavirus, Be-
tapolyomavirus, Deltapolyomavirus (on retrouve les polyomavirus humains au sein de ces trois
clades), Gammapolyomavirus et un cinquieme groupe sans nom. En contre-partie, la phylogénie
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obtenue pour les genes tardifs propose une résolution plus complexe, ou les HPyV3, HPyV4,
HPyV6, HPyV7 et QPyV forment un clade a part qui fut un temps considéré comme celui des
Wukipolyomavirus [173].

4.2.2 Phylogénie du BKPyV

Nous avons reconstruit une phylogénie des BKPyV sur 493 génomes appartenant aux 4 gé-
notypes I, II, IIT et IV (Figure 4.3 A). La phylogénie obtenue délimite quatre clades distincts
rassemblant les individus selon leur génotype et ce avec une définition en parfait accord avec les
résolutions réalisées précédemment sur les génes LT, VPI et sur leur concaténation. Nous obser-
vons toutefois I’insertion d’un unique individu aux abords du clade BK I et dont la position laisse
a supposer une événement de recombinaison entre différentes souches de BKPyV. La nature mul-
timodale de la distribution des distances par paires, qui peuvent étre utilisées comme guides pour
la définition des limites entre catégories, confirme I’existence de certains clades : les BK I et BK
IV forment des groupes parmi les plus distants de la phylogénie (Figure 4.3 B). A I'intérieur de
chacun de ces génotypes, la phylogénie nous indique une résolution représentant correctement
les génotypes de cette échelle taxonomique. Ainsi, les sous-groupes BK a, b-1, b-2 et ¢ sont
tous présents et forment des clades distincts, robustes et donc la distance phylogénétique semble
confirmer leur existence. Mais il n’en est pas de méme au sein des différents sous-groupes de BK
IV a-1, a-2, b-1, b-2, c-1, c-2 que I’on pourrait clairement fusionner pour créer les sous-groupes
a, b et c. En effet, les individus de ces groupes possedent une distance similaire aux individus
d’un méme sous-groupe de BK 1. De maniere encore plus prononcée, 1’observation des indivi-
dus BK II et BK III, qui forment certes des clades distincts et robustes, pose un questionnement
sur I’existence de ces génotypes. En effet, les distances par paires sont plus courtes entre les
individus II et IIT qu’entre les individus des différents sous-groupes de BK 1.

4.2.3 Particularités dans le CUB des polyomavirus humains

Nous avons étudié le CUB des polyomavirus humains selon un ACP sur les vecteurs de
59 positions de la concaténation des genes précoces et tardifs (Figure 4.4). Les deux premiers
axes de cette ACP contribuent pour environ 29 % de la variance expliquée. Ces deux axes ne
dessinent pas a eux seuls de motif particulier, mais leur combinaison permet d’observer une
séparation grossiere en diagonale des codons se terminant par AT et par GC. On observe toutefois
un rassemblement des codons NCG sur une partie spécifique des deux projections, qui semble
évité par la majorité des polyomavirus étudiés (surtout au niveau des genes tardifs). Le CUB de
la concaténation des genes précoces est, en comparaison avec celui des génes tardifs, diffus, alors
que celui des genes se concentre majoritairement sur une partie de la projection (a I’exception des
genes tardifs des HPyV 10 et HPyV11), démontrant une légere différence entre les deux groupes
de genes. Si I’on superpose les deux représentations de la projection, on observe une similitude
dans le CUPrefs des genes précoces et tardifs des HPyV10 et HPyV 11, mais cette similitude ne
semble pas aussi claire au sein des autres HPyV, ou la répartition des genes précoces et tardifs
semble différentielle.
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Figure 4.2 — Phylogénie des genes précoces (a gauche) et des genes tardifs (a droite) des polyomavirus humains. Ces deux
phylogénies ont été réalisées a partir de la concaténation des geénes précoces LT et ST et des genes tardifs VPI et VP2, selon
une approche en Maximum de Vraisemblance (modele GTR+GAMMA) avec un bootstrap de 1000 (les valeurs de bootstrap sont
indiquées par des chiffres flanquant les noeuds des branches). La phylogénie des genes précoces regroupe les individus selon la
souche a laquelle ils sont rattachés et selon la classification proposée par I’ ICTV. On retrouve ainsi les Alphapolyomavirus (en vert),
Betapolyomavirus (en cyan) et les Deltapolyomavirus (en violet). La phylogénie des genes tardifs regroupe elle aussi les individus
selon la souche a laquelle ils sont rattachés, mais un clade supplémentaire, anciennement connu sous le nom de Wukipolyomavirus,
rassemble les HPyV6, HPyV7, QHPyV, WUHPyV et KIHPyV.
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Figure 4.3 — Phylogénie des BKPyV (A) et distribution des distances patristiques selon le gé-
notype (B). A) Cette phylogénie a été réalisée a partir des génomes complets (a I’exception de la
région NCCR) et selon une approche en Maximum de Vraisemblance (modele GTR+GAMMA)
avec un bootstrap de 1000 (les valeurs de bootstrap sont indiquées par des chiffres flanquant les
noeuds des branches). Chaque génotype est délimité par un encadré noir, et les sous-groupes par
des encadrés colorés. B) Distribution des distances patristiques observées au sein des différents
génotypes de BKPyV. L’axe des abscisses dénote les distances patristiques entre individus et
I’axe des ordonnées le nombre de paires d’individus possédant une distance patristique similaire.
Les couleurs de cet histogramme indiquent les génotypes auxquels sont rattachés les couples
d’individus (voir Iégende). On observe trois modes au sein de cet histogramme. Les deux pre-
miers modes rassemblent majoritairement les individus appartenant a un méme sous-groupe et
a un méme génotype, alors que le troisieme mode, éloigné des deux autres, rassemble les in-
dividus appartenant a différents génotypes. Au sein de cette distribution, on observe que les
distances patristiques des individus BK II et BK III se rassemblent au méme niveau que les indi-
vidus intra-génotypes de BK I (et accessoirement de BK IV). De maniere similaire, les relations
inter-sous-groupes des BK IV sont majoritairement condensées au méme niveau que les relations
intra-groupes de la majorité des BK 1.
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Nous avons par la suite cherché a déterminer la relation entre le CUB des geénes précoces
et tardifs et leur histoire évolutive. Nous avons pour cela mesuré les distances patristiques entre
génomes sur les arbres phylogénetiques construits pour les genes précoces et tardifs, et avons
mesuré les distances euclidiennes sur les vecteurs des fréquences de 59 codons synonymes des
genes. La comparaison entre les distances euclidiennes du CUB et la distance patristique des in-
dividus au sein des phylogénies précoces ou tardives indique une corrélation positive d’environ
0.60 entre les deux variables, et ce quelle que soit la nature des genes observés (Figure 4.5). Mais
ces résultats pourraient étre faussés par la proximité de la relation entre les individus appartenant
a un méme génotype. En effet, lorsque I’on observe la résolution des dendrogrammes issus des
clustering hiérarchiques pour les genes précoces et tardifs, on observe un désagrément total avec
leurs phylogénies respectives. Seule la résolution intra-groupe est respectée, alors que la topo-
logie observée n’est pas proche de la classification de 'ICTV. On pourra toutefois observer le
regroupement de certains polyomavirus, comme les HPyV3 et HPyV4 pour les génes précoces
et des HPyV6 et HPyV7 pour les genes tardifs. Pour finir, ces deux dendrogrammes ne sont
pas en accord, et présentent des différences dans la topologie globale des HPyV, signifiant alors
une claire discordance dans le CUB des genes précoces et des genes tardifs (Figure 4.6). Mais
il est important de pondérer ces résultats par le fait que ces différences pourraient €tre dues au
désaccord des histoires évolutives pour les genes précoces et tardifs.

4.3 Discussion

Ce projet préliminaire a pour objectif de faire état de I’avancement de nos connaissances sur
I’histoire évolutive des polyomavirus humains et de leur CUB, mais aussi de construire notre
propre jeu de données pour préparer I’analyse de polyomavirus humains et en particulier des
BKPyV.

Au sein de cette analyse, nous avons pu confirmer la position du polyomavirus QPyV récem-
ment isolé comme étant proche des polyomavirus HPyV6 et HPyV7, ot QPyV forme un clade
robuste avec HPyV7. Ce polyomavirus a €té isolé lors d’une analyse de métagénomique virale
sur des échantillons de selles, et a été considéré comme souche a part entiere de par sa distance
nucléotidique avec les HPyV6 et HPyV7 [184]. Bien qu’il soit nécessaire d’isoler de nouveaux
QPyV pour confirmer I’existence de son génotype, nous pouvons considérer que celui-ci ap-
partiendrait au clade des Deltapolyomavirus. Comme attendu, les résolutions phylogénétiques
basées sur les genes précoces et les genes tardifs sont divergentes. L’existence d’un clade Wu-
kipolyomavirus au sein de la phylogénie des genes tardifs est en parfaite adéquation avec les
observations faites par Buck et al.. Ce clade serait apparu suite a des événements de recombinai-
sons au sein de certains polyomavirus humains tels que les HPyV3, HPyV4 ou encore le HPy V6.
Ces événements de recombinaison n’auraient eu lieu qu’au niveau des genes tardifs, alors que les
genes précoces auraient été soumis a une évolution plus « linéaire » [173]. De par le placement
phylogénétique du QPyV au sein des deux phylogénies, toujours a proximité du HPyV7, on pour-
rait considérer que ce polyomavirus a une histoire évolutive proche de ses voisins, aussi bien au
niveau des genes précoces que des genes tardifs. Il aurait donc subi les mémes événements de
recombinaison que les autres Wukipolyomavirus.
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Figure 4.5 — Evaluation de la concordance entre distances patristiques des phylogénies et
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distances euclidiennes du CUB des genes précoces et tardifs. Les matrices ont été obtenues
a partir des phylogénies des genes précoces et tardifs, et des fréquences des 59 codons syno-

nymes. La concordance a ét€ mesurée a partir de tests de Mantel dont les résultats principaux
sont affichés au sein des deux sous figures.

1.5



HPyV 11

Pyv
/‘;’p oY 7171

7S
b4 70

&
<
N

NN
QQ\

0.07 0.08
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L’histoire évolutive des BKPyV observée au sein de cette étude est conforme aux phylogé-
nies précédemment produites. Cela dit, nous avons pu observer un certain manque de consistance
quant a la classification proposée ultérieurement. La distance phylogénétique des sous-groupes
du BKPyV I est hautement plus grande que celle retrouvée au sein des sous-groupes du BKPyV
IV, au point ou I’on pourrait fusionner les six sous-groupes de BK IV en trois sous-groupes a,
b et c. Mais I’observation est encore plus marquée au niveau des BK II et BK IIl. Krumbholz
et al. avaient déja proposé au sein de leurs travaux que les BK II et BK III formeraient en réa-
lité un unique clade, que 1’on peut considérer comme a la méme échelle taxonomique que les
sous-groupes BK I au sein de notre propre étude [199]. Ici, nous confirmons cette tendance et
avertissons le lecteur sur I'interprétation des génotypes BK II et BK III. Ceux-ci ne devraient pas
étre considérés a la méme échelle que les BK I et BK I'V. Nous observons par ailleurs 1’inser-
tion d’un individu aux abords du groupe BK I, dont la position pourrait bel et bien indiquer un
événement de recombinaison au sein du génome de cet individu.

Nous avons aussi remarqué que le lien entre 1’évolution des polyomavirus et celui de leur
CUB n’est pas clair. Bien que les génomes d’'un méme génotype arborent, naturellement, un
CUB similaire, il n’en est pas de méme a une échelle taxonomique plus haute. Par rapport aux
deux phylogénies discutées auparavant, nous observons une résolution tout a fait différente au
niveau du clustering hiérarchique de ces mémes groupes de genes. Il en est de méme lorsque 1’on
compare le CUB des genes précoces et des genes tardifs. Il est intéressant de noter que la grande
majorité des genes précoces et tardifs possedent un biais d’usage des codons contraire a celui de
leur hote humain (voir scores COUSIN de la Table 4.1). En suivant les hypotheses de Chen et al.,
on pourrait supposer une « désoptimisation » du CUB des polyomavirus humains pour que ceux-
ci ne provoquent pas d’infection symptomatique [131]. Mais il existe une différence dans les
scores COUSIN des genes précoces et tardifs : les genes tardifs possedent un CUB plus proche
d’un usage équiprobable des codons et, a une mesure plus discutable, du CUB de 1’h6te humain
que les genes précoces. Ces résultats se rapprochent de ceux observés pour les papillomavirus
humains, ou le CUB des genes tardifs est plus proche de celui de I’hdte que ne I'est le CUB
des genes précoces [129]. Comme les génes précoces sont moins exprimés que les génes tardifs
chez les papillomavirus, on pourrait supposer que la différence dans le CUB suivrait les hypo-
theses d’atténuation de I’expression par le CUB de Chen et al., et que ce mécanisme pourrait &tre
aussi exploité par les polyomavirus humains [131]. Bien entendu, de telles spéculations devront
étre confirmées par une mesure des niveaux de protéines virales au cours d’une infection par un
polyomavirus. Mais il est toutefois nécessaire de remarquer que la grande majorité des HPyV
possedent un CUB similaire, et que les différences observées relevent peut étre de signatures né-
gligeables. La Figure 4.1, qui définit le CUB des BKPyV de cette étude, fait état d’une utilisation
quasi-nulle des codons possédant un CpG, pourvu que d’autres synonymes ne contenant pas ce
dinucléotide existent. Cette tendance semble vérifiée chez les autres polyomavirus, ou les codon
NCG semblent évités (Figure 4.4). Ainsi, on observe par exemple au sein des codons de 1’argi-
nine un évitement systématique des NCG, au profit des codons AGA et AGG. Un tel évitement
est probablement issu d’un mécanisme de protection du matériel génétique viral contre 1’action
de protéines tel que les ZAP et les Toll-like receptors [85, 132].

Les résultats obtenus au sein de cette analyse sont préliminaires, et les conclusions que nous
pouvons en tirer sont clairement spéculatives. Il est nécessaire d’approfondir notre analyse, en
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prenant par exemple I’étude des PTBP comme source d’inspiration pour déterminer la nature
du CUB et ce qu’il implique chez les polyomavirus humains. Pour aller plus loin dans 1’ana-
lyse du CUB de ces virus, I'une des pistes les plus intéressantes serait de nous focaliser sur
plusieurs métadonnées pour vérifier I’existence de liens entre CUB et tropisme cellulaire, réparti-
tion géographique des HPyV, sévérité dans le cadre d’une infection symptomatique ou encore et
tout simplement dans la charge virale observée. L’ observation de tendances (ou non) démontrant
I’existence d’un lien entre ces variables permettrait alors comprendre le role putatif du CUB dans
I’expression des genes viraux et dans la relation hote-parasite.



Chapitre Cing

ANALYSER LES BKPYV ET HUMAINS AU
TRAVERS DE DEUX PIPELINES ET D’UN
MODELE MATHEMATIQUE

5.1 Introduction

Le séquencage de I’ADN a Haut-Débit (SHD; HTS en anglais pour High-throughput Se-
quencing, aussi appelé NGS pour Next-Generation Sequencing) consiste en la détermination de
la séquence nucléotidique d’une région génomique, d’un génome ou encore d’un métagénome a
partir d’un échantillon donné et selon des stratégies permettant un séquencage rapide et consé-
quent [261]. Pour ce faire, la majeure partie des différentes technologies de séquencage se basent
sur le principe de polymérisation étape par étape de la méthode de Sanger [262] et fonctionnent,
de maniere non-exhaustive, de la sorte :

1 Extraction de I’ADN de I’échantillon. Selon la nature de I’échantillon et la quantité d’ADN
qu’il contient, cette étape peut €tre suivie par une pré-amplification du matériel génétique
pour augmenter le nombre de copies d’ADN/mL. [261, 263].

i1 Cassure de I’ADN en fragments dans des tailles différentes en fonction de la méthode de
cassure décrite en aval, et préparation de « librairies » (ou banque de fragments) en vue du
séquencage. La cassure de I’ADN peut étre faite via sonication, nébulisation ou encore par
le biais d’une activité enzymatique. La plupart du temps, les fragments sont produits « a
I’aveugle », c’est a dire qu’il n’y a pas de site de cassure prédéfini. La construction de la
librairie se fait par I’ajout de courtes séquences, appelées « adaptateurs » sur les fragments
d’ADN, de maniere a pouvoir les identifier (barcoding) et a permettre leur fixation sur le
substrat du séquenceur (e.g. une plaque appelée flow-cell contenant des séquences complé-
mentaires des adaptateurs). [263]

iii Dénaturation des fragments, fixation sur le substrat, PCR et séquencage en temps réel des
nucléotides par polymérisation du brin complémentaire des fragments de PCR sur le sub-
strat du séquenceur. Généralement, le séquencage se fait étape par étape par ajouts successifs
de milieux ne contenant qu’un seul nucléotide. Si ce nucléotide est ajouté a un fragment
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d’ADN en cours de réplication, celui-ci est analysé par le séquenceur pour confirmer (ou in-
firmer) la polymérisation. La lecture successive des nucléotides insérés lors de la réplication
permet alors de connaitre la séquence d’ADN associée au fragment. Mais il existe d’autres
approches, comme la lecture directe du fragment d’ ADN (sans passer par une quelconque po-
lymérisation) avec I’approche Nanopore [264]. Les séquences analysées sont appelées reads
(lecture en francais). [265]

iv Assemblage bioinformatique des reads par méthodes dites de mapping (a partir d’un génome
de référence) ou de novo (par assemblage des reads sans génome de référence). [266—268].

On peut considérer qu’il existe deux grandes approches pour séquencer I’ADN : celles qui
se basent sur le séquencage de short reads (ou les reads ne dépassent pas quelques centaines de
paires de bases) [2601, 269] et celles qui proposent un séquencage sur de long reads (dont la taille
peut atteindre plusieurs milliers de paires de bases) [261, 270-272]. Les approches short reads
possedent 1’avantage d’étre plus précises et peu coliteuses, mais 1’assemblage du génome ou de
la région génomique par association des petites lectures peut étre fastidieux et, dans certains cas,
mener a des erreurs dans 1’agencement de I’ADN [261]. Jusqu’a aujourd’hui, les approches long
reads étaient bien trop peu précises (et le demeurent toujours a un certain niveau), mais leur
principal avantage est qu’elles représentent avec une meilleure précision I’ organisation de la mo-
lécule assemblée [261]. La méthode de séquencage PacBio (Pacific Biosciences) CCS (Circular
Consensus Sequencing ou séquengage consensus circulaire en francais), que nous décrivons ici
car utilisée pour séquencer les BKPyV que nous étudierons, est une technologie de séquencage
long reads dont la précision est proche d’une méthode short reads. Le séquencage CCS se base
sur le concept SMRT (Single Molecule Real-time Sequencing ou séquencage en temps réel a
partir d’une seule molécule en francais) [261, 272]. Il fonctionne de la sorte :

1 Les fragments d’ADN sont isolés, linéarisés si besoin et sont rattachés a des adaptateurs de
part et d’autre de leur molécule. Ces adaptateurs forment une boucle de chaque co6té du frag-
ment d’ADN, si bien que le fragment est « circularisé ». Une ADN polymérase est rattachée
au fragment d’ADN sur I’un des adaptateurs.

ii Les fragments modifiés sont placés sur une plaque possédant des puits appelés ZMW (Zero
mode waveguides). L’activité enzymatique de la polymérase débute une fois le fragment
d’ADN placé dans un puits, et I’insertion de chaque nouveau nucléotide lors de cette réplica-
tion émet une fluorescence particuliere qui est captée par le systeme ZMW.

iii La particularité du séquencage CCS est que les fragments circularisés sont répliqués un cer-
tain nombre fois par la polymérase. De ce fait, le fragment est analysé plusieurs fois, et le
read obtenu (appelé Hifi) est forme une séquence consensus de I’ ADN fragmenté. De par la
lecture répétée du fragment d’ ADN et de la formation d’une séquence consensus individuelle
pour chaque molécule, le séquencage CCS corrige les erreurs classiquement retrouvées au
sein des méthodes de séquencgage long read [261, 272].

La métagénomique virale se base, a titre d’exemple, sur I’analyse du matériel génétique vi-
ral retrouvé au sein d’un échantillon de sang ou d’urine [273]. Ces analyses de métagénomique
peuvent viser un spectre large (i.e. représenter la diversité virale totale de 1’échantillon) ou plus
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réduit (i.e., rechercher la présence et la diversité de certains virus au sein de 1’échantillon). Dans
le premier comme dans le dernier cas, il est parfois difficile de discriminer I’ADN viral d’une
souche des autres ADN viraux, de I’ADN bactérien ou encore de I’ ADN eucaryote que 1’on peut
retrouver au sein de I’échantillon [274]. Sans a priori sur le virome analysé, il est nécessaire
de discriminer les populations individuelles par une inférence statistique des OTU (Operational
Taxonomic Unity ; unité taxonomique opérationnelle en frangais), qui se définit par une mesure
de la distance génétique des génomes ou fragments de génomes assemblés [275]. Avec a priori
sur le virome analysé, 1’approche demeure différente : on cherche a déterminer la quantité et la di-
versité virale des souches attendues, notamment par une détermination qualitative et quantitative
des reads lors d’un mapping. C’est sur ce dernier point que ce projet trouve sa source.

Lors de I’analyse ciblée de la métagénomique virale des BKPyV chez un patient immunosup-
primé, I’'un des défis est de discriminer et de représenter avec précision les populations virales.
Un séquencage par une approche de short read peut conduire, lors de I’assemblage des génomes,
a la reconstruction de génomes hybrides qui ne représenteront pas la diversité génotypique de
I’échantillon, car trop peu distincts pour étre discriminés. Il est donc nécessaire de privilégier les
approches longs reads, si possible pour séquencer un génome entier, tout en gardant a 1’esprit
que les erreurs générées lors du séquengage pourront étre corrigées par une approche short read
supplémentaire sur les mémes €chantillons. C’est pour cette raison que les échantillons de I’ANR
BK-NAB ont étés analysés a partir d’une technologie CCS, car celle-ci permet d’analyser des gé-
nomes complets sans passer par 1’étape de fragmentation de I’ADN. Chaque molécule analysée
par le séquenceur correspond donc a un génome complet.

Nous avons développé deux pipelines d’analyse de génomes complets de BKPyV appelés
GenoPolys et ViroPhylo. Ceux-ci ont pour objectif de nettoyer et de préparer les séquences
génomiques issues des séquencages CCS PacBio pour de futures analyses. Ces s€quences ont été
obtenues a partir des échantillons longitudinaux d’urine et de sang de patients receveurs d’une
greffe de rein (souffrant ou non d’'une PVAN). D’autre part, nous proposons une révision du
modele mathématique d’évolution intra-hote des BKPyV de Funk et al., en vue d’une analyse de
la diversité virale et de I’évolution de la virémie et de la virurie chez ces mémes patients [1]

5.2 Pipeline GenoPolys

5.2.1 Architecture et fonctionnement du pipeline

Le pipeline GenoPolys a été construit pour traiter des données provenant d’un séquencage
CCS de BKPyV. Cela dit, ce pipeline peut parfaitement s’adapter aux données issues de n’im-
porte quelle autre technologie de séquengage. Ce traitement de données passe par une étape
obligatoire de sélection de données fiables, génotype les polyomavirus sélectionnés et propose
par la suite plusieurs étapes permettant I’obtention de données sur les genes LT, ST, VPI, VP2,
VP3, de I’agnoprotéine et de la région NCCR. L’architecture de ce pipeline est décrite au sein de
la Figure 5.1.

Dans un premier temps, les données brutes issues du séquencage sont nettoyées et sélec-
tionnées pour la suite de 1’analyse. Une détection d’artefacts au sein des séquences issues d’un
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Figure 5.1 — Pipeline de I’outil GenoPolys. Les données génomiques insérées par I’ utilisateur
subissent tout d’abord une étape dite de nettoyage des données. Une vérification de 1’existence
de palindromes est effectuée par 1’outil Pacasus. Les génomes ne contenant pas de palindromes
sont ensuite discriminés par un critere de taille, et ce pour empécher tout autre artefact non-
palindromique d’importance. Puis, une étape de vérification sur I’existence de génomes iden-
tiques est effectuée. Ceux qui présentent une identité exacte sont mis de c6té, mais sont a consi-
dérer car représentatifs de la quantité de génomes similaires analysés. Les génomes sélectionnés
pour la suite du programme sont ensuite analysés par 1’outil ViroPhylo, qui permet non seule-
ment de les génotyper, mais aussi de les uniformiser pour que chaque génome débute au premier
codon du gene VP2. Une fois les génomes identifiés, ceux-ci subissent une étape d’extraction des
genes et de la NCCR par blast des génomes sur des genes de références associés a leur génotype.
Les genes extraits subissent une nouvelle étape de délétion des identiques et sont ensuite corrigés
pour éviter tout biais de séquencgage i€ au indels artefactuels sur les homopolymeres.
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séquencage CCS de PacBio est effectuée a I’aide de 1’outil Pacasus [276]. Celui-ci a été spé-
cialement congu pour détecter et pour supprimer les palindromes artefactuels issus de 1’étape de
pré-amplification d’un séquencage long reads [276]. Ces palindromes artefactuels sont définis
comme la répétition inversée d’une région du fragment d’ADN, ce qui provoque I’apparition
de régions hybrides au sein du génome, faussant alors son contenu. Pacasus détecte, avec une
certaine liberté relative au taux d’erreur des méthodes long read, les palindromes et les supprime
de I’analyse [276]. 1l existe des variations dans la taille et dans le contenu des séquences NCCR,
et certaines d’entre elles peuvent conduire a 1’apparition de « palindromes » naturels qui, techni-
quement, pourraient &tre supprimés de I’analyse par Pacasus. Nous conseillons fortement aux
utilisateurs de vérifier le contenu des séquences supprimées pour vérifier la fiabilité de 1’étape
de suppression des palindromes. Les données conservées a la fin de cette premiere analyse sont
ensuite discriminées selon leur taille. Pour la raison citée ci-dessus, la NCCR est sujette a des va-
riations de contenu pouvant modifier sa taille, mais certains artefacts non-détectés par Pacasus
peuvent persister, et il est donc nécessaire de les discriminer. Des lors que la taille du génome est
trop petite (ou trop grande), il est tout a fait acceptable de mettre ces données de coté, quitte a
analyser leurs particularités par la suite. Le choix de la taille minimale et maximale acceptée est
au choix de I'utilisateur. Pour finir, les séquences identiques sont supprimées, car 1’objectif pri-
maire de cette analyse est de décrire la diversité virale au sein d’un échantillon. Un décompte du
nombre de séquences identiques est toutefois effectué, car cette répétition représente une approxi-
mation des différences en fréquences des populations virales retrouvées au sein de 1’échantillon.
Une fois les données préparées, les génomes sont génotypés a I’aide de 1’outil standalone Vi-
roPhylo (discuté dans la section suivante). Au cours du génotypage, les génomes font 1I’objet
d’une « rotation » consistant en une transformation des séquences pour que celles-ci débutent au
premier codon du géne VP2. Cette uniformisation prépare les génomes pour de futures étapes de
traitement des données. A partir de ce nouveau jeu de données, les différents génes et la région
NCCR sont extraits des génomes par alignement sur des séquences de référence du génotype
correspondant, et ce a 1’aide de la fonction blastn du logiciel BLAST+ [227]. Cette étape est
suivie par une suppression des séquences identiques afin de déterminer la diversité nucléotidique
au sein des genes et de la région NCCR. Encore une fois, un décompte des séquences extraites
identiques est effectué, et ce pour déterminer les différences en fréquence des genes et de la ré-
gion NCCR. Les séquences extraites sont ensuite corrigées via alignement face a une référence
du CDS correspondant. Cette dernicre étape repose sur la correction d’erreurs de séquencage
CCS qui provoque I’apparition d’indels artefactuels, généralement au sein d’un homopolymere
[277]. Un indel provoque un décalage du cadre de lecture rendant la protéine associée au CDS
non-fonctionnelle. La correction vise alors a supprimer le nucléotide artefactuel ou a rajouter un
nucléotide « N » en fonction de la nature de 1’indel. En effet, méme s’il a été démontré que les
populations de virus peuvent contenir naturellement des CDS ne pouvant donner des protéines
viables [278-280], I’objectif de ce pipeline est de déterminer la diversité au sein d’une popula-
tion de virus effective, et le taux important d’indels artefactuels nous oblige a sous-évaluer cette
diversité par correction des séquences.

Au final, le pipeline GenoPolys donne en sortie les résultats obtenus de maniere a ce que
I’utilisateur ne perde aucune donnée, mais plutdt que celles-ci soient hiérarchisées selon leur
sélection ou leur délétion au cours du déroulement du programme.
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5.2.2 Fonctionnement du pipeline GenoPolys sur des données préliminaires
de ’ANR BK-NAB

Le pipeline GenoPolys permet de traiter les génomes de BKPyV pour les uniformiser, dé-
nombrer leur quantité et leur diversité, mais aussi pour isoler les genes et la région NCCR pour
de futures analyses. Pour le tester, GenoPolys a été utilisé sur des données préliminaires issues
d’un séquencage CCS (Tableau 5.1). Les échantillons d’urine de neuf patients ont étés analysés
de maniere longitudinale. Chaque patient possede le méme identifiant, et les différents préle-
vements sont indiqués par un nombre suivant 1’identifiant, comme c’est le cas chez LAGU_4
et LAGU_28. Lors de 1’étape de nettoyage de données brutes, peu de séquences sont suppri-
mées de I’analyse par Pacasus et la discrimination par taille, a I’exception des échantillons
BROYV_35—1et BROYV_40—1 pour lesquels nous avons dii supprimer un grand nombre de
génomes possédant des artefacts palindromiques (seuls 67 % et 20 % des génomes ont été gardés
apres analyse par le logiciel de Pacasus). De tels résultats pour ces deux échantillons pourraient
étre expliqués par une forte prévalence de palindromes au sein des génomes issus de I’étape de
pré-amplification. En effet, le faible nombre initial de génomes séquencés a conduit a plusieurs
étapes de pré-amplification de I’ADN pour qu’il soit séquencé convenablement, qui ont inévita-
blement conduit a 1’apparition d’un grand nombre de palindromes. Un tel nombre de génomes
initiaux dans ces échantillons pourrait, a titre d’exemple, s’expliquer par des biais expérimentaux
lors de I’extraction de I’ADN, ou tout simplement par une faible virurie au moment du préleve-
ment. Tous les génomes obtenus a la fin de ces deux étapes de sélection de données différaient,
démontrant une forte diversité au sein des différents échantillons. Une fois les génomes génoty-
pés et transformés pour qu’ils débutent sur le gene VP2, une extraction des genes et de la région
NCCR a été effectuée. Celle-ci a, pour chaque échantillon, extrait avec succes chaque gene et
la NCCR. En contre-partie, 1’étape de suppression des données redondantes n’a pas donné les
mémes résultats pour chaque échantillon. En général, le gene LT semble diversifié au sein des
séquences obtenues, mais la diversité est bien plus basse au sein des genes VPI, VP2, ST, de
1’agnoprotéine et de la région non-codante NNCR. A titre d’exemple, certains échantillons tels
que LAGU _4 possedent une forte diversité au sein du gene LT (100 % de genes différant sur au
moins un nucléotide) et un taux plus nuancé au niveau des genes VPI (17 %), VP2 (48 %), ST
(24 %), de I’agnoprotéine (40 %) et de la région non-codante NCCR (46 %). 1l est évident que
les données obtenues a la fin d’une analyse GenoPolys ne sont que préliminaires, et permettent,
en plus de ses taches de traitement des données génomiques, de faire un simple état de la diver-
sité des génotypes, des génomes et des genes observés. Pour poursuivre une telle analyse, il est
nécessaire d’effectuer de réelles déterminations de la diversité génétique de maniere longitudi-
nale au sein des échantillons d’un méme patient, et de poursuivre cet effort par des mesures telle
que celle de la diversité nucléotidique 7 . In fine, GenoPolys pourra répondre aux besoins d’une
méthode fiable d’étude de génomique des populations intra-hote des BKPyV.



TABLE 5.1 — Résultats obtenus a la suite d’une analyse GenoPolys sur des génomes issus d’échantillons d’urine de patients
receveurs d’une greffe de rein. Les pseudonymes des individus analysés sont indiqués dans la colonne « Echantillon » . Certains
échantillons posseédent un méme identifiant, mais différent dans le numéro attribué, indiquant alors un échantillonnage sur un méme
patient a deux différentes dates. Les colonnes « Pacasus », « Taille » et « Total » indiquent le nombre de génomes conservés (ainsi
que leur proportion par rapport a 1’étape précédente) apres chaque étape de 1’analyse de nettoyage des données. Les colonnes
« LT », « ST », « VP1 », « VP2 », « VP3 », « agnoprot. » (pour agnoprotéine) et « NCCR » indiquent le nombre de séquences
retrouvées a la suite de I’extraction des genes et de la suppression des genes identiques (il est a noter que 1’étape d’extraction a
pu extraire toutes les régions d’intérét, quel que soit le génome analysé). Ces dernieres colonnes font donc état de la diversité des

genes et de la région NCCR au sein des échantillons obtenus.

Nettoyage des données Extraction des genes et de la NCCR (apres délétion des séquences identiques)
Echantillon Génomes Pacasus Taille total LT ST VPI VP2 VP3 agnoprot. NCCR
vVQQ 6472 6272 (0.97) 6159 (0.98) 6159 (0.95) 5233 (0.85) 1508 (0.24) 6155 (1) 2931 (0.48) 2401 (0.39)  2445(0.40) 2829 (0.46)
LAGU_4 4421 4261 (0.96) 4197 (0.98) 4197 (0.95) 4194 (1) 1313 (0.31) 734 (0.17) 2036 (0.49) 1721 (0.41) 1691 (0.40) 4195 (1)
LAGU_28 15548 15180 (0.98) 14864 (0.98) 14864 (0.96) | 11383 (0.77) 4906 (0.33) 14852 (1) 14862 (1) 14615 (0.98) 5938 (0.40) 11250 (0.76)
JARO_2 880 863 (0.98 842 (0.98) 842 (0.96) 842 (1) 841 (1) 828 (0.98) 402 (0.48) 339 (0.40) 360 (0.43) 631 (0.75)
JARO_31 3709 3559 (0.96) 3511 (0.99) 3511 (0.95) 3511 (1) 1093 (0.31) 3511 (1) 3510 (1) 1362 (0.39) 2888 (0.83)  3510(0.99)
BARO_3 3716 3581 (0.96) 3530 (0.99) 3530 (0.95) 2629 (0.75) 1140 (0.32) 1869 (0.53) 1618 (0.46) 1363 (0.39) 1384 (0.39) 3512 (0.99)
BARO_10 566 430 (0.76) 422 (0.98) 422 (0.75) 337 (0.80) 137 (0.32) 248 (0.59) 191 (0.46) 156 (0.37) 422 (1) 199 (0.47)
HIAN_3 5402 5284 (0.98)  5221(0.99) 5221 (0.97) 5221 (1) 1807 (0.34) 5218 (1) 2197 (0.42) 1848 (0.36) 5184 (0.99) 2291 (0.43)
HIAN_7 1199 1171 (0.98) 1142 (0.98) 1142 (0.95) 1142 (1) 363 (0.32) 597 (0.53) 519 (0.46) 423 (0.37) 474 (0.42) 500 (0.43)
SEMI_2 2230 2136 (0.98) 1969 (0.92) 1969 (0.88) 476 (0.24) 533 (0.27) 1969 (1) 847 (0.43) 664 (0.34) 592 (0.30) 1470 (0.75)
SEMI_24 4980 4397 (0.88) 3473 (0.79) 3473 (0.70) 3059 (0.88) 1204 (0.35) 3473 (1) 2239 (0.65) 2030 (0.58) 1891 (0.54) 990 (0.29)
BROYV_35-1 388 260 (0.67) 230 (0.88) 230 (0.59) 230 (1) 230 (1) 223 (0.97) 214 (0.93) 210 (0.91) 194 (0.84) 140 (0.61)
BROYV_40-1 518 103 (0.20) 86 (0.83) 86 (0.17) 67 (0.78) 27 (0.31) - 57 (0.66) 55 (0.64) 36 (0.42) 86 (1)
BROYV_41-2 1491 1300 (0.87) 1245 (0.96) 1245 (0.83) 1245 (1) 1245 (1) 1222 (0.98) 1234 (0.99) 1232 (0.99) 513 (0.41) 1245 (1)
GRPI_9 2950 2849 (0.97) 2806 (0.98 2804 (0.95) | 2207(0.79) 918 (0.33)  1532(0.55) 1354 (0.48) 1130 (0.40) 1162 (0.41) 1267 (0.45)
GRPI_40 5091 2961 (0.58) 2883 (0.97) 2883 (0.57) 2179 (0.76) 941 (0.33) 2846 (0.99) 2845(0.99) 2239 (0.78) 1540 (0.53) 1669 (0.58)
BAGA_10 879 764 (0.87) 699 (0.91) 699 (0.80) 699 (1) 640 (0.92) 673 (0.96) 670 (0.96) 662 (0.95) 574 (0.82) 549 (0.79)
BAGA_28 2024 1624 (0.80) 1515 (0.93) 1515 (0.75) 1515 (1) 1507 (0.99) 1515 (1) 737 (0.48) 602 (0.40) 770 (0.51) 1515 (1)
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5.3 Pipeline ViroPhylo

5.3.1 Introduction

Il existe chez un nombre important de polyomavirus humains, tels que les BKPyV, JCPyV et
MCPyV, une phylogénie ou I’on retrouve différents niveaux taxonomiques que I’on peut quali-
fier de groupes ou de sous-groupes en fonction de leur profondeur [199]. 11 a été montré qu’une
infection par un polyomavirus peut étre plus ou moins symptomatique selon le génotype prédo-
minant. Dans le cas d’une PVAN, Nukuzuma et al. ont montré que les infections par le génotype
I des BKPyV sont davantage cytopathiques au sein des cellules épithéliales du rein que celles
provoquées par le génotype IV [281]. Il est donc nécessaire de détecter par quel génotype un
patient a risque est infecté, pour prévoir les risques différentiels d’une PVAN.

Il existe plusieurs méthodes de génotypage des virus, allant de la reconstruction phylogéné-
tique sur un jeu de données de référence a la mise en place de clefs dichotomiques de génotypage
sur des régions hotspots (point chaud en francais, i.e. régions déterminantes des groupes taxono-
miques). Chez les polyomavirus, ¢’est 1’analyse de ces hotspots qui est fortement utilisé dans le
contexte clinique.

La majeure partie des génotypages de BKPyV dans le contexte clinique sont effectués sur
le gene VPI. 1l a été établi par Jin et al. que la détermination des groupes de BKPyV pouvait
étre assurée par 1’analyse d’une région de 327 nucléotides (appelée région de Jin) [282]. Cela dit,
Luo et al. émettent des réserves sur 1’utilisation de cette région pour le génotypage, et mettent
en avant |’utilisation systématique du gene LT pour effectuer une telle tache [200]. En effet, ils
présentent au sein de leur article une reconstruction phylogénétique de 178 BKPyV a partir la
région de Jin et trouvent de fortes incohérences au sein de la détermination des sous-groupes du
BK IV. Toujours pour promouvoir 1’utilisation du gene LT dans le génotypage des BKPyV, ces
mémes auteurs comparent les résolutions phylogénétiques obtenues a partir des genes LT et VPI
de 178 polyomavirus. Ils en déduisent que bien que les deux phylogénies soient similaires, celle
construite avec le gene VPI possede une topologie moins robuste [200]. Bien que les hésitations
soient de mise entre ’utilisation de VP/ et de LT pour le génotypage des polyomavirus, le géne
VP reste toutefois favori. Récemment, une étude méthodologique de Morel et al. a mis en place
un algorithme dichotomique de décision pour déterminer le génotype d’'un BKPyV sur la base
de I’analyse de la région BKTGR du gene VPI. Cette région est composée de seulement 100
nucléotides et selon ses auteurs, son analyse permettrait d’identifier avec une efficacité de 99 %
les BKPyV. L’analyse de la région BKTGR constitue donc a ce jour I’une des méthodes les plus
poussées pour génotyper les BKPyV [283]. Mais pour aller plus loin dans les solutions de géno-
typage de BKPyV, il est nécessaire de proposer une solution universelle accessible, fonctionnant
sur n’importe quel jeu de données de BKPyV et dont I’efficacité serait encore plus poussée.

Nous présentons au sein de cette section ’outil ViroPhylo, un pipeline utilisant les pro-
grammes BLAST [227], MAFFT [260] et RAXML [234] pour permettre un génotypage rapide et
efficace des polyomavirus humains avec un approfondissement de 1’analyse pour les souches BK
et JC.
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5.3.2 Fonctionnement de ViroPhylo

L’ objectif principal de ViroPhylo est d’incorporer un jeu de données de séquences de poly-
omavirus au sein d’une référence qui comprend un alignement et un arbre phylogénétique associé.
Il s’agit d’un pipeline standalone (i.e pouvant fonctionner sans 1’aide d’un autre programme) qui
sera prochainement disponible sur le site http://virophylo.ird.fr. L’architecture de ViroPhylo est
donnée en Figure 5.2.

Dans un premier temps, ViroPhylo vérifie et modifie les séquences entrées par 1’utilisateur
pour qu’elles forment un jeu de données exploitable par le pipeline. Une premiere étape utilisant
la fonction blastn de I’outil BLAST compare les séquences de 1’utilisateur a des genes de réfé-
rence et permet d’y retrouver la présence d’ADN d’intérét [227]. Dans le cas ou les séquences
sont bien issues de polyomavirus, elles font 1’objet, si besoin, d’un reverse-complement de ma-
niere a ce que leur matériel génétique soit dans le sens 5’-3” du brin transcrit. Ensuite, dans le
cas ou le matériel génétique donné en entrée est constitué de génomes, chaque séquence fait 1’ob-
jet d’une analyse par le sous-programme ROTATOR. Celui-ci permet la rotation des génomes de
polyomavirus pour qu’ils commencent tous au premier codon de VP2 : la séquence est répétée
deux fois et les trois réplicas sont concaténés. De cette maniere, chaque séquence nouvellement
construite possede un exemplaire de la séquence d’origine enclavée entre deux genes VP2. Un
nouveau blastn permet de détecter les différentes occurrences de VP2 et leur position. En sé-
lectionnant uniquement la séquence située entre le premier codon de la deuxieme occurrence
de VP2 et la troisieme, nous récupérons un génome complet de polyomavirus débutant exacte-
ment au premier nucléotide du gene VP2. La raison pour laquelle nous choisissons le gene VP2
comme point de départ de tous les génomes est que ce gene est non seulement partagé par tous
les polyomavirus, mais aussi que 1’organisation des génomes, sauf exception, peut parfaitement
s’articuler autour de cette conformation. Les séquences nettoyées et préparées sont comparées
une nouvelle fois a des génomes de référence de polyomavirus pour vérifier que la majorité du
contenu génétique se rapproche des polyomavirus connus. Une fois cette étape vérifiée, les sé-
quences d’entrée sont alignées a un jeu de données de référence déja aligné correspondant au
niveau de génotypage souhaité par I’utilisateur. En effet, I’utilisateur peut choisir d’effectuer son
analyse ViroPhylo sur un alignement de référence correspondant au génome complet, a une
concaténation de genes (précoces, tardifs ou de tous les genes) ou encore a un gene en parti-
culier sur les BKPyV, JCPyV, les polyomavirus humains ou sur tous les polyomavirus. Cette
étape d’alignement est réalisée grace a I’option « add » de MAFFT [260]. L’ alignement obtenu est
ensuite inséré au sein d’une analyse phylogénétique réalisée par 1 *outil RAXML (v8.1), et ce en
vue d’ajouter les séquences requétes a une phylogénie que nous avons construit au préalable et
qui correspond a I’alignement de référence auquel les séquences ont été ajoutées (voir chapitre
précédent). Pour cela, nous utilisons la fonction « epa » (pour evolutionary placement algorithm)
de RAxML, qui permet de situer les séquences requétes sur une phylogénie de référence associée
a I’alignement de référence [234]. Les résultats du placement sont donnés a I’utilisateur avec
une probabilité associée. A la lecture de la table des probabilités associées, I’utilisateur peut
connaitre, avec une certaine robustesse, dans quel clade s’inserent les séquences requétes. Il est
a noter que les génomes de polyomavirus sont peu sujets a de la recombinaison, ce qui nous
permet d’assurer a un certain degré le génotypage.
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(deuxiéme vérification) (option --add de MAFFT) (option -epa de RaxML)

----------------

Figure 5.2 — Pipeline de ’outil ViroPhylo. Le pipeline ViroPhylo peut traiter des données sur un génome complet ou sur une
partie de celui-ci. Une fois les données d’entrée insérées, une premiere étape prépare les données de 1’utilisateur comme suit : 1)
analyse des données sur des genes de référence a 1’aide de la fonction blastn de I’outil BLAST [227]. Cette étape a pour objectif de
vérifier que les données d’entrée soient bien relatives a des polyomavirus ii) Action de reverse-complement sur les données n’ayant
pas une direction 5’-3 des genes tardifs iii) rotation des données (s’il s’agit de génomes) pour que celles-ci débutent au premier
codon du gene VP2. Une fois les données préparées pour I’analyse, une nouvelle étape de vérification par blast sur référence
permet de vérifier si les données sont des génomes et de confirmer, encore une fois, que les données analysés appartiennent aux
polyomavirus et qu’elles soient dans la direction 5°-3” des genes tardifs. Par la suite, ces données sont rajoutées a un alignement de
référence, et ce par la fonction « -add » de 1’outil MAFFT [260]. Ce nouvel alignement est analysé par 1’outil RAXML pour placer
les nouvelles données sur un arbre phylogénétique de référence grace a la fonction « epa » de ce méme outil [234].
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5.3.3 Avantages du pipeline ViroPhylo

En plus de proposer une solution simple et universelle pour génotyper les polyomavirus hu-
mains, ViroPhylo possede une exactitude jusqu’ici inégalée. En prenant pour exemple compa-
ratif 1’algorithme dichotomique de Morel et al., qui génotype faussement cinq individus sur les
493 analysés, ViroPhylo permet un génotypage sans erreur sur le méme jeu de données (Figure
5.3). De plus, de par I'utilisation d’une phylogénie de référence comme base pour le génoty-
page, ViroPhylo pourrait a I’avenir permettre de déterminer I’existence de nouvelles souches de
polyomavirus humains.

5.4 Modélisation de 1’évolution intra-héte du BKPyV dans le
cadre d’une PVAN

L’objectif préliminaire de ce projet entrait dans la détermination et I’analyse de I’évolution
des génomes de BKPyV chez un patient ayant recu une greffe de reins et ayant été immunosup-
primé pour prévenir un rejet par le systtme immunitaire. Au sein de cette partie du projet, nous
avons tenté de mettre en place une amélioration du modele d’évolution intra-hote de Funk et al.
[1]. Malheureusement, il n’a pas été possible de reproduire le modele de base de Funk et al..
Apres plusieurs tentatives infructueuses de contact avec le créateur de ce modele, mais aussi 1”ab-
sence de données virales pour notre projet, nous 1’avons temporairement mis de coté pour nous
focaliser sur d’autres aspects de ce doctorat.

5.4.1 Introduction

L’évolution et la diversité intra-hote des BKPyV lors de la rémission d’une greffe de reins
demeure un aspect primordial pour notre compréhension des PVAN et échecs de greffe de reins
[1]. Plusieurs auteurs ont tour a tour tenté de modéliser la dynamique d’infection chez un patient
immunodéprimé, avec une focalisation sur les populations virales [1].

En 2008, le modele de Funk et al. a été développé dans I’objectif de déterminer la cinétique
de I’évolution de la virémie et de la virurie lors d’une infection par les BKPyV, et ce a la suite
d’une greffe de rein [1]. Il s’agit d’'un modele a deux compartiments ol le premier est défini par
les cellules du rein et le second par celles du systeéme urinaire. Chaque cellule d’un compartiment
peut étre saine ou infectée par le BKPyV. La dynamique de transmission d’une cellule a une autre
est définie par des parametres intra-compartimentaux et inter-compartimentaux. Dans le dernier
cas, la transmission est représentée par 1’efflux (allant du rein vers le systeéme urinaire) ou le reflux
(allant du systeme urinaire au rein) des BKPyV. Il est a noter que les cellules saines peuvent se
multiplier et mourir sans le concours des virus et que la mort des cellules infectées conduit
automatiquement a un burst infectieux associé a la libération des virions qui sont alors capables
d’infecter une autre cellule saine. Ce modele, de prime abord simple, a été testé sur des données
réelles et sous plusieurs conditions initiales. A la suite d’une analyse longitudinale de la virémie
et de la virurie au sein de patients infectés par le BKPyV, Funk et al. confirmerent 1’exactitude de
leur modele et profiterent de sa fiabilité pour confirmer qu’un traitement par immunomodulation
est nécessaire des lors que la virémie atteint un seuil de 10* copies/mL d’ ADN viral, et que celui-
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Figure 5.3 — Phylogénie des BKPyV de I’outil ViroPhylo. Cette phylogénie a été construite a
partir des CDS complets de 493 génomes BKPyV (données issues de la banque de données NCBI
[227]). Linférence phylogénétique a été faite sur un modele de Maximum de Vraisemblance
GTRGAMMA avec un bootstrap de 1000 et ce a I’aide du prgramme RAxML [234]. Les couleurs
données au sein de ce graphe représentent le génotypage proposé par Morel et al.. Certaines
séquences ne rejoignent pas les clades possédant une majorité de séquences partageant la méme
couleur et peuvent donc étre considérés comme mal génotypées. Au final, 5 individus sur 493
sont faussement génotypés par I’algorithme de Morel et al., ce qui représente environ 1 % des
génomes ici étudiés.
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ci doit faire baisser 80 % de la virémie pour étre efficace [1]. Parmi les scénarios possibles quant
a I'origine de la réactivation du virus, ces mémes auteurs proposerent une hypothese kidney-
urinary tract-kidney, ou le virus se réplique de maniere précoce et peu invasive dans le rein
grefté, prolifere dans le compartiment urinaire et provoque la PVAN par reflux des virions dans
le rein. Ce scénario suggererait alors que le BKPyV réactivé proviendraient du donneur, soup¢on
confirmé par la suite par d’autres auteurs [1, 202, 220].

Les symboles utilisés dans le modele de Funk et al. sont décrits au sein du Tableau 5.4.1. Ce
modele est composé de deux compartiments comprenant six variables :

E

e 1

i ) —dE—nlIE—-rV,E S.D

max

Cette équation représente la dynamique des cellules saines £ du rein, ou p; représente le taux
de croissance, £ le nombre de cellules saines au temps ¢, E,,. le nombre maximum de cellules
saines dans le compartiment, d; le taux mortalité de cellules saines non infectées, i; le taux
d’infection des cellules saines, I le nombre de cellules infectées, r le taux de reflux des virions et
V.. le nombre de virions au sein du tractus urinaire. On distingue plusieurs voies d’infection. Une
par les virions du systeme rénal (décrite par 71/ £) et I’autre par les virions du systéme urinaire
(décrite par rV, F).

dl

Cette équation représente la dynamique des cellules [ infectées du rein, ou u; représente la
mortalité des cellules infectées.

dv,
d_tp = zs(t)blull - Cl‘/;, (53)

Cette équation représente la dynamique des virions V, du rein, ou1 is(¢) représente le systeme
immunitaire de 1’hote, b; le nombre de virions produits par une cellule infectée et ¢; la mortalité
des virions.

U

max

il ) — dyU — 1Y U — eV, U 5.4)

Cette équation représente la dynamique des cellules saines U du compartiment urinaire, ol
po représente le taux de croissance, U le nombre de cellules saines au temps ¢, Uy,ax le nombre
maximum de cellules saines dans le compartiment, ds le taux mortalité de cellules saines non
infectées, 7, le taux d’infection des cellules saines, Y le nombre de cellules infectées et ¢ le taux
d’efflux des virions. On distingue plusieurs voies d’infection. Une par les virions du systeéme
urinaire (décrite par ioUY") et I’autre par les virions du systeme rénal (décrite par eVpU).
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TABLE 5.2 — Symboles utilisés au sein du modele de Funk et al.. Sont décrits au sein de ce
tableau le symbole, sa définition, et les valeurs associées [1].

Symbole | Définition Valeurs estimées
E Cellules saines du rein conditions initiales
Eoax Nombre maximal de cellules saines du rein 1.10%

I Cellules infectées du rein I, =00ul.107

U Cellules saines du systeme urinaire Conditions initiales
Unax Nombre maximal de cellules saines du systéme urinaire 1.107

Y Cellules infectées du systéme urinaire Yo=00ul.107°
P1 Taux de croissance des cellules du rein 0.6

D2 Taux de croissance des cellules du systéme urinaire 1.2-1.5

dy Taux de mortalité des cellules saines du rein 0.003

ds Taux de mortalité des cellules saines du systéme urinaire 0.006

Uy Taux de mortalité des cellules infectées du rein 0.33

Us Taux de mortalité des cellules infectées du systeme urinaire 0.33

1 Taux d’infection des cellules saines du rein 2.1077

io Taux d’infection des cellules saines du systeme urinaire 1.1077

Vo Virions du rein Conditions initiales
Vu Virions du systeme urinaire Conditions initiales
is(t) Valeur d’immunosuppression 11074 -1

by Nombre de virions relachés apres burst des cellules du rein 6000

by Nombre de virions relachés apres burst des cellules du systeme urinaire | 6000

c1 Mortalité des virions du rein 10

Co Mortalité des virions du systeme urinaire 1

e Efflux des virions (rein -> systéme urinaire) 1.107°

r Reflux des virions (systéme urinaire -> rein) 1.1077

S Efflux des virions sans infection directe des cellules U 1 —1000
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dY

Cette équation représente la dynamique des cellules Y infectées du systeme urinaire, ou s
représente la mortalité des cellules infectées.

v,
dt

= iS(t)bQUQY + S‘/;p — CQVu (56)

Cette équation représente la dynamique des virions V,, du systeéme urinaire, ou b, représente
le nombre de virions produits par une cellule infectée, s le taux d’efflux des virions du rein (sans
qu’il n’infectent une cellule du systeme urinaire) et c, la mortalité des virions.

Une représentation schématique de ce modele est donnée en Figure 5.4.

5.4.2 Intégration et améliorations possibles du modele

Le modele de Funk et al. ne prend pas en compte 1’évolution et la diversité virale. L’ajout
d’une diversité de populations de BKPyV dans le modele permettrait de représenter différentes
populations virales avec des valeurs de parametres qui leur sont propres. L’inspiration de cette
derniere étape dans le modele vient d’une catégorisation de variants viraux décrite au sein de la
revue de Mazalrey et al. [171]. Celle-ci rassemble les BK en types de souches mutantes ayant
des différences dans leurs parametres infectieux, notamment a cause de mutations dans leur
région NCCR ou VPI1. En effet, il a été montré par [284] que 1’apparition de réarrangements
des NCCR au sein de la population virale des BKPyV au cours d’une infection chez un patient
immunosupprimé provoquait une augmentation de la réplication virale [171, 284, 285]. Ce méme
auteur a aussi remarqué que la prolifération des BKPyV était marquée par I’apparition de mutants
sur la région VPI, ce qui permettrait un mécanisme d’échappement de I’immunité de 1’hote lors
de sa réactivation pour combattre I’infection, et que les BKPyV exploiteraient les « lacunes » du
systéeme immunitaire pour permettre une installation durable [284, 285]. 1l a été estimé que les
mutations de VPI sont principalement dues a 1’action de la désaminase de 1’hote APOBEC3B
[284, 285]. Dans les deux cas, cette soudaine diversité n’apparaitrait que lorsque I’'immunité
de I’hote est réduite, et ne se retrouvent donc pas a 1’état naturel [284, 285] [286]. 1l est par
ailleurs intéressant de noter que le taux de mutation observé chez les BKPyV semble augmenter
chez les patients receveurs d’une greffe de reins par rapport a un hote immunocompétent [286].
L’amélioration proposée pour notre modele se focalise sur les réarrangements de la NCCR et
leurs implications sur la modulation de la réplication virale. Il existerait alors trois catégories
de mutants que 1’on ne retrouverait que chez les patients immunosupprimés; les deux premiers
verraient I’expression de leurs genes précoces ou tardifs augmenter alors que le troisieme possede
une I’expression accrue de tous ces genes. Les souches décrites ci-dessus ne seraient alors pas
sélectionnées dans le cadre d’une infection classique [171]. L’ajout de ces différents mutants au
modele de Funk et al. implique la prise en compte de différentes cellules infectées pour chaque
compartiment. Comme chaque cellule peut étre infectée par la souche wild-type ou 'un des
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Figure 5.4 — Modele a deux compartiments de la dynamique virale des BKPyV. Les deux
compartiments représentent les cellules épithéliales du rein (encadré rouge) et du tractus urinaire
(encadré bleu). Les sous compartiments E et I représentent les cellules saines et infectées du rein,
et les cellules U et Y les cellules saines et infectées du tractus urinaire. Les fleches pleines repré-
sentent les parametres de dynamique propre a chaque compartiment, et les fleches en pointillées
les dynamiques d’efflux (rouge vers bleu) et de reflux (bleu vers rouge) des BKPyV. Un détail de
chaque parametre est indiqué dans le texte et au sein du Tableau 5.4.1. Cette figure est inspirée
de I'article de Funk et al. [1]

mutants, il existe alors quatre différentes cellules infectées, chacune avec ses propres valeurs de
parametres associés.

A titre d’exemple, si I’on prend les cellules infectées I du rein, on aura, pour un des mutants,
I’équation suivante :

ar - ,
% = Zl/IE + TVUE — ul/I (57)

Ou tous les parametres 1’, i/, uy, posséderaient les valeurs spécifiques au mutant, probable-
ment définies par un taux d’infection des cellules saines et de mortalité des cellules infectées
supérieurs au wild-type.

La souche virale V,, associée serait quant a elle définie par I’équation suivante :
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dV,,
% = z's(t)byul/[ — Cll‘/p/ (58)

Ou, encore une fois, les parametres by/, uy. et ¢y seraient définis par les spécificités de la
souche virale observée.
Bien entendu, la dynamique des cellules saines serait elle aussi modifiée :

dE
— =PE (1~ B/Buw) = & E —iIE —ivI'E—rV,E —1VyE (5.9)

Ou rV,, E représente le reflux des virions de la souche virale V.

Ainsi, nous aurions un modele complexifié€ par 1’ apparition de trois nouveaux sous-compartiments
dans le rein, et de trois autres dans le systeme urinaire, modifiant par la méme occasion les popu-
lations virales des deux compartiments. Par la simulation d’une diversité, nous espérons affiner
le modele proposé par Funk et al. en proposant un approfondissement de la dynamique virale
au cours d’une infection [1]. Une fois ce modele mis en place, celui-ci sera couplé aux données
génétiques, de virurie et de virémie chez les patients receveurs d’une greffe de rein de I’ANR
BK-NAB.

5.5 Discussion

Pour mieux comprendre I’évolution de la réactivation post-greffe des BKPyV au sein d’un
patient, il est nécessaire de se pencher sur les mécaniques définissant I’évolution et la diversité
intra-patient du virus. D’apres plusieurs études, celle-ci est marquée par I’installation de souches
mutantes au sein des populations virales qui ne sont pas détectées a 1’état naturel au sein de per-
sonnes saines [171, 284-286]. Ces souches mutantes permettraient non seulement de mettre en
place une diversité permettant un évitement du systeme immunitaire de 1’hote, mais aussi un ac-
croissement de la prolifération virale [171, 284-286]. Au sein de ce chapitre, nous proposons un
panel d’outils et de modeles pour permettre un traitement aisé de données associées au BKPyV.
Ceux-ci visent principalement a déterminer les spécificités génétiques des BKPyV contenus au
sein d’un échantillon, que ce soit pour les génotyper (avec ViroPhylo) ou pour effectuer un
état de la diversité des BKPyV a I’échelle génomique et des genes (avec GenoPolys). Les don-
nées génétiques des BKPyV, en relation avec les données personnelles d’un patient ainsi que de
virémie et de virurie permettrait de mieux comprendre les profils des BKPyV provoquant une
PVAN. I’ANR BK-NAB veut poursuivre ces objectifs de maniere systématique par 1’analyse de
données longitudinales sur des patients receveurs d’une greffe de reins. Aujourd hui, GenoPo-
lys et ViroPhylo sont déja utilisés par le CHU de Nantes et feront I’objet d’une publication
méthodologique.






Chapitre Six

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le projet initial de ce doctorat était de déterminer les dynamiques virales de patients atteints
d’une PRR (due aux papillomavirus humains HPV6 et HPV11) ou d’une PVAN (apres greffe
de reins ; maladie causée par le BKPyV). Pour des raisons indépendantes de notre volonté, nous
n’avons pas pu obtenir de données concernant la dynamique virale de patients atteints de la PRR
et les données relatives a la PVAN sont toujours en cours d’obtention. Pour préparer I’analyse
des données issues de I’ANR BK-NAB, nous avons concu deux pipelines d’analyse des données
génétiques de polyomavirus humains et les avons confrontés a des données préliminaires issues
des collectes longitudinales sur les patients receveurs d’une greffe de rein du CHU de Nantes.
Ces deux pipelines, déja utilisés par la plate-forme du CHU de Nantes, permettront a I’avenir un
traitement rigoureux de données des polyomavirus BK. A I’avenir, une étude systématique de la
diversité génétique sera effectuée le long de la rémission des patients. Celle-ci se focalisera sur
I’évolution de la région NCCR (substitutions et indels au niveau des régions O, P, Q, R et S) et
du gene VPI (principalement sur les substitutions). L’ objectif sera d’observer si, au cours d’une
évolution du diagnostic de PVAN, les profils génétiques des polyomavirus BK sont modifiés. Par
ailleurs, cette collecte de données longitudinales permettra d’observer la dynamique de ces virus,
et nous permettra de mieux comprendre et prévenir une infection pouvant provoquer une PVAN.

De par les mécanismes qu’il peut impliquer sur les étapes transcriptionnelles et traduction-
nelles de la machinerie cellulaire, le CUB est un élément primordial & prendre en compte pour
améliorer notre compréhension des processus liés a 1’expression des genes. Aujourd’hui, suffi-
samment de connaissances ont été accumulées pour démontrer que le CUB est a 1’origine de
mécanismes de régulation de I’expression des geénes, mais qu’il peut aussi €tre influencé par
des biais mutationnels. La régulation de I’expression des genes par le CUB peut, par exemple,
s’opérer via des modifications sur la structure secondaire des ARNm, de leur stabilité et de leur
épissage [64-67, 69—71], ou encore sur le rythme et de la fidélité de I’étape d’élongation de la
traduction [2, 31, 37-39, 55, 72, 77] et, pour finir, sur le repliement des protéines [86—89]. Il
peut étre influencé par des mécanismes tels que le gBGC [43, 107], le TAMB [100, 101], ou tout
simplement le biais mutationnel universel vers les nucléotides AT [92, 96, 97]. La sélection et
le biais mutationnel définissent a tous deux une mosaique de mécanismes fagonnant la composi-
tion nucléotidique des genes. De telles découvertes, sous un certain angle, remettent en cause la
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sémantique méme du terme « codons synonymes », et sont en grande partie dues aux avancées
technologiques de ces vingt dernieres années. La mise en place de méthodes « haut-débit » en
génomique, en transcriptomique et en protéomique a permis I’analyse des particularités cellu-
laires de nos organismes, et a participé a la confirmation de certaines hypotheses quant au role
du CUB dans I’expression des génes. A I’exception des Vertébrés, mais surtout des mammiferes,
les mécanismes qui définissent le CUB sont largement expliqués par une combinaison des deux
origines mutationnelles et traductionnelles, ce qui semble souligner une véritable universalité des
mécanismes du CUB au sein du vivant.

Au cours de ce doctorat, nous avons développé COUSIN, un indice de mesure du biais
d’usage des codons novateur, et proposant des résultats avec une signification biologique im-
médiate. COUSIN est un indice avant tout comparatif (il compare le CUB d’une requéte a une
référence) mais son plus grand avantage réside dans le fait que les résultats comparatifs sont
normalisés autour d’une hypothese nulle H, décrivant un usage équiprobable des codons syno-
nymes [94]. Grace a cette particularité, COUSIN propose une plage de scores se rapprochant
d’une véritable mesure du CUB, a contrario de I’'indice CAI qui mesure 1’ « optimalité » d’une
séquence par rapport a une référence [47]. De plus, cette normalisation permet une uniformité
dans les résultats obtenus, principalement sur un point de vue qualitatif. Contrairement a 1’indice
CALl, les valeurs clefs de COUSIN (0 pour un CUB similaire a I’ Hy, 1 pour un CUB similaire
a la référence) et la position qualitative du score de la requéte par rapport a ces valeurs reste
inchangée quelle que soit la nature de la référence. De ce fait, COUSIN permet non seulement
de comparer le CUB d’une séquence par rapport a une référence, mais invite a une comparaison,
par exemple, inter-especes de genes orthologues.

Si les données nouvellement acquises par les technologies « haut-débit » ont permis de confir-
mer certains aspects du réle du CUB dans I’expression des genes chez certains procaryotes
[31, 54], eucaryotes unicellulaires [38] et invertébrés [39, 55, 58], le débat reste toujours ou-
vert quand aux implications de la sélection traductionnelle chez les Vertébrés [36, 43]. Pour étre
plus précis, ce sont plutodt les hypotheses de sélection positive des codons synonymes pour amé-
liorer le processus de traduction, et ce en accord avec les populations d’ARNt de la cellule, qui
sont ici le sujet d’un débat [36, 43, 287, 288]. Mais la présence écrasante du biais mutationnel
au sein de ces organismes pourrait peut étre bien masquer des mécanismes de sélection actant
sur le CUB des genes [36, 43]. Peu d’études s’attardent sur le CUB avec une notion de nivel-
lement spatio-temporel sur les données transcriptomiques et protéomiques, ou I’expression des
genes et I’abondance des ARNt des différents tissus et étapes du cycle cellulaire sont pris en
compte dans les analyses. Dans bien des cas, les études se basent sur une estimation du CUB
avec comme référence le CUB du génome complet [32]. Pourtant, si sélection traductionnelle il
y a chez les Vertébrés, le CUB devrait avant tout étre observé dans les données transcriptomiques
et protéomiques. Les études de Chevallier et Garel, portant sur 1’expression temporelle des genes
de Bombyx mori et sur I’'influence du CUB et des populations d’ ARNt sur celle-ci avaient déja
permis de considérer une telle approche pour la mesure du CUB et sur sa possible relation avec
I’expression des genes [57]. Chevallier et Garel proposerent une étude spatiale (sur les différents
tissus) et temporelle (lors du développement larvaire) de 1’organisme, et réussirent a établir un
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lien entre CUB, expression des genes et populations en ARNt. Peu de temps apres, Hastings et
Emerson proposerent une étude sur les genes spécifiques des tissus du foie et du muscle sque-
lettique communs a plusieurs organismes aviaires et mammiferes, sans pour autant observer des
particularités dans le CUB observé entre les des deux tissus [59]. Techniquement, ces deux études
ouvrerent les portes d’une analyse spatio-temporelle du CUB chez les Invertébrés et les Verté-
brés, et permirent toutes deux de considérer la relation entre CUB, ARNt et expression des genes
sous un angle nouveau.

C’est sur cette philosophie que nous nous sommes basés pour I’analyse des genes paralogues
PTBP. Notre objectif était de déterminer les spécificités nucléotidiques de séquences homologues
dans leur fonction mais pas dans leur CUB ni dans leur expression, et de tenter de détecter des si-
gnatures d’une sélection des codons synonymes au sein des différents genes paralogues au cours
de leur évolution. Pour résumer, nous visions a observer si I’effet du contexte génomique, gé-
néralement explicatif du CUB des genes de Vertébrés, pouvait étre différent selon le paralogue
observé, et si cette différence pouvait étre due a une sélection traductionnelle actant sur 1’ex-
pression des paralogues au sein des tissus de mammiferes [43]. Il a été remarqué que le CUB
des genes PTBP1, qui sont exprimés au sein de la majorité des tissus, était corrélé a la composi-
tion nucléotidique des introns et des régions flanquantes, soulignant alors un effet primordial des
biais mutationnels sur le CUB observé [43]. En contre-partie, on observe une faible corrélation
entre contenu en GC des régions non-codantes et contenu en GC3 du paralogue PTBP2. 1l serait
intéressant de poursuivre ce type d’analyse sur deux axes distincts. Tout d’abord, une analyse
systématique des paralogues partageant une méme fonction et une identité a 1’échelle des pro-
téines similaire a celle des PTBP permettrait de vérifier si ce genre de tendance est observé de
maniere constante chez les génes paralogues des Vertébrés. D’ un autre c6té, une série d’études
sur le méme modele que Robinson et al., a I’échelle des organismes Vertébrés non-mammiferes
(ou le CUB des trois paralogues est certes différent mais de maniere discrete) et mammiferes (ou
le CUB des paralogues est exacerbé vers de I’enrichissement en GC ou en AT) permettrait de
confirmer le role du CUB sur I’expression tissu-spécifique des genes paralogues PTBP : si I’ex-
pression n’est pas modulée en fonction du CUB chez les Vertébrés non-mammiferes, mais 1’est
chez les mammiferes, cela pourrait bel et bien signifier un mécanisme de sous-fonctionnalisation
des genes par le CUB. Mais, bien que I’étude de genes paralogues constitue un parfait terreau
pour I’analyse du CUB et des possibles sélections traductionnelles qui le fagonnent, il est toute-
fois nécessaire de pousser 1’analyse a une échelle plus généraliste.

Les apports des études récentes menées par Whittle et Extavour et Whittle et al. pourraient
définir un plan de recherche sur le CUB des Vertébrés en fonction du tissu étudié [39, 58]. Ces
études visent a pondérer le CUB des tissus d’un organisme par 1’expression de leurs genes, et
proposent donc une analyse spatiale du role du CUB tout en détectant non pas les codons syno-
nymes « optimisés » au sein des génes fortement exprimés, mais plutdt ceux dont la fréquence
augmente le plus entre les genes faiblement et fortement exprimés. Pour cela, il est nécessaire
d’obtenir les données génomiques de I’organisme, mais aussi les données transcriptomiques et
protéomiques de chacun des tissus et, pour aller plus loin, sous différentes contraintes et tempo-
ralités du cycle cellulaire. En effet, il a été démontré chez H. sapiens, mais aussi chez d’autres
organismes, que la quantité et les populations des différents ARNt sont modifiées au cours du
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cycle cellulaire ou sous certains stress [75, 76]. Méme s’il ne s’agit dans le cas de I’étude portant
sur H. sapiens que d’une modification globale de 1’abondance des ARNt, et non pas de leurs
proportions respectives, 1’étude proposée par Frenkel-Morgenstern et al. indique clairement une
baisse de I’expression des genes utilisant des codons ne pouvant étre associés qu’a des ARNt
near-cognate [76]. De ce fait, les études précédentes qui se focalisaient uniquement sur 1’aspect
génomique du CUB, ou du moins en grande partie, se sont peut étre fourvoyées en considérant
le CUB comme un phénomene spatialement et temporellement uniforme. La question se pose de
savoir s’il faut considérer le role du CUB dans les fluctuations temporelles, spatiales et condition-
nelles, si elles existent, comme une preuve de 1’existence d’une sélection traductionnelle, plutot
que d’un déséquilibre a I’échelle cellulaire pour lequel le CUB soudainement « optimisé » de
certains genes ne serait qu’ une conséquence fortuite.

Pendant le déroulement de ce doctorat, nous avons visé au cours d’un projet annexe a analyser
le CUB de 32 tissus humains (ces tissus sont présentés au sein du Tableau 6.2) selon les approches
développées par Whittle et Extavour et Whittle et al. [39, 58]. Pour cela, nous avons estimé le
CUB des genes de chaque tissu en fonction de données RNA-seq issues d’une étude de Wang
et al. [289]. Pour étre plus précis, nous représentons les codons d’un gene autant de fois qu’il
est représenté au sein des données RNA-seq (i.e., leur valeur TPM pour Transcripts Per Million).
Pour différencier les génes au sein de chaque tissu, nous avons proposé une classification selon
leur niveau d’expression : nous avons créé les catégories « Top » (génes les plus exprimés parmi
tous les tissus), « Bottom » (les moins exprimés parmi tous les tissus), Q1, Q3 et Q1_Q3 (genes
les 25 % moins exprimés par tissu, les 25 % les plus exprimés et le reste). Nous avons effectué
une ACP sur le CUB des genes des 32 tissus organisés selon cette classification (Figure 6.1). De
maniere intéressante, les deux premiers axes de 1’ACP séparent le CUB des groupes de genes
selon leur expression au sein des différents tissus, et ce avec une puissance explicative de la
variance d’environ 85 %. Le premier axe sépare les groupes de genes selon leur contenu en GC,
alors que le deuxieme les sépare sans motif particulier. Il est a noter que bien que le premier axe
permette 1’isolation de certains groupes, comme les genes des catégories « Top » et « Q1_Q3 » ,
c’est principalement le deuxieme axe qui s€pare avec précision les groupes de genes selon leur
niveau d’expression. Ainsi, les groupes « Top » , « Q3 » , et « Q1_Q3 » forment des groupes
distincts dont le contenu en GC est 1égerement variable, alors que les groupes de genes faiblement
exprimés « Bottom » et « QI » se confondent et possedent un CUB différentiel selon le tissu
concerné. A D'instar de ’étude sur les génes PTBP, ces résultats préliminaires séparent encore
une fois le codon UUG des autres codons riches en GC.

Sur ces mémes données, nous avons effectué une bréve analyse pour démarquer les codons
synonymes ayant le changement le plus conséquent de fréquence entre les genes fortement expri-
més et les autres. Ces résultats sont présentés au sein de la Figure 6.2, et démontrent 1’existence
d’une différence dans les codons « optimisés » (comme I’entendent Whittle et Extavour et Whit-
tle et al.) qui force a se questionner sur la signification biologique d’une telle différence, parfois
marquée, entre les différents tissus.

Malheureusement, nous n’avons pas pu obtenir les données de protéomique de ces deux 32
tissus, car partagées sous leur forme brute au sein de I’analyse de Wang et al. [289]. A I’avenir, il
serait intéressant de rajouter les données de protéomique au sein de cette étude pour pouvoir faire
le lien entre CUB, ARNm et protéines produites, mais aussi d’approfondir notre catégorisation
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Figure 6.1 — ACP sur le CUB des différents groupes de génes retrouvés au sein de I’analyse
des 32 tissus humains. Chaque point représente une catégorie de géne pour un des 32 tissus
analysés. Les différents tissus de I’analyse sont indiqués par le jeu de couleurs décrit sur la droite
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Ala Arg Asp Asn Cys Glu GIn Gly His Ille Leu Lys Phe Pro Ser Thr Tyr Val

adipose tissue GCU CGU
adrenal gland GCU CGU
bone marrow GCU CGU ucu
cerebral cortex GCU CGU
colon GCU CGU

U

duodenum GCU CGU CCU ucu

endometrium GCU CGU

esophagus GCU CGU

fallopian tube GCU CGU

gall bladder GCU CGU
heart GCU CGU uuG

kidney GCU CGU UGU GAA GGU uuG ﬁ
liver CGU
lung GCU CGU
lymph node GCU CGU
ovary GCU CGU
pancreas GCU CGA UGU GAA
placenta GCU CGU

prostate gland GCU CGU UGU GAA ﬁ
rectum GCU CGU
saliva secreting gland GCU CGU

skeletal muscle tissue GCU CGU GAA CAA GGU CAU AUU AAA UUU UCU ACU UAU
small intestine GCU CGU CCU ucu

smooth muscle tissue | GCU CGU

spleen GCU CGU

stomach GCU CGU CCA UCU ACU UAU
testis GCU CGU

thyroid gland GCU CGU

tonsil GCU CGU
urinary bladder GCU CGU
vermiform appendix GCU CGU
zone of skin GCU CGU

Figure 6.2 — Codons « optimisés » pour chaque acide aminé parmi les 32 tissus analysés. La
mesure de 1’optimisation s’inspire des travaux de Whittle et Extavour, Whittle et al., ou le codon
synonyme « optimisé » est celui possédant le plus grand écart positif de fréquence entre les
genes fortement exprimés et les autres genes [39, 58]. Les couleurs jaunes et violettes indiquent
les codons synonymes se terminant par AT ou par GC.
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des genes en ajoutant, par exemple, des classes contenant les génes uniques a certains tissus. En
effet, une analyse de Sémon et al. démontre qu’il existe une faible variation du CUB au sein des
genes spécifiques a 18 tissus d’H. sapiens. Pour Sémon et al., cette variation du CUB s’explique
avant tout par la position des genes €étudiés dans le génome, ou le contenu en GC des régions
codantes et non-codantes sont tous deux influencés par des biais mutationnels, ce qui réfuterait
I’existence d’une sélection traductionnelle sur les genes tissu-spécifiques [287]. Ils indiquent par
ailleurs que le CUB partagé entre les orthologues tissu-spécifiques de H. sapiens et M. musculus
ne s’explique pas par une sélection, mais plutot par une conservation de la position des genes et de
leur environnement génomique. Mais la conservation de la position de ces orthologues pourrait-
elle étre due a I’environnement nucléotidique de la région concernée ? Pourrait on supposer que
ces genes se trouvent a des endroits spécifiques du génome pour conserver un certain CUB ? Pour
répondre a ces questions, il serait nécessaire de faire une analyse extensive des genes orthologues,
de leur CUB et de leur expression tissu-spécifique au sein d’un grand nombre de Vertébrés, et
d’observer si la covariation entre le contenu en GC des régions codantes et non-codantes est
toujours respectée.

Nous avons notamment produit les résultats précédents pour effectuer une future analyse
du CUB des virus d’H. sapiens face aux tissus qu’ils infectent. En effet, les virus pourraient
représenter un terrain d’expérimentation exceptionnel pour mesurer le CUB chez les Vertébrés.
Généralement égoiste a I’échelle cellulaire, certains virus auraient tendance a exploiter la machi-
nerie ribosomale de leur héte pour augmenter la cadence et la fidélité de production des virions,
quitte a €craser dans certains cas celle des protéines de I’hote. Le CUB des genes viraux ne
fait pas obstacle a de telles observations, ou celui-ci, selon 1’organisme étudié, peut mimer ce-
lui des genes fortement exprimés au sein de son hote pour améliorer le processus de traduction
de ces propres genes, ou encore adopter un CUB contraire a son hdte pour baisser sa virulence
ou pour éviter la concurrence sur les populations d’ARNt avec les geénes cellulaires fortement
exprimés [112, 126, 130, 131]. Mais de telles observations restent souvent limitées aux relation
hote-parasite a certains niveaux taxonomiques, et bien que certaines de ces hypotheses ont pu
étre explorées a I’échelle des virus humains, celles-ci demeurent encore difficiles a démontrer
[130, 290]. Pourtant, I’analyse du CUB des virus pourrait nous aider a déterminer 1’existence (ou
non) d’une sélection traductionnelle chez les mammiferes : si les virus possedent des signatures
claires d’une sélection pour améliorer leur traduction, il serait naturel de penser que la machinerie
cellulaire de 1’hote est soumise aux mémes regles. La vaste diversité des virus, aussi bien sur leur
tropisme, sur leur pathogénicité que sur leur style de vie pourrait nous permettre d’explorer cet
aspect de la relation hote-parasite. Les polyomavirus, ou encore les papillomavirus, pourraient
parfaitement convenir pour ce genre d’analyse. Ceux-ci semblent posséder une histoire phylogé-
nétique monophylétique, mais possedent une forte diversité dans leur contenu génomique, dans
leur tropisme cellulaire et dans la présentation clinique de I’infection, pour peu qu’il y en ait une
(voir chapitre 4) [129]. Comme nous avons pu le voir au travers d’une analyse COUSIN sur les
genes de polyomavirus, ceux-ci possedent un CUB généralement contraire a celui de leur hote,
et ce quel que soit le gene considéré. En suivant les hypotheses de Chen et al., nous pouvons
tout a fait supposer que le CUB des polyomavirus humains est « sélectionné » de maniere a ce
que la grande majorité des infections soient asymptomatiques [131]. Mais pour aller plus loin, il
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serait intéressant d’étudier le possible role du CUB dans le tropisme cellulaire des polyomavirus.
Plusieurs hypotheses ont été soumises sur le point d’entrée des polyomavirus BKPyV, JCPyV
et MCPyV, mais leur affinité avec les différents tissus de 1’hote sont parfois difficiles a cerner
[190, 203, 203, 204]. A I’avenir, les données du CUB des différents polyomavirus humains se-
ront comparées aux résultats des analyses que nous avons effectués sur les 32 tissus humains,
dans I’optique de déceler une relation entre tropisme cellulaire et CUB de la cellule.

Il reste encore un long chemin a parcourir pour confirmer (ou infirmer) I’existence d’une
sélection traductionnelle au sein des Vertébrés. Pour étre plus précis, et comme le soulignent Sé-
mon et al. au sein de leur article, il est fort probable qu’une sélection traductionnelle soit présente
chez ces organismes, mais son impact sur la machinerie cellulaire pourrait étre négligeable [287].
Au sein de ce doctorat, nous proposons de nouveaux points de vue et pistes pour explorer le CUB
des Vertébrés, et ce dans 1’optique de participer a la grande question des mécanismes du CUB
chez les organismes.
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Abstract

Codon Usage Preferences (CUPrefs) describe the unequal usage of synonymous codons at the gene, chromosome, or genome levels.
Numerous indices have been developed to evaluate CUPrefs, either in absolute terms or with respect to a reference. We introduce the
normalized index COUSIN (for COdon Usage Similarity INdex), that compares the CUPrefs of a query against those of a reference and
normalizes the output over a Null Hypothesis of random codon usage. The added value of COUSIN is to be easily interpreted, both
guantitatively and qualitatively. An eponymous software written in Python3 is available for local or online use (http:/cousin.ird.fr).
This software allows for an easy and complete analysis of CUPrefs via COUSIN, includes seven other indices, and provides additional
features such as statistical analyses, clustering, and CUPrefs optimization for gene expression. We illustrate the flexibility of COUSIN
and highlight its advantages by analyzing the complete coding sequences of eight divergent genomes. Strikingly, COUSIN captures a
bimodal distribution in the CUPrefs of human and chicken genes hitherto unreported with such precision. COUSIN opens new
perspectives to uncover CUPrefs specificities in genomes in a practical, informative, and user-friendly way.

Key words: codon usage bias, mutational bias, translational selection, nucleotide composition, amino acid composition,
codon adaptation index, bioinformatics, mutation—selection.

Introduction

Translation of messenger RNAs (mRNA) into proteins is a cen-
tral molecular biology process common to all forms of life.
During translation, ribosomes proceed along the mRNA in
steps of three nucleotides, called codons. The ribosome allows
pairing of a mRNA codon against the complementary antico-
don on a transfer RNA (tRNA), catalyzing the polymerization
of amino acids to yield peptides and proteins (Quax et al.
2015). Sixty four nucleotide triplets are available and, in the
standard genetic code, 61 codons encode for the 20 standard
amino acids (Belalov and Lukashev 2013). Because of this
asymmetry, certain groups of codons, known as
“synonymous codons,” encode for the same amino acid
(Nirenberg and Matthaei 1961; Khorana et al. 1966).
Synonymous codons are not used with similar frequencies,
resulting in so-called Codon Usage Preferences (CUPrefs) or
Codon Usage bias. Different CUPrefs can be identified in
regions within a gene, between genes within a genome
and between genomes in different organisms (Grantham
et al. 1980; Carbone et al. 2003).

A variety of indices have been developed since the 1980s
to describe CUPrefs (lkemura 1981; Freire-Picos et al. 1994;

Urrutia and Hurst 2001; Zhang et al. 2012). Most of them
compare the CUPrefs of a query either against a reference set
or against a Null Hypothesis (Shields et al. 1988; Lee et al.
2010). The “Codon Adaptation Index” (CAl; Sharp and Li
1987) and the “Effective Number of Codons” (ENC; Wright
1990) are respectively the most popular indices for each cat-
egory. Numerous software packages to evaluate CUPrefs
have been implemented, such as INCA (Supek and
Vlahovicek 2004), JCAT (Grote et al. 2005) and CodonW
(Peden and Sharp 2005). Most of them compute the CA|,
sometimes the ENC, and occasionally other indices (Wan
et al. 2004; Angellotti et al. 2007). Still, an important number
of indices, such as the scaled %2 (Shields et al. 1988) or the
“"Maximume-likelihood Codon Bias” (MCB; Urrutia and Hurst
2001) cannot be calculated via any dedicated software.
Despite this profusion of alternatives, none of the available
indices evaluates CUPrefs simultaneously against a reference
and against a Null Hypothesis, thus hindering direct interpre-
tation of the results. We conceived COUSIN (for COdon
Usage Similarity INdex) as a score to estimate CUPrefs of a
sequence compared with those of a reference, normalized
over a Null Hypothesis of equal usage of synonymous codons.

© The Author(s) 2019. Published by Oxford University Press on behalf of the Society for Molecular Biology and Evolution.
This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License (http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/), which permits
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The output is normalized and allows for a straightforward
biological interpretation. We have implemented COUSIN to-
gether with seven other existing indices in an eponymous
Python3 software available for local or online use (http:/
cousin.ird.fr). To illustrate the power of COUSIN, we compare
it to the well-known CAl by analyzing eight complete Coding
DNA Sequence (CDSs) data sets from a range of organisms
with large differences in nucleotide composition and genome
organization.

Measuring CUPrefs with COUSIN

In COUSIN, the CUPrefs of a query are compared with those
of a reference data set, and the results of this comparison are
normalized over a Null Hypothesis of equal usage of synony-
mous codons. The notations used as well as the detailed cal-
culation steps are given in table 1.

The amino acid composition of a sequence may affect
its CUPrefs (Roth et al. 2012). We therefore conceived
two variants of our index: In COUSIN;g each of the 18
families of synonymous codons contributes equally to
the global index, whereas in COUSINsg each family con-
tributes proportionally to the frequency of the corre-
sponding amino acid in the query. The classical CAl
score would thus correspond thus to CAlsg. For the sake
of comparison we have defined the equivalent CAlg as
described in supplementary data 1, Supplementary
Material online. By comparing the “18” and “59" scores
of an index, we can estimate the impact of amino acid
composition on the CUPrefs of a sequence. The COUSIN
score calculation involves five steps:

1. Calculate deviation scores (dev,,) for each codon (c) of
each amino acid (a) in the reference data set, compared
with the Null Hypothesis:

deve, = fcre; — fth )

where fgﬁj is the frequency of the codon ¢ among its syn-
onymous in the reference data set and 71 the correspond-
ing frequency under the Null Hypothesis.

2. Define a weight for each codon (W, ), by multiplying the
codon frequency in the reference by its deviation score:

Wcreaf = fcreaf x deve, (2)
3. Repeat step 2 for the codon frequencies in the query:

Wg:e = fgge x deve, (3)

Using the same deviation score to calculate the weights
allows us to compare the scores of the query and of the
reference.

Table 1

Notations Used to Define COUSIN and CAIl Indices

Symbol Description

c Codon

a Amino acid

f Frequency

ref Reference

que Query

Ho Null hypothesis

L Query length

ks Set of synonymous codons coding for amino acid a
A Amino acids present in both query and reference
N Number of amino acids present in both query and reference

4. The COUSIN?; score of each amino acid is the ratio of the
sum of the weights of all synonymous codons for this
amino acid in the query data set over the corresponding
sum of the weights in the reference data set:

Vyade
COUSINZ, = % 5 ZLC; "
ZCEkaWC,a

where N is the number of amino acids present in both the
query and the reference and k, is the set of synonymous
codons coding amino acid a.

For COUSINsg:

que
Lcet, Wea

COUSINE, = fae x
> ? zjceka Wcr?af

()

where 3¢ is the frequency of the amino acid a in the
query.

5. The final COUSIN score is obtained by adding the individual
COUSIN scores of all amino acids:

COUSINig = ) | COUSINSg )
acA

COUSINsg = )~ COUSIN, (7)
acA

By design, the results of COUSIN have an immediate bio-
logical interpretation and are directly suitable for hypoth-
esis testing (fig. 1):

o a COUSIN score of 1 indicates that the CUPrefs in the query
are similar to those in reference data set;

o a COUSIN score of 0 indicates that the CUPrefs in the query
are similar to those in the Null Hypothesis (i.e., equal usage
of synonymous codons);

« above 1, CUPrefs in the query are similar to those in the
reference but of larger magnitude;
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Fic. 1.—COUSIN (blue curve) and CAl (red curve) scores (y-axis) for a set of hypothetical queries with different frequency for the AAC and AAU codons
encoding the asparagine amino acid (x-axis). Values are calculated for a reference set using (4) a strong usage bias of AAC:AAU 80:20 and (B) a slight usage
bias of AAC:AAU 60:40. Vertical dashed lines indicate the composition for the Null Hypothesis of equal usage of both codons (gray line) and for the
corresponding reference (black line). Horizontal dashed lines show the COUSIN key values that correspond to the Null Hypothesis (gray line) and to the
reference (black line). The yellow area indicates queries with CUPrefs opposite to those in the reference, white one queries with similar but weaker CUPrefs
than the reference and pink one queries with similar and stronger CUPrefs than the reference. Notice that, by design, the COUSIN values are always 0 and 1
respectively for the HO and for the reference, independently of the CUPrefs in the reference. By definition, CAl is bounded by 0 and 1. In this example,
COUSIN scores below -3 and above 4 are omitted to facilitate results visualization and reading.

« between 0 and 1, CUPrefs in the query are similar to those
in the reference but of smaller magnitude;

« below 0, CUPrefs in the query are opposite to those in the
reference;

Upper and lower boundaries to COUSIN values depend on
the CUPrefs of the reference: The closer the CUPrefs of the
reference are to the null hypothesis, the largest the range of
the possible COUSIN scores. As an example, in the case of
Homo sapiens, with a light global bias in CUPrefs, the range of
possible COUSIN values is [-4.48; 6.13]. On the other hand,
for Plasmodium falciparum, with a strong global bias in
CUPrefs, the boundaries for COUSIN values are [0.15; 1.35].
To facilitate interpretation of CUPrefs, artificial boundaries can
be given when calculating a COUSIN score. The COUSIN soft-
ware, described below, proposes such solution.

COUSIN Software

We designed a Python3 software package to implement
COUSIN along with other seven existing indices to facili-
tate CUPrefs analysis and comparisons between methods.
The COUSIN software and its documentation are accessi-
ble online at http:/cousin.ird.fr. A local version can be
downloaded from the same website to be used on a
UNIX-like Operating System via command lines. For
most tasks, the COUSIN software requires query sequen-
ces in a FASTA format and a reference data set in a
kazusa-like format (Nakamura et al. 2000). The global ar-
chitecture of the COUSIN software is described in supple-
mentary data 2, Supplementary Material online.

For any entry, the COUSIN software initially calculates
basic nucleotide and amino acid composition statistics

and estimates CUPrefs. The COUSIN software currently
features eight indices that evaluate CUPrefs: COUSIN,
CAl (Sharp and Li 1987), ENC (Wright 1990), FOP
(Ikemura 1981), SCUO (Angellotti et al. 2007), ICDI
(Freire-Picos et al. 1994), CBI (Bennetzen and Hall 1982),
and scaled »? (Shields et al. 1988).

If instructed by the user, the COUSIN software performs
simulations to assess whether the score of a query is statisti-
cally close to that of a standard CDS encoded by the reference
(supplementary data 2, Supplementary Material online). The
COUSIN software offers additional features to further analyze
CUPrefs, such as a clustering analysis to group sequences
according to their CUPrefs, or an optimization step to modify
the CUPrefs of a sequence to adhere to those in the reference.
The COUSIN software can also create a Codon Usage Table in
a kazusa-like style from a set of sequences.

COUSIN Analysis

We illustrate the potential of the COUSIN and compare it to
the widely used CAl by performing an analysis on the com-
plete CDSs of eight unrelated organisms with contrasted GC
content: Two prokaryotes (Escherichia coli, Streptomyces coe-
licolor), a plant (Arabidopsis thaliana), a yeast (Saccharomyces
cerevisiae), a protist (P. falciparum), a bird (Gallus gallus), and
two mammals (H. sapiens, Mus musculus). We extracted the
complete nuclear CDSs from these genomes using the
Emboss extractfeat function (Rice et al. 2000). To avoid re-
dundancy, when there were alternative spliced forms of a
gene, only the first isoform was kept. Only CDSs >300
nucleotides were kept for the analyses. Indeed, most
CUPrefs methods show strong biases when analyzing sequen-
ces <100 amino acids (Comeron and Aguadé 1998,
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A | — Ecoli

—— S. coelicolor
4 |— S. cerevisiae
— P, falciparum
— H. sapiens

3 G. gallus
— M. musculus
—— A. thaliana

Density

0
-1 0

1
COUSIN5sq

0 = ——
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

CAl

Fic. 2.—Density curves for COUSINsg (A) and CAI (B) indices for the complete CDSs of the eight organisms studied (see color legend). For each CDS the
values for COUSINsg and CAl were calculated against the average codon usage reference table of the corresponding genome. The COUSINsg normalization
renders curves centered around 1 allowing for rapid identification of differential dispersion in the leptokurtic curves for organisms with strong nucleotide
compositional biases (e.g., Streptomyces coelicolor, in green) compared with those more platykurtic for organisms with weaker compositional biases (e.g.,
Escherichia coli in blue). Notice the bimodal distributions for Homo sapiens (black) and Gallus gallus (light blue) in panel A.

Roth et al. 2012). Further details about the selected sequences
are in supplementary data 3, Supplementary Material online.

For each genome data set, we constructed a codon usage
reference table using the corresponding the COUSIN software
utility, and calculated the CUPrefs scores of each CDS against
this reference. The resulting density curves for COUSINsg and
CAl are presented in figure 2. Details about this analysis are
given in supplementary data 4-6, Supplementary Material
online.

Analysing CDSs with COUSIN highlights shared patterns as
well as differences between organisms. All COUSIN frequency
curves (fig. 2, panel A) are centered around 1 (i.e., with similar
CUPrefs to those of the reference), but differ strongly in terms
of dispersion and of the global shape of data distribution
(unimodal, bimodal, or nearly flat). For S. coelicolor and
P. falciparum COUSIN distributions are unimodal and dis-
play little variance, consistent with the strong nucleotide
composition bias in these genomes (respectively 92.4%
GC3 and 17.8% GC3). For other organisms with unimo-
dal distribution but less biased nucleotide composition
(e.g., E. coli, with 54.9% GC3), the distributions display
a larger variance. For larger genomes with strong local
differences in nucleotide composition (e.g., chromosome
isochores in H. sapiens, and microchromosomes in
G. gallus), the COUSIN frequency curves capture a hith-
erto not described bimodal shape of CUPrefs (supplemen-
tary data 4, Supplementary Material online). For the CAI
results obtained with the same data sets (fig. 2, panel B),
all frequency curves display unimodal shapes while

exhibiting differences in their central value and dispersion,
preventing direct contrast with one another.

The key difference between COUSIN and CAl resides in the
direct interpretation of the COUSIN results. Indeed, the cor-
relation between CAIl and COUSIN scores for each CDS is
strong and positive, ranging from 0.661 in A. thaliana to
0.978 in S. coelicolor (see complete comparisons in supple-
mentary data 6, Supplementary Material online). However,
for COUSIN we compare here the CUPrefs of individuals
CDSs to a reference representing the average CUPrefs of
the organism, therefore expecting—and obtaining—an aver-
age score close to 1. For CAl, the central value of the obtained
distribution depends on the precise CUPrefs of the reference,
and are therefore not comparable between organisms. This
lack of normalization hampers any direct comparison of CAl
values for genes against different reference sets. Furthermore,
the COUSIN score seems to better capture the impact of the
query’s GC3 content on CUPrefs with, for instance, a Pearson
correlation score of 0.91 between GC3 and COUSINsg and of
0.86 between GC3 and CAl for H. sapiens CDSs (supplemen-
tary data 4, Supplementary Material online).

Discussion

A large number of indices have been conceived to evaluate
CUPrefs. Nevertheless, in most cases they do not allow for a
straightforward interpretation. As an example, the CAl is of-
ten considered as a direct measure of CUPrefs against a ref-
erence. However, the CAl value of the reference against itself
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is different for each reference, preventing comparisons be-
tween genomes. Further, the CAl value of 1 is virtually never
reached by any CDS in a given genome. Similarly, the different
flavors of ENC (Wright 1990; Novembre 2002; Satapathy
et al. 2017) allow to evaluate the presence and extent of
CUPrefs against a Null Hypothesis of equal codon usage,
but cannot inform on the precise trends of the detected
CUPrefs.

We introduced here COUSIN, a new index to measure
the CUPrefs of a sequence with respect to both a refer-
ence and a Null Hypothesis of equal usage of synonymous
codons. The COUSIN value has a straightforward quanti-
tative and qualitative meaning: It allows for an easy com-
parison 1) between the CUPrefs of the query CDS and
those of both the reference and random CUPrefs, and
2) between queries and/or between data sets. We imple-
mented the calculation of the COUSIN index, as well as of
a number of additional features and existing indices to
evaluate CUPrefs, into an eponymous bioinformatic soft-
ware, available in a stand-alone as well as in an online
version (COUSIN, at http://cousin.ird.fr).

We briefly illustrated the novelty and potential of the
COUSIN by analyzing all CDSs in the genomes of eight
divergent organisms. Taking the average genomic
CUPrefs as a reference, we showed that COUSIN brings
to light strong differences between CDSs within organ-
isms, as well as between organisms. Such differences are
far less obvious when using the CAI. Importantly, using
the average genomic CUPrefs as a reference may or not
be relevant when analyzing tissue or condition-dependent
CUPrefs based on gene expression data. It remains the
responsibility of the user to choose the appropriate refer-
ence and to interpret the results accordingly. Our results
on differences in COUSIN values distribution and variance
(exemplified by the bimodality in H. sapiens and G. gallus)
demonstrate the power and utility of this novel index to
identify differential heterogeneity between and within ge-
nomic data sets.

Supplementary Material

Supplementary data are available at Genome Biology and
Evolution online.
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ABSTRACT

1 Gene paralogs are copies of a same gene that appear after gene or full genome duplication. Re-

2 dundancy generated by gene duplication may release certain evolutionary pressures, allowing one
3 of the copies to access novel gene functions. Here we focused on role of codon usage preferences
4 (CUPrefs) during the evolution of the polypyrimidine tract binding protein (PTBP) splicing regulator
5 paralogs.

6 PTBPI-3 show high identity at the amino acid level (up to 80%), but display different nucleotide
7 composition, divergent CUPrefs and distinct tissue-specific expression levels. Phylogenetic infer-
8 ence differentiates the three orthologs and suggests that the three PTBP -3 lineages predate the basal
9 diversification within vertebrates. We identify a distinct substitution pattern towards GC3-enriching
10 mutations in PTBP1, with a trend for the use of common codons and for a tissue-wide expression.

1 Genomic context analysis shows that GC3-rich nucleotide composition for PTBP]s is driven by lo-

12 cal mutational processes. In contrast, PTBP2s are enriched in AT-ending, rare codons, and display
13 tissue-restricted expression. Nucleotide composition and CUPrefs of PTBP2 are only partly driven
14 by local mutational forces, and could have been shaped by selective forces. Interestingly, trends for
15 use of UUG-Leu codon match those of AT-ending codons.

16 Our interpretation is that a combination of mutation and selection has differentially shaped CUPrefs
17 of PTBPs in Vertebrates: GC-enrichment of PTBP]I is linked to the strong and broad tissue-
18 expression, while AT-enrichment of PTBP2 and PTBP3 is linked to rare CUPrefs and specialized
19 spatio-temporal expression. Our model is compatible with a gene subfunctionalisation process by
20 differential expression regulation associated to the evolution of specific CUPrefs.

1 Keywords Codon usage bias, codon usage preferences, gene duplication, paralog, ortholog, evolution, mutation-

o

2 selection, nucleotide composition, tissue-specific expression

N
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23 1 Introduction

24 During translation, ribosomes assemble proteins by specific amino acid linear polymerisation guided by the successive
25 reading of mRNA nucleotide triplets called codons. Each time a codon is read, it is chemically compared to the
26 set of available tRNAs’ anticodons. Upon codon-anticodon sequence match the ribosome loads the tRNA and adds
27 the associated amino acid to the nascent protein. The main 20 amino acids are decoded by 61 codon-anticodon
28 combinations, so that multiple codons are associated to the same amino acid and are named synonymous codons
29 (Nirenberg and Matthaei, 1961; Khorana et al., 1966). Codon Usage Preferences (CUPrefs) refer to the differential
30 usage of synonymous codons, between species, or between genes and genomic regions in the same genome
31 (Grantham et al., 1980; Carbone et al., 2003). Mutation and selection are the two main forces shaping CUPrefs (Duret,
32 2002; Chamary et al., 2006; Plotkin and Kudla, 2011). Mutational biases relate to directional mechanistic biases
33 during genome replication (Reijns et al., 2015; Apostolou-Karampelis et al., 2016), during genome repair (Lujan et al.,
34 2012), or during recombination (Pouyet et al., 2017), preferentially introducing one nucleotide over others or inducing
35 recombination and maintaining genomic regions depending on their composition. Mutational biases are well known
3 in prokaryotes and eukaryotes, ranging from simple molecular preferences towards 3’ A-ending in the 7aq polymerase
37 (Clark, 1988) to the complex GC-biased gene conversion in vertebrates (Pouyet et al., 2017). Selective forces shaping
38 CUPrefs are often described as translational selection. This notion refers to the ensemble of mechanistic steps
39 and interactions during translation that are affected by the particular CUPrefs of the mRNA, so that the choice of
40 certain codons at certain positions may actually enhance the translation process and can be subject to selection
41 (Bulmer, 1991). Translational selection covers thus codon-mediated effects acting on mRNA maturation, secondary
42 structure and overall stability (Presnyak et al., 2015; Novoa and Ribas de Pouplana, 2012), subcellular localisation,
43 programmed frameshifts, translation speed and accuracy, or protein folding (Caliskan et al., 2015; Mordstein et al.,
44 2020; Spencer and Barral, 2012). Translational selection has been demonstrated in unicellular prokaryotes and
45 eukaryotes (Satapathy et al., 2016; Percudani et al., 1997; Duret and Mouchiroud, 1999; Whittle and Extavour, 2016),
46 often in the context of tRNA availability (Ikemura, 1981). However, its very existence in multi-cellular eukaryotes
47 remains highly debated (Pouyet et al., 2017; Galtier et al., 2018).

48

49 Homologous genes share a common origin either by speciation (orthology) or by duplication events (paralogy)
50 (Sonnhammer and Koonin, 2002). Upon gene (or full genome) duplication, the new genome will contain two copies
51 of the original gene, referred to as in-paralogs. After speciation, each daughter cell will inherit one couple of
52 paralogs, i.e. one copy of each ortholog (Koonin, 2005). The emergence of paralogs by gene duplication releases the
53 evolutionary constraints on the individual genes. Evolution can thus potentially lead to function specialisation, such
54 as evolving a particular substrate preferences, or engaging each paralog on specific enzyme activity preferences in
55 the case of promiscuous enzymes (Copley, 2020). Gene duplication can also allow one paralog to explore broader
s6 sequence space and to evolve radically novel functions, while the remaining counterpart can assure the original
57 function.

58

so  The starting point for our research are the experimental observations by Robinson and coworkers reporting differential

60 expression of the polypyrimidine tract binding protein (P7BP) human paralogs as a function of their nucleotide com-
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position (Robinson et al., 2008). Vertebrates genomes encode for three in-paralogous versions of the PTBP genes, all
of them fulfilling similar functions in the cell: they form a class of hnRNP RNA-Binding Proteins that are involved in
the modulation of mRNAs alternative splicing (Pina et al., 2018). Within the same genome the three paralogs display
high amino-acid sequence similarity, around 70% in humans and with similar overall values in vertebrates (Pina et al.,
2018).

Despite the high resemblance at the protein level, the three PTBP paralogs sharply differ in nucleotide composition,
CUPrefs and tissue expression pattern. In humans, PTBP] is enriched in GC-ending synonymous codons and is
widely expressed in all tissues, while PTBP2 and PTBP3 are AT3-rich and display an enhanced expression in the
brain and in hematopoietic cells respectively (Supplementary Material S1). Robinson and coworkers studied the ex-
pression in human cells of all three human PTBP paralogous genes placed under the control of the same promoter.
They showed that the GC-rich paralog PTBP1 was more highly expressed than the AT-rich ones, and that the expres-
sion of the AT-rich paralog PTBP2 could be enhanced by synonymous codons recoding towards the use of GC-rich
codons (Robinson et al., 2008). Here we have built on the evolutionary foundations of this observation and extended
the analyses of CUPrefs to PTBP paralogs to vertebrate genomes. Our results suggest that paralog-specific directional
changes in CUPrefs in mammalian PTBP concurred with a process of subfunctionalisation by differential tissue pattern

expression of the three paralogous genes.

2 Material and Methods

Sequence retrieval

We assembled a dataset of DNA sequences from 47 mammalians and 27 non-mammalians Vertebrates and 3 proto-
stomes using the BLAST function on the nucleotide database of NCBI (NCBI Resource Coordinators, 2018) using
the human PTBP paralogs as references (see supplementary Material S2 for accession numbers). We could identify
the corresponding three ortholog genes in all Vertebrates species screened except for the European rabbit Oryctolagus
cuniculus, lacking PTBPI and from the rifleman bird Acanthisitta chloris, lacking PTBP3 (Supplementary Material
S2). The final vertebrate dataset contained 75 PTBP1, 76 PTBP2 and 75 PTBP3 sequences. As outgroups for the
analysis, we retrieved the orthologous genes in three protostomes genomes, which contained a single PTBP homolog
per genome (Supplementary Material S3). From the original dataset, we identified a subset of nine mammalian and six
non-mammalian vertebrates species with a good annotation of the PTBP chromosome context, and we retrieved com-
positional information on the flanking regions and on the intron composition (Supplementary Material S3). Because
of annotation hazards, intronic and flanking regions information were missing for some PTBPs in the African elephant
Loxodonta africana, Schlegel’s Japanese Gecko Gekko japonicus and the whale shark Rhincodon typus assemblies.
For these 15 species the values for codon adaptation index (CAI) (Sharp and Li, 1987) and codon usage similarity
index (COUSIN) (Bourret et al., 2019) were calculated using the COUSIN server (available at https://cousin.ird.fr).

Clustering PTBPs by their CUPrefs

For each PTBP paralog we calculated codon composition and CUPrefs analyses via the COUSIN tool (Bourret et al.,
2019). For each PTBP gene we constructed a vector of 59 positions with the relative frequencies of all synonymous
codons. As tools for information dimension reduction to analysis CUPrefs we applied on the 229 59-dimension vectors:

i) a k-means clustering; ii) a hierarchical clustering; and iii) a principal component analysis (PCA).
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Alignment and phylogenetic analyses

To generate robust alignments without introducing artefacts due to large evolutionary distances between in-paralogs
we proceeded stepwise, as follows: i) we aligned separately at the amino acid level each set of PTBP paralog sequences
of mammals and non-mammalians Vertebrates; ii) for each PTBP paralog we merged the alignments for mammals and
for non mammals, obtaining the three PTBPI, PTBP2 and PTBP3 alignments for all Vertebrates; iii) we combined
the three alignments for each paralog into a single one; iv) we aligned the outgroup sequences to the global Verte-
brate PTBPs alignment. All alignments steps were performed using MAFFT (Katoh et al., 2002). The final amino
acid alignment was back-translated to obtain the codon-based nucleotide alignment. The codon-based alignment was

trimmed using Gblocks (Castresana, 2000).

Phylogenetic inference was performed at the amino acid and at the nucleotide level using RAXML v8.2.9 and bootstrap-
ping over 1000 cycles (Stamatakis, 2014). For nucleotides we used codon-based partitions and applied the GTR+G4
model while for amino acids we applied the LG+G4 model. For the 79 species used in the analyses we retrieved
a species-tree from the TimeTree tool (Kumar et al., 2017). Distances between phylogenetic trees were computed
using the Robinson-Foulds index, which accounts for differences in topology (Robinson and Foulds, 1981), and the
K-tree score, which accounts for differences in topology and in branch length (Soria-Carrasco et al., 2007). After
phylogenetic inference we computed marginal ancestral states for the respectively most recent common ancestors at
the nucleotide level of each paralog using RAXML. Using these ancestral sequences we estimated the number of syn-

onymous and non-synonymous mutations of each extant sequence to the corresponding most recent common ancestor.
Statistical analyses

Correlation between matrices was assessed via the Mantel test. Non-parametric comparisons were performed using
the Wilcoxon-Mann-Whitney test for population medians and the Wilcoxon signed rank test for paired comparisons.

Statistical analyses were performed using the ape and ade4 R packages and IMP v14.3.0.

3 Results

Vertebrate PTBP paralogs differ in nucleotide composition

In order to understand the evolutionary history of PTBP genes we performed first a nucleotide composition and
CUPrefs analysis on the three paralogs in 79 species. Overall, PTBPI are GC-richer than PTBP2 and PTBP3 (re-
spective mean percentages 55.9, 42.3 and 44.9 for GC content and 69.5, 33.4 and 38.3 for GC3 content; Figure 1,
Supplementary Material S2). In addition, PTBP1 show a difference in GC3 between mammalian and non-mammalian
gene (respectively 79.8 against 59.9 mean percentages). A linear regression model followed by a Tukey’s honest sig-
nificant differences analysis for GC3 using as explanatory levels paralog (i.e. PTBP1-3), taxonomy (i.e. mammalian
or non-mammalian) and their interaction identifies three mains groups of PTBPs (Table 1): a first one corresponding to
mammalian PTBPI, a second one grouping non-mammalian PTBP/ and a third one spanning all PTBP2 and PTBP3.
The largest explanatory factor for GC3 was the paralog PTBPI-3, accounting alone for 65% of the variance, while
the interaction between the levels taxonomy and paralog captured around 15% of the remaining variance (Table 1).
These trends are confirmed when performing paired comparisons between paralogs present in the same mammalian

genome, with significant differences in GC3 content in the following order: PTBPI > PTBP3 > PTBP2 (Wilcoxon
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Figure 1: GC content (A) and GC3 content (B) of Vertebrates PTBPs. Violin plots display the overall distribution
while box and whiskers display median, quartiles and 95% of the corresponding values for mammalian (red) and

non-mammalian (blue) individual genomes.

134 signed rank test: PTBP1 vs PTBP2, mean diff=48.0, S=539.50, p-value <0.0001; PTBPI vs PTBP3, mean diff=43.5,
135 S=517.50, p-value <0.0001; PTBP3 vs PTBP2, mean diff=4.5, S=406.50, p-value <0.0001). Note that even if all of
136 them significantly different, the mean paired differences in GC3 between PTBPI and PTBP2-3 are ten times larger
137 than the corresponding mean paired differences between PTBP2 and PTBP3.

138 The distribution of the residuals between observed and expected values after our model fit to the data allows to identify
139 a number of outliers species with interesting taxonomical patterns in compositional deviation (Table 2). For non
140 mammals, the three PTBP paralogs in the rainbow trout Oncorhynchus mykiss genome display high GC3 content
141 (between 67% and 76%), all of them significantly higher than model-predicted values (expected values between 36%
142 and 51%). A similar case occurs for the zebrafish Danio rerio genome: the three paralogs display GC3 values around
143 58%, which for PTBP2 and PTBP3 paralogs is significantly higher than predicted by the model (expected values
144 around 38%). Very interestingly, for the monotrema platypus Ornithorhynchus anatinus as well as for the three
145 marsupials in the dataset the Tasmanian devil Sarcophilus harrisii, the koala Phascolarctos cinereus and the grey
146 short-tailed opossum Monodelphis domestica their PTBP1 genes present similar GC3 content around 47%, which is

147 significantly lower than predicted by the model (expected values around 79%).
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In many vertebrate species, strong compositional heterogeneities are observed along chromosomes often referred to
as "isochores". To explore the influence of the genomic environment on the nucleotide composition of PTBPs, for
15 species with well-annotated genomes we analyzed the correlation of paralog GC3 with two local compositional
variables of the corresponding gene (GC content of intronic and flanking regions) and with three global compositional
variables for the corresponding genomes (global GC3 in the complete genomic ORFome, global GC content in all
introns, and global GC content in all flanking regions) (Table 3 and Figure 2). First, for D. rerio the GC3 composition
of PTBP2 and PTBP3 is clearly different from the rest, in line with the outlier results presented in Table 2. We have
thus excluded the zebra fish values and performed an individual as well as a stepwise linear fit to explain the variance
in GC3 composition by the variance in the local and global compositional variables mentioned above (Table 3). For all
three PTBPs the local GC content explains best the corresponding GC3 content, but with strong differences between
paralogs: while variation in the local composition captures almost perfectly variation in the GC3 content in the case
of PTBPI (R?=0.97) and strongly in the case of for PTBP3 (R?=0.78), the fraction of variance explained by the local
composition significantly drops in the case of PTBP2 (R?=0.46).

Vertebrate PTBP paralogs differ in CUPrefs

For each PTBP coding sequence we extracted the relative frequencies of synonymous codons and performed different
approaches to reduce information dimension and visualise CUPrefs trends. The results of a principal component

analysis (PCA) are shown in Figure 3. The first PCA axis captured 68.9% of the variance, far before the second and

Table 1: Global linear regression model and post-hoc Tukey’s honest significant differences (HSD) test for GC3
composition as explained variable and the explanatory levels paralog (PTBPI-3), taxonomy (i.e. mammalian or
non-mammalian) and their interactions. Overall goodness of the fit: Adj Rsquare=0.83; F ratio=205.7; Prob > F:
<0.0001.Individual effects for the levels: i) paralog: F ratio=274.3; Prob > F: <0.0001; ii) taxonomy: F ratio=27.2;
Prob > F: <0.0001; iii) interaction paralog*taxonomy: F ratio=87.9; Prob > F: <0.0001.

Level Least Sq. Mean (GC3%) Standard error Tukey’s HSD group
Paralog
PTBPI 65.87 1.00 A
PTBP3 39.00 1.01 B
PTBP2 34.03 1.00 C
Taxonomy
mammalian 49.32 0.70 A
non-mammalian 43.28 0.92 B
Paralog*Taxonomy

PTBPI, mammalian 79.81 1.22 A
PTBP1, non-mammalian 51.93 1.59 B
PTBP3, non-mammalian 41.64 1.62 C
PTBP3, mammalian 36.36 1.22 C,D
PTBP2, non-mammalian 36.27 1.59 C,D
PTBP2, mammalian 31.79 1.20 D
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the third axes (respectively 6.7% and 3.2%). In codon families with multiplicity two, the two codons are necessarily
symmetrically related in the PCA, creating a redundancy. We thus simplified the analysis by performing again a
PCA using only the codon families of multiplicity four and six, obtaining similar results (Supplementary Material
S5 B). Codons segregate in the first axis by their GC3 composition, the only exception being the UUG-Leu codon,
which grouped together with AT-ending codons. This first axis differentiates mammalian PTBP1s on the one hand and
PTBP2s and PTBP3s on the other hand. Non-mammalian PTBPIs scatter between mammalian PTBPIs and PTBP3s,
along with the protostoma PTBPs. In the second PCA axis the only obvious (but nevertheless cryptic) codon-structure
trends are: i) the split between C-ending and G-ending codons, but not between A-ending and U-ending codons;
and ii) the large contribution in opposite directions to this second axis of the AGA and AGG-Arginine codons. This
second PCA axis differentiates PTBP2s from PTBP3s paralogs, consistent with these composition trends, a paired-
comparison confirms that PTBP3s are richer in C-ending codons than PTBP2s, respectively 21.7% against 15.4%
(Wilcoxon signed rank test: mean diff=6.2, S=1184.0, p-value <0.0001).

As an additional way to identify groups of genes with similar CUPrefs we applied a hierarchical clustering and a
k-means clustering. Both analyses mainly aggregate PTBP genes by their GC3 richness. The PTBP dendrogram
resulting of the hierarchical clustering (rows in clustering in Figure 3) shows five main clades that cluster the paralogs
with a good match to the following groups: mammalian PTBPIs, non-mammalian PTBPIs, PTBP2s, PTBP3s and a
fifth group containing the protostomata PTBPs and a few individuals of all three paralogs (Kappa-Fleiss consistency
score = 0.76). Regarding codon clustering, the hierarchical stratification sharply splits GC-ending codons from AT-

ending codons, with the only exception again of the UUG-Leu codon, which consistently groups within the AT-ending

Table 2: Individual genes with outlier values with respect to the linear regression expected values for the levels paralog

(PTBP1-3), taxonomy (mammalian or non-mammalian) and their interactions.

Species paralog observed GC3 (%) expected GC3 (%) deviation GC3 (%)
mammalian
Desmodus rotundus PTBP2 59.60 31.79 27.81
Miniopterus natalensis PTBP2 48.52 31.79 16.72
Monodelphis domestica PTBPI 44.49 79.81 -35.32
Ornithorhynchus anatinus | PTBPI 51.14 79.81 -28.67
Ornithorhynchus anatinus | PTBP2 52.00 31.79 20.21
Phascolarctos cinereus PTBPI 47.53 79.81 -32.28
Sarcophilus harrisii PTBPI 45.44 79.81 -34.37
non-mammalian
Danio rerio PTBP2 58.89 36.27 22.62
Danio rerio PTBP3 60.08 41.64 18.44
Lepisosteus oculatus PTBP3 58.73 41.64 17.10
Oncorhynchus mykiss PTBPI 76.27 51.93 24.34
Oncorhynchus mykiss PTBP2 69.03 36.27 32.76
Oncorhynchus mykiss PTBP3 67.58 41.64 25.95
Pogona vitticeps PTBPI 83.68 51.93 31.75
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Figure 2: Variation in GC3 content of PTBPs (x-axis) and in the GC content of the corresponding introns (A,
y axis) or flanking regions (B, y axis). Each dot represents one of the 15 individual used for the genomic context
analysis. The asterisk indicates the values for the species Danio rerio, which shows peculiar results for PTBP2 and

PTBP3, consistent with its outlier behaviour in the global model.

codons. The elbow approach of k-means clustering identifies an optimal number of four clusters and separates the
paralog genes with a good match as following: PTBPI, PTBP2, PTBP3 and a group containing the protostoma and

individuals from all paralogs (Kappa-Fleiss consistency score = 0.75).

Overall, k-means clustering and hierarchical clustering, both based on the 59-dimensions vectors of the CUPrefs, are
congruent with one another (Kappa-Fleiss consistency score = 0.83), and largely concordant with the PCA results.
CUPrefs define thus groups of PTBP genes consistent with their orthology and taxonomy. It is interesting to note that
for some species the PTBP paralogs display unique distributions of CUPrefs, such as an overall similar CUPrefs in
the three PTBP genes of the whale shark Rhincodon typus, or again some shifts in nucleotide composition between

paralogs in the Natal long-fingered bat Miniopterus natalensis.

In order to characterise the directional CUPrefs bias of the different paralogs, we have analysed for the 15 species with
well-annotated genomes described above, the match between each individual PTBP and the average CUPrefs of the
corresponding genome (Table 4). Our results highlight strong differences for mammalian paralogs: PTBPIs display
COUSIN values above 1 while PTBP2s display COUSIN values below zero. Given the interpretation of COUSIN
values (Bourret et al., 2019) these results mean that in mammals PTBP1s are enriched in commonly used codons in a
higher proportion that the average in the genome, while PTBP2s are enriched in rare codons so that their CUPrefs go

in the opposite direction to the average in the genome.

Phylogenetic reconstruction of PTBPs
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We explored the evolutionary relationships between PTBPs by phylogenetic inference at the amino acid and at the
nucleotide level (4, Supplementary Material S?). Our final dataset contained 74 PTBP sequences from mammals (47
species within 39 families) and non mammal vertebrates (27 species within 24 families). We used the PTBP genes
from three protostome species as outgroups. Both amino acid and nucleotide phylogenies rendered three main clades
grouping the PTBPs by orthology. In both topologies, PTBPI and PTBP3 orthologs cluster together, although the
protostome outgroups are linked to the tree by very a long branch making it difficult the proper identification of the
Vertebrate PTBP tree root. Amino acid and nucleotide subtrees are largely congruent (see topology and branch length
comparisons in Table5). The apparently large nodal and split distance values between nucleotide and amino acid

PTBP?2 trees stem from disagreements in very short branches, as evidenced by the lowest K-tree score for this ortholog

Table 3: Results for an individual or for a sequential least squares regression for explaining variation in GC3 com-
position of PTBPs genes, by variation of different local or of global compositional variables in 14 well-annotated
vertebrate genomes. For each gene, individual variables are ordered according to their contribution to the sequentially
better model. Variables labelled with N.S. (not significant) do not contribute with significant additional explanatory

power when added to the sequential model. BIC, Bayesian information content.

PTBP1
Individual contribution Sequential contribution
Parameter R? BIC R® BIC
Local intronic GC 0.96 74.42 0.96 74.42
Global intronic GC | 0.03 111.98 0.97 71.23
Global flanking GC | 0.05 111.70 0.98 (N.S.) 72.26
Global exomic GC3 | 0.62 100.71 0.98 (N.S.) 74.27
Local flanking GC 0.55 112.66 0.98 (N.S.) 76.55
PTBP2
Individual contribution Sequential contribution
Parameter R? BIC R® BIC
Local flanking GC 0.46 60.12 0.46 60.12
Global flanking GC | 0.03 67.66 0.49 (N.S.) 61.86
Local intronic GC 0.37 61.95 0.49 (N.S.) 64.38
Global exomic GC3 | 0.09 66.75 0.49 (N.S.) 66.89
Global intronic GC | 0.05 67.38 0.50 (N.S.) 69.35
PTBP3
Individual contribution Sequential contribution
Parameter R? BIC R® BIC
Local intronic GC 0.78 78.11 0.78 78.11
Global intronic GC | 0.12 96.38 0.80 (N.S.) 79.56
Global exomic GC3 | 0.02 97.73 0.82 (N.S.) 80.66
Local flanking GC 0.38 91.77 0.84 (N.S.) 81.70
Global flanking GC | 0.02 97.77 0.84 (N.S.) 84.27
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Figure 3: CUPrefs analysis of PTBPs. A) Plot of the two first dimensions of a PCA analysis based on the codon
usage preferences of PTBPIs (red), PTBP2s (green), PTBP3s (blue) and protostoma (grey) individuals. Taxonomic
information is included as mammals (squares), non-mammals (circles) and protostomates (triangles). The PCA was
created using as variables the vectors of 59 positions (representing the relative frequencies of the 59 synonymous
codons) for each individual gene. The eigenvalues of the individual codon variables are given by their position on the
graph. Each codon variable is identified by its name and by a colour code, purple for GC-ending codons and orange for
AT-ending codons. The percentage of the total variance explained by each axis is shown in parenthesis. B) Heatmap of
PTBPs individuals (rows) and synonymous codons (columns). Left dendrogram represents the hierarchical clustering
of PTBPs based on their CUPrefs with colour codes that stand for the clusters created from this analysis. Side bars
give information on heatmap individuals regarding i) their origin : PTBPI (red), PTBP2 (green), PTBP3 (blue) or
protostoma (grey). Note the position of the UUG-Leu codon, in both the PCA and the codon dendrogram, as the sole
GC-ending codon clustering with all other AT-ending codons)

(as a reminder, the Robinson-Foulds index exclusively regards topology while the K-tree score combines topological
and branch-length dependent distance between trees, see Material and Methods). In all three cases, internal structure
of the ortholog trees essentially recapitulates species taxonomy at the higher levels (Table5). Some of the species
identified by the mathematical model as displaying a largely divergent nucleotide composition present accordingly

long branches in the phylogenetic reconstruction, such as PTBP3 for O. mykiss.

We have then analysed the correspondence between nucleotide-based and amino acid-based pairwise distances. We ob-

serve a good correlation between both reconstructions for all paralogs, except for mammalian PTBP2s, which display

10
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217 extremely low divergence at the amino acid level (Figure 5 B, Supplementary Material S8 B). For mammalian PTBPIs,

218 the plot allows to clearly differentiate a cloud with the values corresponding to the monotremes+marsupial mammals,

Table 4: Global linear regression model and post-hoc Tukey’s honest significant differences (HSD) test, the explained
variable being the COUSIN value of the each PTBP gene against the average of the corresponding genome and the
explanatory levels paralog (PTBP1-3), taxonomy (i.e. mammalian or non-mammalian) and their interactions. Overall
goodness of the fit: Adj Rsquare=0.82; F ratio=36.84; Prob > F: <0.0001.Individual effects for the levels: i) paralog:
F ratio=40.72; Prob > F: <0.0001; ii) taxonomy: F ratio=10.87; Prob > F: =0.0021; iii) interaction paralog*taxonomy:
F ratio=28.11; Prob > F: <0.0001.

Level Least Sq. Mean (COUSIN) Standard error Tukey’s HSD group
Paralog
PTBPI 1.45 0.11 A
PTBP3 0.29 0.11 B
PTBP2 0.19 0.11 B
Taxonomy
mammalian 0.44 0.080 A
non-mammalian 0.85 0.098 B
Paralog*Taxonomy
PTBPI, mammalian 1.90 0.14 A
PTBP1, non-mammalian 0.99 0.17 B
PTBP2, non-mammalian 0.81 0.17 B
PTBP3, non-mammalian 0.75 0.17 B
PTBP3, mammalian -0.16 0.14 C
PTBP2, mammalian -0.43 0.14 C

Table 5: Comparison between species tree and subtrees of the nucleotide based maximum likelihood tree. Each subtree
corresponds to a paralog. The K-tree score compares topological and pairwise distances between trees after re-scaling
overall tree length, with higher values corresponding to more divergent trees. The Robinson-Foulds score compares

only topological distances between trees, the values shown corresponding to the fraction of divergent nodes between

trees.
Reference tree  Comparison tree | K-tree score Robinson-Foulds score
Nucleotide tree VS species tree ‘
PTBPI Species tree 0.759 42
PTBP2 Species tree 0.762 24
PTBP3 Species tree 1.700 28
Nucleotide tree VS Amino acid tree ‘
PTBP1-AA PTBPI-NT 0.149 78
PTBP2-AA PTBP2-NT 0.129 110
PTBP3-AA PTBP3-NT 0.380 40

11
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Figure 4: Maximume-likelihood nucleic acid phylogeny of PTBPs genes. The phylogram depicts PTBP2s (green side
bar), PTBPIs (red side bar) and PTBP3s (blue side bar) clades. The outgroup genes from protostomata are not shown
to focus on the scale for vertebrate PTBPs, but their placement on the tree and the polarity they provide for vertebrate
PTBPs is given by the blue dot. Gray branches indicate mammalian PTBPs, while black branches indicate non-
mammalian species. Note the lack of monophyly for mammals for PTBPIs. Filled dots on nodes indicate bootstrap
values above 80, and empty dots indicate lower support values. Side bar on the left identifies the classification of each
gene into the five groups identified by the hierarchical clusters, with the colour code in the inset. Side bar on the right
displays GC3 content of the corresponding genes, with the gradient for the colour code ranging from O (blue) to 100%
(yellow).
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Figure 5: Nucleotide-based pairwise distances against A) CUPrefs and B) amino-acid based pairwise distances
for the different mammalian PTBP orthologs. The results for a Mantel test assessing the correlation between the

corresponding matrices are shown in the inset.

split apart from placental mammals in terms of both amino acid and nucleotide distances. This distribution matches
well the fact that monotremes+marsupials do not cluster together with placental mammals in PTBP phylogeny (see
grey branches not being monophyletic for PTBPI in Figure 4). The same holds true for the platypus PTBP3, extremely
divergent from the rest of the mammalian orthologs. For mammalian paralogs, the plots allow to see the increased
number of overall mutations in general and of non-synonymous mutations in particular in PTBP3s compared with
PTBPI. The precise mutational patterns are analysed in detail below. The histograms describing the accumulation
of synonymous and non-synonymous mutations confirm that mammalian PTBPIs have selectively accumulated the

largest number of synonymous mutations compared to non-mammalian PTBP1s and to other orthologs.

We have finally analysed the connection between nucleotide-based evolutionary distances within PTBP paralogs
and CUPrefs-based distances (Figure 5A, Supplementary Material S8 A). A trend showing increased differences in
CUPrefs as evolutionary distances increase is evident only for PTBPIs and PTBP3s in mammals. For mammalian
PTBPIs the plot clearly differentiates a cloud with the values corresponding to the monotremes+marsupials splitting
apart from placental mammals in terms of both evolutionary distance and CUPrefs. For mammalian PTBP2s the plot

captures the divergent CUPrefs of the platypus and of the bats M. natalensis and Desmodus rotundus, while for non-

13
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233 mammalian PTBP2s the divergent CUPrefs of the rainbow trout are obvious. Finally, for mammalian PTBP3s the
234 large nucleotide divergence of the platypus paralog is evident. Importantly, all these instances of divergent behaviour
235 (except for the platypus PTBP3) are consistent with the deviations described above from the expected composition by

236 the mathematical modelling of the ortholog nucleotide composition.
237 Mammalian PTBP1s accumulate GC-enriching synonymous substitutions

238 We have shown that PTBPI genes are GC-richer and specifically GC3-richer than the PTBP2 and PTBP3 paralogs
239 in the same genome, and that this enrichment is of a larger magnitude in placental PTBPIs. We have thus assessed
240 whether a directional mutational pattern underlies this enrichment, especially regarding synonymous mutations. For
241 this we have inferred the ancestral sequences of the respective most recent common ancestors of each PTBP paralogs,
242 recapitulated synonymous and non-synonymous mutations between extant sequences and these ancestors, and con-
243 structed the corresponding mutation matrices (table S10). The two first axes of a principal component analysis using
244 these mutational matrices capture, with a similar share, 66.95% of the variance between individuals (Figure 6). The
245 first axis of the PCA separates synonymous from non-synonymous substitutions. Intriguingly though, while T<->C
246 transitions are associated to synonymous mutations, as expected, G<->A transitions are associated to non-synonymous
247 mutations. The second axis separates substitutions by their effect on nucleotide composition: GC-stabilizing/enriching
248 on one direction, AT-stabilizing/enriching on the other one. Strikingly, the mutational spectrum of mammalian PTBPIs
249 sharply differs from the rest of the paralogs. Substitutions in mammalian PTBPI towards GC-enriching changes, in
250 both synonymous and non-synonymous compartments, are the main drivers of the second PCA axis. In contrast, syn-
251 onymous mutations in PTBP3 as well as all mutations in PTBP2 tend to be AT-enriching. Finally, the mutational
252 trends for PTBPI in mammals are radically different from those in non-mammals, while for PTBP2 and PTBP3s
253 the substitution patterns are similar in mammals and non-mammals for each of the compartments synonymous and

254 NnOon-synonymous.

5 4 Discussion

256 The non equal use of synonymous codons has puzzled biologists since first described. It has allowed for fruitful (and
257 unfruitful) controversies between defenders of all-is-neutralism and defenders of all-is-selectionism, and has opened
258 the door to the quest for embedded codes and signals behind CUPrefs patterns. The main questions around CUPrefs
259 are twofold. On the one hand, their origin: to what extent they are the result of fine interplay between mutation and
260 selection processes. On the other hand, their functional implications: whether and how particular CUPrefs can be
261 linked to specific gene expression regulation processes, by modifying the kinetics and dynamics of DNA transcription,
262 mRNA maturation and stability, mRNA translation, or protein folding and stability. In the present work we have built
263 on the experimental results presented by Robinson and coworkers about the differential expression of the PTBP human
264 gene paralogs as a function of their CUPrefs (Robinson et al., 2008). From this particular example, we have aimed at
265 exploring by inductive thinking the general nature of the connection between paralogous gene evolution and CUPrefs.
266 Our results show that the three PTBP paralogous genes of Vertebrates, which display divergent expression patterns,
267  also have divergent nucleotide composition and CUPrefs. We propose here that this evolutionary pattern is compatible
268 with a phenomenon of phenotypic evolution by sub-functionalisation (in this case specialisation in tissue-specific

269 expression levels), associated to genotypic evolution by association to specific CUPrefs patterns.

14
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Figure 6: Mutational spectra of synonymous and non-synonymous substitutions for PTBPs. This principal com-
ponent analysis (PCA) has been built using the observed nucleotide synonymous and non-synonymous substitution ma-
trices for each PTBP paralog, inferred after phylogenetic inference and comparison of extant and ancestral sequences.
The variables in this PCA are the types of substitution (e.g. A->G), identified by a colour code as GC-enriching /
stabilizing substitutions (purple) or AT-enriching / stabilizing substitutions (orange). Variables are plotted according
to their eigenvalues. Individuals in this PCA are the mutation categories in PTBP genes, stratified by their nature
(synonymous or non-synonymous), by orthology (colour code for the different PTBPs is given in the inset) and by

their taxonomy (mammals, or non-mammals).

We have reconstructed the phylogenetic relationships and analysed the evolution and diversity of CUPrefs among
PTBP paralogs within 74 vertebrate species. The phylogenetic reconstruction shows that the genome of ancestral
vertebrates already contained the three extant PTBP paralogs. This is consistent with the ortholog and paralog identifi-
cation in the databases ENSEMBLE or ORTHOMAM (Yates et al., 2020; Scornavacca et al., 2019; Pina et al., 2018).
Although our results suggest that PTBPI and PTBP3 are sister lineages, the distant relationship of the vertebrate genes
with the protostomate outgroup precludes the inference of a clear polarity between vertebrate PTBPs. We do not iden-
tify any instance of replacement between paralogs, and the evolutionary histories of the different PTBPs comply well
with those of the corresponding species. The most blatant mismatch between gene and species trees is the polyphyly
of mammalian PTBP1, with genes in monotremes and marsupials constituting a monophyletic clade, but not being

the basal to and monophyletic with placental mammals. Multiple findings in our results point in this direction: i) the
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excess of accumulation of synonymous mutations in mammalian PTBP1s for a similar total number of mutations (Fig-
ure 5 B); ii) the larger differences in CUPrefs between genes with a similar total number of nucleotide changes in the
case of PTBPIs in mammals (Figure 5 A); iii) the explicitly different mutational spectrum of synonymous mutations
in PTBP]Is, enriched in A->C, T->G and T->C substitutions (Figure 6); iv) the sharp difference of CUPrefs between
PTBPIs, and PTBP2-3s; and v) the clustering of PTBP1 genes in monotremes and marsupials together with PTBP]
genes in non-mammals according to their CUPrefs (Figure3 A). Overall, the particular nucleotide composition and the

associated CUPrefs in mammalian PTBP1 genes are most likely associated to specific mutational biases.

While GC3-rich nucleotide composition and CUPrefs of mammalian PTBP s are dominated by local mutational biases,
this is not the case for mammalian PTBP2s, overall AT3-richer. In vertebrates, nucleotide composition varies strongly
along chromosomes, so that long stretches, historically named "isochores", appear enriched in GC or in AT nucleotides
and present particular physico-chemical profiles (Caspersson et al., 1968). Local mutational biases underlying such
heterogeneity, are the strongest evolutionary force shaping local nucleotide composition, so that the physical location
of gene along the chromosome largely shapes its CUPrefs (Holmquist, 1989). In agreement with this mutational
bias hypothesis, variation in GC3 composition of PTBPIs is almost totally explained by the variation in local GC
composition (Table 3), suggesting that a same mutational bias has shaped the GC-rich composition of the flanking,
intronic and coding regions of PTBPIs. The same trend, but to a lesser degree holds also true for PTBP3s. GC-biased
gene conversion is often invoked as a powerful mechanism underlying such local GC-enrichment processes, leading
to the systematic replacement of the alleles with the lowest GC composition by their GC richer homologs (Marais,
2003). It has been proposed that gene expression during meiosis facilitates GC-biased gene conversion during meiotic
recombination (Pouyet et al., 2017), and in humans expression of PTBP1, GC3-enriched, is indeed documented during
meiosis in the ovocite germinal line. Nevertheless, this line of reasoning does not holds true for PTBP2s. On the one
hand, variations in local GC composition account barely for half of the variation in the PTBP2 GC3 composition (Table
3). On the other hand, expression of PTBP2, AT3-enriched, is essential during spermatogenic meiosis (Zagore et al.,
2015; Hannigan et al., 2017). Overall, GC3-enrichment in mammalian PTBP2s is compatible with GC-biased gene
conversion events driving local mutational biases, but the AT3-enrichment of mammalian PTBP2s requires probably
additional mechanisms to be explained, other than basal polymerase-related mutational biases for AT-enrichment,
which acts as a background on the full genome (Hershberg and Petrov, 2010; Glémin et al., 2015; Petrov and Hartl,
1999).

In mammals, global GC-enriching genomic biases strongly impact CUPrefs, so that the most used codons in average
tend to be GC-richer (Hershberg and Petrov, 2009). For this reason, in mammals GC3-rich PTBP1s match better
the average genomic CUPrefs than AT3-richer PTBP2, which actually display CUPrefs in the opposite direction to
the average of the genome. In the case of humans, PTBPI presents a COUSIN value of 1.747, consisting with an
enrichment in preferentially-used codons, while on the contrary, the COUSIN value of -0.477 for PTBP2 clearly
points towards an enrichment in rare codons (Supplementary Material S4). Indeed, the poor match between human
PTBP2 CUPrefs and the human average CUPrefs results in poor expression of this gene in different human and murine
cell lines, otherwise capable of expressing at high levels PTBPI1 and PTBP3 (Robinson et al., 2008). The barrier to
PTBP?2 expression seems to be the translation process, as PTBP2 codon-recoding towards GC3-richer codons results in
strong protein production in the same cellular context, without significant changes in the corresponding mRNA levels

(Robinson et al., 2008). Such codon recoding strategy towards preferred codons has become indeed a standard practice
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319 for gene expression engineering, despite our lack a comprehensive understanding of the impact and interaction on gene

320 expression of local and global gene composition, nucleotide CUPrefs or mRNA structure (Brule and Grayhack, 2017).

321 The poor expression ability of human PTBP2 in human cells, the large increase in protein production by the simple in-
322 troduction of common codons and the lack of power of mutational biases to explain PTBP2 nucleotide composition and
323 CUPrefs, all raise the question of the adaptive value of the poor CUPrefs for this paralog. Specific tissue-dependent or
324 cell-cycle dependent gene expression regulation patterns have been invoked to explain the codon usage-limited gene
325 expression for certain human genes, such as TLR7 or KRAS (Newman et al., 2016; Lampson et al., 2013; Fu et al.,
a26  2018). In humans, the expression levels of the three PTBP paralogs are tissue-dependent (Supplementary Material
327 S1), and these differences are conserved through mammals (Keppetipola et al., 2012). In the case of the duplicated
328 genes, subfunctionalisation through specialisation in spatio-temporal gene expression has often been proposed as the
320 main evolutionary force driving conservation of paralogous genes (Ferris and Whitt, 1979). Such differential gene ex-
330 pression regulation in paralogs has actually been documented for a number of genes at very different taxonomic levels
331 (Donizetti et al., 2009; Guschanski et al., 2017; Freilich et al., 2006). Specialised expression patterns in time and space
332 can result in antagonistic presence/absence of the paralogous proteins (Adams et al., 2003). This is precisely the case
333 of PTBPI and PTBP2 during central nervous system development: in non-neuronal cells, PTBPI represses PTBP2
334 expression by the skip of the exon 10 during PTBP2 mRNA maturation, while during neuronal development, the mi-
335 cro RNA miR124 downregulates PTBPI expression, which in turn leads to upregulation of PTBP2 (Keppetipola et al.,
ass  2012; Makeyeyv et al., 2007). Further, despite the high level of amino acid similarity between both proteins, PTBP]
337 and PTBP2 seem to perform complementary activities in the cell and to display different substrate specificity, so that

ass they are not directly inter-exchangeable by exogenous manipulation of gene expression patterns (Vuong et al., 2016).

339 In a different subject, we want to drive the attention of the reader towards the puzzling trend of the UUG-Leu codon
340 in our CUPrefs analyses. This UUG codon is the only GC-ending codon systematically clustering with AT-ending
341 codons in all our analyses, and does not show the expected symmetrical behaviour with respect to UUA (see Figure
a42  3). Such behaviour for UUG has been depicted, but not discussed, in other analyses of CUPrefs in mammalian genes
343 (see figure 7 in Laurin-Lemay et al. (2018)), as well as for AGG-Arg and GGG-Gly in a global study of codon usages
344 across the tree of life (see figure 1 in (Novoa et al., 2019)). The reasons underlying the clustering of UUG with AT-
a45 ending codons are unclear. A first line of thought could be functional: the UUG-Leu codon is particular because it
346 can serve as alternative starting point for translation (Peabody, 1989). However, other codons such as ACG or GUG
347 act more efficiently than UUG as translation initiation, and do not display any noticeable deviation (Ivanov et al.,
ass 2011). A second line of thought could be related to the tRNA repertoire, but both UUG and UUA are decoded by
349 similar numbers of dedicated tRNAs in the vast majority of genomes (e.g. respectively six and seven tRNA genes in
350 humans (Palidwor et al., 2010)). Finally, another line of thought suggests that UUG and AGG could be disfavoured
351 if mutational pressure towards GC is very high, despite being GC-ending codons (Palidwor et al., 2010). Indeed, the
352 series of synonymous transitions UUA->UUG->CUG for Leucine and the substitution chain AGA->AGG->CGG for
353 Arginine are expected to lead to a depletion of UUG and of AGG codons when increasing GC content. Both UUG and
354 ACG codons would this way display a non-linear, non-monotonic response to GC-mutational biases (Palidwor et al.,
355 2010). In our dataset, however, AGG maps with the rest of GC-ending codons, symmetrically opposed to AGA as

356 expected, and strongly contributing to the second PCA axis. Thus, only UUG presents frequency use patterns similar
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to those of AT-ending codons. We humbly admit that we do not find a satisfactory explanation for this behaviour and

invite researchers in the field to generate alternative explanatory hypotheses.

We have presented here an evolutionary analysis of the PTBP paralogs family, as a paradigm of evolution upon gene
duplication. Our results show that CUPrefs in PTBPss have evolved in parallel with specific gene expression regulation
patterns. In the case of PTBPI, the most tissue-wise expressed of the paralogs, we have identified compositional,
mutational biases as the driving force leading to strong enrichment in GC-ending codons. In contrast, for PTBP2 the
enrichment in AT-ending codons is rather compatible with selective forces related to specific spatio-temporal gene
expression pattern, antagonistic to those of PTBPI. Our results suggest that the systematic study of composition,
genomic location and expression patterns of paralogous genes can contribute to understanding the complex mutation-

selection interplay shaping CUPrefs in multicellular organisms.
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Figure B.1 — Scatterplot of COUSIN;g (x-axis) and GC3 content (y-axis) scores for CDSs belon-
ging to E. coli (A), S. coelicolor (B), S. cerevisiae (C) and P. falciparum (D). Each scatterplot
is accompanied by two density curves : COUSIN;g (right of the scatterplot) and GC3 content
(top of the scatterplot). On the top-right of the scatterplots, statistics of Pearson correlation tests
between COUSIN;g scores and GC3 content is given.
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Figure B.4 — Scatterplot of CAls9 (x-axis) and GC3 content (y-axis) scores for CDSs belonging
to H. sapiens (A), G. gallus (B), Mus musculus (C) and A. thaliana (D). Each scatterplot is
accompanied by two density curves : CAlsg (right of the scatterplot) and GC3 content (top of the
scatterplot). On the top-right of the scatterplots, statistics of Pearson correlation tests between
CAl;y scores and GC3 content of CDSs is given.



TABLE B.1 — Moyenne du % de GC3 des CDS complets pour chacun des organismes de cette étude.. Cette table décrit les
contenu en GC3 a I’échelle de tous les CDS, mais aussi des CDS ayant les scores COU ST N3 les plus hauts, les plus bas, et le
reste des CDS ne rentrant pas dans ces deux catégories.

8LI

E. coli S. coelicolor S. cerevisiae P. falciparum H. sapiens G. gallus M. musculus A. thaliana

contenu en GC3 (jeu complet) 54.9 92.3 39.2 17.8 59.8 60.6 58.6 42.7
contenu en GC3 (haut 20%) 60.0 96.6 34.0 13.9 79.0 77.9 71.8 37.8
contenu en GC3 (milieu 60%) 56.1 93.5 38.0 17.3 61.0 61.2 59.5 42.1
contenu en GC3 (bas 20%) 46.1 84.7 48.1 23.1 37.7 41.6 42.8 494
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TABLE B.2 — Mean value, Huber-M estimator value and MAD scores of COUSIN; g, COUSIN5g,
CAl;g and CAl5g scores on the studied organisms.

E. coli S. coelicolor S. cerevisiae P. falciparum H. sapiens G. gallus M. musculus A. thaliana

Mean (COUSIN;g) 0.93 0.98 091 0.98 0.98 0.99 0.98 0.85
Huber-M estimator (COUSINg) 0.94 0.99 0.95 0.98 0.98 0.99 0.99 0.86
MAD (COUSIN;g)(+/-) 0.33 0.10 0.33 0.10 1.23 0.85 0.81 0.50
Mean (COUSIN39) 0.94 0.98 0.93 0.98 0.95 0.97 0.97 0.87
Huber-M estimator (COUSIN59) 0.96 1.00 0.97 0.99 0.95 0.97 0.98 0.88
MAD (COUSIN59)(+/-) 0.29 0.11 0.32 0.00 1.03 0.74 0.67 0.45
Mean (CAI;g) 0.74 0.77 0.74 0.71 0.81 0.82 0.81 0.79
Huber-M estimator (CAI;g) 0.74 0.78 0.74 0.71 0.81 0.23 0.81 0.79
MAD (CAI;5)(+/-) 0.05 0.09 0.03 0.05 0.05 0.05 0.04 0.02
Mean (CAI59) 0.70 0.73 0.73 0.71 0.77 0.79 0.77 0.76
Huber-M estimator (CAls9) 0.70 0.74 0.74 0.71 0.77 0.79 0.77 0.77

MAD (CAl5g)(+/-) 0.06 0.09 0.03 0.04 0.05 0.05 0.04 0.03
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TABLE B.3 — Size, number of CDSs, Huber-M estimator values and MAD values for GC3 and
COUSIN59 among G. gallus chromosomes

Chromosome Size (Mb) CDSs Huber-M estimator (GC3) MAD (+/-)(GC3) Huber-M estimator (COUSIN59) MAD (+/-) (COUSIN;59)

1 197.6 2025 53.8 14.2 0.8 0.7
2 149.7 1315 514 12.5 0.7 0.6
3 110.8 1124 53.1 14.0 0.7 0.7
4 91.3 1094 56.0 16.4 0.8 0.7
5 59.8 920 583 17.6 0.9 0.8
6 36.4 520 575 16.9 0.9 0.7
7 36.7 470 54.3 15.3 0.8 0.7
8 30.2 491 57.1 19.1 0.9 0.8
9 242 415 59.8 19.0 0.9 0.8
10 21.1 400 60.4 19.9 1.0 0.8
11 20.2 356 63.5 22.8 1.1 0.7
12 20.3 340 64.0 224 1.0 0.7
13 19.1 354 65.7 20.2 1.1 0.6
14 16.2 392 63.8 18.7 1.1 0.6
15 13.1 347 63.6 18.1 1.1 0.6
16 2.8 133 70.3 10.5 1.3 0.37
17 10.8 284 66.2 16.5 1.2 0.6
18 11.4 306 66.3 19.0 1.2 0.6
19 10.3 324 65.7 16.8 12 0.6
20 13.9 335 64.4 18.2 1.2 0.6
21 6.8 236 65.0 17.2 1.2 0.5
22 55 186 73.8 13.4 1.4 0.4
23 6.2 248 69.9 17.4 1.3 0.5
24 6.5 184 68.1 15.0 1.4 0.4
25 4.0 259 76.4 12.2 1.5 0.4
26 6.1 268 70.7 14.3 1.4 0.4
27 8.1 296 75.1 13.1 1.5 0.4
28 5.1 308 73.1 14.5 1.4 0.4
30 1.8 79 79.9 6.4 1.3 0.4
31 6.2 213 67.8 4.4 1.3 0.4
32 0.7 55 84.6 5.7 1.4 0.3
33 7.8 463 73.7 11.8 1.4 0.3
W 6.8 37 46.6 133 0.4 0.5

Z 82.5 773 52.6 15.8 0.7 0.7
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Figure C.1 — Relative mRNA levels of PTBPI (red), PTBP2 (green) and PTBP3 (blue) in
32 human tissues. Values given in this graph represent the proportion of transcripts per million
(TPM) for each PTBP, as communicated by Zhang and coworkers [141] . Overall PTBPI is the
most transcribed gene followed by PTBP3, while PTBP2 shows maximum expression in cerebral
cortex and in skeletal muscle.



TABLE C.1 — Percentages of total GC content and GC content at the first (GC1), second (GC2) and third (GC3)
position of nucleotides for PTBP1, PTBP2 and PTBP3. Lines in bold present the mean score values for mammalians and
non-mammalians species.

PTBPI PTBP2 PTBP3
Species % C %C1 | %C2 | %C3 % C %C1 | %C2 | %C3 % C %C1 | %C2 | %C3
Mammalians 59.71 | 58.16 | 41.19 | 79.77 41.88 | 55.72 | 3825 | 31.66 || 44.51 | 56.30 | 41.01 | 36.23
Aotus nancymaae 61.33 | 5829 | 40.76 | 84.95 41.20 | 55.56 | 3829 | 29.76 44.25 | 5594 | 41.57 | 3525
Balaenoptera acutorostrata | 61.65 | 58.10 | 41.14 | 85.71 41.20 | 55.95 | 38.29 | 29.37 43.81 | 56.90 | 41.00 | 33.53
Bos taurus 59.30 | 58.29 | 41.52 | 78.10 41.53 | 55.75 | 3829 | 30.56 44.87 | 56.79 | 40.92 | 36.90
Canis lupus 60.00 | 58.48 | 40.95 | 80.57 41.53 | 55.75 | 3829 | 30.56 44.49 | 56.57 | 41.10 | 35.81
Cebus capucinus 61.19 | 57.92 | 39.08 | 86.57 4147 | 55.56 | 3829 | 30.56 44.19 | 56.13 | 41.38 | 35.06
Ceratotherium simum 62.35 | 58.67 | 41.33 | 87.05 41.07 | 55.36 | 3829 | 29.56 44.57 | 56.46 | 40.66 | 36.61
Chinchilla lanigera 58.92 | 57.52 | 41.33 | 7791 42.06 | 55.75 | 3829 | 32.14 44.72 | 5643 | 40.88 | 36.85
Chrysochloris asiatica 58.86 | 5829 | 41.33 | 76.95 40.62 | 55.31 | 38.08 | 28.46 43.97 | 55.39 | 4096 | 35.58
Condylura cristata 61.08 | 57.71 | 41.33 | 84.19 4134 | 5595 | 3829 | 29.76 4331 | 5547 | 40.69 | 33.78
Dasypus novemcinctus 65.08 | 61.17 | 43.41 | 90.66 40.87 | 55.36 | 3829 | 2897 44.06 | 55.75 | 41.00 | 35.44
Delphinapterus leucas 61.33 | 57.71 | 41.33 | 84.95 41.15 | 55.51 | 38.08 | 29.86 44.19 | 57.28 | 41.19 | 34.10
Desmodus rotundus 56.44 | 5791 | 4095 | 70.48 51.98 | 57.94 | 38.49 | 59.52 43.61 | 55.75 | 40.81 | 34.29
Echinops telfairi 60.96 | 59.89 | 41.07 | 81.94 40.99 | 5529 | 37.92 | 29.74 44.96 | 56.51 | 41.00 | 37.36
Equus asinus 63.55 | 58.59 | 41.22 | 90.84 41.40 | 55.56 | 3829 | 30.36 45.86 | 56.84 | 40.46 | 40.27
Equus caballus 63.61 | 58.78 | 41.22 | 90.84 41.67 | 5556 | 3829 | 31.15 46.05 | 56.84 | 40.46 | 40.85
Equus przewalskii 63.15 | 57.39 | 41.46 | 90.60 41.67 | 55.56 | 3829 | 31.15 46.05 | 56.84 | 40.46 | 40.85
Erinaceus europaeus 63.80 | 58.78 | 40.84 | 91.79 40.34 | 55.75 | 37.90 | 27.38 43.18 | 54.58 | 41.34 | 33.61
Felis catus 60.64 | 58.48 | 40.95 | 82.48 4127 | 5575 | 3829 | 29.76 44.36 | 56.15 | 40.96 | 35.96
Heterocephalus glaber 59.75 | 5791 | 41.52 | 79.81 4147 | 55.75 | 3829 | 30.36 43.81 | 56.32 | 40.81 | 34.29
Homo sapiens 61.27 | 58.67 | 40.76 | 84.38 41.07 | 55.56 | 3829 | 29.37 43.93 | 56.07 | 41.23 | 34.49
Ictidomys tridecemlineatus 60.06 | 57.52 | 41.33 | 81.33 41.20 | 55.75 | 3829 | 29.56 43.17 | 55.36 | 41.00 | 33.14
Loxodonta africana 58.90 | 58.19 | 40.66 | 77.84 41.07 | 55.75 | 3829 | 29.17 44.15 | 56.24 | 41.08 | 35.13
Macaca fascicularis 60.69 | 58.40 | 40.65 | 83.02 4127 | 55.56 | 3829 | 29.96 4393 | 56.32 | 41.19 | 34.29
Microcebus murinus 59.81 | 57.52 | 41.14 | 80.76 4041 | 55.16 | 3829 | 27.78 43.30 | 55.56 | 41.00 | 33.33
Miniopterus natalensis 55.05 | 57.52 | 40.95 | 66.67 47.82 | 56.75 | 3829 | 48.41 45.50 | 58.02 | 40.88 | 37.58
Monodelphis domestica 46.98 | 5543 | 41.14 | 44.38 41.01 | 5496 | 3829 | 29.76 43.35 | 55.68 | 41.23 | 33.14
Mus musculus 57.17 | 57.94 | 41.49 | 72.08 43.59 | 56.35 | 38.10 | 36.31 46.64 | 56.05 | 41.08 | 42.80
Ochotona princeps 61.27 | 58.86 | 41.52 | 83.43 4193 | 5575 | 3829 | 3175 46.11 | 57.09 | 41.19 | 40.04
Odocoileus virginianus 59.24 | 58.48 | 41.52 | 77.71 41.73 | 55.75 | 3829 | 31.15 46.25 | 57.44 | 41.60 | 39.70
Orcinus orca 61.14 | 5791 | 41.33 | 84.19 4127 | 5595 | 3829 | 29.56 44.19 | 57.09 | 41.19 | 34.29
Ornithorhynchus anatinus 49.27 | 55.62 | 41.14 | 51.05 48.63 | 56.11 | 37.88 | 51.90 4489 | 52.60 | 39.88 | 42.20
Orycteropus afer 60.00 | 59.62 | 41.33 | 79.05 40.75 | 5491 | 38.08 | 29.26 45.34 | 55.94 | 41.38 | 38.70
Oryctolagus cuniculus - - - - 41.53 | 55.16 | 38.10 | 31.35 45.79 | 56.32 | 41.00 | 40.04
Ovis aries 59.24 | 58.48 | 41.52 | 77.71 41.55 | 55.87 | 3837 | 30.42 45.04 | 57.06 | 4141 | 36.64
Pan troglodytes 61.27 | 58.67 | 40.76 | 84.38 41.20 | 55.56 | 3829 | 29.76 43.93 | 56.13 | 41.19 | 34.48
Panthera pardus 61.08 | 5829 | 40.95 | 84.00 41.20 | 55.75 | 3829 | 29.56 44.34 | 56.05 | 40.88 | 36.08
Pantholops hodgsonii 59.30 | 58.48 | 41.52 | 7791 4147 | 56.35 | 38.49 | 29.56 45.72 | 58.19 | 41.37 | 37.61
Papio anubis 60.62 | 58.40 | 40.65 | 82.82 41.07 | 55.36 | 3829 | 29.56 44.06 | 56.32 | 41.19 | 34.67
Phascolarctos cinereus 47.87 | 55.05 | 41.14 | 47.43 40.87 | 55.36 | 3829 | 2897 43.96 | 55.56 | 42.14 | 34.17
Physeter catodon 61.27 | 57.71 | 4095 | 85.14 41.49 | 56.28 | 3829 | 29.92 43.87 | 57.09 | 41.00 | 33.53
Pteropus vampyrus 63.11 | 58.86 | 41.33 | 89.14 4220 | 5595 | 3829 | 3234 43.95 | 56.24 | 41.08 | 34.55
Rousettus aegyptiacus 63.18 | 58.86 | 41.33 | 89.33 42.13 | 5595 | 3829 | 32.14 44.15 | 56.24 | 41.08 | 35.13
Sarcophilus harrisii 46.98 | 5448 | 41.14 | 4533 41.01 | 5536 | 3829 | 29.37 43.48 | 55.88 | 40.66 | 3391
Sorex araneus 64.34 | 59.89 | 41.62 | 91.53 4273 | 56.55 | 3829 | 33.33 45.87 | 56.81 | 40.69 | 40.12
Trichechus manatus 61.33 | 59.05 | 41.52 | 83.43 41.02 | 55.11 | 38.08 | 29.86 44.63 | 56.10 | 4098 | 36.79
Tupaia belangeri 63.30 | 58.97 | 41.60 | 89.31 40.74 | 55.16 | 3829 | 28.77 44.40 | 57.80 | 40.22 | 35.17
Zalophus californianus 59.87 | 58.67 | 41.14 | 79.81 41.34 | 5575 | 3829 | 29.96 43.95 | 56.05 | 41.08 | 34.74
Non-mammalians 4942 | 55.61 | 40.81 | 51.84 43.19 | 5493 | 38.48 | 36.15 45.77 | 55.05 | 40.73 | 41.53
Acanthisitta chloris 54.52 | 5630 | 41.99 | 65.27 4294 | 5547 | 3837 | 34.99 - - - -
Alligator mississippiensis 47.37 | 5543 | 4095 | 45.71 4221 | 55.07 | 38.17 | 33.40 || 4534 | 55.88 | 41.23 | 38.92
Anas platyrhynchos 47.11 | 54.67 | 40.76 | 4591 4325 | 5575 | 3829 | 35.71 44.86 | 56.45 | 4043 | 37.70
Anser cygnoides 47.11 | 54.67 | 40.76 | 4591 4430 | 56.20 | 41.92 | 34.77 44.70 | 5491 | 40.66 | 38.54
Apteryx australis 47.37 | 55.62 | 40.76 | 45.71 42.53 | 5595 | 3829 | 33.33 44.70 | 54.79 | 40.61 | 38.70
Chaetura pelagica 50.00 | 56.01 | 40.31 | 53.68 42.69 | 55.51 | 3828 | 34.27 45.20 | 54.67 | 41.44 | 39.49
Chrysemys picta 48.22 | 54.77 | 41.03 | 48.86 4220 | 5496 | 3829 | 33.33 45.15 | 5549 | 40.85 | 39.11
Crocodylus porosus 46.79 | 55.24 | 4095 | 44.19 42.13 | 5476 | 38.29 | 33.33 4528 | 56.26 | 41.23 | 38.34
Danio rerio 50.13 | 55.15 | 41.60 | 53.63 51.35 | 55.05 | 40.20 | 58.81 5224 | 55.77 | 40.96 | 60.00
Gallus gallus 49.18 | 56.25 | 40.53 | 50.76 42.13 | 5556 | 3829 | 32.54 43.18 | 52.30 | 39.12 | 38.12
Gavialis gangeticus 47.05 | 5543 | 4095 | 44.76 42.02 | 54.87 | 38.17 | 33.00 || 45.34 | 56.26 | 41.23 | 3854
Gekko japonicus 53.79 | 5526 | 40.15 | 65.97 41.62 | 55.07 | 38.17 | 31.61 45.34 | 5472 | 41.04 | 40.27
Haliaeetus albicilla 46.73 | 55.05 | 4095 | 44.19 42.73 | 55.36 | 38.10 | 34.72 44.36 | 53.39 | 40.62 | 39.07
Latimeria chalumnae 45.87 | 54.13 | 40.88 | 42.61 4259 | 5536 | 38.49 | 33.93 46.69 | 56.26 | 41.04 | 42.78
Lepisosteus oculatus 5045 | 55.60 | 40.35 | 55.41 45.67 | 54.65 | 39.73 | 42.64 51.47 | 55.00 | 40.77 | 58.65
Nothoprocta perdicaria 48.77 | 56.17 | 40.61 | 49.53 44.09 | 55.51 | 38.08 | 38.68 44.64 | 53.95 | 41.04 | 38.92
Numida meleagris 49.62 | 55.92 | 40.65 | 52.29 4279 | 56.35 | 3829 | 33.73 43.31 | 53.09 | 39.72 | 37.13
Oncorhynchus mykiss 57.55 | 56.79 | 39.62 | 76.23 5436 | 54.56 | 39.55 | 68.97 55.74 | 55.92 | 43.80 | 67.49
Phasianus colchicus 49.05 | 56.30 | 40.46 | 50.38 42.15 | 55.87 | 38.17 | 32.41 42.29 | 5231 | 38.08 | 36.47
Podarcis muralis 55.11 | 5524 | 41.14 | 68.95 42.39 | 5437 | 38.10 | 34.72 45.05 | 55.02 | 40.54 | 39.58
Pogona vitticeps 60.71 | 57.22 | 41.26 | 83.65 41.53 | 5496 | 37.90 | 31.75 44.57 | 5549 | 4143 | 36.80
Python bivittatus 47.79 | 55.09 | 40.88 | 47.41 40.01 | 53.11 | 37.88 | 29.06 44.77 | 55.11 | 41.81 | 37.38
Rhinatrema bivittatum 48.47 | 55.73 | 4141 | 48.28 41.27 | 54.17 | 38.49 | 31.15 4499 | 55.27 | 40.82 | 38.87
Rhincodon typus 46.63 | 54.20 | 4141 | 44.28 43.19 | 5234 | 3852 | 38.72 45.65 | 56.78 | 37.72 | 42.44
Struthio camelus 46.92 | 55.24 | 40.76 | 44.76 42.86 | 55.75 | 3829 | 34.52 45.73 | 56.26 | 41.81 | 39.11
Xenopus laevis 45.89 | 57.28 | 40.19 | 40.19 40.76 | 53.41 | 37.35 | 31.53 44.68 | 55.13 | 40.23 | 38.69
Xenopus tropicalis 46.10 | 56.67 | 4043 | 41.20 40.30 | 53.21 | 37.35 | 30.32 44.68 | 54.74 | 40.62 | 38.69
Protostoma PTBP

Species % C [ % C1 [ % C2 [ % C3

Apis mellifera 51.36 54.07 38.70 61.30
Crassostrea gigas 52.66 57.14 41.03 59.80
Drosovhila melanoeaster 53 R4 5411 4112 6628
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TABLE C.2 — Exomic (third position), intronic and flanking regions GC content of PTBPI,
PTBP2 and PTBP3 for the fifteen species used in the genomic context analysis. For each
species, the assembly number to extract the corresponding values is given in parenthesis.

PTBP1 GC content (%) PTBP2 GC content (%) PTBP3 GC content (%)
Species (Assembly number) GC3 | Introns | Flanks GC3 | Introns | Flanks GC3 Introns | Flanks
Bos taurus (6369068) 77.1 60.1 52.1 31. 34.6 38.3 37.7 36.1 40.7
Canis familiaris (313658) 81.8 62.5 68.4 31.2 32.7 35.8 36.1 358 415
Danio rerio (482478 ) 53.0 352 34.8 57.7 36.7 36.7 60.2 33.9 33.6
Dasypus novemcinctus (326198) | 88.6 67.6 51.3 29.5 33.6 36.3 35.3 36.3 37.2
Equus caballus (286568) 85.0 66.9 66.5 32.1 34.2 37.1 46.6 37.12 422
Gallus gallus (6347868) 50.1 42.6 53.1 333 36.4 39.9 37.3 36.4 48.3
Gekko japonicus (2693898) 40.4 42.3 43.8 - - - 64.6 47.0 49.7
Homo sapiens (8687898) 82.4 60.1 57.3 30.8 35.7 37.1 36.1 37.2 422
Latimeria chalumnae (303548) 422 34.0 329 31.6 32.8 35.0 42.639 36.5 38.4
Loxodonta africana (3288) - - - 29.6 35.2 38.0 35.3 36.3 38.6
Mus musculus (1700338) 72.5 55.7 50.9 37.4 35.7 40.7 422 38.0 43.6
Pan troglodytes (5907448) 82.4 60.1 57.0 31.1 35.0 36.9 36.1 38.3 42.7
Pteropus vampyrus (1410408) 89.9 65.6 52.0 32.5 322 349 34.4 32.4 36.9

Rhincodon typus (4170658) - - - 37.7 39.7 41.0 - - -
Xenopus tropicalis (3341798) 40.6 35.8 39.1 31.6 35.2 39.1 39.0 37.5 37.7
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TABLE C.3 - COUSI N3¢ and C' Al scores of genomic context analysis species. The reference
used is the global CUB of the organism, estimated using all CDSs above 100 amino acids in
length.Here, since we calculate the CUB of PTBPs against a reference dataset without perfor-
ming any genomic context analysis, we replaced missing data by individuals PTBPs

PTBPI1 PTBP2 PTBP3

Species COUSINsy CAI | COUSINsy CAI | COUSINsg CAI
Bos taurus 1.785 0.787 -0.534 0.618 -0.323 0.642
Canis familiaris 1.976 0.821 -0.499 0.664 -0.207 0.698
Danio rerio 0.655 0.782 1.136 0.774 1.148 0.789
Dasypus novemncinctus 1.958 0.818 -0.57 0.659 -0.277 0.699
Equus caballus 1.831 0.813 -0.489 0.652 0.107 0.698
Gallus gallus 0.764 0.769 -0.006 0.731 0.327 0.745
Gekko japonicus 1.582 0.835 -0.627 0.751 0.199 0.785
Homo sapiens 1.747 0.815 -0.477 0.678 -0.235 0.709
Latimeria chalumnae 0.728 0.818 1.218 0.824 0.4 0.808
Loxodonta africana 2.041 0.821 -0.442 0.704 -0.159 0.74

Mus musculus 1.842 0.829 0.017 0.708 0.154 0.73

Pan troglodytes 1.82 0.81 -0.476 0.682 -0.219 0.712
Pteropus vampyrus 2.112 0.84 -0.427 0.683 -0.287 0.703
Rhincodon typus 0.882 0.791 1.598 0.82 1.163 0.804
Xenopus tropicalis 1.347 0.817 1.559 0.806 1.264 0.808
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Figure C.2 — Plot of the two first dimensions of a PCA analysis based on the codon usage pre-
ferences of A) all codons B) amino-acids encoded by four codons in PTBPIs (red), PTBP2s
(green), PTBP3s (blue) and protostoma (grey) individuals. Taxonomic information is inclu-
ded as mammals (squares), non-mammals (circles) and protostomates (triangles). The PCA was
created using as variables the vectors of 59 positions (representing the relative frequencies of
the 59 synonymous codons) for each individual gene. The eigenvalues of the individual codon
variables are given by their position on the graph. Each codon variable is identified by its name
and by a colour code, purple for GC-ending codons and orange for AT-ending codons. Note the
position of the UUG-Leu codon, the sole GC-ending codon clustering with all other AT-ending
codons in both panels. The percentage of the total variance explained by each axis is shown in

parenthesis.
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TABLE C.4 — Comparison between species tree and subtrees of the nucleotide based maxi-
mum likelihood tree. Each subtree corresponds to a paralog. The K-score compares topological
and pairwise distances between trees, while the Robinson-Foulds score compares only topologi-
cal distances between trees. As the K-score distance is not metric, the analysis has been run both

ways.

Reference tree Comparison tree \ K-score Scale factor Robinson-Foulds

Nucleotide tree VS species tree

PTBP1 Species-1 0.759 0.001 42
Species-1 PTBP1 604.403 675.598 42
PTBP2 Species-2 0.762 0.001 24
Species-2 PTBP2 714.262 731.935 24
PTBP3 Species-3 1.700 0.001 28
Species-3 PTBP3 883.463 328.799 28
Nucleotide tree VS Amino acid tree
PTBP1-AA PTBP1-NT 0.149 0.197 78
PTBP1-NT PTBP1-AA 0.666 3.972 78
PTBP2-AA PTBP2-NT 0.129 0.199 110
PTBP2-NT PTBP2-AA 0.574 3.917 110
PTBP3-AA PTBP3-NT 0.380 0.372 40
PTBP3-NT PTBP3-AA 0.926 2.21 40
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TABLE C.5 — Results of a series of Mantel tests assessing correlation between pairwise
nucleotide-based and amino acid-based distance matrices (AA-tree VS NT-tree) and bet-
ween pairwise nucleotide-based and CUB-based distance matrices (CUB-tree VS N'T-tree).
First part is comparison by gene of nucleotide and amino acid based maximum likelihood trees,
second part is comparing the same nucleotide based trees by gene against pairwise distances of
CUB. Please note the different scales used for the different genes.

AA-tree VS NT-tree \ Observation simulated p value
Mammal
PTBP1 0.712 0.001
PTBP2 0.558 0.001
PTBP3 0.987 0.001
Non-mammal
PTBP1 0.929 0.001
PTBP2 0.982 0.001
PTBP3 0.748 0.001
CUB VS NT-tree \ Observation simulated p value
Mammal
PTBP1 0.908 0.001
PTBP2 0.046 0.274
PTBP3 0.737 0.001
Non-mammal
PTBP1 0.091 0.273
PTBP3 -0.121 0.73
PTBP3 0.145 0.165
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Figure C.3 — Nucleotide-based pairwise distances against A) CUB and B) amino-acid ba-
sed pairwise distances for the different non-mammalian PTBP orthologs. The results for a
Mantel test assessing the correlation between the corresponding matrices are shown in the inset.
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Figure C.4 — Number of synonymous (A) and non-synonymous mutations (B) for PTBPI,
PTBP2 and PTBP3 mammalian (red) and non-mammalian individuals (blue). The informa-
tions presented here have been gathered through all individuals studied, with the exception of
protostoma species. X-axis represents the number of mutations between a species and its ances-
tral state and Y-axis represents the frequency of that occurrence.
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TABLE C.6 — Synonymous and non-synonymous matrices for mammalian and non-
mammalian PTBP1, PTBP2 and PTBP3. The matrices display cumulative counts of substitu-
tions between each individual and their ancestral state. In each matrice, each column represents

the count of substitutions from the ancestral stat to individuals.

Synonymous mutations

Mammalians
PTBPI PTBP2 PTBP3
A T G C A T G C A T G C
A - 367 566 678 || A - 716 2232 686 || A - 736 1972 1186
T 334 - 109 632 (| T 774 - 378 1678 || T 352 - 175 2380
G 3242 1019 - 631 | G 1274 279 - 180 || G 996 188 - 223
C 2004 3243 497 - C 814 1465 67 - C 538 1077 138 -
Non-mammalians
PTBPI PTBP2 PTBP3
A T G C A T G C A T G C
A - 374 1188 626 || A - 401 1036 284 || A - 335 972 502
T 233 - 134 1140 | T 446 - 155 836 | T 279 - 78 1047
G 924 179 - 208 || G 842 253 - 53 G 578 127 - 122
C 452 821 192 - C 414 906 69 - C 240 764 63 -
Non synonymous mutations
Mammalians
PTBPI PTBP2 PTBP3
A T G C A T G C A T G C
A - 108 814 336 || A - 96 478 94 A - 327 1286 666
T 241 - 97 37 T 142 - 96 73 T 485 - 215 617
G 1098 270 - 333 || G 406 51 - 237 || G 1498 147 - 268
C 412 276 364 - Cc 120 127 51 - C 1170 411 196 -
Non-mammalians
PTBPI PTBP2 PTBP3
A T G C A T G C A T G C
A - 78 500 274 || A - 75 402 170 || A - 115 640 366
T 119 - 80 76 T 127 - 109 49 T 235 - 130 386
G 302 67 - 140 || G 346 48 - 158 || G 818 86 - 212
C 228 83 182 - C 142 116 50 - C 520 188 132 -
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Abstract

During the cellular translation process, the ribosomal machinery synthesizes a protein through
the successive reading of codons along the messenger RNA. With each codon read, the ribosomes
call upon the transfer RNAs, which are loaded with an amino acid (the basic unit of proteins).
The complementarity between the codon on the mRNA and the anticodon on the tRNA is evalua-
ted, eventually leading to the polymerization of the amino acid onto the nascent protein. There
are 64 codons classically associated with 20 amino acids. Several codons, qualified as synonyms,
can thus be associated with the same amino acid. Codon use bias (CUB) refers to the differential
use of synonymous codons at the gene, genomic region or genome scale. CUB can be associa-
ted with mutational processes, at the origin of local peculiarities of nucleotide composition, but
also with selection processes improving the protein synthesis dynamics. The influence of these
two processes on CUB has been demonstrated in prokaryotes and in some eukaryotes. However,
there is no strong evidence of selection acting at the Vertebrate gene level, and more specifically
in mammals. Do we consider the CUB in these species from a correct angle ? Do we have the ne-
cessary tools to draw such conclusions ? To answer these questions, we propose a mathematical,
computational and analytical approach to CUB through the analysis of vertebrate paralogs and
human viruses. We have designed a new CUB index called COUSIN (COdon Usage Similarity
INdex), which quantifies the distance between the CUB of a sequence and that of a reference,
and which stands out from other existing indices by its clarity in the interpretation of results.
This index is implemented within an eponymous tool (http ://cousin.ird.fr). In a second step, we
performed a study of the evolutionary history and CUB of the Vertebrates paralogous genes Poly-
pyrimidine Tract-Binding Protein (PTBP) whose tissue-specific expression could be associated
with differences in their CUB. We show that PTBP1 paralogs appear to be mutagenically biased
towards GC enrichment, while the CUB of PTBP2 paralogs may reflect a translational selection
towards the use of rare codons in the genome. We interpret that the evolution of the CUB of
PTBPs is compatible with a scenario of paralog sub-functionalization by differential expression
during vertebrate development. Finally, we studied CUB in human viruses through human poly-
omaviruses (PyVs). Due to their obligate parasitism on the cellular protein synthesis machinery,
the CUB of viruses could impact the clinical presentation of the infection. Our choice of human
PyVs comes precisely from their genotypic diversity as well as their multiplicity of clinical mani-
festations. Infections with human PyVs are highly prevalent and asymptomatic but, in a context
of immunosuppression, they can cause heavy and sometimes fatal tissue symptoms. Polyoma-
virus BK (BKPyV) is known to cause nephropathy in kidney transplant recipients. To prepare
the analysis of longitudinal viremia, viruria and genetic data on kidney transplant patients, we
have built two pipelines performing an analysis of the PyV genomes, and in particular of their
genotype. In order to better understand the evolutionary dynamics of BKPyV in kidney disease,
we have analyzed the evolution and CUB of Py Vs in the context of the host-parasite relationship.
The results proposed in this thesis enrich the basis for the study of CUB in vertebrates, and foster
the debate on the pertinence of tissue-specific analysis through differential gene expression and
virus tropism.

Keywords : Evolution; codon usage bias; mutational bias; translation selection ; paralogy ; po-
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Résumé

Au cours du processus cellulaire de traduction, la machinerie ribosomale synthétise une protéine
au travers de la lecture successive des codons le long de I'ARN messager. A chaque codon lu,
les ribosomes font appel aux ARN de transfert, chargés d’un acide aminé (I’unité de base des
protéines). La complémentarité entre le codon de I’ARNm et I’anticodon de I’ARNt est éva-
luée, conduisant éventuellement a la polymérisation de 1’acide aminé sur la protéine naissante.
Il existe 64 codons associés classiquement a 20 acides aminés. Plusieurs codons, qualifiés de
synonymes, peuvent donc étre associ€és a un méme acide aminé. Le biais d’usage des codons
(CUB) désigne 1'usage différentiel des codons synonymes a 1’échelle d’un gene, d’une région
génomique ou d’un génome. Le CUB peut étre associé a des processus mutationnels, a 1’origine
de particularités locales de composition nucléotidique, mais aussi a des processus de sélection
pour améliorer la dynamique de synthese de protéines. L’ influence de ces deux processus sur le
CUB a été démontrée chez les procaryotes et chez certains eucaryotes. Cependant, il n’existe
pas d’évidence forte d’une sélection agissant a 1I’échelle des génes des Vertébrés, et plus précisé-
ment des mammiferes. Considérons-nous donc le CUB dans ces especes sous un angle correct ?
Possédons-nous les outils nécessaires pour tirer de telles conclusions ? Pour répondre a ces ques-
tions, nous proposons ici une approche mathématique, informatique et analytique du CUB par le
biais de I’analyse de paralogues et de virus humains. Nous avons con¢u un nouvel indice de me-
sure du CUB appelé COUSIN (COdon Usage Similarity INdex), qui quantifie la distance entre
le CUB d’une séquence et celui d’une référence, et qui se démarque des autres indices existants
par sa clarté dans 'interprétation des résultats. Cet indice est implémenté au sein d’un un ou-
til éponyme (http ://cousin.ird.fr). Dans un deuxiéme temps, nous avons effectué une étude de
I’histoire évolutive et du CUB des genes paralogues de Vertébrés Polypyrimidine Tract-Binding
Protein (PTBP) dont I’expression tissu-spécifique pourrait étre associée aux différences dans leur
CUB. Nous montrons que les paralogues PTBP1 semblent soumis a un biais mutationnel vers
un enrichissement en GC, alors que le CUB des PTBP2 pourrait refléter une sélection traduc-
tionnelle vers 1’utilisation de codons rares dans le génome. Nous interprétons que 1’évolution du
CUB des PTBPs est compatible avec un scénario de sous-fonctionnalisation des paralogues par
expression différentielle pendant le développement des Vertébrés. Finalement, nous avons étudié
le CUB chez des virus humains au travers des polyomavirus humains (PyVs). Du fait de leur
mode de vie obligatoirement parasite de la machinerie de traduction, le CUB des virus pourrait
impacter la présentation clinique de I’infection. Notre choix des PyVs humains vient précisément
de leur diversité génotypique ainsi que de leur multiplicité de manifestations cliniques. Les infec-
tions par PyVs humains sont fortement prévalentes et asymptomatiques mais, dans un contexte
d’immunosuppression, elles peuvent provoquer des symptdmes tissulaires importants et parfois
mortels. Le Polyomavirus BK (BKPyV) est notamment connu pour provoquer des néphropathies
chez des patients receveurs d’une greffe de reins. Pour préparer I’analyse de données longitudi-
nales de virémie, de virurie et génétiques sur des patients receveurs d’une greffe de reins, nous
avons construit deux pipelines permettant une analyse du génome des PyVs et de leur génotype.
Afin de mieux comprendre la dynamique évolutive de BKPyV dans le cadre des néphropathies,
nous avons analysé I’évolution et le CUB des PyVs dans le contexte de la relation hote-parasite.
Les résultats proposés au sein de cette these enrichissent les bases pour I’étude du CUB chez
les Vertébrés, et alimentent le débat sur les approches tissu-spécifiques au travers de 1’expression
différentielle des geénes et du tropisme des virus.
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