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Qu'est-ce que c'est ?

«Séquence biologique (RNA, DNA, protéine..) d’'un organisme
aujourd’hui disparu

*Pour la majorité des cas, pas d’existence de sequence fossiles, on doit
donc inférer les sequences ayant existé a partir de sequences
existantes aujourd’hui

*Une des idées est un peu comme la paléonthologie: analyser ce qui
est arrivé pour comprendre ce gque I'on voit aujourd’hui



Pourquoi?

v'Phylogénie et comparaison fonctionnelles: inférences de la
fonction ancestrale. Pas de modele explicite d'évolution
fonctionnelle

v'Reconstructions ancestrales: inférences sur la séquences et
tests fonctionnels directs sur la protéine

v'Données sur les fonctions protéiques: données sur le milieu dans
lequel les espeéces ancestrales vivaient (biologie de la planete)



Pourquoi?

»On ne peut pas proposer de modele explicite de I'évolution de la
fonction précise d'une protéine: une mutation unique peut changer
le substrat reconnu par une enzyme alors que 20 changements
d'AA ne vont rien changer....

»Méme en connaissant les sites importants pour I'activité d'une
protéine (par exemple sites d'interaction récepteur/ligand
déterminé par structure 3D), on ne peut déduire la fonction
protéique uniquement a partir de sa séquence.

»La reconstruction de séquences ancestrales est un outil
extrémement puissant pour I'analyse de I'évolution fonctionnelle.

Méme si ce n'est que de l'inférence et qu'il faut interpréter les résultats
avec des « pincettes ».....................



Pourquoi?

Analyse de la relation séquence/structure/fonction des protéines

Analyse horizontale (comparaison X et Y) peut €tre non-concluante en raison
de I'épistasie=interdépendance entre des mutations qui seules n'ont aucun
effet ou des effets différents selon leur association a d'autres mutations

Analyse horizontale ne prend pas en compte I'histoire évolutive « cachée »,
pour la prendre en compte il faut remonter aux ancétres.....

O

/ mutations incompatibles
avec la fonction ancestrale

mutations permettant le
changement de fonction

Current Opinion in Structural Biology



Comment faire?

a Infer phylogenetic tree from aligned sequences and determine hest-fitting evolutionary model

Hurman
Wolze
Chick
Frog
Zebrafish
Shark
Larmprey
Lancalat
Urchin

Warebrate
ancestor

(>400 rmya)

b Reconstruct protein sequence
at ancestral node

d Subclone assembled gene into vector, transform
cultured cells and express ancestral protein
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CDECKSFFKRAVEGACMLLILECKCLITCHHS RRWKTKHC IQGDACEH SKFFRENRAVEMMEVAGEKL..
CDGECKTFFERAVEGACHMLL ILECK CLI ICHHS REYKTCHC IQGRACEHSKFFRKENRAVEMMEVAGEKL..
COGCEAFFEEAVEGACMLL I LECKCLTI ICHHA RRYKTCHCVOGRACEK SKFFKENR AVEMMEVAGEKL..
CEGCKAFFEESVEGACMLLILECK CLI ICHHA REYETCHC IQERACEE TDFFEENRAVEMMEVAGEEL...
GEGG:K\S FEKKSKTDG'AW‘F-T-TT-KCK CLIICHHARRYETCHC IOGRACEN TRFFRENRAVEMMEVAGER L.
CEGCKSFFKKSVDPACMLLILKCKCLI ICHHA RRYKTCHC IQGRACEK TEFFKDNR SVEMMEVAGEK L.
CEGCESFFEESMDPACMLLILECK CLI ICHHA RRYETCHC IQERACEE TEFFFDNR ALEMMEVAGEEL...
CEGCKSFLEESMDPACMLLILECKCLI ICHHTRRYKTCHC IQGRACER THFFRLNRE AVEMMDVA GEKL..
COGCHEFLEHTMDPACMFLILECE CLIVCHHT RRYKTCHC IQGRECEK THFFRLNRAVEMMEVAGEKL..

Ancastral sequence
CEGCKS FFEKSMDPACMLLILK CKCLI ICHHARRYK TCHC IQGRACEKTKFFKDN RAVEMMEV AGEKL

¢ Synthesize oligonucleotides and assemble gene
for ancestral protein by stepwise PCR
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& Purify ancestral protein (if necessary) and characterize
function using frans-activation, hinding or other assay
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From Thornton JW, Nature Reviews, 2004



Historique de la résurrection

Chemical Paleogenetics
Molecular « Restoration Studies » of Extinct
Forms of Life
Acta Chemica Scandinavica 17 (1963) S9-516

Les visionnaires: 1963: Linus Pauling et Emile Zuckerkandl furent les
premiers a proposer qu'un jour il serait possible d'inférer les séquences
d'espéces éteintes pour « synthétiser ces composants présumés
d'organismes éteints...et étudier les propriétés physico-chimiques de
ces molécules »

Les péres du principe d'horloge moléculaire: « ...on the basis of this hypothesis, the degree of

difference between two homologous polypeptide chains is the mesure of the relative time at
which the common ancestor ... existed »



Historique de la résurrection

Le réve ne devient réalité que grdce aux avancées
(i) des méthodes de phylogénie moléculaire

(ii) de l'ingénierie de ' ADN et de la production de protéines
recombinantes

(iii) des possibilités de tests fonctionnels sur divers types de protéines

Premier article en Mars 1990 in FEBS Letters:

« The ribonuclease from an extinct bovid ruminant »

Stackhouse J et al.




Deux types de reconstruction:

Joint reconstruction (on s’intéresse aux ancétres a plusieurs nceuds de I'arbre)
Marginal reconstruction (on s’intéeresse a I'ancétre a un nceud bien precis)

Dans les deux cas il faut:

*Un alignement des séquences actuelles

*Un arbre décrivant les relations entre ces sequences
*Un modele d’évolution (pour méthodes probabilistes)



Différentes méthodes

Les différentes méthodes de reconstruction évoluent en méme temps
que les avancées méthodologiques et pratiques (possibilité de calculs)
en évolution moléculaire/phylogénie

»Consensus (ici pas besoin d'arbre, a chaque site, aa
ou nt le plus représenté) (irés sensible d I'échantillonage)

»Parcimonie (bien pour des séquences proches)
»Maximum de vraissemblance (>1995)

»Analyse bayésienne



Parcimonie

Lorsque les seéquences trop eloignées (possibilité accrue de
subst. multiple) on obtient plusieurs reconstructions
également parcimonieuses (ambiguite)

Possibilité d’appliquer certaines méthodes pour « choisir »
Méme biais que pour la construction des arbres

-sous estimations des longueures de branches
-pas de modele explicite d’évolution



Ancestral
State(x)

Maximum Likelihood

0.5

0.1

Likelihood(x) =
[Prob{1G)x Prob(2C}]| x

0031 x0635=0.020
0.906x0.122=0.110
0031 x0.122=0.004
0031 x0122=0.004
0.138

2
C

Posterior
probability

0.14
0.80
0,03
0.03
1.00

On définit

-I'aligenemnt

-I'arbre (topologie, longueur de
branche)

-le modéle (matrice de
substitutions, variation du taux
en fonction des sites)

On calcul la likelihood a
chaque site pour chaque état
de caracteres (20 aa, 4 nt). On
choisit I'état de caractere avec
likelihood la meilleure.

On peut calculer un post.
probabilité qui permet de
déterminer la « robustesse »

Méthodes bayesiennes prennent en compte les incertitudes sur l'arbre, le

modeéle....



Exemple 1: Les RNases des ruminants

Premier article relatant une reconstruction ancestrale: 1990!

Pas d'autres possibilités que consensus et parcimonie

RNases impliquées
dans croissance
cellulaire

. Buffle
Récente évolution d'un | des marais
role dans la digestion,
peut-tre chez les
ruminants
But: tester la fonction Buffle

d'une séquence
ancestrale
reconstruite

% des rivieres

Boeuf

Eland



Exemple 1: Les RNases des ruminants

Reconstruction non ambigiie aussi bien nucléotides que protéines
7 positions difféerent entre les especes dérivées
Toutes positions a la surface de la protéine sauf résidue 35
35=Met ou Leu

Structure 3D (cristal) suggere que changement de Leu par Met doit €tre
associé a une autre mutation ponctuelle

Séquence actuelle en effet, si changement 35, TOUJOURS accompagné
de changement 34 ou 37

OR séquence ancestrale=PAS de changement 34 ou 37!
QUE VA T'IL SE PASSER?



Exemple 1: Les RNases des ruminants

Residue Number Organism Treo
$ 19 34 35 37 61 120
Gln Ser Aen Mat Ser Glu Pha gumiio — KOIE

Gln Ser Asn Met Ser Lys Fhe
Gln Ser Sar Met Ser Lys Tyr
Glu Sex Asn Meli Lym Lya Eha

Ancestor 1

River
Builfato

Ancestor 2

Giu Ala Asn Leu Lys Lys Phe Ox

S13A MISL

Glu Ser Asn Met Lys Lys Fhe Ancestor 2
Glu Sexr Asp Met Lys Lys Phe &land
Glu Ser Asn Mat Gln Lys Phe Ancestor 4
Glu Ser Asn Met Gln Lys Phe Nilgai

Fig.1. Sequences for ancient RNases reconstructed by parsimony.
The reconstruction is based on a tree that relates the buffalos most
closely {(via Ancestor 1). The eland diverged prior to Ancestor 2.
Unlisted amino acids are conserved within the first 3 organisms [2].

Reconstruction de la séquence ancestrale, production de la protéine, purification
Tests biochimiques:
La protéine fonctionne comme les RNAses actuelles!
Donc la reconstruction par parcimonie permet de recréer des protéines
fonctionnelles

Attention, ici il n'y a que 2 changements d'AA/aux séquences actuelles!



Exemple 1: Les RNases 5 ans apres

Les RNases digestives des artiodactyles

D /< river buffalo
a (1).4
D~ \
b eland
P i W nilgai

bridled gnu

goat

D D /< T
roe deer
g\ reindeer

bovine seminal plasma

camel, acidic
camel, basic

f— e
- > \< red deer
h fallow deer
G ./
1
. pronghorn antelope
G § / \ giraffe

hippopotamus

pig

I T T T T 1
30 40 30 20 10 0

Million years before present (approximate)

swamp buffalo

impala
D d Thompson's gazelle
\ topi
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Reconstruction par
parcimonie de tous les
intermédiaires

Reconstruction de plusieurs
séquences si ambiguité

Test (1) activité catalytique,
(2) spécificité du substrat,
(3) stabilité thermique

Activité catalytique contre petits
ARNs et ARN simple brin OK
i et j thermostabilité décroft

activité catalytique 5X supérieure
pour les duplex ARN pour h, i, j

Peut-etre h,i,j non digestive

Réle digestif appardit chez les vrais
ruminants
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| Famille Tcl/mariner DNA

o SRS ransposer
Ho'| [P Existe des unicellulaires

: v aux mammiferes
. IR
W B Fonctionne avec un systéme

l type « cut-and-paste »

Pas de nécessité de
I 2 e~ | facteurs spécifique de
l I'espece

Transferts horizontaux

WM mode dinfestation

Exemple deTc3 de C.elegans



Exemple 2: Sleeping beauty

IRs contenant les

séquences de reconnaissances
a

Transposons

autonomes l
Possedent ciset trans composants k{ .

Transposons non- ~ “rspoasicne
I

autonomes l




Exemple 2: Sleeping beauty

»Qutils extrémement puissant pour permettre linsertion dans le
génome d'un gene d'intérét=transgenése germinale, ou pour faire par
exemple de |' « enhancer trap » en utilisant un gene rapporteur (GFP)

»En 1997, pas de transposon ADN utilisable chez les vertébrés car
aucun élément autonome connu

»Par contre, beaucoup de transposon de type Tcl/mariner non
fonctionnels (inactifs) appelés TcE détectés dans plusieurs génomes de
poissons

»Trois types de TcEs: type poisson-zébre, salmonidés ou XenopeTXr.
Salmonidés les plus jeunes et probablement les plus récemment actifs



Exemple 2: Sleeping beauty

Choix du mode de reconstruction: Consensus

Pourquoi? évolution non verticale mais horizontale, noeuds non
déterminables de maniére satisfaisante par parcimonie

Si consensus avec séquences d'une seule especes: on obtient une séquence
qui reflete la mutation a l'origine de l'inactivation du transposon dans cette
espece: il faut les séquences chez plusieurs especes

@ vosposssegere WD @ Tronsposssegene WD @ Travsposcsegere D @ Tosposese gere D
@ o segene WD
@ o segere WD

@l ssee Il | e consensus



Exemple 2: Sleeping beauty

Transposase: Consensus majority-rule pour 12 séquences de TcE de
type salmonidés échantillonés dans 8 espéces de poissons

Distance: 10 millions d'années
IR/DR

\/

80%

Choix de régions
flanquantes existantes, qui
n'a que 3,8% de

100% différences avec
consensus et qui a des DRs
intacts



Exemple 2: Sleeping beauty

m reporier @
gene
donor plasmid @ @

cultured cells

- . transposition rate
| co-transfection -
or determination

|
helper plasmid embryos
or
or mENA transposase
or purified transposase
N
Delauniére L et al., 2009 whole organism

Ne mobilise pas les TcE internes, au moins chez les poissons (grande
spécificité de reconnaissance de la séquences DR)



Exemple 3: Le Elongation Factor-Tu

ler article: 2003
Gaucher et al., 2003

Inférences contradictoires sur la température a laquelle vivaient les
premieres bactéries basées sur

GC content, température basse proposée par certains, distribution de la
thermophilie chez les espéces actuelles.....proposition bactéries soit
hyperthermophiles, soit mésophiles

L'ancétre commun des bactéries actuelles était-il mésophile (20-40°C, 40-

EF-Tu: Protéine thermosensible et avec optimum a température physiologique
(optimale de croissance), fixe GDP et régule la synthese protéique

Reconstruction par ML du EF-Tu de I'ancétre de toutes les Eubactéries
Saturation sites nucléiques tfravail en protéines
1 000 000 000 années !l



Exemple 3: Le Elongation Factor-Tu

ML gamma Prot
Each site, the AA avec la meilleure post proba Phylo

Phylo EF-Tu Littérature

Protecbacteria Protechacteria

L ‘Spirochaetes Lk ‘ Deinococcus-Thermus
|—|_':‘ Baictiroldeles green SuliHin — ‘ Bacteroidstes (green sulphui

4’_} ‘Cyanobacteria

Actinobacteria thigh 3
Actinobacteria (high G+C)
| | Deinococous-Thermus

{4| _llj ‘ Cyanobacteria |Spirochastes

Firmicutes

lj

L—— | Themotogae — |Thunnuhugu
- E— |;éuuchaea L e IArchaea

0.1 replacemeants per site par untt evolutionary ime



Exemple 3: Le Elongation Factor-Tu

»Probléme d'une long branch attraction de Aguifex. espece enlevée de la
reconstruction

»Seq Archae et Eucaryote: entre 3-20: ne change rien

»Si on regarde les séquences, on peut penser (sans base soutenue) que
ancétre toutes bactéries étaient thermophile ou hyperthermophile et que
I'ancétre des mésophiles était mésophile.

»Tests /n vitro. ML-stem et Alt-stem (seulement 93% d'identité de séquence)
ont toutes deux un optimum a 65°C (pourtant Alt-stem est plus proche des
séquences d'hyperthermophiles)

»ML-meso: optimum a 55°C (supérieur a I'optimum des mésophiles actuels)

Méme s'il faut €tre prudents, ceci laisse supposé que l'ancétre des bactéries
actuelles était thermophiles!

Et pas de lien direct entre un %age d'identité de séquence et la thermosensibilité d'une
protéine



Exemple 3: Le Elongation Factor-Tu

2eme article: Gaucher et al., 2008

La question est la méme: a quelle température vivait 'ancétre des
eubactéries?

Cette fois-ci, test de plusieurs biais:

ler biais: la topologie de I'arbre: utilisation de deux topologies représentatives des
deux vues classiques de relation entre les différentes bactéries (arbres basés sur
un grand nombre de séquence)

Test de la Tm des ancétre reconstruits a partir des deux topologies



66.6°C

54.6°C

63.3°C

c-Protecbact eria

Mitochondria

30.1°G
"
FProtecbacteria
B-Protecbactena
60.0°C
S

[ |e-Proteobacteria
s
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| Magnefococcus

Cyanobacteria
63.7°C
S Chioroplast
Therrmus!
1 | Deinorocous
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| Chlamydiae

| Bacteroidsates

Actinobacteria
| Spirochastes
| Plantomycetes
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-Proteobacteria
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B-Protechacteria
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Adtinobacteria

Fusobactena
Tharmotogas
ArchasasseLikaryotes

441°C ks

61.0°C
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63.7°C

i

i

Tendance identique dans les
deux cas :

EF les plus ancestrales sont
les plus thermostables,
noeuds intermédiaire les
moins thermostables

Calcul que la
similarité des Tm
(9°C) est
significative sachant
que les deux prot
n'ont que 78%
d'identité de
séquence
(quel test?)



2¢me biais: la matrice de substitution utilisée a été construite a partir de
séquence actuelles, cela ne représente peut-tre pas la matrice de
substitution ancestrale

exemple: les AA hydrophobes ont une valeur élevée de fréquence
d'équilibre dans les matrices de substitution: on peut avoir un biais vers
une séquence ancestrale riche en AA hydrophobes

Récupération des fréquences des différents AA d'ancétres de 31 familles
de genes reconstruits a partir de 16 especes actuelles (8 mésophiles et 8
thermophiles) et utilisation de ces fréquences comme fréquences
d'équilibre de la matrice de substitution.

Tout cela pour reconstruire la séquence ancestrale en utilisant ces données
et la topologie du premier arbre: Tm=61,4°C/ Tm=64,8°C



3éme biais: La séquence ancestrale choisie correspond a la séquence ou a
chaque site on choisit I'aa avec la meilleure probabilité postérieure= M-PAS
(Most Probabilistic Ancestral Sequence)

Cela implique que chaque site est indépendant des autres, ce qui dans I'absolu
n'est pas vrai
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Average posterior probability

T, values for weighted random samples
from the pasterior distribution:

A =66.3°C
B=62.2°C

C=64.6°C

D = 60.5°C 64.8 °C ey
E =60.0°C M-PAS

(97 .62%)

Ancestral ., T, =614 °C

Sampling de 10 000 Seq
ancestrales

5 séquences reconstruites
au hasard avec des post-
proba globales différentes

Test Tm

Résultats consistants
avec un ancétre
thermophilel



Exemple 4: Les récepteurs nucléaires
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Exemple 4: Les récepteurs nucléaires

{DAGYH) Y
Sin3% D ACH
Corepressor Ales, DS Repression
complex of transcription
@& < l ]H
<>
| HRE Target gene

i

Coactivator ;%“”%- Chromatine remodelling
complex ﬁm complex
9o - L
_HRE
0

Mediator

Target gene

Initiation
of transcription

)



Exemple 4: Les récepteurs nucléaires
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- Exemple 4: Les récepteurs nucléaires

QHXR

ERR

am Ehiuxu s ER

IA

m
=y
=

La sous-famille 3: ERRs, ERs et SRs

95

101

ey ER et SR longtemps connus

1“E""i"l mollusk ER

amphioxus NR3C

uniguement chez vertébrés

Evolution récepteurs/ligands: quel
ligand fixait le récepteur ancétre
de ERs et SRs?

100

100 lamprey NR3C



Exemple 4: Les récepteurs nucléaires

2001: pas de ER ou SR en dehors

mammal PR des vertébrés

bird PR

teleost AR P | é e i ie
e hylogénie par parcimon

i - Relative Rate Test (est-ce que deux
lamprey ’ A

o séquences ont le méme taux

frog GR d €VO|UTIOH?)

teleost GR .

frog MR rate of AA replacement 4 fois plus
mammal MR élévé dans la lignée menant avy, z

lamprey CR .
itopod Bt que dans celle menant a x
teleost ERa

teleost ERB Reconstruction « /n silico »

tetrapod ERpB ...
lamprey ER Analyse des caractéristiques de la

ERRs séquence (positions de contact

SF-1 :
T avec ligands....)

b——w10 COUPs

Conclusion (abusive?): AncSR1
était un ER



Exemple 4: Les récepteurs nucléaires

2003: un ER chez un mollusquel!
62% probabilité moyenne
par site sur LBD 7

AncSR1 100418
100
o .
Sous-famille 3
e %)
KLY Tests sur ER Aplysia:
Fixe ERE
i _
Est un activateur
0 10040 SF- constitutif
100411

100 COURP-TFs (2)
10043 puRs (3




Specific binding (pM)

Exemple 4: Les récepteurs nucléaires

Reconstruction de AncSR1, test des DBD et LBD fusionnés
DNA binding sur ERE
LBD transactivation avec estradiol (+ faible que humains ERa et ERD)

LBD aussi transactivation avec d'autres stéroides mais + faible

bUL =
humER-LBD Hormone EC., (nM) RAE
400 - Estriol 323 1.40
Estradiol 37 1.00
ARCSRT-LED Estrone 416 0.58
200 - Progesterone >=1,000,000 0.45
Testosterone 3081 037
AplysiaER-LBD Dlhydrotesto_sterone 9772 0.17
: ; . : Y : | Androstenedione - 0.01
0 5 10 200 400 Corticosterone - 0.04
Free estradiol (nivi) Cortisol B 0.03
/

Max fold increase X/max fold increase estradiol



- Exemple 4: Les récepteurs nucléaires

2008: plus de séquences

B <] Un ER d'amphioxus
ERR Un SR d'amphioxus
(Emphioss E] ER ne fixe pas l'estradiol!
101 2| %" |ER
1 N eme Reconstruction de AncSRa
- U JmolluskER Positions connues pour
e T ; empécher la liaison a

100

estradiol quand mutées
chez homme ressemble a
AA chez les mollusques

AncSRa —

Si l'on refait la phylogénie
e e avec AncSR1, il se place
- avec les ERs!

L'échantillonage
tfaxonomique est
déterminant!
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Plusieurs biais a prendre en compte

Pour résumer:
‘L'échantillonage taxonomique
‘La topologie bien évidemment
‘Le modéle d'évolution

‘La reconstruction en elle-méme en utilisant a chaque site le caractere
avec la probabilité postérieure la plus importante (supposition de
I'indépendance des caractéres entre eux)

Lorsque I'on prend en compte toutes ces incertitudes, il est
cependant possible de tirer des conslusions extrémement
intéressantes impossibles a obtenir par une autre méthode



Visual pigment

Pigment intervenant dans la
vision: rhodopsin

Archosaur regroupe
crocodiles, oiseaux: quel
était le mode de vie de
I'ancétre?

La rhodopsin ancestral
absorbe a

508nm, ce qui est « plus
rouge » que chez n'importe
quel autre vertébré actuel

Résultat qui supporte
I’'hypopothése d’'un ancétre
ayant un mode de vie plutou
nocturne

archosaur
ancestor
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Chang et al., 2002



