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0. Introduction

0.1. Qu'est-ce qu'une protéine ?
Une protéine est une suite d'acides aminés reliés les uns aux autres. Dés lors qu’un acide aminé est
inclus dans la suite on I’appelle résidu. Cette suite de résidus donne une chaine linéaire qui va se
replier sur elle-méme afin de former la protéine dans sa forme native. Notre étude du repliement se
fera sur les protéines globulaires compactes, néanmoins il existe plusieurs types de protéines et on peut
citer en dehors des protéines globulaires ou hydrosolubles, les protéines fibrillaires et les protéines
membranaires. Pour qu'une protéine soit active il se peut qu'elle ait besoin de petites molécules pour
fonctionner, que I'on appelle des cofacteurs. Certaines protéines ne sont actives qu'en présence de, et
complexées a d'autres protéines. Il existe des protéines structurales dont la fonction est de permettre
l'intégrité de la cellule en participant au cytosquelette. D'autres sont enzymatiques et sont 1a pour

assurer le bon fonctionnement de toutes les réactions chimiques nécessaires au métabolisme.

Le long du squelette protéique, commun aux vingt acides aminés naturels, on peut observer des
structures régulicres. Celles-ci résultent du fait que la conformation du squelette d’un acide aminé est
parfaitement décrite par la connaissance de trois angles diédres, et que ceux-ci ne peuvent pas prendre
toutes les valeurs possibles, car ils sont limités par les contraintes stériques imposées par la présence
des chaines latérales. La suite d'acides aminés peut ainsi se structurer en hélice, se tendre en brin et

former des feuillets en rapprochant ces brins. Ceci est la structuration secondaire.

Ces structures régulieres se forment tout au long de la séquence (constituée par la liste des acides
aminés successifs en allant du N terminal au C terminal) et sont espacées par des régions du squelette
moins structurées. On appelle ces régions des boucles, et comme leur nom le décrit, elles permettent
aux structures secondaires réguliéres (SSR) de se rapprocher dans 'espace et de s'associer entre elles.
La figure 0.1 représente les deux structures secondaires réguliéres majoritairement représentées

(Hélice a et Brin B).



Figure 0.1 Exemple d’hélice alpha (rouge) et de feuillet béta (jaune) a trois brins antiparalléles reliées

par des boucles (vert)

Lorsque la totalité de la chaine est structurée et que toutes les parties de structuration secondaire sont
associées et en interaction, la chaine polypeptidique est appelée globule. C'est au globule protéique

compact que correspond la structure tertiaire.

C'est en se regroupant et en établissant des interactions entre eux que plusieurs globules forment la
structure quaternaire, que ces globules soient constitués de plusieurs chaines de séquences identiques

ou non (respectivement, homopolymeéres et hétéro-polymeres).

Il arrive que dans un globule il y ait plusieurs groupes de structures secondaires associées entre elles.
Chaque groupe de structures secondaires regroupées et compactes forme un domaine. Le domaine est
la plus grosse dimension a pouvoir &tre prédite avec une précision satisfaisante a 1’heure actuelle. Afin
de prédire des chaines protéiques composées de multiple domaines, il faut d’abord prédire la structure
tertiaire de chaque domaine et les assembler ensuite. Il existe des banques de données décrivant les
limites de chaque domaine dans les protéines multi domaines. La banque de données CATH (Orengo
et al.,, 1997; Orengo et al., 1998), en plus de nous donner les cartographies des protéines avec les
limites des domaines qui les composent, nous apporte I’information du type de repliement (au sens de

I’architecture structurale) que le domaine adopte.

Chaque domaine posséde un enchainement de structures secondaires et une topologie dans leur
agencement qui lui est propre. C’est cet agencement que nous appelons repliement. Une estimation du
nombre de repliements que I’on peut tirer des banques telles que CATH ou SCOP (Murzin et al.,
1995) indique qu’il y aurait un peu plus d’un millier de repliements différents dans lesquels les

séquences prennent leur conformation native.



Nous avons utilisé la banque CATH pour la premiére partie du travail. En effet cette banque est tres
facilement utilisable et mieux documentée que SCOP. Ce ne sont que sur des considérations pratiques
que notre choix a été motivé, car il n’y a pas de différences entre les résultats des deux banques quant

a I’attribution des limites des domaines.
Modularité des protéines

Au niveau du domaine, les extrémités ont tendance a se retrouver dans un espace confiné, avec les
deux extrémités N et C proches dans 1’espace (Fourty, 2006). Lorsque I'on regarde I'organisation du
vivant, on s'apercoit que la nature a I’air de conserver des analogies tout au long de la diminution des
dimensions étudiées. Selon ces deux informations, il semblerait logique que les domaines doivent &tre
construits par des modules régissant les mémes propriétés que les parties qui les constituent. Ainsi, il
est intéressant de regarder la conservation de fragments refermés du squelette protéique. C’est
pourquoi nous allons nous intéresser a des fragments ayant certaines propriétés au ceeur des domaines.
La propriété la plus importante de ces fragments est que leurs extrémités doivent étre rapprochées dans
I’espace. On peut ensuite penser que les domaines des protéines ne sont qu’un assemblage de tels
fragments. L’analyse structurale de ces fragments peut se révéler intéressante dans la compréhension

du cceur protéique, et plus précisément du noyau du repliement.

0.2. Les acides aminés
Les acides aminés sont de petites molécules composées d’un groupement acide carboxylique, un
groupement amine et une chaine latérale variable. La partie commune est composée également de
deux atomes de carbones. Sur le carbone dénommé alpha est branchée la chaine latérale et le second

porte le groupement acide.

Acide aminén . Acide aminé n+1

Liaison peplidique

Figure 0.2 Liaison peptidique



Les acides aminés sont des molécules chirales, c'est-a-dire que leur conformation n’est pas
superposable a I’image dans un miroir de cette derniére. Il y a donc deux conformations possibles
d’acides aminés, appelées L et D. La conformation majoritairement représentée dans le monde du

vivant, et donc dans les protéines, est la conformation L.

Les propriétés particulieres des acides aminés, telles que le fait d’étre polaires ou apolaires,
aromatiques, aliphatiques sont conférées par leur chaine latérale. La figure 0.1.1. illustre ces
différentes propriétés. Les acides aminés sont représentés par leur code a une lettre selon la
nomenclature internationale et sont regroupés par des cercles d’ensembles partageant une méme
propriété. Il existe dans la littérature plusieurs échelles d’hydrophobie des acides aminés (Koshi et
Goldstein, 1997; Ladunga et Smith, 1997; Rose et al., 1985), établies en fonction de la propriété
étudiée. Dans notre groupe, dont 1’activité est essentiellement tournée vers la prédiction structurale,
sont considérés comme hydrophobes les résidus suivants: Isoleucine, Leucine, Méthionine,

Phénylalanine, Tryptophane, Tyrosine et Valine (Callebaut et al., 1997).

Petit

Minuscules

Rroﬁne

A!fphatigues

~

kY

--Chargés

négativement

Polaire

-

. “positivement
Aromatiques

Hydrophobe

Figure 0.1.1. Diagramme de Venn des 20 acides aminés naturels selon le regroupement en classes,

d’aprés (Taylor, 1986).

La polymérisation des acides aminés s’effectue toujours de la méme fagon. C’est ’attaque du groupe
carboxyle sur le groupe amine. C’est parce que la synthése est unidirectionnelle que les chaines sont

polarisées et possedent un N- et un C-terminal.
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La structure des acides aminés et la connexion entre eux par une liaison peptidique leur conférent des
propriétés géométriques particulieres. En effet, pour cause d’encombrement stérique des chaines
latérales, certaines conformations ne sont pas autorisées. Ramachandran (Ramachandran et
Sasisekharan, 1968; Ramakrishnan et Ramachandran, 1965) fut le premier a énoncer ces propriétés et
a les mettre en rapport avec les angles de torsions le long des liaisons covalentes entre les différents
atomes du squelette de 1’acide aminé. Pour illustrer ce propos, la figure 0.1.2. montre comment deux
acides aminés contigus peuvent étre représentés par deux plans. A I’intérieur d’un plan, la position des
atomes du squelette peut étre décrite par les angles de torsions des liaisons N-CA, CA-C et de la
liaison peptidique, dénommés respectivement PHI (¢), PSI (y) et OMEGA (w). Il se trouve que la
liaison peptidique perd en partie son caractére covalent par conjugaison avec la double liaison du
groupe CO voisin. Ceci produit comme avantage que 1’on peut complétement définir la conformation
du squelette d’une protéine par la seule connaissance de la paire (¢, y) d’angles diédres de chaque

acide aminé.

Figure 0.1.2. Conformation de deux acides aminés successifs, déterminée par les angles diedres.

Sur un jeu constitué par les quelques dizaines de protéines dont la structure était disponible au milieu
de années 1960, il a été montré que les valeurs prises par les paires (¢, y) sont limitées a certaines
valeurs. Ces seules conformations autorisées sont dues a I’encombrement stérique provoqué par les
chaines latérales. Sur une carte dont les abscisses et les ordonnées correspondent aux angles di¢dres ¢
et y, on peut positionner ces valeurs pour tous les acides aminés d’une protéine donnée. Cette carte est

11



plus connue sous le nom de diagramme de Ramachandran, comme la figure 0.1.3 en donne un
exemple. On s’apercgoit que ce diagramme comporte trois zones favorables. Lorsqu'on analyse une
structure protéique, on observe que tous les acides aminés ont des combinaisons d'angles (¢, y) qui
s'inscrivent a l'intérieur de ces trois zones. Les deux principales régions correspondent aux structures
secondaires réguliéres qui sont majoritairement observées dans les protéines : la région des hélices a et
celle des feuillets . La troisieme région, qui est plus petite, correspond a une conformation en hélice
gauche (¢>0). On y trouve principalement des glycines, qui ne comportent pas de chaine latérale et ont

une plus grande liberté conformationnelle.

Fi : ;

Psi

Pi

Pi | Pi

Fhi
Figure 0.1.3. Diagramme de Ramachandran de la protéine de code PDB 1u3i. Les zones
énergétiquement favorables sont représentées par des zones colorées allant du blanc au vert, et on les

appelle les zones autorisées. Chaque acide aminé est représenté par un point.

La zone autorisée correspondant aux feuillets béta est la zone en haut & gauche, celle correspondant
aux hélices alpha est celle au milieu a gauche alors que la zone correspondant aux boucles et hélices

alpha gauches est celle du milieu a droite.
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0.3. Objectifs de la these

Le premier objectif de ce travail de thése est de valider les résultats d’une technique de prédiction des
résidus impliqués dans le noyau du repliement. Cette technique produit les positions appelées Most
Interacting Residues (MIR) a partir de I'unique séquence. Afin de vérifier la précision de la méthode
nous 1’avons couplée a des méthodes d’analyse structurale (Tightened End Fragments ou TEF et
alignements multiples) en employant une banque de protéine bien documentée (Immunoglobuline). De

plus les résultats seront comparés a d’autres méthodes de prédiction.

Pour la deuxiéme partie de la thése, I’objectif est de construire une base de données aidant a la
prédiction des interactions protéines-protéines. Le premier objectif était de constituer une base de
données de multiméres « propre », c'est-a-dire dont I’existence a 1’état physiologique n’est pas a
remettre en cause. Ensuite, a partir de cette base construire une base de données de fragments

représentatifs de ces interactions a des fins de prédiction.
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1. Premiere Partie : Prédiction du noyau du repliement

1.1. Le repliement protéique
On dit que I’information génétique est contenue dans 1I’ADN, cependant les protéines portent
I’information de leur structure dans la chaine linéaire d’acides aminés. Selon Anfinsen (Anfinsen,
1973; Anfinsen et al., 1961)« toute I’information génétique requise pour le repliement correct est
contenue dans la séquence d’acides aminés ». Or le dogme de la biologie structurale, posé dés la fin du
XIXeme siecle par Emil Fischer, énonce que la fonction biologique d’une protéine est due a sa
structure tridimensionnelle, puisqu’une protéine dénaturée devient inactive. De plus, la mauvaise
formation de la structure peut altérer les formations de complexes protéiques et les rendre ainsi

inactifs.

Le repliement, au sens dynamique du terme, est ce qui assure le passage correct et unique de
I’information génétique a une conformation du squelette protéique particuliére pour qu’il acquicre une

énergie minimale. Ceci n’est plus possible du moment ou I’information linéaire est altérée.

La premiére des propriétés des acides aminés responsables du repliement est attribuée a 1’effet
hydrophobe (Kauzmann, 1959). Les résidus hydrophobes ont tendance a se regrouper entre eux afin de
contrer la dépense énergétique a rester entourés d’eau. Cette séparation des globules protéiques en un
coeur hydrophobe entouré d’une couche majoritairement hydrophile (ou moins hydrophobe) est
connue depuis le milieu du siécle précédent, a partir de considérations d’ordre géométrique (Bresler et
Talmud, 1944a et 1944b). Les autres propriétés des acides aminés viennent ensuite finir le processus et
maintenir la structure native de la protéine. Grace a la possibilit¢ d’engendrer des liaisons hydrogenes
entre oxygeéne accepteur et azote donneur, les squelettes des résidus sont capables de former des
structures ¢lémentaires comme les hélices alpha et les brins béta. Le repliement parait étre guidé par
les résidus internes, car par mutagénése on voit que les substitutions sur les résidus les plus enfouis
sont les plus délétéres. Ce n’est que dans les derniéres étapes du repliement que les chaines latérales

sont correctement positionnées.

1.1.1. Les différentes théories du repliement
Les fondements du repliement protéique découlent d'une expérience faite par Anfinsen (1973). Dans
cette expérience il a observé la dénaturation de la structure d'une protéine sous l'effet de solvants
dénaturants. Ceci a permis de confirmer que les protéines se replient d'elles mémes dans la bonne
conformation puisqu'aprés dialyse des agents dénaturants la protéine retrouve sa fonction, donc sa

structure. Ceci a écarté les premiéres théories qui stipulaient que les protéines adoptaient leur
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conformation finale griace a une matrice. On peut imaginer qu'une protéine explore tous les possibles
de son espace conformationnel. C'est sans compter sur la démonstration de Levinthal (Levinthal, 1968;
Rooman et al., 2002; Zwanzig et al., 1992). 1l a calculé le nombre total de conformations possibles que
peut adopter une petite protéine de cent acides aminés. Il ne faudrait pas moins de 1027 années pour
explorer toutes ces conformations. Or on sait qu'une protéine se replie en quelques secondes au plus
dans la plupart des cas. C'est donc que le repliement d'une chaine protéique fait intervenir des
mécanismes séquentiels au cours desquels 1'évolution vers 1'état natif s'accompagne d'une

augmentation de la stabilité conformationnelle.

1.1.2. Le modéle hiérarchique
Certaines hypothéses tendent a démontrer que le processus du repliement est hiérarchique. C'est-a-dire
que les structures secondaires se forment en premier et s’assemblent ensuite pour donner naissance a la
structure tertiaire. Elles mémes définissent des domaines qui s’associent a leur tour pour former la
protéine dans sa conformation native. Une expérience de stopped flow (Jennings & Wright, 1993) a
démontré que 1’apparition des premicres structures secondaires se fait dans la milliseconde ou moins
apres le début du repliement. Le début du repliement étant contr6lé par le passage de la chaine
peptidique des conditions dénaturantes a renaturantes. La formation des structures secondaires est
étudiée par ’analyse du dichroisme circulaire de la solution. Les structures secondaires ne sont pas
nécessairement formées dans 1’ordre qu’elles occupent dans la chaine protéique. Ce modéle a été
proposé par Karplus au début des années 70 sous I’appellation de diffusion-collision (Karplus &

Weaver, 1996) : les structures secondaires sont formées avant la structure tertiaire.

1.1.3. Le modéle de nucléation condensation
Le modele de la nucléation condensation stipule que le repliement débute par la formation
d’interactions entre résidus hydrophobes qui forment un noyau autour duquel le reste de la structure va
prendre sa forme native. Ce n’est qu’une fois que la structure tertiaire est grossiérement dessinée, que
les structures secondaires se mettent en place (Kim & Baldwin, 1982). Le terme nucléation a été utilisé
avec deux sens légérement différents. Dans les deux cas, le noyau est la structure formée au
commencement du repliement. Selon le premier sens de nucléation, celui de la chimie, le repliement
implique une réaction qui s’initie rapidement a partir du moment ou le noyau est formé, comme en
cristallisation ou dans la formation d’une hélice alpha alors que la molécule nucléée n’est pas
observable comme une espéce peuplée. En effet, le repliement protéique peut &tre décrit en accord
avec ce premier sens, car il s’opére rapidement apres la nucléation car le noyau est instable et il casse
s’il n’est pas stabilisé ultérieurement. Le deuxiéme sens suppose qu’il doit y avoir des conformations
intermédiaires. Cet usage s’est développé graduellement dans le domaine du repliement protéique car

il est apparu aux chercheurs que des molécules nucléées sont néanmoins observables dans les

15



expériences sur le repliement. Ainsi le terme fut retenu par plusieurs équipes. Dans le modele de
nucléation condensation, le repliement ne peut pas commencer tant qu’une réaction initiale n’est pas
accomplie : la nucléation. Et le repliement ultérieur prend place rapidement comparé a la réaction
observée du repliement. Les états intermédiaires ne peuplent pas une population envisageable car une
fois commencé le repliement est trop rapide. Cependant des conditions expérimentales particulieres
permettent de mettre en évidence ces €tats intermédiaires. Ce modéle s’applique plutot aux petites

protéines (de moins d’une centaine de résidus) mais ce critére n’est pas suffisant.

1.1.4. Le modéle de I'entonnoir
Le repliement se déroule sur une surface énergétique qui représente les différentes conformations
auxquelles la protéine a accés. La protéine suivrait donc sa route énergétique vers 1’état correspondant
a I’énergie libre minimale (la conformation native), dont la forme ressemblerait a un entonnoir (voir la
figure 1.1.1). La route énergétique de la chaine protéique ne suit pas une piste particuliere. La chaine
polypeptidique peut alors étre piégée dans des minima locaux du paysage, qui rendent 1’entonnoir
« cabossé ». Ces minima correspondent a des états conformationnels intermédiaires de la chaine
polypeptidique, séparés du minimum global par des barriéres d’énergie libre. Le repliement doit
commencer quand le squelette peptidique adopte une conformation suffisamment proche de la protéine
native. Cette hypothése émane du modele de recherche aléatoire biaisée. Selon Baldwin (Kim &
Baldwin, 1982), le nombre de conformations de la chalne peptidique est sérieusement restreint
lorsqu’on accepte uniquement les conformations stériquement possibles. De plus, une fraction non
négligeable de ces conformations sont compactes. Ces conformations sont appelées états

intermédiaires (« transition state » dans la littérature anglo saxone).

Potential
Energy

N Native State

Figure 1.1.1. Représentation de I’entonnoir du payage du repliement. D’apres (Dill et Chan, 1997)

16



Les modeles qui donnent des résultats en accord avec les expériences, laissent deux choix aux
structuralistes. D’un c6té prendre un modele existant et le tester, de ’autre extraire un modele des
données expérimentales. Le premier correspond a un modele structuré impliquant des états
intermédiaires (nucléation condensation) et le second fondé sur I’assemblage modulaire dans lequel la
quasi-totalité¢ du repliement de chaque partie de la protéine s’opére au méme moment, les modules
s’assemblant a des temps différents (hiérarchique). Notons que le mécanisme du repliement peut
combiner les deux modéles, ainsi la formation d’états intermédiaires avec des structures secondaires
peut précéder la formation d’interactions tertiaires comme dans le modele structuré alors que certains
sous-domaines peuvent se replier a des moments différents, en accord avec le modéle assemblage

modulaire.

1.1.5. Lien entre états intermédiaires et noyau du repliement
1l existe dans le mécanisme du repliement des intermédiaires, qui correspondent a des minima locaux
d’énergie, contrairement a un état de transition, maximum local d’énergie (qui correspond en fait a un
point selle), et donc de ce fait non observable expérimentalement. De nombreuses équipes ont mis en
évidence par des expériences de stopped flow, de cinétique enzymatique ou encore d'échange de
proton, des états multiples de la chalne protéique qui ne sont pas bien repliés. Ces états intermédiaires
peuvent se trouver soit sur le chemin qui meéne a la forme native, soit en dehors. Dans ce dernier cas,
cela veut dire que pour passer d’un tel état intermédiaire a la forme stable, il faut d’abord opérer un

dépliement qui conduit a une conformation dénaturée.

Les expériences cinétiques et énergétiques montrent clairement 1’existence d’états intermédiaires
parfois instables mais qui ménent néanmoins la chaine peptidique vers sa conformation native. Bien
que ces états soient instables, ils sont quand méme formés au tout début du repliement par quelques

interactions de certains résidus appartement au noyau du repliement.

Comment des états de transition avec des structures différentes peuvent mener a I’identification de
quelques résidus responsables du noyau du repliement ? On peut prendre 1’exemple du repliement de
I’ACBP (acyl-coenezyme binding protein) étudié par Thomsen et al. (Thomsen et al., 2002) qui
apparait étre de cinétique a deux états (sans intermédiaire stable). Or, des expériences de dichroisme
circulaire et de RMN ont montré clairement des structures réguliéres formées avant que la protéine
atteigne sa forme native, remettant en cause cette cinétique apparente. Ainsi par la nature transitoire
des structures formées (états intermédiaires) dans la population des molécules non repliées, 1’étude
suggere qu’une fraction de ces molécules non repliées forme une ou plusieurs sous-populations qui ont
une forte propension a se replier. Seules les molécules ayant un ou plusieurs sous-groupes
d’interactions spécifiques formées vont se replier. Ainsi plusieurs sous-structures ou états

intermédiaires peuvent donner plusieurs « sous-noyaux » et ce sont celles 14 qui pourront se replier
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correctement. Ceci est en accord avec le fait qu’une chaine polypeptidique peut adopter des chemins

énergétiques multiples vers sa structure native comme le montre le modéle du paysage.

Ces interactions spécifiques formant le noyau pourraient étre décrites par la localisation des positions

« serrées » de boucles fermées.

1.2. Concept de TEF

1.2.1. Vision modulaire des protéines : TEF, foldons et building blocks

Beaucoup de protéines sont a 1'évidence composées d'une concaténation de plusieurs domaines, qui
peuvent se replier indépendamment dans leur conformation native. Des unités plus petites que le
domaine ont été envisagées. Le fait que différentes parties de la protéine se replient indépendamment
entraine que des interactions guidant la protéine vers sa structure native sont contenues dans des
parties discrétes et contigués de la séquence (Kippen et al., 1994). De plus un argument entropique et
évolutionniste vient démontrer la cohérence de la construction modulaire des protéines. Selon le
facteur entropique, les parties de séquences correspondant a des structures repliées (donc ordonnées)
auraient tendance au cours de 1'évolution a se raréfier en paralléle de I'augmentation en taille des
séquences. Panchenko et al. ont une vision modulaire des protéines qui les ont mené a réfléchir sur les
unités structurales fondamentales constituant les protéines (Panchenko et al., 1996). 1l est vrai que les
structures des grandes protéines montrent plusieurs domaines, chacun comparable en taille aux plus
petites protéines correctement repliées, donc d’une taille moyenne d’environ 150 acides aminés. Dans
de nombreux cas, des domaines ayant des fonctions physiologiques bien différentes ont ét¢ mélangés
ou dupliqués au cours de I’évolution. Si des modules protéiques peuvent se replier indépendamment,
le temps de repliement de grandes molécules devrait étre comparable aux plus petites, plutot que d’étre
fortement proportionnel a la longueur de la chalne (ce que ’on ne constate pas expérimentalement).
Des modules isolés ont été observés (Wetlaufer, 1981 ; Ikura et al., 1993) et montrent que certains
modules de protéines peuvent se replier en structures natives. De plus les expérimentations sur les
intermédiaires du repliement indiquent que des unités structurales bien définies de la protéine native
peuvent étre présentes dans les intermédiaires pas completement repliés (Kippen et al., 1994 ; Jennings
& Wright, 1993). Ceci suggere que des parties distinctes d’une protéine peuvent se replier quasi-

indépendamment a des temps différents.

Beaucoup d'équipes de chercheurs aiment voir les domaines comme un assemblage de structures
¢lémentaires. La plupart des structures natives peuvent étre reproduites en assemblant un nombre
restreint de motifs simples composés de quelques structures secondaires en interaction. Ces motifs
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simples, qui pourraient étre des super structures secondaires, peuvent étre vus comme les briques
¢lémentaires qui participeront a la construction de 1'édifice. Ces briques élémentaires ont été appelées
Foldons ou Building Blocks selon les équipes. Cette approche repose sur I'hypothése d'une modularité
des protéines. En effet, la recherche de la plus petite unité structurale d'une protéine se révele
intéressante afin de faciliter la compréhension de la complexité de la séquence et de la structure des

protéines (Panchenko et al., 1996).

L’approche fondée sur les fragments a été initiée par Lesk et Rose (Lesk et Rose, 1981 ) et a été suivie
par bon nombre de chercheurs. Par exemple, le groupe de Nussinov a proposé une dissection
hiérarchique des domaines grace a un algorithme fondé sur trois parametres : la compacité, le degre
d’isolation et I’hydrophobie des fragments (Kifer et al., 2008; Tsai et al., 2000; Tsai et Nussinov,
2001). Le niveau le plus bas dans la décomposition des structures des chaines est celui des Building

Blocks, dont la longueur moyenne est de 29 acides aminés (Haspel et al., 2003a; Haspel et al., 2003b).

Ainsi ces unités structurales ont une stabilité intrinséque, ils seront dénommés par Panchenko et Al
par le terme Foldon. L’équipe de Panchenko a donc développé un algorithme afin de définir des
foldons tout au long de la chaine peptidique. L’analyse du paysage énergétique du repliement suggere
qu’une fonction énergétique réaliste facilite le repliement rapide en stabilisant 1’état correctement
replié par rapport a toutes les autres structures mal repliées, dont les énergies peuvent étre estimées

selon la théorie du « spin glass » (qui ne sera pas décrite ici). La température de repliement T est

directement reliée a la différence en énergie entre les structures correctement repliées et I’ensemble
des structures compactes mal repliées, qui sera appelé I’écart de stabilit¢ 4E. La température de

« transition vitreuse » T, est reliée a ’écart quadratique moyen des énergies des structures mal

repliées JF. La configuration entropique des globules fondus rend difficile 1’attribution d’une

amplitude a T¢/T,. Si I'entropie est extensive, Ig/T est une fonction croissante monotone de la

quantité & = AE F{8E4TT) ou N est le nombre de résidus de la protéine. Les limites des foldons sont

définies selon la procédure suivante : la chaine polypeptidique est coupée a un résidu j et la valeur
moyenne de @ du N terminal (du premier résidu au résidu j) et C terminal (du résidu j au dernier

résidu) est calculée ainsi : & = {E-a;:l__;.- + 9.5_:.-};‘2. Le point de coupe est déplacé ensuite le long de la

chaine et la position du premier maximum local de ® définit la limite du premier foldon. La procédure
de coupe est répétée afin que chaque fois qu’un foldon se finit, un autre commence. Les résultats
émanant de cette méthode indiquent que les fronti¢res entre foldons correspondent étroitement a celles
des modules structuraux, ce qui laisse penser que de telles unités compactes ont tendance a se replier
indépendamment. Cette équipe a aussi comparé le découpage en foldons de quelques protéines avec

les résultats expérimentaux de cinétique et thermodynamique. Les limites de foldons semblent étre

19



sensibles a un seuil de taille minimale (15 résidus) et a la séquence de la chaine polypeptidique.

D’aprés 1’étude de Panchenko, la longueur moyenne d’un foldon est de 38 résidus.

Les calculs sur réseaux de points, qui permettent de discrétiser 1’espace, suggerent que la nature des
unités du repliement dépend aussi bien de la séquence que de la structure. Un foldon se replie
indépendamment si la structure 1’englobant génére un piége énergétique prenant en charge le
processus du repliement. Dans ce cas, bon nombre de foldons « transitoires » peuvent étre ¢liminés du
cheminement cinétique par quelques mutations. Des expériences in vitro et in vivo démontrent
I’existence d’un assemblage modulaire des protéines mono domaine. Quant aux trés grosses protéines,
il est certain qu’elles sont composées de plusieurs domaines, la limite supérieure de taille d’un
domaine étant de 1’ordre de 500 résidus. Il est néanmoins clair que différentes parties de la protéine se
replient quasi indépendamment a différents moments du repliement. On peut dire que les foldons

présentent une stabilité intrinséque.

1.2.2. Description du concept

Des études physiques sur les homo-polymeéres en globules compacts mettent en exergue un facteur de
boucle. Le facteur de boucle se comporte de la maniére suivante : pour des tailles trés petites de chaine
le facteur est trés faible, pour des tailles trés grandes le facteur est aussi faible car les longues boucles
ne sont pas favorisées par le facteur entropique. Il en résulte que le facteur de boucle est optimal a une
taille préférentielle du polymeére. Berozovsky (Berezovsky et al., 2000) et son équipe ont analysé un
ensemble de 300 protéines cristallisées avec un faible taux d’identité en séquence (inférieure a 25%).
Il sera discuté plus tard de l'intérét de choisir des séquences hautement divergentes en séquence. La
distribution des longueurs des boucles avec des carbones alpha en contacts, c'est-a-dire a moins de 10
Angstrom de distance, montre un maximum bien défini autour de 25 résidus de longueur. Il faut ici
entendre le terme boucle comme fragment polypeptidique sans nceud dont ’origine du terme (closed
loop) est due a Haas (Ittah et Haas, 1995) dans un article ou ce mot figure mais a été refusé par
I’éditeur dans le titre. Ce terme n’est pas du tout ici en rapport avec la classification des structures
secondaires en hélice alpha, brin beta et boucle. Les boucles fermées sont définies comme les sous-
trajectoires contigu€s de chaines repliées avec une faible distance entre leurs extrémités. Une
cartographie des boucles fermées (closed loops dans la littérature) a été entreprise sur les grandes
familles de repliements. Lorsque une boucle est identifiée, la partie correspondant a cette derniére est
exclue des calculs ultérieurs. Cependant un chevauchement de 1 a 5 résidus est admis. Si deux boucles
sont imbriquées I'une dans l'autre, c'est celle avec les extrémités les plus resserrées qui est choisie.
L'algorithme commence avec une distance entre extrémités inférieure a 4 Angstrom et est épuis¢ a une
distance de 10 Angstrom des fins de boucles. L'expérience a été réalisée avec différents seuils de
distance des extrémités des boucles. Il en résulte que le maximum du nombre de boucles observé pour

une longueur d'environ 25 résidus n'est pas dépendant du seuil. Cette étude a donné une nouvelle
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propriété aux structures protéiques : la taille préférentielle des boucles fermées. Ces boucles couvrent
entre 40 et 80 pour-cent de la séquence. Il a été conclu que les protéines globulaires et membranaires
sont largement faites de boucles fermées indépendamment du type de repliement. Les boucles
analysées se sont avérées hétérogénes en forme et en composition de structures secondaires. La
question principale de cette étude était de savoir si la longueur des boucles fermées dans les chaines
protéiques correspondait au facteur statistique de fermeture des boucles. Ce facteur est en rapport
direct avec la longueur de persistance de la chaine d'un homopolymére. Un homopolymére constitué
de différents acides aminés montre une longueur de persistance d’a peu pres 4 a 5 résidus. La longueur
de boucles statistiquement optimale est de 10-25 résidus et de 20-50 résidus aprés correction due a
I’insertion de structures secondaires. Cette longueur statistique est proche de la valeur de 27 £5
observée pour les structures natives de protéines. La ponctuation de la chaine polypeptidique par les
boucles fermées suggére un schéma franc du repliement des protéines. Les 'points de coutures' par les

boucles fermées pourraient nucléer le repliement.

Berezovsky et al. se sont ensuite intéressés a la trajectoire de la chaine peptidique des protéines. Ils se
sont apergus que la trajectoire du squelette effectuait de nombreux retours sur elle-méme en décrivant
des boucles fermées. Cette étude est fondée sur d’autres contemporaines démontrant la construction
des protéines globulaires avec des unités « loop-n-lock » d’a peu prés 30 résidus, proches de la taille
moyenne d’un foldon. Trifonov et al (Trifonov et al., 2001) suggérent que les boucles fermées sont des
descendants évolutifs de prototypes structuraux ou séquentiels. Les versions actuelles de boucles
fermées peuvent apparaitre divergentes en séquence par rapport aux prototypes hypothétiques. De
méme on attend une certaine conservation des structures secondaires des boucles fermées. Afin de
vérifier cette hypothése, cette équipe a réalisé une recherche sur 23 protéomes bactériens de motifs de
30 résidus consécutifs de long. Tous les motifs de 30 de long sont ensuite classés selon la fréquence
avec laquelle ils sont observés dans ces 23 protéomes. Afin de laisser une certaine tolérance et ne pas
prendre en compte uniquement les identités strictes, il est laissé une certaine relaxation en autorisant
un taux de similitude d’un tiers (donc 20 identités conservées sur les 30 de long). Les fragments
choisis sont ceux montrant le plus haut score aprés plusieurs tours d’itérations avec le taux d’identité
comme paramétre. La distribution des fréquences des résidus « consensus » montre des limites
précises et clairement identifiables. Beaucoup de motifs trouvés par cette procédure correspondent aux
boucles fermées dans la structure des protéines. De nombreux éléments d’identité en séquence méme
marginaux avec les prototypes montrent eux aussi les caractéristiques des boucles fermées, bien que
les structures secondaires varient (Berezovsky et Trifonov, 2002). Ainsi le fait qu’il y ait une
conservation de la « fermeture » de la chaine aux extrémités de ces motifs permet de penser qu’il
s’agit d’une propriété de retour de boucle. Et cette propriété doit ainsi étre primordiale pour le

repliement protéique.
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L’étude des boucles fermées a été reprise par Lamarine et al. (Lamarine et al, 2001). L’équipe a
changé le terme en Tightened End Fragments (TEF) ou fins de fragment resserrées. Désormais les
boucles fermées seront appelées TEF. L’équipe s’est intéressée a la correspondance entre les
extrémités des TEF et la présence de résidus hydrophobes particuliers, dénommés topo-hydrophobes,
car ils sont hautement conservés au sein de familles fonctionnelles trés divergentes en séquence
(Poupon et Mornon, 1998; Poupon et Mornon, 1999). IIs sont la preuve que les familles protéiques
gardent un patron de positions topologiques. On décéle ces positions conservées au sein de familles
structurales de protéines en alignant les séquence des protéines dans chaque famille (les alignements
seront discutés plus loin). Si au moins trois-quarts des résidus occupant une position dans 1’alignement
sont hydrophobes, la position est alors considérée comme topo-hydrophobe. Ainsi sur un ensemble de
372 protéines, dans le cceur interne des protéines il existe deux populations d’acides aminés
hydrophobes. La premiére peut étre remplacée par des acides aminés hydrophiles ou neutres. La
seconde est toujours occupée par un hydrophobe (VIMWYLF), ce sont ses positions qui sont des topo-
hydrophobes. Si la question de leur responsabilité dans la nucléation du repliement n’est pas
totalement résolue, il est par contre d’évidence qu’elles en sont les principaux composants. Les topo-
hydrophobes possédent aussi la propriété d’étre profondément enfouis dans la protéine et d’avoir de
nombreuses interactions entre chaines latérales. Si les topo-hydrophobes étaient corrélés aux limites
des TEF, ce serait un argument en faveur des deux concepts. La premicre chose que I'équipe a regardé
pour cette étude est la distribution des distances entre carbone alpha des résidus topo-hydrophobes et
des hydrophobes occupant des positions non topo-hydrophobes. Les courbes montrent bien une
différence entre ces deux populations. Comme illustre la figure 1.1.2. tirée de I’article de Lamarine et

al.
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Figure 1.1.2. (A) histogramme, échantillonné tous les 0,5 Angstrom, des distances entre paires de
résidus sans restriction de séparation en séquence entre les deux membres de la paire, pour les paires
de topo-hydrophobes (courbe pleine) et pour les paires de non topo-hydrophobes (courbe en

pointillés). (B) Histogramme, échantilloné tous les 1 Angstrom, des distances entre paires avec une
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séparation en séquence (écart) supérieure a 10 résidus (a.a.) pour les paires topo-hydrophobes (courbe
pleine) et pour les paires de non topo-hydrophobes (courbe en pointillés). D’aprés (Lamarine et al.,

2001).

Alors que la distribution des distances entre résidus non topo-hydrophobes est assez lisse et montre un
maximum a 25 Angstrom, la distribution des distances entre topo-hydrophobes montre deux pics a 6 et
11 Angstrom avec le dernier comme maximum. Ces résultats indiquent clairement une interaction a
courte distance dans l'espace tridimensionnel correspondant a de grandes distances au niveau de la
séquence. On constate sur la figure 1.2.3. une correspondance statistique entre les limites des TEF et la

localisation des positions topohydrophobes.
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Figure 1.1.3. L’ origine de I’abscisse est située au milieu des TEF sur une banque de 372 protéines. En
ordonnée figure la localisation des topohydrophobes et des limites de TEF, strictes ou avec une fenétre

de £3 résidus. D’apres (Lamarine et al., 2001).

La distribution de la taille des TEF a ensuite été comparée a la distribution de la séparation en
séquence des topo-hydrophobes comme cela est indiqué sur la figure 1.1.4. La distribution des

distances entre C alpha inférieures a 7 Angstrom montre une série de pics réguliers distants entre eux
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de 13 résidus environ. Lorsque cette distribution est étudiée pour les topo-hydrophobes et non topo-

hydrophobes, on retrouve un pic pour une séparation de 27 résidus.
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Figure 1.1.4. Séparation en séquence pour les acides aminés distants de moins de 7 Angstroms sur

deux jeux de protéines différents. D’aprés (Lamarine et al., 2001).

Il est néanmoins clair que les topo-hydrophobes sont plus concernés par une séparation en séquence
préférentielle. Dans la majorité des cas, les TEF commencent et finissent a une position occupée par
un topo-hydrophobe (figure 1.1.3.). Cette ¢tude confirme en partie les fondements du repliement par
fragments, et étaie la théorie de coopérativité du repliement protéique avec des positions topo-

hydrophobes agissant comme les clés de la nucléation protéique.

Yew et al. (Yew et al., 2007 ) ont récemment testé la conservation des TEF. Ils proposent que la
distribution de type géométrique puisse arriver simplement parce que les protéines contiennent des
boucles fermées. Cependant la distribution de type Gaussien, centrée a environ 25 résidus, ne peut pas
étre triviale et doit avoir une origine fonctionnelle importante. Le type Gaussien de la distribution est a
mettre en rapport au pic de longueurs préférentielles des TEF. D’autres études ont montré que le

nombre de voisins exprimé en fonction de la distance en séquence atteint un maximum a la longueur
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de 27 résidus. Dans cette étude de Yew, une approche un peu différente de celle de Berezovsky et
Trifonov a été¢ employée. Elle est fondée sur des alignements multiples de séquences de neuf super
repliements. La conservation est déterminée sur ces alignements, I’entropie, la variabilité¢ et la
proportion maximale. Les conclusions de cette étude montrent bien une corrélation entre 1’observation
des résidus conservés et la proportion d’acides aminés hydrophobes aux extrémités des TEF. Taylor et
Waissman (Taylor et Vaisman, 2006) ont effectué¢ un histogramme de la distance entre C alpha sur une
banque de structures, en employant une méthode de tesselation de Delaunay. Ceci présente 1’avantage
de ne pas introduire de distance seuil au dela de laquelle on admet que deux résidus ne sont plus
voisins. Deux acides aminés sont considérés comme premiers voisins s’ils partagent une face de leurs
cellules de Delaunay. La distance de séparation en séquence entre premiers voisins spatiaux est entre
20 et 25 résidus, donc comparable avec les résultats sur les TEF, et elle dépend de la classe structurale
a laquelle appartient la protéine, la séparation la plus courte ayant lieu pour la classe principalement

beta, et la plus longue pour la classe mixte alpha béta.

1.3. Concept de MIR

1.3.1. Les réseaux cubiques

Plusieurs méthodes sont employées pour représenter les acides aminés de la chaine peptidique afin de
simuler le processus du repliement. Cela va du modele gros grains ou I’acide aminé entier est modélisé
par une boule dure, jusqu’aux modéeles tout atome. D’autres perspectives paralléles a cet axe des
dimensions décrites, sont de modéliser 1’acide aminé entier par un point a un nceud d’un réseau. Le
réseau choisi est celui développé par Skolnick et Kolinski (Skolnick & Kolinski, 1991) et il
correspond a un déplacement de type (2, 1, 0) par rapport a un réseau cubique sous jacent. Ce réseau
montre une certaine flexibilité et les structures secondaires peuvent étre représentées avec un RMSD
de 0,7 Angstrom pour les motifs hélicaux et 0,6 Angstrom pour les brins béta car il autorise une

gamme d’angles entre carbones alpha successifs allant de 64° a 143°.

D’autres types de réseau ont été testés, tel le réseau en « diamant ». Cependant ces réseaux ne se sont
pas montrés cohérents avec les conformations observées au sein des protéines. Ils montrent de grandes
déficiences quant a I’entassement d’hélices alpha et de brins béta dans une orientation paralléle, quant
au pré-requis de 3,6 résidus par tour dans les hélices et 1’inaptitude des feuillets béta a adopter un

vrillage (Skolnick & Kolinski, 1991).

Le groupe de Shakhnovich (Abkevich et al., 1994) a été parmi les premiers a étudier le mécanisme du

repliement sur un réseau cubique. Les résultats montrent selon eux une croissance par nucléation,
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c'est-a-dire la formation d’un noyau essentiellement hydrophobe avec un patron spécifique de
contacts. La recherche de ce noyau est le facteur limitant du repliement et correspond au passage de la
barriére énergétique la plus importante. « Le noyau est une structure spatialement localisée d’une sous-

structure de la protéine native ».

L'environnement, le comportement d'un état natif de la chaine protéique et sa dynamique peuvent étre
étudiés par des modeles avec une représentation tout atome de la protéine. Cependant l'investigation
de I'espace conformationnel par de tels modeéles implique des temps de calculs prodigieusement longs.
Il est donc nécessaire de simplifier les modéles utilisés pour étudier le repliement protéique. De tels
modeles perdent en détails, mais 1’un des termes du paradoxe de Levinthal est conservé : en effet sur
un réseau cubique la chaine protéique modélisée par un chapelet de perles conserve un éventail de
conformations initiales possibles. Shakhnovich et al soulévent néanmoins une condition pour
l'utilisation de ces modéles. En effet, un pré-requis est que la simulation doit aboutir au méme résultat

quelle que soit la conformation initiale de la chaine, comme le font les protéines dans la nature.

Un autre critére nécessaire au modele est que des interactions entre paires de chaines latérales doivent
étre indépendantes de la conformation du squelette protéique. Ce critere doit étre respecté afin
d’éliminer la construction d’un motif particulier. En d’autre termes, la structure native ne peut pas étre
spécifiée par un potentiel cible de I’algorithme (Skolnick & Kolinski, 1991). La représentation la plus
employée sur de tels réseaux consiste en une permutation cyclique de vecteurs de type (£2, =1, 0)
joignant les carbones alphas contigus en séquence. Ces vecteurs correspondent sur le réseau a un « pas
de cavalier » dans un jeu d’échecs, mais ici dans les trois dimensions. Ce type de réseau sera nommeé

par la suite réseau (2,1,0) pour plus de simplicité.

1.3.2. Description du modéle utilisé

La protéine est constituée d’une représentation de chaque résidu par son seul carbone alpha. Le
systéeme entier est inclus dans un réseau cubique construit par des vecteurs de type (1, 0, 0) qui
joignent n’importe quels nceuds adjacents du réseau. La longueur des vecteurs constituant ce réseau
cubique est de 1,7 Angstrom. Chaque carbone alpha occupe un nceud du super réseau (2,1,0) (Skolnick
& Kolinski, 1991). La chaine latérale n’est pas représentée dans ce modéle qualifié de « toy model »

(jouet) dans la littérature.

Les interactions entre paires de résidus sont autorisées si les sites d’interaction se trouvent a une
distance inférieure a 3,8 Angstrom, ce qui correspond a la distance entre carbones alpha premiers
voisins. Chaque nceud est entouré de 24 premiers voisins sur le réseau (2, 1, 0). Le potentiel
d’interaction entre les paires de résidus est représenté par un potentiel de forces moyennes. Les paires
hydrophiles et hydrophobes interagissent avec un potentiel attractif et les paires mixtes avec un

potentiel répulsif. Les valeurs de ces interactions sont tabulées dans une matrice et nous avons utilisé
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le potentiel statistique de Miyazawa et Jernigan (Miyazawa et Jernigan, 1996) qui sera décrit
ultérieurement. Les conformations initiales sont choisies en plagant au hasard les résidus sur les nceuds
du réseau en respectant les contraintes imposées par 1’enchainement des résidus et par le fait qu’un
nceud ne peut pas étre occupé par plus d’un résidu. La conformation initiale n’est donc pas totalement

étendue et elle reste largement non compacte.

1.3.3. Monte-Carlo

Bien que les simulations sur réseau cubique soient moins gourmandes en temps de calcul que les
méthodes tout atome, le temps pour que la chaine modélisée se replie reste trés long. Une méthode a
été appliquée afin d'optimiser les simulations dynamiques. C'est la méthode dite de Monte-Carlo
inventée en 1947 par Nicholas Metropolis. Cette méthode fait appel a des procédés aléatoires d'ou son
nom en rapport aux jeux pratiqués dans la principauté. L'application de cette méthode aux simulations
de repliement sur réseau prend place dans les mouvements de la chaine a chaque itération. Il existe un
critére dit de Metropolis afin d'accepter ou de rejeter le mouvement qui positionne le résidu tiré au sort
dans une nouvelle position voisine libre. En effet la dynamique du modé¢le est simulée par un
processus stochastique de petits mouvements aléatoires dans la conformation de la chaine. La
dynamique de Monte-Carlo a un sens physique pour ces propriétés dynamiques dont les échelles de
temps caractéristiques sont considérablement plus grandes que celles correspondant aux petites
modifications implémentées dans l'algorithme. Les réseaux cubiques avec dynamique de Monte-Carlo
ont prouve étre des méthodes efficaces pour I'étude de dynamique longue de systémes de polymeres

(Kolinski & Skolnick, 1994).

La dynamique de la chaine est simulée par une séquence pseudo-aléatoire de réarrangements
conformationnels pratiqués a chaque itération. Les mouvements effectués regroupent les mouvements
de pointe (en vert sur la figure 1.3.1), de manivelle (en rouge), et les mouvements de coin (en bleu) de

chaine ou un résidu seul en milieu de chaine peut bouger.
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Figure 1.3.1. Mouvements autorisés dans un réseau cubique.

1.3.4. Champ de force

La chaine peptidique simulée doit subir une contrainte pour acquérir sa conformation finale. Ainsi un
ensemble de forces est appliqué au squelette peptidique. Cette somme de forces régissant la physique
de toutes molécules dérive d’une énergie potentielle appelée champ de force. Le champ de force
employé dans la méthode qui nous intéresse est celui développé par S. Miyazawa et R. L. Jernigan
(Miyazawa et Jernigan, 1996). En régle générale, le champ de force utilisé en dynamique moléculaire
évalue la force appliquée a un atome en fonction de sa distance par rapport aux autres. De tels types
de champs de force ne sont pas applicables aux simulations du repliement car 1’échelle de temps a
observer est bien trop grande, de I’ordre de la milliseconde alors qu’une trajectoire typique de
dynamique moléculaire est largement inféricure a la microseconde. C’est pourquoi Miyazawa et
Jernigan ont choisi un champ simplifié, afin que les calculs soient plus rapides, en le décomposant en
une composante simulant les interactions longue distance et une autre pour les courtes distances.
Néanmoins il reste réaliste en terme d’énergie potentielle et de plus il inclut les effets du solvant. Une
table d’énergies de contact inter-résidus par paire pour les 20 acides aminés a été indexée en les
moyennant sur de nombreuses structures cristallines. Pour déterminer I’énergie potentielle appliquée a
un résidu donné, on détermine dans un premier temps ’ensemble des autres résidus situés a une
distance suffisamment faible pour contribuer de fagon significative a cette énergie. Puis on somme les
valeurs tabulées pour toutes les paires dénombrées précédemment et qui comportent le résidu pour
lequel on est en train de calculer son énergie. Cette étape est donc rapide, et explique en partie le

succes des potentiels statistiques. La seconde raison est que les énergies de contact utilisées dans le
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potentiel de Miyazawa et Jernigan différencient avec succes les structures natives des structures mal

repliées, ce qui est important pour la validation des modéles.

1.3.5. Description de la méthode

Il existe au sein des protéines des positions qui ont été conservées au cours de 1’évolution. Les
positions conservées hydrophobes le sont d’autant plus qu’elles sont en général plus enfouies et que
leur role structural est fort. Il a ét€ démontré que ces positions sont corrélées aux extrémités des TEF
(Papandreou & Chomilier, 2004). Le défi est maintenant de prédire ces positions a partir de 1’unique
séquence. Les TEF sont universellement représentés dans toutes les sortes de protéines. Les extrémités
des TEF correspondent a des groupes de résidus hydrophobes hautement conservés, les topo-
hydrophobes. Les positions topo-hydrophobes sont d’une grande importance pour la formation et la
stabilité du ceeur protéique, ainsi que cela a été démontré sur un petit nombre d’exemples (Poupon et
Mornon, 1999a). La formation des interactions entre topo-hydrophobes favoriserait la capacité des
premiers fragments (correspondant aux TEF) a se replier et permettrait d’un point de vue dynamique
d’accélérer le repliement et ainsi de se défaire du paradoxe de Levinthal. Le fait que des positions
soient particuliérement conservées comme les topo-hydrophobes nous indique que le facteur principal
qui mene a un cceur protéique stable et compact ne repose pas sur les détails des chaines latérales des
résidus. Les topo-hydrophobes sont disséminés tout au long de la séquence selon un patron spécifique
de l’architecture qu’adoptera la structure native. C’est cette notion qui nous suggere que le facteur
entrainant la nucléation du noyau est la répartition entre les résidus hydrophiles et hydrophobes tout au
long de la séquence. Ainsi les modeles simplifiés comme ceux des réseaux cubiques se trouvent étre
tout a fait adéquats pour modéliser ce processus. Chomilier et Papandreou (Chomilier et al., 2004) ont
développé et testé cette méthode de simulation du repliement sur un set d’une centaine de protéines
représentant des repliements différents. Les premiers pas du repliement ont été simulés en utilisant un

modele simplifié ne représentant que le squelette de carbones alpha de la chaine peptidique.

Sur le réseau cubique de géométrie identique a celui de Kolinski et Skolnick, les carbones alpha
contigus sont reliés entre eux par un vecteur (£2, +£1,0). La longueur de ce vecteur est de V5 fois
I’unité du réseau et vaut ainsi 3,8 Angstrom comme la longueur typique entre deux carbones alpha
dans une protéine (voir la figure 1.3.2.). Sur ce réseau, chaque résidu en un nceud peut avoir 24

premiers voisins.
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interacting residues

Figure 1.3.2. Construction du réseau (2, 1, 0) a partir d’un réseau cubique sous-jacent.

Le champ de force utilisé prend en compte la nature de chaque acide aminé. La matrice 20 par 20
d’énergie par paire de résidus de Miyazawa et Jernigan a été utilisée. Si deux acides aminés non
contigus se retrouvent a moins de 5,88 Angstrom un terme énergétique correspondant au couple de
résidus est ajouté a 1’énergie totale du systéme. Pour chaque protéine, cent différentes conformations
initiales sont générées. Toutes ces conformations initiales sont essentielles afin que la simulation soit
indépendante des conditions initiales. La seule contrainte imposée a la conformation initiale est que la
chaine ne doit pas étre compacte. Cette contrainte a été ¢tablie afin d’éviter que des résidus éloignés en
séquence ne se retrouvent dans un groupe de résidus a cause de la conformation initiale. Les
mouvements de résidus seuls sont de deux types : le mouvement du résidu de fin et un mouvement de
coin pour les autres, le réseau (2, 1, 0) ne permettant pas le mouvement de manivelle. Aprés chaque
mouvement, 1'énergie conformationnelle est soumise au critére standard de Metropolis a température
constante. Ainsi le mouvement est gardé ou rejeté. Le but de la méthode étant de déterminer la
propension de chaque résidu a étre enfoui dans le cceur protéique, la simulation doit aller jusqu'a la
formation des premiers fragments compacts de la chaine. L'algorithme étant en série, le temps de
calcul est proportionnel a la longueur en séquence. Il a été démontré empiriquement que pour une

chaine de 50 résidus il fallait 10% pas afin d'observer les premier fragments compacts. Ainsi le nombre

de pas de Monte Carlo est proportionnel a la longueur en séquence L. L'équation suivante régit le
nombre de pas a appliquer : Npas = L0¢ {:ﬁ)‘
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Pour chaque simulation, 18" enregistrements des conformations intermédiaires sont effectués a
intervalles réguliers. Pour cent conformations initiales, nous avons donc 10 enregistrements. Pour

chaque enregistrement le nombre de voisins non covalents est comptabilisé pour chaque résidu. Une

moyenne est ensuite opérée de la sorte : pour une protéine donnée et un résidu i a l'enregistrement r, le

nombre moyen de voisins non covalents NC est : NC{il = %Hlncﬁ,?‘} :

De la distribution des occurrences selon la valeur NC, on observe que 13% des résidus ont un NC
supérieur a six. Cette proportion est en accord avec différentes théories sur la proportion de résidus
impliqués dans la nucléation du repliement (Papandreou et al., 2004). Ainsi les résidus dont le NC est
supérieur ou égal a six seront définis comme des résidus interagissant le plus, ou Most Interacting
Residues (MIR) (Papandreou et al., 2004). Les résidus qui comportent le plus de voisins aux premiers

stades du repliement sont les résidus qui constituent le patron spécifique de contacts.

Pour valider ce modéle les positions des MIR ont été comparées avec celles des topo-hydrophobes et
des extrémités de TEF. L’accord entre les MIR et les topo hydrophobes est clair, en effet 63% des
positions de MIR sont dans un intervalle de £5 résidus sur la banque d’une centaine de repliements
déja présentée. Quant aux extrémités de TEF, les positions de MIR se trouvent a 57 % dans le méme

intervalle de +5.

Les concepts couplés des topo-hydrophobes et des TEF offrent un scénario simple et général au
mécanisme de repliement des protéines globulaires et produisent un set de positions du coeur

protéique.
1.3.6 Lissage des MIRs

Un inconvénient de la méthode précédemment décrite est le fait que les MIR sont sur-prédits par
rapport aux extrémités des TEF. En effet, la moyenne de résidus prédits comme MIR est de 15% or le
noyau du repliement est estimé a une moindre proportion ( Shakhnovich et al. 1996). De plus, la
méthode produit des positions de MIR qui apparaissent pour certaines regroupées dans la séquence.
Dans ces regroupements, en accord avec les théories du repliement explicités plus tot, un seul de ces

résidus doit contribuer réellement au noyau du repliement.

La méthode employée ici est de lisser la courbe des voisins non covalents par la méthode du triangle
de Pascal. Cette méthode permet de lisser une courbe en prenant en compte les voisins situés de part et

d’autre d’un point considéré. Pour calculer une valeur on va considérer I’ensemble des points P tel que
P ={pp+rtpm+ ot avec i le point étudié et n la puissance du lissage. Pour une

puissance de lissage donnée, les valeurs de I’ensemble de points sont multipliées par les valeurs
correspondantes dans la ligne égale a la puissance du triangle de Pascal. On utilise les valeurs définies
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par le triangle de Pascal (représentées dans le tableau 1.3.1) pour calculer la nouvelle coordonnée du

point p;. La puissance du lissage est proportionnelle au nombre de voisins choisis. Il est a noter que

dans le cas des extrémités de la séquence, le nombre de voisins diminue au fur et a mesure qu’on s’en

rapproche, de méme la puissance du lissage décroit jusqu’a étre nulle.

n Valeurs des points P

1 11

2 1 21

3 1 331

4 1 4641

5 1 510 10 5 1

6 1 6 15 20 15 6 1

7 1 721 35 35 21 71

8 1 8 28 56 70 56 28 8 1

9 1 9 36 84 126 126 84 36 9 1
10 1 10 45 120 210 252 210 120 45 10 1

Tableau 1.3.1 Valeurs du triangle de Pascal. La premicre colonne n correspond a la puissance du

lissage tandis que les colonnes suivantes correspondent aux coefficients dont sont affectés les points

voisins.

Ci-dessous ’exemple de lissage des MIRs prédits pour la myohemerythrine de Themiste zostericola

(code PDB : 2mhr) avec une puissance de lissage de 5. La figure 1.3.3 représente la courbe des

valeurs de « Non Covalent Neighbors » (NCN) en fonction de la position dans la séquence. La figure

1.3.4 représente la courbe lissée avec les valeurs du triangle du Pascal.
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Figure 1.3.3 Profil NCN de la myohemerythrine de Themiste zostericola (code PDB : 2mhr). La ligne
horizontale de valeur y = 6 représente le seuil de NCN choisi pour déterminer si un acide aminé est un

MIR ou non.
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Figure 1.3.4 Profil NCN lissé de la myohermerytrine de Themiste Zostericola (code PDB : 2mbhr); la
méthode du triangle de Pascal est utilisée avec une fenétre de + 5 voisins autour de ’acide aminé

considéré.

Les valeurs représentées sur la figure 1.3.3 sont multipliées par les valeurs du triangle de Pascal et
produisent les valeurs de la courbe lissée représentée sur la figure 1.3.4. Cette opération n’a aucune
incidence sur la définition qualitative des maxima en tant que MIR. Ainsi les maxima locaux de la
courbes seront attribués a une position de SMIR (smoothed MIR). La prise en compte des maximas
locaux permet de réduire le nombre total de résidus prédits et de s’affranchir d’un seuil de voisins non-

covalents qui peut étre discutable.

Les résultats utilisant les SMIR dans les travaux décrits plus loin, on été obtenue par le serveur RPBS

ou la puissance de lissage est fixée a 5.
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1.4. Conservatism of conservatism

Mirny et Shakhnovich (Mirny et Shakhnovich, 1999) ont étudié cinq des repliements les plus peuplés :
I’immunoglobine, 1’oligonucléotide—binding, le repliement Rossman, le plateau alpha/béta et le
tonneau TIM. Afin de distinguer la conservation en acides aminés « historiques », fonctionnelle et
structurale, les séquences étudiées n’ont pas d’homologies évidentes. Pour chaque famille de
repliement, les conservations en acides aminés qui coincident apres alignement structural ont été
¢tudiées. Cette étude a été¢ motivée par les découvertes du concept de nucléation et de la cinétique de
repliement a deux états. Le scénario du repliement grace a la formation d’un noyau spécifique suggere
qu’un nombre de contacts obligatoires doit étre formé afin que la chalne protéique atteigne sa structure
d’état de transition. Le noyau spécifique constitue un regroupement spatial de résidus qui sont
cependant dispersés le long de la structure primaire. Le but de cette étude est de mettre en accord la
compréhension théorique du repliement avec I’analyse de 1’information évolutionnaire. Comme dans
la plupart des cas, les analogues montrent un repliement commun mais une fonction différente. La
comparaison en séquence devrait mettre en exergue des positions ou le conservatisme est relié a la
stabilité structurale et a la cinétique de repliement plutét qu’a la fonction. Cependant 1’analyse en
séquence doit se faire de manicre trés prudente et ne fonctionne pas toujours a cause des possibilités de
mutations d’acides aminés reliés. Pour illustrer ce propos on peut citer I’exemple d’interactions
stabilisantes telles qu'une interaction hydrophobe ou un pont disulfure a des positions identiques dans
deux analogues. Cependant 1’interaction stabilisante n’étant pas de la méme nature, les acides aminés
en question seront différents et la comparaison en séquence ne pourra pas reconnaitre 1’analogie. En
d’autres termes, dans une famille de protéines homologues on peut attendre que les résidus conservés
vont former une sous—structure : le changement de résidus en ces positions requiert qu’il y ait aussi un
changement aux positions reliées, ce qui est extrémement rare. Cette analyse suggeére qu’un facteur qui
peut pointer une propriété de structure commune reliée avec tous les analogues peut étre la
conservation intra—famille elle-méme plutét que 1’actuel résidu en cette position. Ceci mene au

concept de « conservatism of conservatism » ou CoC.

La détermination des Coc commence par celle de I’entropie de séquence. Pour ce faire il faut disposer
d’un set d’analogues partageant un repliement commun (les protéines représentatives) et pour chaque
protéine représentative un set de protéines homologues (la famille protéique). Ainsi un alignement
multiple en séquence est réalisé sur les protéines homologues a chaque protéine représentative.
Ensuite, les positions conservées sont identifiées, puis les familles de protéines sont structuralement
alignées les unes aux autres et enfin les sites ou les positions sont conservées entre les différentes
familles de protéines sont identifiés. Le degré de conservation évolutionnaire pour chaque famille de
séquences homologues est calculé par I’entropie en séquence :
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Ou p;{f} est la fréquence de chacune des six classes de résidus pour la position ! dans I’alignement

multiple en séquence. Les six classes de résidus sont les résidus aliphatiques {AVLIMC}, aromatiques
{FWYH}, polaires {STNQ}, chargés positifs {KR} ou négatifs {DE}, et spéciaux (vu leurs
conformations particuliéres) {GP}. Une faible valeur du conservatisme intra—famille s{) indique que

la position a été sous pression évolutionnaire pour garder un type particulier de résidu.

Ensuite les protéines représentatives et leurs familles respectives sont superposées structuralement et

le Conservatism of Conservatism (CoC) est calculé de la fagon suivante :

M

S0 = Z #4{0/M

m=1

Ou [ est maintenant la position dans 1’alignement multiple et 5™{{} le conservatisme intra—famille

pour la famille m. Une faible valeur de $€) indique que la position [ est conservée dans la plupart des

familles protéiques possédant un repliement commun.

1.5. Alignements structuraux

1.5.1. Généralités sur les alignements

Un alignement est 1’assignation des correspondances résidus-résidus pour deux séquences protéiques
apparentées d’un point de vue de I’évolution, c’est a dire possédant un ancétre commun. Les
événements ¢élémentaires qui peuvent se produire au cours de I’évolution sont la mutation, la
disparition (délétion ou gap) ou I’apparition (insertion) d’un ou de plusieurs résidus (on parle d’indels
dans ce dernier cas). Ce sont les indels qui posent probléme, puisque I’on est contraint de comparer
deux séquences dont les longeurs sont différentes, ce qui rend difficile la mise en évidence des

mutations.

Les alignements en séquences sont nécessaires a beaucoup de sujets en biologie, tels que 1’étude de
I’évolution au sein des familles protéiques, 1’identification de patrons conservés qui se replient en
structures semblables, la modélisation par homologie ou encore la résolution de structures cristallines
par replacement moléculaire. Les alignements structuraux ont été créés a la base pour remédier aux

familles a faible taux d'identité qui ne donnaient pas de résultats avec les alignements de séquences
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traditionnels. Ils nécessitent de réaliser dans une premiére étape une superposition structurale des deux
protéines, dont on déduit ensuite 1’alignement de séquences. La comparaison systématique de
structures de protéines de familles trés différentes a mené a la reconnaissance de sous-structures et
I’identification de repliements (Schuler et al., 1991) Les informations de séquence et de structure

peuvent étre parfois contradictoires, comme le montrent les exemples suivants.

Les serpines constituent une famille de protéines pouvant adopter plusieurs états conformationnels. En
effet la méme structure primaire peut produire deux topologies différentes. Puisque les séquences des
deux états sont identiques, 1’alignement est trivial. Cependant, des parties de la protéine conservent
des similitudes locales en structure. Ainsi une superposition structurale peut ajouter une information
en indiquant quelles sont les zones qui se correspondent au niveau tertiaire. Par opposition, elle permet
de déterminer les régions charniéres, de flexibilité, que I’alignement des séquences ne permet pas de

mettre en évidence.

Le second exemple est le « domain swapping » (Liu & Eisenberg, 2002). Ce processus peut faire
partie du mécanisme d’assemblage des complexes oligomériques. Ainsi un (ou plusieurs) élément de
structure secondaire d’une protéine monomérique est remplacé, dans un homodimeére, par le méme
¢lément mais provenant de l'autre chaine. Le « domain swapping » peut aller de la structure
secondaire jusqu’au domaine structural. Il arrive qu’une protéine puisse &étre homologue avec un
dimére a domaine « swappé ». Dans un tel cas un alignement en séquence alignera une protéine avec
un des domaines du dimére. Alors qu’un alignement en structure alignera la protéine d’intérét avec des
fragments des deux domaines du dimére. La figure 1.5.1 illustre ce phénoméne par 1’exemple du

dimére GB1 (domaine B1 de la protéine G du streptocoque)
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Figure 1.5.1 Dimére du domaine B1 de la protéine G du streptocoque, chaque chaine peptidique est

colorée d’une couleur différente.

De plus lors de 1’évolution il est classique que les séquences divergent plus vite que les conformations.
C’est pourquoi on valide souvent la qualité d’un alignement en séquence par une comparaison des

structures.

1.5.2. Alignement structural par paire
L’alignement structural résulte de la superposition de deux structures. Le critére pour quantifier
I’alignement est la déviation quadratique moyenne ou RMSD. Entre une chaine composées de n

carbones alpha dénommés X4 ; et une autre chaine composée de n résidus xz; le RMSD est alors :

lll Dhealrae = 2y }
1

RMED —
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Les données fournies par les programmes d’alignements structuraux sont au minimum de deux sortes :
premiérement les coordonnées tridimensionnelles de chaque structure aprés superposition et le calcul
du RMSD mutuel ; la seconde est une correspondance a une dimension des résidus de 1’alignement

sous forme de séquence.

La superposition de structures rigides marche bien pour les protéines raisonnablement reliées, mais
pour des protéines plus divergentes le cceur conservé se retrouve étre de petite taille. La plupart des
algorithmes dynamiques, qui sont une optimisation visant a éviter de faire plusieurs fois le méme
calcul, soulagent ce genre de probleme mais recelent quelques difficultés avec les mouvements
internes aux domaines. Certaines méthodes fondées sur la comparaison des environnements
structuraux qui peuvent étre définis en terme de structure secondaire, d’accessibilité au solvant ou
encore du statut des liaisons hydrogéne, ont la capacité d’outrepasser ces problémes (Shi et al., 2001).
Pour produire des superpositions structurales de plusieurs protéines, le fonctionnement le plus
employé a I’heure actuelle consiste a effectuer des superpositions par paires, en commengant par celles
qui sont les plus proches en terme de séquence, et en procédant de proche en proche sur toute la
famille. De nouvelles techniques ont été développées pour produire un alignement multiple de manicre

concertée, cependant on ne dispose pas encore d’assez de tests sur ces méthodes (Carpentier, 2005).

Ces méthodes de superposition par paires que nous allons décrire cherchent a superposer les carbones
alpha correspondant aux coordonnées tridimensionnelles du squelette protéique tout en diminuant la

distance géométrique entre ces derniers.

Ci-dessous figure une liste des différents programmes d’alignement structuraux les plus utilisés.

1.5.2.1. MAMMOTH

MAtching Molecular Models Obtained from THeory. Comme son nom le suggére, MAMMOTH a
été développé a I’origine pour comparer des modeles venant de la prédiction protéique (THeory).
Ainsi le programme accepte de larges régions divergentes, mais a démontré qu’il fonctionnait bien
avec des modeles expérimentaux, plus particuliérement quand 1’homologie est éloignée. Les tests ont
été effectués sur des structures prédites non validées du concours CASP (Critical Assignemnt of
Structural Predictions) (Moult, 2005) et les annotations automatisées ont montré une corrélation serrée
avec les annotations faites a la main (Ortiz et al., 2002 ; Qiu et al., 2007). Une base de données a ainsi
été créée a partir de 1’annotation fondée sur les structures prédites de protéines inconnues par
MAMMOTH. Le programme décompose la structure protéique en peptides cours (heptapeptides) qu’il
compare a ceux d’une autre protéine. La similitude est quantifiée par un score de similitude de
matrices et I’alignement optimal des résidus est calculé avec un programme dynamique hybride

(global — local). Une évolution de ce programme a donné MAMMOTH-mult pour aligner des familles
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entiéres de protéines homologues. Cet algorithme est assez rapide et produit un alignement structural

de qualité.

MAMOTH est accessible a I’adresse suivante : http://ub.cbm.uam.es/mammoth/mult

1.5.2.2. RAPIDO

Rapid Alignements of Proteins In terms of DOmains est un serveur web pour l’alignement de
structures tridimensionnelles issues de la cristallographie. RAPIDO identifie les fragments qui sont
similaires structuralement dans deux protéines par une approche fondée sur la différence en matrice de
distances. Les fragments superposables ou Matching Fragments Pairs sont ensuite représentés comme
les nceuds d’un graphe et sont concaténés pour former un alignement moyen. Le traitement final du
serveur applique un algorithme génétique pour I’identification de régions invariables en conformation
(Schneider, 2002). En plus des fonctionnalités existant dans la plupart des programmes d’alignements
structural, RAPIDO permet d’identifier des régions de structures équivalentes méme quand il est

question de fragments relativement éloignés en terme de séquence, voir séparés par d’autres domaines.
RAPIDO est accessible a I’adresse suivante : http://webapps.embl-hambourg.de/
1.5.2.3. SSAP

La méthode Sequential Structure Alignment Program ou SSAP produit un alignement structural basé
sur des vecteurs inter atomiques dans la structure spatiale. Ce ne sont pas les carbones alpha qui sont
utilisés comme a 1’accoutumée, mais les carbones béta, excepté pour la glycine. Ainsi 1’algorithme
prend en compte I’état rotamérique d’une partie des chaines latérales de chaque résidu. SSAP
fonctionne d’abord en construisant pour chaque protéine des séries de vecteurs de distance inter-
résidus entre chaque résidu et ses voisins les plus proches. Une série de matrices est alors générée
contenant les vecteurs différences entre chaque paire de résidus voisins. La programmation dynamique
appliquée a chaque matrice résultante détermine une série d’alignements locaux optimaux qui sont
ensuite sommés dans une matrice « sommaire » a laquelle est encore appliquée une programmation
dynamique pour déterminer 1’alignement structural dans son entier. SSAP ne produit a I’origine que
des alignements par paires, mais il posséde une extension récente pour les alignements multiples
(Taylor et al., 1994). 1l a été utilisé d’une fagon “tout pour tout” pour produire une classification
hiérarchique de schémas de repliements utilisée dans la banque de structures CATH (Class,

Architecture, Topology, Homology) (Orengo et al., 1997; Orengo et al., 1998 ) .

SSAP est disponible a I’adresse suivante : http://www.cathdb.info/cgi-bin/SsapServer.pl

41


http://www.cathdb.info/cgi-bin/SsapServer.pl�

1.5.2.4. MATRAS

Matras est un serveur web comparant les structures tridimensionnelles des protéines (Kawabata,
2003). Un avantage de MATRAS est son score de similitude de structures, qui est défini comme les
log-odds des probabilités évolutives, c'est-a-dire la probabilité qu’une structure change en une autre
(Kawabata, 2003). Les log-odds sont des mesures d’effets de taille décrivant 1’association ou
I’indépendance entre deux groupes de données binaires. Ce score est dédi¢ a la reconnaissance de la
similitude structurale de deux protéines reliées en termes d’évolution (homologues). Le serveur
propose des superpositions par paires, des superpositions d’une chaine sur elle-méme pour la
recherche de domaines dupliqués, mais aussi des alignements multiples jusqu’a 10 structures. Le
programme emploie un algorithme d’alignement progressif par lequel les alignements par paires sont
assemblés dans le bon ordre. Le dernier service du serveur est de comparer une structure a un grand

nombre de structures de la PDB (Berman et al., 2000).

MATRAS est disponible a I’adresse suivante : http://biunit.aist-nara.ac.jp/matras/

1.5.2.5. MUSTANG

Konagarthu et Lesk ont développé un algorithme robuste d’alignement multiple reposant sur les
structures protéiques, qu’ils ont nommé MUItiple STructural AligNment AlGorithm (Konagurthu et
al., 2006).

Un alignement structural peut faire la différence entre les régions alignables et les régions non
alignables des protéines, ce qui n’est pas possible par un alignement en séquences par paires. Ainsi les
alignements structuraux ne doivent pas étre vus seulement comme des extensions aidant a la
superposition de séquences de faible taux d’identité mais aussi comme un outil fournissant des

informations sur les similitudes et divergences de conformations.

MUSTANG aligne les résidus sur la base de la similitude de patrons de contacts inter résidus et de la
topologie structurale. L algorithme utilise un cadrage progressif afin de construire 1’alignement final a
partir des alignements par paires. Au centre de la méthode existe une fonction de score robuste pour
les alignements par paires, fonction qui permet d’utiliser un algorithme de programmation dynamique
donnant un alignement par paires précis sans avoir besoin d’introduire des pénalités de gap. Avant la
construction de 1’alignement final, les scores par paires sont recalculés par rapport aux structures
restantes. Ceci réduit considérablement le probléme de faire les mauvais choix pour reconstruire
I’alignement final. La construction de 1’alignement final est réalisée le long d’un arbre guide (qui sera

expliqué avec plus de précision plus loin).
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Phase 1 : Calcul de scores de correspondance résidu — résidu par paire

MUSTANG extrait les carbones alpha des n protéines qu’il doit aligner et ignore complétement la
séquence des protéines. Dans un premier temps MUSTANG calcule la matrice compléte des distances
inter carbones alpha pour chaque structure. La fonction de score des paires initiales se sert de
superpositions optimales et de valeurs de RMSD pour détecter des sous-structures contigiies a
I’intérieure des deux structures de la paire. Ceci afin d’obtenir un état numériquement appréciable de
chaque correspondance résidu — résidu possible. Les résultats de cette fonction de score sont déduits
indépendamment pour chaque paire, afin d’aligner les paires de structures par un algorithme de
programmation dynamique simple. Les pénalités de gap ne sont pas exigées par cet algorithme car la
fonction de score de la paire de résidus est influencée par 1’appartenance a des sous structures

similaires, d’abord localement puis globalement. La fonction de score est décomposée comme suit :
- Une liste des sous-structures similaires contigiies maximales est générée.
- Un score brut est ensuite calculé pour chaque paire de résidus correspondants.
- Un essai d’alignement par paire est ensuite génér¢.

- Ensuite la liste de sous-structures est ¢laguée, car la liste contient de nombreux fragments
alignés par paires redondants. C’est cette redondance qui est éliminée afin d’accélérer 1’étape

suivante.
- Les scores de similitude de la correspondance résidu — résidu sont enfin recalculés.
Phase 2 : Réunion des équivalences entre résidus de toutes les paires de structures de 1’ensemble.

Les équivalences produites a partir de chaque alignement par paire sont stockées dans une structure de

données.

Phase 3 : Nouveau calcul des scores de correspondance résidu-résidu dans le contexte de 1’alignement

multiple (phase d’extension)

L’approche de I’alignement progressif par paires pour construire un alignement multiple le long d’un
arbre guide implique la fusion de série d’alignements par paire. Dans de telles procédures, de
nombreux choix « gourmands » en temps de calcul incorrects sont faits. L’ordre dans lequel les
alignements par paires sont forcés a étre reconstruits affecte la précision et la qualité de 1’alignement
multiple final. La phase d’augmentation du nombre de structures incorporées dans 1’arbre guide de

MUSTANG permet de réduire le nombre de ces choix « gourmands » incorrects. Lors de cette phase,
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une nouvelle matrice est générée, contenant les scores de toutes les correspondances possibles résidu -
résidu entre deux structures. Ces scores sont initialisés a zéro dans la premiére itération. Des
correspondances transitives sont ensuite établies entre chaque paire de structures par toutes les
structures intermédiaires possibles. Ces correspondances sont évaluées avec les intermédiaires que
I’on peut introduire entre deux structures d’une paire. Plus il existe d’intermédiaires supportant un
alignement entre deux structures, plus le score de la paire est augmenté et tend a subsister dans
I’alignement final. Pour une meilleure compréhension les figures 1.5.2. a 1.5.4. illustrent un exemple

de la phase d’extension.

{a) INFUT STRUCTURES
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STAUWCTURE C STRUCTURE ©

Figure 1.5.2. Structures en entrée dans 1’algorithme de MUSTANG.

Soit quatre structures dont les résidus représentés par de petits cercles sont notés de un a six. Les

structures A, B, C et D sont respectivement de couleur bleue, verte, rouge et grise.
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Figure 1.5.3. Alignements par paires des structures entrées
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Le figure 1.5.3. montre tous les alignements par paires possibles que MUSTANG a généré dans la

phase 2.
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(c) EXTENSION OF STAA & STRB THROUGH INTERMEDIATES STRC & STRD
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Figure 1.5.4. Extension des correspondances par paires entre les structures A et B utilisant C et D
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comme intermédiaires.

La figure 1.5.4. montre la phase d’extension dans laquelle la paire A/B est pondérée par le recalcul
dans le contexte des structures restantes C et D utilisées comme intermédiaires. Cette phase commence
par ’attribution de poids étendus correspondant aux alignements dans la paire A /B. La finesse des
lignes reliant chaque résidu représente le poids attribué a chaque paire de résidus. Les poids par paires
de A/B sont premi¢rement étendus par 1’utilisation de C. Nous avons A2 (le deuxiéme résidu de la
structure A) équivalent a C1 et Cl1 équivalent a B2 dans I’alignement de la paire B/C. Ainsi la
correspondance transitive est établie entre A2 et B2. Dans ce cas, la correspondance transitive renforce
I’équivalence originelle entre A2 et B2 et le poids de la correspondance est augmenté de 1, comme
I’illustre 1’épaisseur du trait entre A2 et B2 sur la figure 1.5.4. De la méme maniére A3 et B3 voient
leur poids de correspondance augmenté par I’intermédiaire de C2. En revanche la correspondance
transitive entre A4 et B4 par C4 est incohérente avec 1’équivalence entre A4 et le gap dans
I’alignement entre A et B. Ainsi le poids de la correspondance entre A4 et B4 est établi comme celui
de la paire originelle A5/B4. Cette équivalence incohérente entre AS et B5 par I’intermédiaire de C4
est assignée au maximum des poids de correspondance AS5/B4 et A6/BS. L’extension est ensuite
appliquée par I’intermédiaire de D. Les correspondances Al1/Bl, A2/B2 et A3/B3 sont toutes
cohérentes avec [’alignement originel et les poids sont augmentés comme auparavant. Les
correspondances A4/B4 et AS/B5 sont aussi incohérentes dans ce cas. A la fin de toutes les extensions
nous avons une nouvelle matrice pour la paire A B avec des poids reflétant les informations

d’équivalence avec les autres structures C et D.

Ces extensions sont réalisées pour toutes les paires avant d’utiliser les nouvelles matrices pondérées

pour la phase de I’alignement progressif.
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Phase 4 : Alignement progressif

Enfin, la derniére phase de 1’algorithme est la phase progressive de sélection de structures pour former
I’arbre guide. Le score d’alignement par paire, recalculé lors de la précédente phase, est transformé
pour chaque paire de structures en une matrice de divergence en distance. L’arbre guide est construit
en utilisant ces matrices de distance — divergence par une technique de « neighbour joining »
(McLachlan, 1972). Les alignements multiples sont évalués entre deux groupes de sous — alignements.
Une fonction de profil calcule la somme des correspondances par paires entre chaque colonne des sous
— alignements a étre joints. Il en résulte un alignement multiple ou chaque structure est superposée de

facon optimale a chaque autre.

MUSTANG posseéde quelques inconvénients, néanmoins partagés par la majorité des programmes
existants. Le principal est que chaque structure a superposer doit correspondre a un mono — domaine.
Ceci demande un traitement des structures afin de les « découper » en domaines. L’alignement
multiple reste une concaténation de plusieurs alignements par paires, ce qui est le cas de tous les

programmes existants, a I’exception de celui de Carpentier malheureusement pas encore disponible.

Les avantages de MUSTANG sont nombreux. Premiérement, MUSTANG est facilement exploitable
en local. Ensuite, le nombre de structures a superposer n’est pas limité, ce qui a été¢ le facteur
déterminant de notre choix pour ce programme vu que nous avons plus d’une cinquantaine de
structures a aligner. De plus la fonction de reconstruction et d’affinement de 1’alignement multiple

confére a Mustang une robustesse appréciable.

MUSTANG est téléchargeable a 1’adresse qui suit : http://www.bx.psu.edu/arun/research/mustang. Un

taux ¢élevé de conservation dans un alignement multiple veut-il dire I’appartenance au cceur protéique ?

Ceci sera discuté plus loin dans le chapitre prédiction des résidus clé du noyau du repliement.
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1.6. Concept HTOO

Gerstein et Altman (Gerstein & Altman, 1995) ont développé une méthode pour calculer un noyau
structural moyen et décrire la variabilit¢ d’une famille de protéines, les immunoglobulines.

L’algorithme de recherche du noyau ou « core-finding algorithm » peut étre décomposé en 5 étapes :
- Premic¢rement, il faut aligner les structures afin de décrire un "noyau putatif™.

- Deuxiémement, la construction d'une structure non-biaisée a partir de tous les noyaux putatifs

est effectuée.

- La détermination de la variation spatiale de chaque groupe d'atomes alignés est ensuite
calculée. Le calcul de la variation pour une position donnée est effectué comme la somme des
variabilités de chaque position alignée sur I'ensemble des structures en utilisant une matrice de
variance/covariance. Chaque élément de cette matrice trois par trois est représenté par la
covariance entre deux positions représentées par leurs coordonnées en x, y ou z. La matrice

est translatée en ellipsoide d'erreur centrée sur la position moyenne de chaque atome.

- On retire ensuite du noyau putatif la position ayant la plus grande variation spatiale.
L’algorithme retourne ensuite a la deuxiéme étape ou le noyau putatif a été construit. Et ainsi

de suite jusqu'a ce que toutes les positions alignées soient retirées.

- Finalement on obtient une liste de positions atomiques ordonnées selon un facteur de rejet

(throw-out order), pour représenter la séparation entre les atomes de cceur et les autres.

Cette méthode peut étre utilisée afin de calculer un RMSD plus fin, contenant plus d’informations que
celui que I’on emploie habituellement. L'idée de base est qu'on utilise la variation observée a chaque
position dans le noyau pour échelonner la distance interatomique entre deux structures. Si un atome a
une faible variation structurale dans le cceur, mais que sa variation de position dans 1’alignement est
grande alors cette différence devrait plus contribuer dans la différence totale. Inversement, si la
différence en position dans I’alignement est faible par rapport a la variation structurale, c’est que la
contribution est moins grande vis-a-vis de la valeur totale de la déviation entre les structures. Un poids
relatif & la position est ainsi introduit, contrairement au RMS classique, en utilisant les ellipsoides
d'erreur. Gerstein et Altman ont appelé cette mesure SD-RMS, exprimée en unit¢ de déviation
standard. Il est ensuite introduit un facteur de conversion entre la moyenne de 1'unité de déviation et
I'Angstrom. Ainsi la distance calibrée en Angstrom est différente de la distance réelle en fonction de la
variabilité au sein de la famille étudiée.
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L’amélioration du RMSD par la méthode décrite précédemment ne sera pas utilisée ici, nous nous
servirons uniquement des résultats produits par le « core-finding algorithm». Ces résultats

représentent les positions du cceur et seront dénommées « High Throw Out Order (HTOO) residues.

1.7. Concept des valeurs de Phi

Il existe une technique expérimentale qui analyse la différence énergétique entre les conformations
native et dépliée lors de la réaction de repliement d’une protéine de type sauvage et pour la méme
protéine dont 1I’un des résidus, que 1’on présuppose appartenir au noyau du repliement, est muté. Soit
un résidu i dans une protéine a 1’état natif noté N, 1’état de transition noté TS, et I’état dénaturé noté D.
La valeur de Phi est le rapport de la différence d’énergie libre observée entre état de transition et état
dénaturé (qui sert de référence) pour la protéine sauvage (W) ou mutée (M) sur la différence d’énergie

libre entre états natifs et dénaturé pour les mémes deux conformations :

(8652 - 8632)
T

&

En d’autres termes, la valeur de Phi représente le ratio de la déstabilisation introduite par une mutation
sur 1’état de transition contre celle introduite sur I’état natif (Fersht et Sato, 2004; Fersht, 1997; Fersht,

2000; Itzhaki et al., 1995) .

1.8. Prédiction des résidus clés du noyau du repliement

1.8.1. Pourquoi la théorie de la nucléation condensation ?
Les premiéres étapes de la simulation du repliement d’une chaine peptidique sur un réseau de points

font apparaitre des agrégats autour de résidus hydrophobes comme cela se constate sur la figure 1.8.1.
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Figure 1.8.1. Exemple d’une simulation du repliement sur un réseau de points aprés la formation de
quelques agrégats autour de résidus majoritairement hydrophobes. Les régions peu compactes

correspondent a des fragments qui sont des boucles dans la structure native.

Cette observation peut étre rapprochée de 1’analyse fragmentaire et modulaire des protéines. C’est
pourquoi nous nous fonderons sur les concepts de MIR qui sont en accords avec les théories de
nucléation condensation, et le concept de TEF qui permet 1’analyse fragmentaire des domaines

protéiques, pour la prédiction des résidus impliqués dans le processus du repliement.

1.8.2. Pourquoi le repliement immunoglobuline ?

Cette famille de protéines montrant le méme repliement offre une multitude de fonctions différentes,
qui ont été depuis longtemps étudiées en détail et dont les résultats sont bien référencés dans la
littérature d’un point de vue théorique et expérimental. Ainsi, cette grande divergence en fonctions
permet d’effectuer une comparaison sur des bases structurales. Le repliement immunoglobuline inclut
les super familles immunoglobuline (Ig) et fibronectine de type III (Fnlll) qui comptent
respectivement 5771 et 2468 membres (Fowler et Clarke, 2001). Les domaines Ig sont retrouvés dans
une large variété de protéines comme les récepteurs de surface, les molécules d’adhésion cellulaire,
des protéines musculaires et d’autres. Dans des études précédentes, des corrélations évidentes entre la
stabilité protéique et le taux de repliement, ou encore entre la stabilit¢é et la population

d’intermédiaires, ont été mis en exergue.

Nous avons utilisé une particularité du repliement immunoglobuline, qui est de type béta sandwich et
par ce fait nous pouvons affirmer que les brins se retrouvent au cceur du domaine. Ainsi nous avons
pris cette information de structuration secondaire en brin béta comme un élément d'appartenance au
coeur protéique. La conservation au sein de 1’alignement structural permet-elle de décrire le coeur
protéique ? Les parties conservées structuralement sont les parties les moins flexibles de la protéine,
donc les brins. Le coeur protéique est la partie de la chaine protéique qui est au centre du globule et qui
montre une grande compacité. Le cceur protéique doit montrer une flexibilité faible, ainsi les parties

alignées d’une famille de protéines de méme repliement doivent correspondre au coeur protéique.
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Le cceur protéique n’est pas a confondre avec le noyau de repliement. Le coeur englobe tous les résidus
au centre du globule qui sont en compaction maximale. Le noyau du repliement est un réseau de
quelques résidus qui initient la nucléation de I’édifice protéique. Cependant on peut penser que le

noyau du repliement est compris dans le coeur protéique.

1.8.3. Pourquoi un alignement multiple ?

Les MIR sont sur-prédits, car nous avons déja vu que 63% des MIR sont des positions topo-
hydrophobes a +5 résidus prés, sur une centaine de repliements. Or les topo-hydrophobes
correspondent raisonnablement bien aux résidus du noyau du repliement. Il en résulte que notre
simulation prédit trop de résidus dans le noyau, a peu prés d’un facteur deux. Des tentatives afin de
discriminer les « bons» MIR, ceux qui sont aux extrémités des TEF et donc correspondent
statistiquement aux topo hydrophobes, des « mauvais » MIR (les autres), ont été conduites et une
corrélation avec les extrémités de TEF a été étudiée. La corrélation des MIR et des extrémités de TEF
a été réalisée au cours de la thése de Mathieu Lonquety mais elle n’apporte pas de solution totalement
satisfaisante. Il a fallu introduire un nouveau procédé afin de discriminer les MIR, qui consiste a
inclure la notion d’alignement structural. Les régions conservées le long de cet alignement doivent

définir les coeurs protéiques et pondérer favorablement les MIR qui s’y trouvent.

Le concept de nucléation émerge tel un paradigme pour décrire le repliement protéique,
spécifiquement par une cinétique en deux étapes. Le scénario suggére qu’un certain nombre de
contacts obligatoires doivent étre formés afin que la chalne prenne la conformation de 1’état
intermédiaire. Des séquences différentes mais homologues d’un point de vue évolutif se repliant en
une méme structure devraient avoir un noyau de nucléation voisin. Par conséquent, la localisation du

noyau du repliement d’une structure peut servir d’empreinte d’un repliement protéique.

Nous commencerons cette étude sur des bases structurales. Comme on 1’a vu précédemment, les
protéines peuvent étre décrites comme un assemblage de sous—structures tels que les TEF. L’analyse
des TEF renseigne sur le ceeur protéique. Un inconvénient de cette méthode est la nécessité d’avoir
une structure. Nous partons néanmoins de cette analyse afin de valider ultérieurement la prédiction des
MIR. Pour des domaines différents d’immunoglobulines, le cceur commun a été établi a 76 résidus
(Chothia et al. 1998) ce qui est une proportion assez large par rapport a I’évaluation du cceur des
protéines globulaires prévu entre 15 et 30 résidus selon les études de (Chen et al., 2008). Ainsi le cceur
protéique peut montrer une fluctuation conséquente et nous espérons contribuer a 1’étude du noyau par
sa prédiction et I’analyse de structures divergentes. Un inconvénient potentiel de cette stratégie
concerne les protéines multi—-domaines, car avec plusieurs cceurs il va étre difficile de les différencier
expérimentalement et de les prédire. C’est pourquoi nous nous attachons a la sélection rigoureuse des

domaines de maniére manuelle et que nous travaillerons uniquement sur ces domaines. Le choix de
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domaines relativement petits devrait réduire les risques de mauvaises prédictions. Montrant des
histoires évolutionnaires et des fonctions tres différentes des analogues, le seul trait que partagent les

immunoglobulines est leur structure native, c'est-a-dire leur repliement.

Nous avons comparé notre approche avec d’autres méthodes telles que les HTOO qui définissent les
résidus clés a partir de la structure, et avec 1’approche de Conservatism of Conservatism qui détermine
ces positions a partir d’alignements multiples. Nous allons vérifier aussi que notre prédiction ne peut
pas étre remplacée par la détermination des résidus les plus enfouis. De plus pour vérifier la justesse
de la méthode, nous 1’avons appliquée a un autre repliement : le repliement de type flavodoxine qui
appartient a la classe mixte alpha—béta. Nous avons employé ce repliement pour une extension de la
méthode car ce repliement a la particularité d’avoir un noyau du repliement qui pourrait étre en partie

exposé au solvant.

1.9. Matériels et méthodes

1.9.1. Récupération des données de séquences et de structures

Mon premier travail a été de constituer une banque de domaines. Une étude précédente a été réalisée
sur le repliement immunoglobuline par Hallaby et al. (Halaby et al., 1999). Elle s’appuyait sur une
banque de domaines immunoglobulines, c’est naturellement que nous avons repris ces entrées. A cette
banque, nous avons ajouté les entrées de la banque utilisée dans I’étude de Gerstein et Altman
(Gerstein & Altman, 1995). Les structures des protéines ont été obtenues par la base de données
Protein Data Bank (Berman et al., 2000), ainsi que les séquences associées. Les structures des

protéines sont encodées au format pdb et les séquences sont au format fasta.

Une fois les structures et séquences rapatriées sur un ordinateur local, il a fallu analyser chaque entrée
PDB et y reconnaitre les limites des domaines. Ces informations ont été obtenues sur le serveur de la
banque de domaines CATH. A chaque domaine correspondra alors un fichier fasta comprenant sa
séquence propre. Les fichiers seront nommés comme suit: code PDB-code chaine-numéro du
domaine. Par exemple: 1ACXAO].fasta. Grace a cette information en séquence on récupere les
coordonnées tridimensionnelles associées. A chaque domaine correspondra un fichier contenant les
coordonnées atomiques du domaine. Ces fichiers seront nommés sur le méme schéma que ceux de
séquences, mais 1’extension changera en « pdb», comme par exemple : 1ACXAO].pdb. Au total,

nous avons formé un ensemble comprenant 56 domaines Ig.
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1.9.2. Formatage de données de structures

Une fois les domaines découpés, j’ai utilis¢ I’algorithme d’alignement MUSTANG v3 afin de
superposer les différentes structures. Le logiciel produit en sortie 1’alignement des séquences
correspondant a la superposition des structures. Cet alignement est fourni au format multi-fasta, qui
présente les séquences en « paragraphes ». C'est-a-dire que 1’alignement est disséqué dans sa longueur
et présenté en plusieurs paragraphes pour correspondre a un fichier texte communément lisible. Or
pour étre traité, il est plus facile que 1’alignement soit sur une ligne pour chaque protéine. Le
reformatage de I’alignement a été un de mes premiers travaux effectués au cours de ma thése. Ainsi les

corrélations ultérieures seront beaucoup plus facilement analysées.

1.9.3. Analyse des identités en séquence et vérification de la non
redondance

Lors des études structurales il est important que les identités soient faibles. En effet si les acides
aminés sont conservés en séquence afin de préserver la fonction, les positions particuliéres sont
conservées afin de préserver la structure. Ainsi il est important de ne « récolter » que les conservations
porteuses d’information structurale. L’analyse de I’identité s’est faite par couple. J’ai programmé un
script domestique afin de générer tous les couples possibles de la banque de domaines. Tous ces
couples sont ensuite alignés en séquence par le programme T-coffee (Notredame et al., 2000).
L’alignement produit par T-coffee est ensuite analysé. Le taux d’identité (77) est calculé de la fagon

suivante : le rapport de la somme des résidus alignés strictement identiques () sur la somme des

résidus alignés (x ;).

TIF - Ef;; leﬁ.’f

DizaXay

Parmi les couples de séquences montrant un taux d’identité supérieur a 70%, I’une des deux séquences
est retirée de la banque de domaines. Le choix du partenaire a retirer a été guidé en faveur des
structures présentant les meilleures informations, telles que la résolution, la méthode expérimentale (la
cristallographie étant préférée a la RMN), ’absence de ligand ou de trous dans la structure, afin que
I’alignement structural soit le plus précis possible. L’identit¢ de la banque est appréciée par la

distribution des différents pourcentages d’identité observés entre paires (figure 1.9.1.).
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Figure 1.9.1. Occurrence de paires en fonction du pourcentage pour la banque de 56 structures de

domaines immunoglobulines.
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que I’alignement des paires de séquence soit fait par T-coffee, on récupére I’alignement en séquence

correspondant a I’alignement structural.

1.9.4. Données de structuration secondaire

Les informations de I’appartenance de chaque résidu a une structure secondaire sont disponibles au
format DSSP (Kabsch & Sander, 1983). Le format DSSP présente les résidus par ligne. A chaque
résidu sont attribuées plusieurs informations telles que I’accessibilité au solvant, les angles de torsion,
les liaisons hydrogénes et la structuration secondaire, entre autres. La figure 1.9.2 représente une

capture d’écran du fichier résultat de 1TEN au format DSSP.
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REFERENCE W. KABSCH AND C.SANDER, BIOPOLYMERS 22 (1983) 2577-2637
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C  N-H-->0 0--3H-N N-H-->0 0-->H-N TCO KAPPA ALPHA PHI  PSI X-CA
0 0, 0.0 80,-0.6 0, 0.0 2,-0.2 0.000 360.0 360.0 360.0 143.1 32.0
6 78,-0.2 78,-0.1 1,-0.1 3,-0.1 -0.566 360.0-123.2 -77.6 135.7 33.9
0o -2,-0.2 22,-0.3 1,-0.1 69,-0.1 -0.374 39.8 -85.2 -75.6 161.6 32.9
7 0, 0.0 3,-0.2 0, 0.0 2,-0.2 -0.439 53.3-139.8 -65.3 146.3 35.7
2 17,-1.6 17,-2.9 1,-0.2 78,-0.0 -0.649 66.7 22.5-110.5 167.8 37.4
2 -2,-0.2 2,-0.4 15,-0.2 -1,-0.2 0.920 72.5-173.4 43.5 58.3 38.7
3 -3,-0.2 2,-0.4 14,-0.2 14,-0.2 -0.685 6.7 176.0 -83.3 128.4 36.4
3 12,-2.0 12,-2.6 -2,-0.4 2,-0.5 -0.993 26.5-148.0-1386.7 141.3 37.3
2 -2,-0.4 2,-0.3 10,-0.2 10,-0.2 -0.946 35.5 162.9-105.5 126.3 35.9
e} 8,-2.7 8,-2.6 -2,-0.5 -2,-0.0 -0.879 42.7 39.5-138.8 174.0 38.7
9 -2,-0.3 2,-0.3 6,-0.2 -1,-0.1 0.868 71.4 178.9 53.1 45.7 30.5
e} 5,-0.1 2,-0.2 -3,-0.1 5,-0.2 -0.588 6.9 171.7 -83.4 131.8 35.9

Figure 1.9.2. Début du fichier de sortie de DSSP pour la protéine de code 1ten.
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Il s’agit de récupérer dans les fichiers DSSP, exécutés sur une machine locale, la structuration

secondaire de chaque résidu afin d’établir le fichier correspondant a I’alignement multiple.

A chaque domaine, le code de la structuration secondaire est reformaté séquentiellement, c'est-a-dire

que le formatage en colonne est transformé en ligne pour chaque domaine en correspondance avec la

séquence en résidu. Ensuite un alignement contenant 1’information de la structuration secondaire est

généré en correspondance avec ’alignement multiple structural donné par MUSTANG. Ainsi les gaps

sont introduits fidélement a I’alignement produit dans les séquences assignées en structures

secondaires. DSSP fournit 7 classes de structures secondaires :
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H : hélice alpha

G : hélice 3/10

I : hélice Pi

E : brin béta

S : «bend »

B : résidu isolé dans un pont béta
T : tour de liaison hydrogene

L’algorithme de recherche de conservation des structures secondaires traite ces données de la sorte :
H, G et I seront traités comme hélice, E et S comme brins béta si un S est contigu a un E, sinon S sera

considéré avec B et T comme de la boucle ou « coil ».

1.9.5. Données de MIR

Les informations correspondant aux MIR sont récupérées sur le serveur RPBS (Alland et al., 2005).
Les fichiers MIR contiennent les informations de séquences, du nombre de voisins non covalents (Non
Covalent Neighbour ou NCN) associés et de la présence ou non d’un MIR en une position, notés

respectivement par un tiret et un « M ». Les gaps sont introduits conformément a 1’alignement produit.

1.9.6. Données de TEF

Les TEF ont été calculés par un script domestique codé par Mathieu Lonquety strictement identique a
celui disponible sur le serveur RPBS. Le programme produit un fichier avec toutes les entrées, leurs
séquences, et 1’appartenance a un TEF ou non de chaque résidu de chaque séquence. Vu qu’il arrive

que des TEF se chevauchent, les résultats sont présentés sur deux lignes.

Comme pour les MIR et les structures secondaires, 1’appartenance ou non a un TEF est introduite
conformément a 1’alignement multiple. Ainsi on obtient deux lignes par structure contenant les

informations d’alignement et d’appartenance aux TEF.

1.9.7. Données de HTOO

Les HTOO sont définis sur des alignements selon la numérotation de Kabbat (Deret et al., 1999 ) des
domaines VH et VL (variables lourd et 1éger). Il y a un set d’HTOO pour chaque type de domaine VH
et VL. Il faut ensuite faire la concordance avec les séquences et définir quel résidu est un HTOO ou

non.
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Les HTOO sont ensuite répartis tout au long de I’alignement en concordance avec leurs positions dans

les séquences.

1.10. Analyse des corrélations

Les corrélations entre différentes caractéristiques (MIR, HTOO...) sont calculées a partir des fichiers
correspondants. L’alignement est représent¢é comme suit: verticalement les occurrences, et
horizontalement les positions dans 1’alignement. On parcourt I’alignement dans le sens horizontal et a
chaque pas du parcours I’alignement est parcouru verticalement afin de compter les occurrences. Cette
méthode sera utilisée pour définir si une position est alignée, si une position est de structuration
secondaire conservée et pour compter les occurrences en MIR, TEF et HTOO a chaque position de

I’alignement. Voici un exemple de la représentation des données pour leur analyse :
Code du domaine ***---*¥__ Xk *___Hkk___k____X__kkk

Ou les positions en astérisques (*) sont les gaps introduits par 1’alignement structural, et ou les tirets (-
) sont des résidus ne portant pas d’information d’appartenance a une position de MIR, TEF ou HTOO,

contrairement aux positions représentées sur le schéma par un X.

1.10.1. Détermination des positions du cceur et de structure secondaire
conservée

Les positions du cceur sont déterminées a partir de 1’alignement en séquence correspondant a
I’alignement structural. Chaque position de 1’alignement est parcourue le long des 56 structures. Une
position est attribuée a du coeur quand le taux d’occupation de celle-ci dans 1’alignement est supérieur
a 80%. Pourquoi 80% ? C’est sur ces positions que seront comptabilisés les MIR et les extrémités de

TEF et il est donc important de choisir une valeur élevée de similitude.

Chaque position de I’alignement est parcourue le long des 56 structures, et celles composées a plus de
60% de structure secondaire identique sont considérées comme positions de structure secondaire
conservée. Il est reconnu que les programmes d’attribution de structures secondaires ne sont pas
encore assez robustes, et 1’on observe des divergences dans les résultats de différents programmes.
C’est pour tenir compte de cette imprécision dans les limites des brins et hélices que le seuil

d’assignation a été descendu de 80% a 60%.

Sur toutes les positions de cceur, sont comptabilisés le nombre d’extrémités de TEF et les MIR. Cette

comptabilisation est effectuée en considérant strictement chaque position, puis en I’encadrant par trois
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fenétres dont les tailles varient de +1 a 43 positions. C'est-a-dire qu’on regarde pour une position de

coeur les positions voisines a plus ou moins un écart fixé.

1.10.2. TEF et ceeur

La corrélation entre les extrémités de TEF et les MIR a été étudiée sur 1’alignement structural. Il en
résulte que les MIR correspondant a une extrémité de TEF représentent un pourcentage de 6,6 % des
MIR pour une comparaison stricte en position (on n’accepte pas de fenétre). Si I’on diminue la
précision en prenant une fenétre de 5, on atteint un pourcentage de 57,6%. Le tableau 1.10 liste les

correspondances aux différentes fenétres de précision regardées.

Ecart de la fenétre de précision Pourcentage de MIR localisés aux extrémités de TEF(%)
0 6,56
+1 12,5
+2 26,8
+3 36,6
+4 49
+5 57,6

Tableau 1.10 Correspondances des différentes fenétres de précision aux pourcentages de MIR localisés

aux extrémités de TEF.

1.11. Présentation des résultats

La corrélation des extrémités de TEF avec les positions de cceur et des structures secondaires
conservées est représentée par des courbes dont I’axe des abscisses représente la position dans
I’alignement et celui des ordonnées les occurrences des extrémités de TEF. Les occurrences en
extrémités de TEF sont comptabilisées sur les seules positions de cceur, la courbe de structuration
secondaire est arbitrairement assignée a une valeur fixe quand la position est conservée en
structuration secondaire et a zéro lorsqu’elle ne 1’est pas. En effet, ’information binaire
d’appartenance a une position de structuration secondaire conservée doit apparaitre comme une courbe
dont on fixe arbitrairement 1’ordonnée pour aider a la lecture des graphiques. Ainsi, lorsque la courbe
a une valleur nulle la position n’est pas conservée en SSR, quand la courbe montre la valeur
arbitrairement fixée, la position est de SSR conservée. Pour des raisons de lisibilité, les courbes ont été
lissées. Pour ce faire, nous avons sommé toutes les trois positions dans 1’alignement. C’est pourquoi
I’alignement apparait sur les courbes d’une longueur divisée par un facteur 3, comme on peut le voir

dans la figure 1.12.4.
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La corrélation des MIR avec les positions du cceur et les positions de structuration secondaire

conservées est effectuée avec la méme méthode que les TEF.

1.12. Résultats

1.12.1. Banque

Ainsi 52 domaines de la banque d’Halaby et Mornon et 25 domaines de Gerstein et Altman ont été

analysés. 21 montraient une identité de séquence supérieure a 70% avec une autre et ont donc été

retirées de la banque. Le tableau suivant récapitule les différents domaines utilisés.

Protéine Espéce Code PDB Résolution | Chaine | Domaine
Actinoxantin Actinomyces 1ACX 2.0 _ _
Globisporus
Endoglucanase Clostridium 1CLC 1.9 B 01(35-136)
Thermocellum
Neocarzinostatin Streptomices INCO 1.8 A _
Carzinostaticus
Immunoglobin FAB Homo sapiens 2FB4 1.9 H 01(1-118)  02(119-
218)
L 02(110-210)
Human Growth Hormone Homo sapiens 3HHR 2.8 B 02(132-234)
T cell Antigen Receptor Mus Musculus 1BEC 1.7 _ 01(3-117)  02(118-
246)
Cytochrome F Brassica Rapa 1ICTM 23 _ 01(1-170
Synaptotagmin | Escherichia 1RSY 1.9 _ _
Coli
Chitinase A Escherichia ICTN 23 _ 01(24-130)
Coli
Human Class 1 Homo sapiens IHLA 3.5 A 02(183-270)
Histocompatibility antigen
M N
Transcription factor NFKB | Homo sapiens ISVC 2.6 P 01(43-244)
P 02(249-353)
Immunoglobin FAB Homo sapiens 7FAB 2.0 H 01(1-117)
L 01(1-103)
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Protéine Espece Code PDB Résolution | Chaine | Domaine
Beta-Galactosidase Escherichia 1BGL 2.5 A 02(219-333)
Coli
Cyclodextrin 1CYG 2.5 _ 02(397-491)
Glucanotransferase
T Cell Receptor Homo sapiens 1CD8 2.6 B _
FC Fragment Homo sapiens 1FC1 2.9 A 01(238-337) 02(338-
443)
CD2 Homo sapiens IHNF 25 _ 01(4-103)  02(104-
182)
Tenascin Escherichia ITEN 1.8 _ _
Coli
Drosophilia Neuroglian Drosophilia 1CFB 2.0 _ 01(610-708) 02(709-
Melanogaster 814)
Telokin Meleagris 1TLK 2.8 _ _
Gallopavo
Macromomycin Streptomyces 2MCM 1.5 _ .
Macromomycet
icus
CD2 Rattus Rattus IHNG 2.8 A 01(2-98) 02(99-176)
Cell adhesion Protein Homo sapiens 1VCA 1.8 A 01(1-89) 02(90-199)
Superoxide Dismutase Bos Taurus 2S0DO 2.0 o _
CD4 Rattus Rattus 1CID 2.8 _ 01(1-106)  02(107-
177)
Coagulation Factor Homo sapiens 1GGT 2.65 A 03(516-630) 04(631-
729)
CD4 Homo sapiens 3CD4 2.2 _ 01(1-98) 02(99-173)
N-Cadherin Mus Musculus | INCI 1.9 A _
Immunoglobin FAB Mus Musculus | 3HFM 3.0 H 01(1-113)
L 01(1-108)
FAB Fragment Mus Musculus | 4FAB 2.7 H 01(1-118)
L 01(1-113)
FAB Fragment (Galctin Mus Musculus | 2FBJ 1.95 H 01(1-118)
binding)
L 01(1-107)
Antigene binding fragment | Mus Musculus | 6FAB 1.9 01(1-121)
L 01(1-107)
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Protéine Espece Code PDB Résolution | Chaine | Domaine
FAB Fragment (Anti- Mus Musculus 1FDL 2.5 H 01(1-116)
lyzozyme antibody)

L 01(1-108)
FAB Fragment Mus Musculus 1IGF 2.8 H 01(1-113)
FAB Fragment Mus Musculus IMCP 2.7 H 01(1-123)
N9 Neuraminidase-FAB Anous Minutus | INCA 2.5 H 01(1-114)
complex

L 01(1-108)
1.12.2. Identité

La distribution des différents pourcentages d’identité observés montre que pour les pourcentages allant

de 30 a 70%, il n’y a qu’au maximum trois couples affichant ce pourcentage.

La figure 1.12.1. représente le TI apres alignement structural :
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Figure 1.12.1. Distribution de l’identité de séquences entre paires de la banque de domaines

immunoglobulines, apres superposition des structures.
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La valeur moyenne du taux d’identité entre toutes les paires apres alignement structural est de 12,6%.
Le Taux d’identité comprenant le maximum de couples est de 8%, ainsi 951 paires de séquences sur

1540 sont au-dessus de cette valeur de TI.

1.12.3. Alignement

L’alignement des domaines a été réalisé par le programme MUSTANG. Il présente des blocs de 4 a 10
résidus successifs (ce chiffre correspond aux longueurs habituellement décrites pour les brins B) avec
une forte densité de résidus alignés, mais aussi des régions de grandes insertions. On peut penser que,
comme le seuil de structuration secondaire (60%) est inférieur a celui définissant le cceur (80%) en
terme de taux d’occupation d’une position de I’alignement, il arriverait qu’on ait des structures
secondaires en dehors du coeur. Ce point sera discuté plus loin. La figure 1.12.2. représente
I’alignement en abscisse ; la courbe noire représente les positions du cceur (et est fixée a 2) et la courbe

bleue les positions de structures secondaires conservées (fixée a 4).
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Figure 1.12.2. Correspondance entre cceur et structures secondaires conservées dans 1’alignement de la

famille de domaines immunoglobulines.
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Les régions conservées en structures secondaires (la courbe bleue) montrent les différents brins du
modele canonique des domaines immunoglobulines, marqués par des nombre (le brin numéro 8 étant
divisé en deux pics), et les régions des boucles hyper variables conservées (les trois pics entre les brins
numéro 4 et 5). Les deux premiers pics correspondent au premier brin, ce qui provient d’une insertion
originale pour la structure lclcO1 dans un brin alors que toutes les autres structures montrent un
premier brin sans rupture. Il se trouve que cette insertion est en accord avec la structure de la titine
(structure ne faisant pas partie de la banque alignée mais utilisée pour la corrélation avec les valeurs de
Phi) qui montre aussi un premier brin divisé en deux. Les pics plus larges correspondent aux brins
suivants. Entre les pics 4 et 5 (entre les positions 70 et 90) on observe trois petits pics qui
correspondent aux boucles hypervariables en séquence mais conservées structuralement et assignées
en brin par DSSP. Ces régions selon la littérature seraient responsables du couplage antigéne/anticorps

(Chothia et al., 1989).

Le modéle canonique comprend huit brins en sandwich de feuillet béta (Chothia et al., 1998), or
I’alignement n’en montre que sept. Apres analyse des structures, on s’est aper¢u que les huit brins ne
sont jamais représentés. Les deux brins, C’ et D selon la notation du modéle canonique, a la charniére
des deux feuillets du modéle dont chaque structure n’ont que ’un ou I’autre se trouvent étre a la
charniére du sandwich de feuillets. C’est pourquoi MUSTANG les a alignés ensemble et que le brin D
n’apparait pas (voir figure 1.12.13.).

Une figure fondée sur les coordonnées spatiales des domaines alignés a été produite. On a coloré de
couleur différente chaque brin correspondant au modele canonique de chaque structure. Les régions
représentées sur la figure 1.12.2 sont un peu élargies par rapport aux attributions en structure

secondaire pour plus de lisibilité.
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Figure 1.12.3. Conservation structurale des 56 domaines immunos avec une couleur par brin. L’encart

permet de voir la notation des brins dans le cas de la titine.

On observe aussi pour 1’une des structures (de code PDB 1cyg02) une variante dans la topologie, ou
deux brins sont inversés. On peut apercevoir un brin jaune au milieu des brins bleus clairs (numéro 7

sur I’encart) et vice versa.

1.12.4. Le cceur protéique

Le cceur parait étendu (68%) car le repliement immunoglobuline est trés conservé et compact. Le
calcul de taux moyen par domaine de résidus correspondant au cceur (soit les positions ayant un taux
d’occupation dans 1’alignement supérieur a 80% ) a été effectué. 1l en résulte un nombre moyen de 74
résidus appartenant au cceur protéique. Ceci est en accord avec les études de Chothia et al. (Chothia et

al., 1998) et semble provenir d’une particularité du repliement immunoglobine.
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1.12.5. Corrélation cceur/extrémité de TEF/structuration secondaire

Le nombre total de résidus appartenant a un TEF est de 4425, parmi lesquels 3067, c'est-a-dire 68%,
sont sur des positions de cceur. En ce qui concerne la corrélation coeur et structuration secondaire con-
servée, il convient de retenir que 50% des positions de cceur sont corrélées a des structures secondaires

conservées.

Pour une corrélation stricte, donc sans latitude autour des positions analysées, sur les 193 TEF, 156
débuts de TEF (soit 81% du total des TEF), et 152 fins de TEF (soit 78,8%) sont sur des positions de
cceur. Sont situés sur des positions de structures secondaires conservées 144 débuts de TEF, ce qui
correspond a 74,6% de tous les débuts de TEF et 136 fins de TEF, soit 70,5% de I’ensemble des fins
de TEF. La figure 1.12.4. représente les résultats de corrélation d’extrémités de TEF avec les positions
de cceur. La courbe rouge correspond aux départs de TEF et la courbe verte aux fins de TEF. La
courbe bleue correspond aux positions de structures secondaires conservées et elle est bornée a 10 en

ordonnée, pour améliorer la lisibilité du graphique.
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Figure 1.12.4. Occurrences des limites de TEF (débuts en rouge et fins en vert) comparées aux
structures secondaires conservées parmi les 56 domaines immunoglobulines. Correspondance stricte

entre limites de TEF et structures secondaires.

En acceptant une précision de +1 autour des positions considérées comme du cceur, on trouve dans cet
intervalle 374 TEF pour lesquels 294 départs (78,6% de tous les TEF) et 295 fins de TEF (78,9%) sont
sur des positions de cceur (figure 1.12.5). En prenant la méme fenétre de +1, les positions d’extrémités
de TEF corrélées a des structures secondaires conservées sont de 275 pour les débuts de TEF (soit
73,5% du nombre des débuts) et 270 pour les fins de TEF (soit 72,2% du nombre des fins). Il ressort
que les limites de TEF sont plus fortement corrélées avec les positions de cceur, pour lesquelles les
contraintes de conservation sont les plus fortes, que pour les structures secondaires conservées. Etant
donné que nous avons pris deux seuils différents pour définir le cceur et les structures secondaires

conservées, si on applique deux seuils différents, 60% et 80%, a la conservation de la méme propriéte,
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la corrélation avec les TEF devrait étre plus importante pour le seuil le plus bas. Comme ce n’est pas
le cas, cela ne peut étre attribué qu’au fait que I’on considére deux grandeurs différentes : le cceur et
les structures secondaires. On peut donc en déduire que le cceur est un concept pertinent, qui n’est pas

limité aux seules structures secondaires conservées, bien qu’elles en soient la composante principale.
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Figure 1.12.5. Occurrences des limites de TEF (débuts en rouge et fins en vert) comparées aux
structures secondaires conservées parmi les 56 domaines immunoglobulines. Correspondance entre

limites et structures secondaires prise en compte dans une fenétre de £1 position.

En analysant la corrélation des limites de TEF avec les positions de coeur sur une fenétre de £2 (figure
1.12.6), on trouve 570 TEF produisant 424 départs ( 74.4% du nombre des débuts) et 456 fins (80% du
nombre de fins). Pour la méme fenétre, les positions d’extrémités de TEF corrélées a des structures
secondaires conservées sont de 391 pour les débuts de TEF (soit 68,6% des débuts) et 418 pour les

fins de TEF (soit 73,3% des fins).
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Figure 1.12.6. Occurrences des limites de TEF (débuts en rouge et fins en vert) comparées aux
structures secondaires conservées parmi les 56 domaines immunoglobulines. Correspondance entre

limites et structures secondaires prise en compte dans une fenétre de £2 positions.

Si on considére une fenétre de +£3 autour des positions de cceur (figure 1.12.7), on comptabilise 640
TEF, avec 460 départs de TEF (soit 71,8% des débuts) et 546 fins de TEF (soit 85,3% des fins). Avec
la méme précision, les positions d’extrémités de TEF corrélés a des structures secondaires conservées

sont de 474 pour les débuts (soit 74,1% des débuts) et 490 pour les fins de TEF (soit 76,6% des fins).
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Figure 1.12.7. Occurrences des limites de TEF (débuts en rouge et fins en vert) comparées aux
structures secondaires conservées parmi les 56 domaines immunoglobulines. Correspondance entre

limites et structures secondaires prise en compte dans une fenétre de £3 positions.

Plus on augmente la tolérance pour définir une position, plus celle-ci sera comptabilisée plusieurs fois
lorsque I’on parcourt I’alignement multiple. Ceci n’est pas la seule raison de 1’augmentation des
occurrences d’extrémités de TEF. En effet plus la fenétre augmente plus des positions d’extrémités
sont comptabilisées comme appartenant au cceur. Cependant bien que ce nombre croisse avec la
fenétre, les pourcentages de corrélation avec les structures secondaires n’ont pas le méme

comportement et on observe le pourcentage maximum lorsque la fenétre de tolérance est fixée a 0.

Toutes ces données sont rassemblées dans le tableau récapitulatif 1.12.5 :
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Fenétre | TEF total | débuts TEF | fins TEF & | début TEF | fin TEF &
& ceeur (%) ceeur (%) & SSR (%) | SSR (%)

0 193 156 (81) 152 (78,8) 144 (74,6) 136 (70,5)
+1 374 294 (78,6) 295 (78,9) 275 (73,5) 270 (72,2)
+2 570 424 (74,4) 456 (80) 391 (68,8) 418 (73,3)
+3 640 460 (71,8) 546 (85,3) 474 (74,1) 490 (76,6)

Tableau 1.12.5 Récapitulatif des corrélations de TEF, coeur et SSR.

On observe une grande corrélation entre les extrémités de TEF et les structures secondaires. Ainsi,
quand on filtre 1’alignement a un taux d’occupation de 80% des positions, les extrémités des TEF se
retrouvent principalement dans des régions de structures secondaires conservées, ce qui représente la
principale contribution au cceur protéique, comme nous 1’avons déja indiqué. Pour mieux percevoir la
corrélation entre les extrémités de TEF et les structures secondaires, le tableau 1.12.6 présente la
distribution des limites de TEF dans les parties de structures secondaires conservées pour une

correspondance stricte (une fenétre de un, donc sans aucune latitude).

N° Brin Longueur alignée (> 60%) Nombre de débuts de TEF Nombre de fins de TEF

1 1 11 0
2 3 20 0
3 6 14 21
4 6 25 0
5 3 3 5
6 6 0 30
7 8 21 7
8 5 0 38

Total 38 94 101

Tableau 1.12.6 Distribution des limites de TEF dans les parties de structures secondaires conservées.

Le fait que le coeur ne soit pas restreint aux parties de structures secondaires conservées est une indica-
tion que I’inclusion de résidus dans une structure secondaire réguliére conservée n’est pas cruciale
pour déterminer le coeur. Néanmoins la forte correspondance entre les limites de TEF et les régions de
structures secondaires conservées indique que les fragments protéiques tels que les TEF commencent
et finissent trés majoritairement au cceur des domaines protéiques globulaires, bien qu’ils ne soient pas
strictement assortis aux cceurs. Comme nous 1’avons montré plus tot, les limites de TEF peuvent étre
prédites par les MIR, ainsi nous allons étudier la correspondance entre les MIR, le cceur protéique et

les structures secondaires conserveées.
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1.12.6. Corrélation cceur/MIR/structuration secondaire
Pour une correspondance stricte (fenétre de 1, donc sans latitude) dans ’analyse de corrélation, 666
MIR sont corrélés aux positions de cceur parmi lesquelles 580 MIR sont sur des positions strictes de

structuration secondaire conservée (soit 87.1% du total). Ceci est représenté sur la figure 1.12.8.
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Figure 1.12.8. Occurrences des MIR (en rouge) par rapport aux brins conservés (en bleu) pour les 56
domaines immunoglobulines. La correspondance entre MIR et structures secondaires est prise en

compte strictement.

Pour une précision de + 1 dans 1’analyse de corrélation, 4282 MIR sont corrélés aux positions de cceur,
parmi lesquels 3267 MIR sont sur des positions de structuration secondaires conservées, soit 76,3%.

Ceci est représenté sur la figure 1.12.9.
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Figure 1.12.9. Occurrences des MIR (en rouge) par rapport aux brins conservés (en bleu) pour les 56
domaines immunoglobulines. La correspondance entre MIR et structures secondaires est prise en

compte dans une fenétre de £1 position.

Pour une fenétre de £2 dans I’analyse de corrélation, 4671 MIR sont corrélés aux positions de cceur et
3767 MIR sont sur des positions de structuration secondaire conservée, soit 80,1%. Ceci est représenté

sur la figure 1.12.10.
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Figure 1.12.10. Occurrences des MIR (en rouge) par rapport aux brins conservés (en bleu) pour les 56
domaines immunoglobulines. La correspondance entre MIR et structures secondaires est prise en

compte dans une fenétre de +2 positions.

Pour une précision de +3 dans 1’analyse de corrélation, 6244 MIR sont corrélés aux positions de cceur
et 4471 sont sur des positions de structuration secondaire conservée, soit 71,6%. Ceci est représenté

sur la figure 1.12.11.
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Figure 1.12.11. Occurrences des MIR (en rouge) par rapport aux brins conservés (en bleu) pour les 56
domaines immunoglobulines. La correspondance entre MIR et structures secondaires est prise en

compte dans une fenétre de +3 positions.

Le tableau 1.12.7 récapitule les résultats concernant la corrélation MIR et cceur.

Fenétre MIR corrélés au cceur MIR corrélés aux SSR conservées
0 666 580 (87,1%)
+1 4282 3267 (76,3%)
+2 4671 3767 (80,1%)
+3 6244 4471 (71,6%)

Tableau 1.12.7 Récapitulatif des corrélations de MIR, cceur et SSR.
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1.12.7. Accord TEF/MIR

Le nombre total de MIR est de 899 dans notre banque de 56 domaines immunoglobulines.

Pour une localisation stricte, on trouve 32 MIR a des positions de départs de TEF et 27 a des positions
de fins de TEF. Soit 59 MIR sont a des positions d’extrémités de TEF. A cet écart on peut dire que
6,56% des MIR sont corrélés de maniére stricte aux extrémités de TEF. Cette valeur, trés faible,
nécessite d’augmenter la fenétre sur laquelle nous allons chercher la correspondance entre MIR et
extémités de TEF. Ceci prend en compte d’une part le fait que la simulation des MIR ne prétend pas a
une précision a un résidu prés, et que I’algorithme d’attribution des TEF a également des limites un
peu floues dans la détermination des extrémités. Ceci est vrai car 1’algorithme d’attribution des TEF

disponible sur le serveur RPBS (http://bioserv.rpbs.jussieu.fr/) est Iégérement différent de celui mis en

ligne par Igor Berezovsky (Domain Hierarchy and Closed Loops) a Bergen en Norveége

(http://ssitron.bcces.uib.no/dhcl) et les résultats peuvent varier a la marge entre ces deux serveurs.

Le tableau 1.12.8 ci-dessous reprend la correspondance entre les MIR et les différentes extrémités des

TEF, selon la précision que 1’on tolére sur la position des MIR (ou des limites de TEF).

Fenétre | MIR = départs | MIR= fins de MIR a une MIR & une limite
de TEF TEF limite de TEF de TEF (%)
0 32 27 59 6,6
1 58 54 112 12,5
2 109 132 241 26,8
3 149 180 329 36,6
4 196 244 440 48,9
5 227 291 518 57,6

Tableau 1.12.8 Récapitulatif des correspondances MIR et extrémités de TEF.

La corrélation entre extrémités de TEF et MIR n’est pas trés encourageante, puisque pour une fenétre
de +5, on a un peu plus de la moitié¢ des MIR qui se trouvent aux limites d’un TEF. Ceci indique que
notre algorithme de prédiction surévalue d’environ un facteur deux la prédiction des résidus les plus
au cceur. C’est pourquoi I’information de structuration secondaire est nécessaire pour compléter
I’analyse du noyau. On peut aussi dans I’avenir envisager d’ajouter d’autres critéres, tels que la

prédiction de 1’accessibilité au solvant, la prédiction de la stabilité aux mutations...
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1.12.8. Corrélation MIR/HTOO

Les résidus de grand ordre de rejet (High Throw Out Order ou HTOO) de Gerstein et Altman ont été
analysés en fonction de I’écart en séquence qu’ils arboraient par rapport aux MIR et aux MIR liss€s
(SMIR pour Smoothed MIR). L’algorithme de Gerstein et Altman a tendance a produire des HTOO
groupés. Or ceci ne correspond pas avec notre vision de résidus dispersés dans la séquence protéique
qui provoquent la nucléation du repliement. Ainsi nous avons fait la comparaison des centres de
gravité des groupes de HTOO avec les SMIR, qui est représentée sur la figure 1.12.12 pour I’ensemble
des 25 domaines immunoglobulines de cette étude. On s’apercoit avec satisfaction que le pic est centré
sur I’origine, autrement dit que statistiquement les MIR lissés coincident avec les centres de gravités
des résidus HTOO. Notre outil prédictif est donc en accord qualitatif avec une détermination sur une

base structurale des résidus les plus au coeur du globule protéique.
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Figure 1.12.12. Séparation en séquence entre les centres de gravité des HTOO et les MIR lissés les

plus proches sur les 25 domaines immunoglobulines étudiés par Gerstein et Altman.
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1.12.9. Corrélation MIR / hautes valeurs de PHI

La détermination expérimentale du noyau protéique est une tache difficile, rendue cependant
envisageable par les valeurs de PHI. La valeur de PHI au-dessus de laquelle on peut déterminer de
fagon sure I’appartenance au noyau protéique est soumise a un débat controversé. « Il n’est pas
possible de simplement prendre les résidus avec la plus haute valeur de PHI comme ceux qui vont
former le noyau protéique : il faut aussi considérer 1’entassement des résidus » selon Lappalainen et al.
(Lappalainen et al., 2008). Le nombre d’interactions augmente avec les limites du noyau, donc avec sa
taille, mais on peut imaginer que le coeur protéique est constitu¢ de sphéres concentriques avec un
nombre décroissant d’interactions quand on s’¢éloigne du centre (Fowler & Clarke, 2001). L’équipe de
Jane Clarke a étudi¢ de fagon approfondie le repliement de la super famille immunoglobuline et a
déterminé les valeurs de PHI pour quatre protéines, dont les codes PDB sont les suivants : 1tit (Fowler
& Clarke, 2001), 1ten (Hamill et al., 2000), 1k85 (Lappalainen et al., 2008) et 1ttf (Cota et al., 2001).
Les séquences correspondantes ont été alignées avec celles de notre banque, et les localisations des
valeurs de PHI ont été comparées aux positions de MIR. Un seuil de 0,3 pour les valeurs de PHI a été
admis comme suffisant pour refléter une structuration significative dans 1’état de transition, autrement
dit pour considérer que le résidu appartient au noyau (Fowler et Clarke, 2001). La figure 1.12.13.
représente les quatre protéines de repliement immunoglobuline pour lesquels les valeurs de PHI sont
disponibles, alignées entre elles et avec les MIR lissés. Les étoiles indiquent les 10 valeurs de PHI les

plus élevées.
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Figure 1.12.13. Alignement des séquences de domaines immunos pour lesquels les valeurs de PHI ont
été publiées. Les dix valeurs les plus importantes de PHI sont représentées par des étoiles. Les SMIR

sont les MIR lissés.

Sur un domaine immuno de la titine cardiaque humaine, TNfn3 (code PDB : 1tit), Fowler et Clarke
ont étudié vingt-neuf mutations. Les valeurs de PHI ont été produites a partir de cinétiques de
dénaturation en présence de chlorure de guanidinium forgant une cinétique a deux états. La
justification de I’emploi de cette méthode est que le mécanisme de repliement protéique a deux états
est principalement la nucléation (Ding et al., 2002). Dix—neufs positions mutées donnent des valeurs
de PHI entre 0,3 et 0,8 dont 11 sont plus grandes que 0,5. Quatre résidus au centre du cceur

hydrophobe sont affectés au site de nucléation du repliement : 123 (Phi=0,82), W34 (une valeur de PHI
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de 0,82 a été prédite depuis toutes les structures, mais il n’a pas été muté pendant cette expérience),

L58 (Phi=0,79) et F73 (Phi=0,72).

Le domaine fibronectine de type III de la tenascine humaine (code PDB : 1ten) a été aussi étudié et
produit les résidus suivants comme inclus dans le noyau du repliement : 120 (Phi=0.39), Y36 (0,53),
148 (0,67), 159 (0,64) et V70 (0,54). La titine et TNfn3 ont été comparées structuralement (Geierhaas
et al., 2004). Le coefficient de corrélation entre les valeurs expérimentales de PHI et celles predites est
de 0,4, indiquant la difficulté d’une prédiction précise. Cependant, la prédiction peut étre améliorée si
I’on s’attache uniquement aux positions incluses dans les brins superposés B, C, D, E et F,
s’affranchissant ainsi des valeurs aux positions périphériques de la structure. Ainsi le repliement de la
titine part de W34, et inclut F21 (Phi=0,5), 123 (0,82), H56 (0,52), L58 (0,79), V71 (0,63) et F73
(0,72). La figure 1.12.13 montre cette séquence avec la position des SMIR. La plupart des positions
expérimentales du noyau sont prédites par 1’algorithme de SMIR si ’on admet une fenétre de
précision de £3, excepté les deux derniéres. Le noyau du repliement de TNfn3 contient les résidus clés
120, Y36, 159 et V70. Ces positions, comme 148 qui est la plus haute valeur de PHI sont prédites par
les SMIR. En effet, le noyau est un ensemble de résidus en interaction au milieu de chaque brin B, C,
E et F en accord avec les résultats de la comparaison avec les résidus HTOO. On peut néanmoins noter
que les brins C’ (le second brin noté C sur la figure 1.12.13) ou D peuvent avoir des résidus aux hautes
valeurs de PHI, indiquant que la valeur de PHI n’est pas une garantie stricte d’appartenance au noyau

du repliement.

Le dixiéme domaine fnllIl de la fibronectine humaine (code PDB : 1ttf) a été muté quarante—deux fois
en vingt—neuf positions (Cota et al., 2001). Les valeurs de PHI plus grandes que 0,5 sont L8 (0,66),
F32 or Y32 (0,52), 134 (0,67), V50 (0,58), 170 and A74 (0,85), Y92 (0,9). Les auteurs admettent
qu’une valeur de PHI de plus de 0,35 est une preuve significative de la formation de la structure mais
A74 est surprenant car il montre trés peu d’interactions. Y36, F48, 159, V72 et A74 sont aussi inclus
dans le noyau bien qu’ayant des plus petites valeurs de PHI. L18, 120 et W22 font de nombreux
contacts avec le cceur protéique mais ont des valeurs de PHI faibles, ainsi la structuration définitive du
brin B dans I’état de transition reste incertaine. La plupart des grandes valeurs de PHI se retrouvent
dans les brins C et F. L’état de transition compact est plus étendu dans FNfn10 que dans TNfn3, qui
présentent une faible identité en séquence mais des structures proches. Les prédictions de SMIR sont
localisées aux positions de grande valeur de PHI avec une fenétre de précision de +4 résidus, excepté

celle en position C terminale.

Le second domaine fnlll dans la chitine A1, CAfn2 (code PDB : 1k85), a un noyau composé des rési-
dus suivants (Lappalainen et al., 2008) : 1.22(0,24), V38 (0,40), N40 (0), 155 (0,40), F66 (0,07) et V68

(0,25). 11 est étonnant de trouver des résidus attribués au noyau avec une valeur de PHI nulle (N40),
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mais pour cette protéine toutes les valeurs sont trés petites et étonnement la valeur maximale
V48(0,45) ne fait pas partie du noyau selon les auteurs. On touche ici du doigt la difficulté, du point de
vue expérimental, d’accéder de maniére certaine a la connaissance du noyau protéique. Néanmoins les
positions considérées du noyau sont dans le top 10 des valeurs de PHI et sont relativement bien pré-
dites par les SMIR.

Pour le moment les SMIR prédisent grossiérement le noyau du repliement, tant que son extension est
concernée et a condition d’autoriser un peu de lattitude sur la position. Sur 26 positions de SMIR, 24
sont des positions du noyau du repliement, ce qui correspond a 7% de la séquence. Pour augmenter la
précision de la prédiction, on a déja vu que I’on peut envisager d’introduire une nouvelle information
telle que la prédiction de I’accessibilité au solvant ou celle de la stabilité. Avec les cas Itit et 1ttf, les
MIR n’arrivent pas a prédire les positions du noyau proches du C terminal. Pour 1ttf, on peut noter que
cette extrémité comprend un schéma de 10 résidus hydrophiles impliqués dans une boucle. Ainsi il est
difficile de prédire un MIR car le potentiel utilisé par 1’algorithme désavantage les interactions hydro-
philes. Une option afin de détourner cet effet serait d’opérer une permutation circulaire de la séquence.
Ceci placerait le C terminal au milieu de la séquence, mais les résultats doivent étre interprétés avec
prudence car les permutation circulaires ont été démontrées comme perturbatrices du repliement (Li et

Shakhnovich, 2001) .

La figure 1.12.14. montre la séparation en séquence entre les positions du noyau du repliement défi-
nies par les plus hautes valeurs de PHI et les positions de SMIR. Le maximum correspond a une cor-
respondance exacte, ce qui est encourageant car indicateur que statistiquement les MIR lissés corres-
pondent aux résidus impliqués dans le noyau. En effet, dans une fenétre raisonnable de 3, qui tient
compte a la fois du lissage appliqué et de la précision sur la prédiction des MIR, on dénombre 55% des

LIR lissés a ’intérieur de cet intervalle.
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Figure 1.12.14. Séparation en séquence entre les positions connues pour faire partie du noyau par leur

valeur de PHI et les MIR lissés, pour quatre domaines immunoglobulines.

1.12.10. Comparaison avec les CoC

Le concept de Conservatism of Conservatism est produit a partir d’un profil de conservation sur un
alignement d’une famille protéique d’analogues partageant un repliement commun. Cela met en
exergue les positions dont le conservatisme est relié¢ a la stabilité structurale d’un point de vue évolutif.
Cette technique renseigne sur la cinétique du repliement plus que sur la fonction. Aucune partie
responsable de la fixation spécifique ou du placement du site actif n’a été utilisée dans cette étude.
Ainsi les CoC de grande valeur ne peuvent pas étre expliqués par la conservation de la fonction et

reposent sur des caractéristiques structurales du repliement. Pour le domaine de code 1TEN (pris
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comme représentant du repliement immunoglobuline) les six plus hautes valeurs de CoC sont aux
positions : A17, 120, W22, L34, V70, et L72 (les résidus ont ét¢ renumérotés par rapport au papier
original afin d’étre cohérent avec les données présentées ici). Ces positions forment un regroupement
dense et profondément enfoui dans le cceur protéique, témoin des contacts entre les brins canoniques B
(positions 18, 20 et 22), C (position 34) et F (positions 70 et 72). Sur ces six positions, deux
correspondent a des positions prédites par I’algorithme de SMIR (22 et 72) et une distante de 2 d’un
SMIR (36). 11 serait donc appréciable d’utiliser les données de CoC afin de valider les prédictions des

SMIR ou les améliorer.

L’analyse de la corrélation entre les CoC et 1’accessibilité au solvant donne des résultats en moyenne
trés probants, mais les valeurs les plus fortes en CoC ne peuvent pas étre expliquées par ce seul critére.
Selon Mirny et Shaknovich « La haute valeur de CoC ne peut pas étre expliquée par I’accessibilité au
solvant [...] ; des facteurs autres que 1’accessibilité au solvant ont contribué au conservatisme ». Ainsi
nous avons appliqué la méthode a un autre repliement dont un des sujets 1CheY comporte le caractere
particulier d’avoir des résidus du noyau du repliement accessibles au solvant. Ce repliement est celui

de type flavodoxine.

1.13. Le repliement de type Flavodoxine

Nous avons testé la méthode développée sur le repliement immunoglobuline sur une autre famille

structurale. Le repliement flavodoxine like présente I’avantage d’étre de la famille mixte alpha béta.

1.13.1. Banque

La banque de repliements de type flavodoxine a été constituée a partir des résultats donnés par la

banque de données SCOP (Murzin et al., 1995).

1.13.2. Taux d’identité

Le taux d’identité a été calculé de la méme facon que pour le repliement immunoglobuline. On retire
une des deux entrées des couples montrant un taux d’identité supérieur a 70%, afin de limiter la
redondance. Comme pour le repliement immunoglobuline, on retire du couple présentant une trop

forte identité le partenaire ayant la moins bonne résolution.

La table ci-dessous indique les caractéristiques des protéines prises en compte dans cette banque
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Protéine Espéce Code PDB Résolution | Chaine | Domaine
Glutamate mutase Escherichia coli 1BEI NMR _ .
GTP-specific Escherichia coli 1EUC 2.1 A 01(9-131)
succynil-CoA
synthetase
02(132-301)
B 01(1-
20/112-246)
02(21-111)
03(247-392)
B-12-binding IBMT 3 A 01(651-737)
domains of
methionine synthase
02(738-895)
3-dehydroquinate Escherichia coli 1HO5 1.5 _ _
dehydratase
S- Escherichia coli 1L14 A 02(193-352)
adenosylhomocystei
ne hydrolase
N5- Escherichia coli 1U11 1.55 A _
carboxyaminoimida
zole Ribonucleotide
Mutase
Acetylxylan Escherichia coli 1ZMB 2.61 A 01(2-248)
Esterase
Type IT | Escherichia coli 1GTZ 1.6 A _
dehydroquinase
Nucleoside 2- | Lactobacillus 1F8Y 24 A _
deoxyribosyl leichmannii
transferase
Methylmutase Pseudomonas 111H 2.6 B _
denitrificans
CtBP dehydrogenase | Homo sapiens IMX3 1.95 A 02(125-194)
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Protéine Espece Code PDB | Résolution | Chaine | Domaine
Type II 3- | Actinobacillus IUQR 1.7 A _
dehydroquinate pleuropneumoniae
dehydratase
Product of gene | Arabidopsis thaliana 2AP] 1.6 A _
AT4G34215
(function unknown)
D-2- Lactobacillus casei 1DXY 1.86 A 02(102-297)
Hydroxyisocaproate
dehydrogenase
Platelet  activating | Bos taurus 1IFXW 2.10 A B
factor
acetylhydrolase 1B
F _
D-lactase Lactobacillus 1J4A 1.9 A 02(104-299)
dehydrogenase delbrueckii subsp.
bulgaricus

Phosphoribosylalino | Thermotoga maritima | 104V 1.77 _ _
imidazole mutase
S-Adenosyl-I- Plasmodium 1VSB 2.4 A 02(237-397)
Homocysteine falciparum
Htdrolase
H.Pylori type II | Helictobacter pylori 2C4V 2.5 B B
Dehydroquinase
Succinyl-CoA Escherichia coli 1JKIJ 2.35 A 01(1-122)
synthetase

02(123-287)

B 02(21-104)

03(240-388)
Succinyl-CoA Thermus thermophilus | 1017 1.23 A 01(1-122)
synthetase

02(123-287)
PurE (Lyase) Bacillus anthracis 1XMP 1.8
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Protéine Espece Code PDB | Résolution | Chaine | Domaine
CheY (Signal | Escherichia coli 3CHY 1.66 _ _
Transfert Protein)
Tir domain of TLR1 | Homo sapiens IFYV 2.9 _ B
D-3- Mycobacterium 1YGY 2.3 A 02(99-182)
Phosphoglycerate tuberculosis
dehydrogenase
03(321-453)
Methylmalonyl-CoA | Propionibacterium TREQ 2.2 A 02(563-726)
mutase freudenreichii  suvsp.
shermanii
Lysophospholiase Escherichia coli 1JRL 1.95 _ B
L1/Acyl-CoA
Thioesterase
I/Protease 1
Nad-dependent D- | Hyphomicrobium 1GDH 24 A 02(102-285)
Glycerate methylovorum
dehydrogenase
PurE (Lyase) Escherichia coli 1QCZ 1.5 _ B
Lipase Escherichia coli 1Z8H 2.02 A _
L-alanine Phormidium lapideum | 1SAY 2.1 A 02(129-176)
dehydrogenase
Lipase/acylhydrolas | Enterococcus faecalis | 1YZF 1.9 _ _
e
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1.14. Discussion des résultats de corrélation

L’enfouissement suffit il a prédire le noyau ?

Le calcul des accessibilités au solvant a été calculé pour les 56 structures de la banque de domaines
immunoglobulines. Les résidus pour lesquels la valeur d’accessibilité au solvant est nulle, ont été
comparés aux SMIR. Le calcul d’accessibilité a été fait avec 1’algorithme de Richmond (Richmond,
1984). 11 est a noter que les résultats d’accessibilité différent en général selon 1’algorithme employé,
ainsi la prédiction fondée sur I’accessibilité souffre-t-elle d’un manque de précision ? De plus un grand
nombre de glycines montrent des valeurs nulles d’accessibilité, or les glycines ont un hydrogéne en
guise de chaine latérale et il parait difficile qu’elles participent par leur interaction au noyau du

repliement.

Un autre probléme di a I’utilisation de I’accessibilité pour la prédiction du noyau, est la condition
indispensable de calculer I’accessibilité sur des chaines peptidiques mono domaine. En effet sur une
protéine multi domaines il peut arriver que des résidus aux surfaces d’interaction des domaines se
retrouvent inaccessibles au solvant alors qu’ils font partie de la périphérie du domaine et ne participent

donc pas au noyau du repliement.

Le nombre moyen de résidus ayant une accessibilité au solvant nulle est de 18 par domaine, alors que
le nombre moyen de SMIR par domaine n’est que de 8. De plus en moyenne seuls deux SMIR par
domaine ont des accessibilités nulles. Ainsi on peut dire que notre algorithme de prédiction du noyau
est plus précis et en accord avec les études menées sur le noyau du repliement que le seul degré

d’enfouissement.
Application de la méthode a [’aide a I’alignement a basse identité

A partir d’une séquence dont la structure n’est pas disponible, les méthodes classiques telles que
BLAST ont du mal a proposer des apparentements a faible taux d’identité de séquence, et quand ils y
parviennent [’utilisateur a du mal a mettre en évidence des résultats perdus au fin fond du listing de
sortie. La prise en compte de résidus particuliers appartenant au noyau protéique pourrait aider a
guider cet alignement. En effet, le noyau est partiellement conservé au sein d’un repliement donné, et
si les MIR permettent de s’en approcher, on peut ainsi leur donner un poids plus fort puisqu’ils sont
corrélés avec les positions de cceur et les positions de structures secondaires conservées. On peut
envisager par ce moyen d’améliorer les algorithmes d’alignements mais au prix d’un prétraitement des
banques de séquences car il faut pouvoir disposer du calcul des MIR sur un grand nombre de

séquences.
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1.15 Conclusion

Sur 56 structures de domaines immunoglobulines de longueur moyenne de 109 acides aminés, le coeur
commun a été défini comme l’ensemble de résidus occupant une position qui montre un taux
d’occupation au moins égal a 80% dans 1’alignement multiple déduit de la superposition structurale de
ces domaines. Ce cceur commun est composé de 74 résidus en moyenne par domaine, ce qui
correspond a environ 75 % de la séquence. Ce résultat surestime apparemment le nombre de résidus
strictement impliqués, de maniére transitoire ou plus longue, dans le processus du repliement du
domaine immunoglobuline. En effet, les résidus participant directement au repliement définissent le
noyau du repliement. Cependant, on peut augmenter nos intuitions au sujet du noyau en ajoutant des
informations supplémentaires. Ces informations peuvent &tre fondées sur 1’analyse structurale ou sur
la prédiction ab initio. L’analyse structurale des protéines par la méthode de TEF produit une bonne
corrélation entre les extrémités de TEF et les cceurs conservés. On peut donc admettre que la limite des
TEF est cohérente avec la physique du repliement protéique. L’inconvénient avec cette analyse
structurale est qu’il faut disposer de la structure tridimensionnelle afin de délimiter le coeur. Cependant
on peut penser que des protéines de haut taux d’identité partageront le méme repliement. Ainsi, si [’on
posséde la structure d’une protéine homologue, on peut remonter au coeur de la protéine dont la
structure est inconnue. Néanmoins, il faut rester prudent avec ce genre de méthodes, car il est avéré,
dans de rares cas, que deux séquences trés semblables peuvent adopter des repliements différents.
Aussi il est avantageux de coupler les méthodes d’analyse structurale aux méthodes de prédiction ab
initio, telles que celles utilisées au cours de notre étude : la prédiction des MIR et I’attribution des
TEF. Cette approche permet une prédiction des positions des MIR qui se retrouvent & 73% dans le
ceeur conservé de notre banque de données. Notre outil de prédiction a été comparé a d’autres études
utilisant différents algorithmes, comme par exemple I’étude de Gerstein et Altman (Gerstein et
Altman, 1995), avec les HTOO résultant d’une analyse structurale des conservations. Le nombre
moyen d’HTOO est d’environ 15 par séquence, la prédiction par les MIR ne donne pas de bonne
corrélations, ce qui est partiellement dii au fait que les HTOO tendent a étre agglutinés pour des
raisons propres au fonctionnement de 1’algorithme développé. Cependant si une procédure de lissage
de la distribution des MIR est appliquée et que 1’on compare les SMIR et les centres de gravités des
regroupements d’HTOO, on s’apergoit que 1’on est capable de prédire la moitié des positions
d’HTOO. La comparaison de notre schéma de prédiction du noyau s’avere étre aussi compatible avec
I’approche de CoC de Mirny et Shakhnovich (Mirny et Shakhnovich, 1999). Cette approche détecte, a
partir d’un alignement multiple, I’ensemble des positions dont la conservation est reliée a la structure
et non a la fonction. Il est encourageant de voir que nos résultats coincident avec ceux de cette

technique. L analyse des valeurs de Phi est la seule technique expérimentale capable d’affecter a une
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position son appartenance au noyau protéique. Bien que souffrant d’un manque de précision, cette
technique a été choisie afin de tester nos prédictions. Sur les quatre domaines immunoglobulines
possédant les valeurs de Phi, on peut conclure a une bonne correspondance entre résidus dont

I’appartenance au noyau du repliement est hautement probable et les SMIR prédits.

Ainsi on peut dire que notre méthode permet de prédire les résidus formant le noyau du repliement
avec une précision raisonnable, mais que 1’on peut encore gagner en précision. Cet algorithme a aussi
été testé sur un repliement de type flavodoxine. Les résultats sont sensiblement du méme ordre que
ceux obtenus sur I’analyse du repliement immunoglobuline, un peu moins bons di au fait de
I’originalité de ce repliement, de type mixte, alpha-beta. Le modéle que I’on propose est capable de

gérer quelques aspects grossiers du processus de repliement conduisant a la formation du noyau.
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2. Seconde partie : Classification structurale d’'une banque de
fragments de protéines

2.1. Introduction

Les protéines peuvent interagir entre elles et parfois la fonction ne prend naissance qu’a la condition
de rassembler plusieurs chaines, de séquences identiques ou non. La grande majorité des fonctions de
la cellule ainsi que I’architecture de celle-ci nécessitent que les protéines se touchent, s’assemblent et
se désassemblent. On peut voir ’interface protéine - protéine comme un cceeur hydrophobe des résidus
ayant perdu 1’accessibilité au solvant. Cependant, il a été démontré que ce modéle n’est pas général
(Cazals et al., 2007). La connectivité au sein des interfaces montre de grands changements (les résidus
impliqués dans I’interaction varient selon la protéine et la taille de la surface d’interaction varie aussi)
selon la famille d’appartenance du couple protéique. On peut observer les interfaces protéiques dans
des cristaux de polyméres dont les structures sont déposées dans la PDB. Les propriétés de
connectivité sont dépendantes de 1’eau cristallographique, celle dont les molécules sont liées aux
acides aminés de la protéine. Les variations de connectivité observées en présence d’eau quantifient la
propension de celle-ci a combler les interstices a 1’interface. Quasiment toutes les interfaces posseédent
des trous remplis par de I’eau. Il arrive que I’interface ne soit que I’addition de quelques composantes
connexes d’interfaces. Ce modéle est nommé multi-patch et ces cas sont indépendants de 1’eau
cristallographique, pour 10% des cas environ. A 1'échelle de l'interface, la courbure moyenne discréte
correle avec l'aire de l'interface, alors qu'a une échelle locale, la méme courbure suit une loi bimodale.
La composition chimique des interfaces en termes de paires exhibe une proportion fixe d'interactions
non définies, et 1'on observe de subtiles variations entre les familles. Ces observations permettent
d'apprécier les paramétres les plus 8 méme de décrire précisément les interfaces de complexes protéine

- protéine.

Les structures tridimensionnelles expérimentalement déterminées permettent de caractériser les
interactions spécifiques protéine - protéine en terme de taille, de forme et de compacité. La
comparaison avec les interfaces d’empilement cristallin représente des interactions non spécifiques
protéine — protéine et montre a quel point les contacts spécifiques différent des contacts non

spécifiques de faible affinité que I’on peut rencontrer dans les cristaux.

La compréhension du mécanisme d’interfagage protéine — protéine nécessite la connaissance des
coordonnées atomiques du complexe protéique (Bahadur & Zacharias, 2008). Les techniques utilisées

sont la cristallographie aux rayons X, la résonance magnétique nucléaire ou encore la cryo -
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microscopie électronique. D’autres techniques peuvent venir confirmer ces résultats afin de valider la
spécificité de I’interaction d’un complexe. Ces méthodes sont la chromatographie d’affinité ou encore
les expériences de double-hybride. Des études récentes ont montré que la majorité des protéines de la
cellule existent en tant que parties d’assemblages aux composantes multiples. L’analyse structurale de
tels complexes est devenue une priorité pour bon nombre de structuralistes. L’analyse des interfaces
des complexes connus est essentielle a la compréhension de la reconnaissance spécifique entre deux

protéines et indispensable en vue de la prédiction.

La diversité structurale de la reconnaissance protéine—protéine est visible dans les complexes obtenus
par cristallisation. Certains homo—dimeres ne sont pas retrouvés en tant que complexe stable dans la
cellule. La formation de cristaux implique des contacts non-spécifiques qui seront appelés interfaces
non- spécifiques car elle n’interviennent pas dans le processus biologique et sont des artefacts de la
méthode de cristallisation. Nous parlerons plus tard de la difficile tiche qui est de discriminer entre les

multiméres biologiques et cristallins.

2.1.1. Les propriétés structurales des interfaces protéine - protéine
La taille de I’interface peut étre quantifiée par I’aire de la surface accessible au solvant (SASA). La
surface d’interaction (B) pour un complexe constitué¢ de deux chaines peut ainsi étre calculée par la

différence entre I’accessibilité au solvant des deux sous — unités et celle du complexe.

B= FASA&W:-:&RH&'-:L -+ FAFA&'N&' —-umieaE = SAFA#M‘HW&‘P

La surface accessible au solvant (Richmond, 1984) est calculée a partir des coordonnées atomiques des
sous unités isolées en faisant rouler une sonde au rayon de la molécule d’eau sur la surface de chaque
protéine et du complexe. En moyenne les interfaces correspondant aux interactions spécifiques sont
bien plus larges que les interfaces dues a 1’entassement cristallin. Les homodiméres présentent une
moyenne de surface d’interaction deux fois supéricure aux hétérodimeres et deux fois et demi plus
grande que les multiméres dus a I’empilement cristallin (Bahadur et Zaccharias, 2008). La taille
moyenne des surfaces d’hétérodiméres est de 1200-2000 Angstrom? alors que les interfaces dus a
I’empilement cristallin présentent une moyenne de 570 Angstrom? pour un set de 1320 interfaces
d’enpilements (Bahadur et Zaccharias, 2008). 11 existe des cas particuliers de surfaces d’interfaces de
diméres biologique mais en général on peut dire que la surface enfouie va de 800 a 10000 Angstrom?.
Cependant il arrive que les dimensions des surfaces d’interaction se chevauchent entre diméres
biologiques ou d’empilement cristallin. Ces faits montrent que la seule information de surface enfouie
n’est pas suffisante pour distinguer les contacts spécifiques des contacts non spécifiques provenant des

contacts cristallins.
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En plus de la taille de I’interface, la courbure de I’interface peut étre un élément de reconnaissance des
interactions spécifiques. Jones et Thornton (Jones & Thornton, 1996) ont développé un parameétre
dénommé coefficient planaire. Il en résulte que les interfaces semblent étre plutdt plates. A I’exception
des inhibiteurs d’enzymes qui forment pour la plupart des surfaces convexes qui s’emboitent dans les
surfaces concaves des sites actifs. Un autre paramétre caractérisant la forme des interfaces est la
circularité. La circularité est le rapport entre les longueurs des axes principaux décrivant le plan des
atomes en interaction. En moyenne les interfaces ne sont pas parfaitement circulaires, mais les valeurs
ne différent pas suffisamment pour permettre de distinguer les diméres biologiques des monomeres
entassés dans un cristal. On peut aussi caractériser les interfaces protéine — protéine par la
complémentarité de forme. Laskowsky a développé un outil afin de quantifier ce paramétre
(Laskowski, 1996). 1 est appelé Gap Volume (GV) et est défini par le volume d’écart entre les deux
molécules divisé par 1’aire de la surface d’interaction. Les interfaces dues a I’empilement cristallin
montrent un GV supérieur d’un facteur 2 aux multimeéres biologiques. Ceci suggere que les interfaces
d’empilements contiennent un volume de cavité par unité d’aire bien plus grand que les diméres

biologiques.

La composition chimique des interfaces protéine — protéine différe entre les interactions spécifiques et
non spécifiques. Proportionnellement a la surface d’accessibilité au solvant, les interfaces de
multiméres biologiques apparaissent enrichies en acides aminés aliphatiques (Leu, Val, Ile, Met) et
aromatiques (His, Phe, Tyr, Trp) et dépourvues en acides aminés chargés (Asp, Glu, Lys) a I’exception
de I’arginine, alors que les interfaces d’entassements présentent une abondance en acides aminés
chargés et polaires, et une pauvreté en acides aminés hydrophobes. Plus précisément on peut diviser en
deux groupes, polaires et non polaires, les résidus présents aux interfaces protéiques. Il en résulte que
58% des résidus sont apolaires dans les interfaces d’empilement alors que ce nombre augmente a un
taux de 65% dans les diméres biologiques. Il en découle que les interfaces protéine — protéine sont
majoritairement guidées par 1’effet hydrophobe bien qu’il y ait une petite proportion d’acides aminés

polaires pouvant former des liaisons hydrogenes.

2.1.2. Matrice de contacts et tesselation de Voronoi

La tesselation consiste a paver une surface autour d’un ensemble de points. Ici la tesselation est dans
I’espace tridimensionnel, mais le concept reste le méme. Soit une distribution de points dans un espace
euclidien. A Chaque couple de points on définit un plan orthogonal au vecteur séparant les deux
points. Pour chaque couple de points la méme opération est effectuée. Ainsi les plans s’intersectent et
forment des cellules. Les cellules sont donc composées par des faces et des arrétes. L’application aux
acides aminés d’une protéine est faite de la facon suivante : les points de la distribution sont les
coordonnées tridimensionnelles des carbones alpha de la chaine peptidique (on peut aussi bien utiliser

le centroide ou un autre atome). Ainsi les cellules partageant une face sont dites en contact. Une
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matrice de contact peut alors étre générée afin d’étudier la connectique de la chaine peptidique dans

I’espace. La figure 2.1.1. est une représentation en deux dimensions d’une tesselation de Voronoi.

Figure 2.1.1. Cellules de Voronoi a deux dimensions d’un ensemble de points.

La figure 2.1.2. donne une représentation de la matrice de contact générée par le programme

VORO3D (Dupuis et al., 2004) pour la protéine de code PDB lemS.
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B contacts with D>6 or small contacts with 1<D<7

Figure 2.1.2. Matrice de contacts de la protéine de code PDB lemsS.

Pour les protéines, on utilise le programme VORO3D de Dupuis et Sadoc. La tessellation de Voronoi
est définie par ces auteurs comme [’intersection de plans de contact a mi—distance entre les points,
construisant ainsi les cellules de Voronoi, ou dans notre cas les points représentant les acides aminés
sont les centres géométriques des chaines latérales des acides aminés. Pour un ensemble de points
donnés, la tessellation de Voronoi est unique et absolue puisqu’il n’y a pas d’espace libre entre les
cellules. Les surfaces des cellules de Voronoi peuvent définir de maniére claire les contacts entre les

points associés et leurs plus proches voisins. La principale difficulté a la construction de cellules de
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Voronoi pour une chaine peptidique est le probléme des résidus qui se trouvent a la surface. En effet
les cellules associées a ces résidus apparaitraient trés allongées voire ouvertes. Pour résoudre ce
probléme, VORO3D recouvre la protéine par un environnement modélisé. Le programme fonctionne
en deux étapes : la premicre est de générer un environnement a la protéine afin que les résidus de
surfaces n’aient pas une cellule de dimension infinie. Ainsi des « molécules» sont placées
uniformément dans tout I’espace incluant la protéine. L’environnement est dispersé autour de la
protéine comme une coquille avec une épaisseur constante (Angelov et al., 2002). Si une cavité existe
au sein de la protéine, elle sera aussi comblée par I’environnement. Pour une protéine d’environ 200
résidus, le nombre de points représentant chaque acide aminé et les « molécules » d’environnement
n’excéde pas 2000. Ces points sont sélectionnés a partir de 8000 sphéres entassées dans une boite
cubique contenant la protéine (les points correspondant aux centres des sphéres). Durant la relaxation
ou I’environnement est sélectionné, la protéine est considérée comme rigide. La méthode de relaxation
consiste a retirer les sphéres de I’environnement qui sont superposées aux acides aminés. Les
molécules d’environnement qui ne pourraient pas cohabiter de fagon stérique avec la protéine sont
éliminées. La figure 2.1.3. représente une protéine (de code PDB : Icus) avec son environnement
relaxé. Les points en gras sont les centres géométriques des acides aminés de la protéine et les points
plus minces sont les centres des sphéres modélisant 1’environnement. Les axes de la boite sont

quantifiés en Angstrom.
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Figure 2.1.3. Schéma de la protéine lcus (les points noirs) placée dans un cube avec son

environnement représentatif (les points gris).

La qualité des cellules de Voronoi de I’environnement a été vérifiée (Angelov et al.,2002) et semble ne
pas étre influencée par la surface extérieure de 1’agrégat formé par la protéine et son environnement
dans lequel elle est plongée. Ces molécules d’environnement modélisées peuvent &tre paramétrées
dans leur diamétre. Nous avons choisi les paramétres par défaut qui correspondent au diameétre moyen
d’un résidu, c'est-a-dire 6,5 Angstrom. La deuxiéme phase consiste a créer les cellules de Voronoi

décrivant I’ensemble des résidus.
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Figure 2.1.4. Exemple d’une fenétre du logiciel Voro3D avec les différents parameétres accessibles

pour calculer les cellules de Voronoi.

VORO3D est implémenté pour Windows et propose une interface graphique pour que l’utilisateur
puisse paramétrer la tessellation. La figure 2.1.4. représente I’interface graphique de VORO3D avec

comme exemple de protéine, celle correspondant au code PDB 1emS.

Pour notre part, le nombre d’entrées a traiter étant bien trop important pour les traiter une par une,
nous avons pu avoir acces aux codes sources. Ainsi nous avons pu automatiser la technique et la faire

tourner sous Linux afin de construire les tesssellations de notre banque de dimeéres.

2.1.3. Discriminer entre multiméres biologiques et multimeéres
d’entassement cristallin

2.1.3.1. Thornton

La cristallographie permet de profiter des coordonnées tridimensionnelles des atomes constituant les
protéines cristallisées. Cependant lorsque ’on travaille sur des complexes, il n’est pas trivial qu’un
oligomére se retrouve cristallisé alors qu’il n’existerait pas dans un milieu physiologique. 11 est déja

difficile de déterminer le nombre exact de sous-unités pour des homopolyméres, mais le manque
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d’information disponible sur le comportement des protéines étudiées en solution augmente encore la
difficulté quant a la résolution de ce probléme. On pourrait croire que le probléme n’existe pas pour
les hétéro-polymeres, or il existe des cas ou les cristaux sont formés mais les sous-unités
n’interagissent pas en milieu physiologique. De plus, la PDB ne donne pas acceés aux opérations de
symétrie qui génerent la macromolécule a partir des coordonnées atomiques qui représentent 1’unité
asymétrique. La méthode habituelle pour évaluer la taille des contacts entre chaines protéiques est de
recourir & la mesure de la surface accessible au solvant. D’autres paramétres caractérisent les
interactions quaternaires : L’hydrophobie, la complémentarité de forme a I’interface, la circularité et la
planéité de la surface d’interaction. Ces paramétres doivent étre examinés avec minutie afin de décrire
I’interaction protéine-protéine, ils ne se prétent donc pas a une automatisation en vue d’une prédiction

quaternaire.

Henrick et Thornton (Henrick & Thornton, 1998) ont pensé a mieux estimer I’erreur associée a la

prédiction quaternaire proposée par le serveur de I’EBI (http://pgs.ebi.ac.uk) par une méthode

statistique plus rigoureuse fondée sur 1’étude des surfaces de contact (Jones et al., 2000). 172
structures non-homologues dont 1’état oligomérique est connu ont été étudiées et des dimeéres
hypothétiques ont été générés. La surface de contact de ces dimeéres hypothétiques a été calculée par la
maniére courante de la différence d’accessibilité au solvant entre le complexe et les formes libres. La
fonction de score fondée sur la fréquence en paires d’atomes est définie comme suit. Deux atomes
appartenant au dimeére hypothétique sont comptés dans une paire s’ils appartiennent a une chaine
polypeptidique différente et s’ils sont éloignés de plus de 8 Angstrom. Les atomes triés par leur
connectivité forment 17 types pour les 20 acides aminés communs. Le calcul du score dépendant de la
distance, a partir de la fréquence par paire, a été réalisé en accord aux ¢tudes sur les potentiels

statistiques ou « potentiels de paires ».

g H:T};I

Faphrd =l + &N, =Tn (1 + N, ]

¥u est le nombre de paires d’atomes de type a et b, TizpiTl représente la fraction de ces paires ou les

atomes de type a et b sont séparés d’une distance . n(r) représente le nombre de paires séparées par la

distance r. @ est un facteur pondérant proportionnel a I’effet de la suppression graduelle des petites

fréquences par paires d’atomes. Ce facteur a été fixé a 0.02, les scores log-odds obtenus pour un

monomére ou un homodimére sont la somme des termes S5} pour tous les atomes appariés le long

de la surface du dimére hypothétique.

L’approche habituelle pour estimer I’erreur de la classification généralisée est de réduire

artificiellement la taille du groupe de données de manicre aléatoire. Ceci afin de déduire un modéle et
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une erreur généralisée a partir de [’erreur observée sur le reste du groupe de données qui devrait étre
plus cohérente avec I’erreur obtenue avec des données inconnues. L’équipe de Thornton a alors choisi
une méthode dite « bootstrap » (Efron & Tibshirani, 1993) pour estimer le taux de divergence (Efron
& Tibshirani, 1997). Ainsi un jeu de données dites d’entrainement a été réalisé a partir du jeu de
données original (172 oligomeéres) et la meilleure valeur de seuil pour la discrimination a été
déterminée a partir des scores calculés pour le jeu d’entrainement. Cette valeur seuil est ensuite
appliquée a un jeu de données test afin d’obtenir le taux de divergence. Le taux de divergence est
calculé pour les scores par paires et pour la différence de surface accessible au solvant. C’est grace a

ces valeurs seuil de divergences que sera attribuée la véracité d’un dimére ou non.

2.1.3.2. DiMoVo

La motivation de 1’équipe de Poupon et Bernaueur (Bernauer et al., 2008), qui a développé le logiciel
DiMoVo, était que la connaissance de I’état oligomérique d’une protéine est essentielle pour la
compréhension du mécanisme fonctionnel de ladite protéine. Ainsi ils ont développé une méthode
fondée sur la tesselation de Voronoi et une modélisation de type gros grain de la protéine permettant

de discriminer entre les diméres biologiques et les diméres d’empilement cristallin.
L’algorithme

Bien qu’une structure protéique soit considérée comme unique, les atomes de surface sont faiblement
contraints et on observe des mouvements lorsque deux protéines interagissent. Comme ces
mouvements sont difficiles a prédire, un modéle simplifi¢ a faible résolution est mieux approprié a la
prédiction des interactions protéine—protéine. Les protéines sont donc représentées par des sphéres
correspondant a chaque résidu et une tesselation de Voronoi est construite a partir de ce modele. La
construction des tesselations de Voronoi a ¢été faite en utilisant la librairie Computational Geometry

Algorithms (CGAL) (http://www.cgal.org/) et a été optimisée pour ne prendre que quelques secondes

par complexe.

Les parametres utilisés sont :

- L’aire d’interface ;

- Le nombre de résidus au cceur de ’interface ;

- Leurs volumes de Voronoi ;

- La fréquence de chaque type de résidu a I’interface ;

- La fréquence de chaque paire de résidus en contact ;
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- La distance entre les centres géométriques.

La méthode consiste ensuite a varier les différents parameétres en utilisant un algorithme
d’apprentissage de type Support Vector Machine. L’apprentissage a ¢été réalis€¢ avec le package
1ibSVM du programme de calcul R. Les paramétres sont ajustés sur différents sets de données tels que
des multiméres biologiques vérifiés dans la littérature et des multiméres d’empilement cristallin ou

encore un set d’apprentissage. La méthode obtient une précision de 0,97 pour un seuil de 0,5.

Aucun détail n’est donné quant au traitement des hétéromultimeéres. Il semble que DiMoVo puisse
traiter plusieurs chaines peptidiques différentes (hétérodimeres ou multiméres) aussi bien qu’une seule

(homodimére).

Le programme DiMoVo a été créé dans I’optique d’un serveur, c'est-a-dire pour que les équipes
valident le complexe étudié. L’équipe qui a développé DiMoVo n’a pas généré de banque de

multimeéres.

2.1.4. Pistes de classification structurale qui n’ont pas été suivies.

2.1.4.1 Introduction au projet interdisciplinaire proposé

Cette analyse des interactions protéine — protéine a été proposée comme projet pour un programme
interdisciplinaire Physique Chimie Biologie du CNRS, en collaboration avec J. Chomilier (Prédiction
des Structures Protéiques IMPMC,UMR 7590), J.F. Sadoc (Equipe Organisation et dynamique de la
matiere condensée Laboratoire de Physique des Solides, UMR 8502) et P. Derreumaux (Laboratoire
de Biochimie théorique IBPC, UMR 9080). Le titre du projet était : Prédiction de la topologie des
structures de dimeéres protéiques. Il a été déposé le 12 novembre 2007. L’étude se fondait sur la
connaissance de 1’aspect modulaire des protéines que 1’équipe a pu développer au cours des ans. Le
souhait que portait le projet est que les ¢léments modulaires, c'est-a-dire les TEF, pourraient faciliter la
prédiction des orientations relatives des domaines impliqués dans la formation d’un dimére. En effet,
encore a ce jour, les algorithmes de prédiction supposent de tester de maniére exhaustive toutes les
orientations relatives des deux globules, ce qui conduit & une énumération trés coliteuse en temps de
calcul. Une indication sur les orientations relatives des domaines aurait permis de réduire
drastiquement le nombre de conformations explorées dans la recherche du modéle du dimeére. La
figure 2.1.5. représente des TEF en interaction dans un dimeére (code PDB lemS). Les extrémités des

TEF sont représentées par des sphéres.
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Figure 2.1.5. Exemple de TEF en interaction dans un dimeére (1emS).

Le projet, qui n’a pas recu de financement, va étre décrit dans ses grandes lignes. Dans un premier
temps une banque de TEF est constituée a partir des entrées de SCOP contenant plusieurs chaines.
L’extraction des TEF de cette banque doit produire de 5000 a 6000 TEF. Afin d’éviter les
redondances, seules les séquences suffisamment divergentes sont traitées. La deuxiéme étape de la
constitution de la banque propose de regrouper les TEF en familles sur des bases de ressemblances
structurales. Des essais erreurs permettent de placer correctement le curseur entre un petit nombre de
familles trés divergentes ou un grand nombre aux membres plus proches. Il est a signaler que 1’équipe
porteuse de ce projet a une antériorité dans ce domaine, puisqu’elle a par le passé mis en ceuvre une
classification structurale des boucles protéiques, par un algorithme de tri hiérarchique qui s’est avéré
pertinent (Kwasigroch et al., 1996; Wojcik et al., 1999). Une analyse topologique inscrit un TEF dans
un cylindre qui contient tous ses atomes (méthodologie qui sera retenue et effectuée durant la thése). Il
a été convenu d’établir si I’on peut se contenter du squelette ou si on doit y ajouter les chailnes
latérales. L’avantage d’utiliser un cylindre réside dans le fait que sa forme mathématiquement simple
est compatible avec des calculs géométriques rapides. Le rayon ainsi que 1’extension des TEF le long

de I’axe de ces cylindres peuvent étre utilisés pour caractériser chaque TEF de maniére simple.

2.1.4.2. Descriptions des interactions
En paralléle, on collecte les structures des complexes disponibles pour constituer une base
d’apprentissage. La banque de I’EBI, E-MSD (Boutselakis, 2003), est un bon outil pour sélectionner

les dimeres, qu’ils proviennent de la PDB ou de SCOP. A I’heure actuelle, on compte environ 400

98



complexes issus de SCOP, parmi lesquels il convient 1a encore de supprimer la redondance, et surtout

de séparer les dimeres biologiques des dimeres formés par I’empilement cristallin.

Les sites d’interactions entre domaines peuvent €tre analysés soit par les méthodes classiques de
distances inter-atomiques, soit par tessellation de Voronoi (Angelov et al., 2002) pour éviter les
inconvénients des distances seuil. On se raméne dans ’interaction entre deux domaines aux TEF qui
portent les résidus en interaction entre domaines. L’étape suivante consiste a modéliser leur orientation
relative. Pour cela, on peut utiliser les outils classiques de la géométrie, mais aussi profiter des fortes
contraintes imposées par la structure en chaine de chaque TEF pour coder la géométrie par des
matrices de type matrices de contact. La gestion des configurations étudiées est alors beaucoup plus
légére. En effet une des pistes de classification structurale repose sur la description des TEF par
tesselation de Voronof et la production des matrices de contacts intra — TEF, la classification se faisant

par analyse des valeurs propres des matrices.

L’hypothése sous-jacente a cette entreprise est que les TEF appartenant a deux familles structurales
données présentent les mémes caractéristiques d’interaction. S’il n’y a pas de corrélation entre familles
structurales de TEF et similitude de topologie des interactions, nous devrons nous passer de la
premiére étape de ce projet, et mettre en place une classification des TEF spécifique aux complexes
(vu que la premiére étape n’a pas pu étre réalisée, c’est cette derniére méthodologie qui va étre

appliquée).

A D’issue de cette phase analytique, nous serons en possession d’une bibliothéque structurale de paires

de TEF dont on pourra déduire les topologies de leurs interactions.

2.1.4.3. Prédiction topologique

Si I’on synthétise la problématique, le projet devait proposer a 1’expérimentateur un outil qui lui
permette d’aider & déterminer I’orientation relative des deux chaines impliquées dans un dimére au
niveau de la structuration quaternaire. Nous nous sommes placés volontairement dans 1’hypothése ou
I’état multimérique est connu expérimentalement, que ce soit par gel bidimensionnel d’¢lectrophorése,
par spectrométrie de masse, ou par diffusion de lumiére. L’amélioration récente de techniques de label
de spin en RPE (Résonnance Paramagnétique Electronique) a permis d’obtenir des informations sur
les résidus en interaction qui peuvent étre introduites comme contraintes dans notre simulation. Pour
notre prédiction, les TEF des deux domaines du complexe qui sont les principaux fragments impliqués
dans I’interaction sont déterminés par similitude avec des chaines connues. La famille a laquelle ils
appartiennent est ensuite recherchée dans la banque de TEF sur des critéres de ressemblance
structurale. Dans un premier temps, nous avons envisagé un critére simple et rapide, comme le RMSD,
mais une approche plus sophistiquée aurait été nécessaire dans un second temps. En particulier, on

pourra envisager le score ProQres, mis au point par I’équipe d’Elofsson (Wallner et Elofsson, 2006).
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La prédiction du positionnement relatif des deux domaines dans le complexe se raménera a 1’étude de
celui des paires de TEF, un par domaine (dans une premiére approche en tout cas). Nous supposons
que Dorientation relative des TEF est conservée au niveau des complexes. La complexité de la
description de 1’espace conformationnel est alors grandement réduite puisque 1’orientation relative des
TEF est supposée connue par référence aux TEF homologues disponibles dans la bibliothéque. On se
ramenerait alors a la rotation de 1’un des domaines autour de 1’axe d’un des TEF. Si ’on admet un pas
de 10°, cela fournira 36 solutions par paire de TEF. Sachant que pour un domaine moyen de 150

acides aminés de long, il y a environ 5 TEF, le nombre de paires de TEF sera de 52, soit de ’ordre de
3000 conformations, & comparer & 36* (plus de 46 000) conformations du calcul exhaustif avec le

méme pas angulaire. Ceci permet de gagner un ordre de grandeur sur le temps de calcul.

2.1.4.4. Sélection des modeles

L’étape suivante est la sélection de la meilleure solution parmi celles qui vont étre proposées. Pour
cela nous avons envisagé d’utiliser le serveur STREVAL (STRucture EVALuation serveur)
récemment élaboré a ’IBPC. STREVAL utilise dans sa version actuelle plusieurs mesures fondées sur
des représentations atomiques détaillées : énergie libre de solvatation par la méthode Sfe (Chiche et
al., 1990), potentiels statistiques par les méthodes Anolea (Melo et al., 1997; Melo & Feytmans, 1998)
et Dope, scores de compatibilit¢ 1D/3D avec Verify3D (Luthy et al., 1992) et Eval23D (Gracy et al.,
1993), types de contact (Errat). Le potentiel gros grain OPEP, un des plus efficaces pour discriminer
les structures natives des états non natifs est en cours d’installation (Maupetit et al., 2007). Afin de
faciliter la comparaison entre ces différentes méthodes, une procédure de standardisation a été
proposée. Réalisée sur un ensemble d’apprentissage de 722 structures PDB, cette standardisation
permet la comparaison des résultats des différentes méthodes selon une méme métrique mais aussi de
déterminer le degré d’éloignement d’un modéle par rapport a une structure idéale en fonction du
nombre d’acides aminés. Un soin particulier a été apporté a 1’interface pour faciliter ’interprétation
d’une ou plusieurs centaines de modéles simultanément. Ainsi, les scores obtenus sont affichés selon
un code couleur directement visualisable sur la structure 3D du modele. Lorsque plusieurs modeles
sont proposés, ils apparaissent classés selon leur qualité relative les uns par rapport aux autres. Un
algorithme d’apprentissage automatique est nécessaire dans le cadre de ce projet pour combiner les
scores des différentes méthodes et ainsi offrir un score consensus plus fiable. Un site WEB,

fonctionnel pour les monoméres, est disponible a 1’adresse http://www.shaman.ibpc.fr/streval/.

Bien que trés ambitieux, ce projet n’a pas été retenu, cependant une partie a été réalisée et elle sera

expliquée plus en détail dans la suite.
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2.2. Matériels et Méthodes

La classification structurale des TEF s’est faite sur la méme banque que celles des multiméres,

contrairement aux premieres intentions portées par le projet interdisciplinaire.

2.2.1. Nettoyage de la banque

Nous avons pris comme départ la liste entiere de multimeres étudiée par 1’équipe de Thornton (Jones
et al., 2000). Chaque entrée a été analysée par le programme DiMoVo. La validation du complexe
comme multimeére biologique est faite grace a DiMoVo. Nous avons pu disposer des codes sources et
ainsi grace a un script que j’ai programmeé, nous avons pu automatiser la procédure DiMoVo a toutes
nos entrées PDB correspondant a la liste de base de Thornton. Nous avons utilisés les parameétres de

filtre développé par I’équipe de Bernauer.

2.2.2. Attribution des TEF
L’attribution des TEF de la banque préliminaire des entrées extraites de SCOP et de la banque finale
de dimeéres filtrée est faite par le méme programme que celui qui a été utilisé dans la premiére partie,

disponible sur le serveur RPBS (http://bioserv.rpbs.jussieu.fr/TEF/).

2.2.3. Découpage des fichiers PDB

Avant de découper les 9000 fichiers PDB pour en extraire les différents TEF, on répertorie le numéro
des résidus commencant et finissant chaque TEF pour chaque entrée de la banque. Ceci est nécessaire
car les TEF sont parfois chevauchants et sont présentés sur deux lignes en sortie du programme
d’assignation. Traiter directement ce format aurait fait appel a une programmation lourde faisant de
nombreux allers et retours sur des ouvertures et fermetures de fichiers et cela aurait demandé beaucoup
de temps de calcul. La liste des débuts et fins de TEF est ensuite utilisée pour découper chaque
structure en comparant les numéros des résidus du fichier PDB source aux limites des TEF listées. Les
résidus compris entre ces limites sont copiés dans un nouveau fichier avec toutes les informations
associées que contient le fichier PDB source. Les fichiers correspondant aux TEF comprennent dans
leur dénomination plusieurs informations : le code PDB d’appartenance, le numéro du modele de la
structure si elle est issue de la RMN et X si elle issue de la cristallographie, la chaine d’appartenance

et le numéro du TEF dans la chaine protéique. Un exemple : IACX X A 2
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2.2.4 Détermination des cylindres enveloppant
Deux méthodes ont été testées pour décrire les cylindres englobant les TEF. Dans les deux méthodes,
’algorithme prend en entrée le fichier PDB contenant le TEF d’intérét. Le fichier est parcouru est les

coordonnées de chaque carbone alpha sont stockeés.

Dans la premi¢re méthode on prend comme origine du repére le carbone alpha correspondant au
milieu de la séquence qu’on nommera M. On parcourt ensuite les carbones alpha restants et le plus
¢loigné est dénommé F pour « further ». C’est par ces deux points que 1’axe du cylindre passera et leur
distance sera enregistrée comme étant la longueur du cylindre. Le rayon est déterminé en parcourant
chaque carbone alpha et en calculant sa distance a 1’axe du cylindre grace au produit scalaire des

vecteurs CaM et MF. Ce cas est représenté sur la figure 2.2.1.a.

Pour la seconde méthode le centre de gravité G des carbones alpha est calculé ainsi que le point M
décrivant le milieu des deux carbones alpha situés aux extrémités du TEF. L’axe du cylindre englobant
le TEF est la droite passant par le centre de gravité et le milieu des extrémités M. Le rayon du cylindre
englobant est calculé en parcourant chaque carbone alpha. Grace au produit scalaire des vecteurs
CalphaG et GM on calcule la distance de chaque Carbone alpha a I’axe du cylindre. Ce cas est
représenté sur la figure 2.2.1.b. Ces valeurs et 1’équivalence en numéro de résidu dans le TEF sont
stockées puis classées, la plus grande distance d’un carbone alpha a I’axe définit le rayon du cylindre
englobant la totalité du squelette protéique du TEF. La longueur du cylindre est calculée par la
distance entre les deux carbones alpha les plus proches de 1’axe du cylindre. Certes, la distance ne
correspond pas exactement a 1’axe du cylindre, cependant vu la petitesse des angles en question, cette

distance est 1a une bonne approximation de la hauteur et permet un gain en temps de calcul.

La détermination de la hauteur du cylindre est calculé par la distance des deux carbones alpha les plus
proches de I’axe. En effet, les angles entre 1’axe du cylindre et ’axe passant par chaque carbone
alpha et le centre de gravité sont déja stockés et classés a ce moment de 1’itération. Il suffit de prendre
les deux plus petites valeurs des angles, qui correspondent aux deux carbones alpha les plus proches
de I’axe du cylindre et donc les plus @ méme d’estimer la hauteur du cylindre. Une condition a été
introduite lorsque les deux plus petits angles sont égaux, ceci correspond aux extrémités du TEF
lorsque I’axe du cylindre passe au milieu de deux carbones alpha opposés a ces extrémités. Dans ce
cas on choisit le premier et le troisiéme plus petit angle (souvent le premier et le troisieme, les deux

premiers étant égaux puisqu’ils correspondent aux extrémités et que 1’axe y passe en leur milieu).
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Figure 2.2.1. Deux méthodes pour déterminer le cylindre englobant un TEF. L’axe du cylindre est

représenté en rouge. R est le rayon de ce cylindre.

L’¢élaboration de cette technique a été testée sur une banque de 626 structures extraites de SCOP et
représentant des repliements variés. On obtient ainsi 7820 TEF sur lesquels nous avons fait nos tests

préliminaires.

La distribution des TEF en fonction de la hauteur du cylindre englobant correspondant a été produite
pour les deux méthodes. La figure 2.2.2.A a été faite a partir des données produites par la premiére
méthode et la figure 2.2.2.B avec les données de la seconde méthode. Il y a une grande différence pour
la hauteur entre les algorithmes ; dans la figure 2.2.2.A la distribution en hauteur apparait comme une
courbe de type gaussien avec un maximum a 20 Angstrom alors que la figure 2.2.2.B montre un pic a
4 Angstrom et une décroissance réguliere avec des pics plus petits lorsque la hauteur augmente. Les
figures 2.2.2.C et 2.2.2.D décrivant les distributions respectives en fonction du rayon du cylindre
montrent quant & elles a peu prés la méme forme. Les courbes sont toutes deux voisines de
gaussiennes et présentent un maximum d’occurrence a 10 Angstrom et 8§ Angstrom. La différence
entre les deux méthodes décrivant le rayon concerne essentiellement le maximum d’occurrence qui est
déplacé ainsi que le rayon maximal qui passe de 24 Angstom pour la premiére méthode a 29 Angstrom

pour la seconde.
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Figure 2.2.2. Distribution du nombre de cylindres englobant les TEF, en fonction de la hauteur (A et
B) et en fonction du rayon (C et D) selon la méthode de détermination. A et C) méthode de la plus

grande extension ; B et D méthode du centre de gravité.

Afin de mieux analyser la distribution des cylindres englobant les TEF, nous avons établi une carte 2D
dans laquelle chaque cylindre est représenté par un point en fonction de son rayon en abscisse et de sa
hauteur en ordonnée. La figure 2.2.3.A est la carte correspondant a la premiére méthode (plus grande

extension) alors que la figure 2.2.3.B correspond aux résultats obtenus avec la seconde méthode

(centre de gravité).
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Figure 2.2.3. Cartes dans lesquelles sont représentés les cylindres englobant les TEF, selon la hauteur
et le rayon, pour les deux méthodes de détermination des TEF. A) méthode de la plus grande

extension ; B) méthode du centre de gravité.

Il apparait que la distribution provenant de la premiére méthode est continue et peu avantageuse pour
opérer une classification des fragments de protéines tels que les TEF sur des bases structurales. Alors
que la distribution produite par la seconde méthode laisse apparaitre des strates horizontales,

correspondant a la hauteur, et sera donc retenue pour la description des cylindres englobants de TEF.

Les tests des cylindres englobant les TEF et les chaines latérales n’a pas été étudiée par manque de

temps.
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2.2.5 Classification des TEF

Selon la répartition en hauteur des cylindres enveloppant

10000
|

occurence
6000
|

0 2000

Figure 2.2.4. Répartition des cylindres enveloppant selon leur hauteur par la méthode des centres de

gravités sur la banque entiére des diméres filtrée par DiMoVo.

Ne sont indiquées sur la figure 2.2.4., qui représente les occurrences des cylindres englobant les TEF,
que les hauteurs inférieures a 35 Angstroms car les populations pour les tranches supérieures sont trop

petites et trés peu porteuses d’informations. De plus cela est cohérent avec le fait que les comparaisons
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entre les résultats préliminaires sur les protéines de SCOP et les diméres filtrés par DiMoVo ont été

faits sur cette méme fenétre de hauteur.

La distribution en hauteur des cylindres englobants a été¢ analysée par pas de 0.1 Angstrom, les points

de la courbe de la figure 2.2.4. représentent ainsi la population dans chaque tranche de 0,1 Angstrom.

On observe sur la figure 2.2.4. un maximum a 3,8 Angstrom d’une population de 11339 cylindres
enveloppants (le nombre total de TEF 109297). On observe des pics a 5,5 Angstrom et 6 Angstrom
mais beaucoup moins peuplés (environ un millier de TEF). Ainsi on s’apercoit que le mod¢le utilisé
décrit principalement les TEF par des cylindres de trés petite hauteur et qui doivent avoir un rayon
conséquent, les faisant ressembler a une boite de cirage pour I’exemple. Les minima locaux ont été
calculés. L’algorithme des minima locaux fonctionne de la maniére suivante : la courbe est parcourue
et dés qu’on observe un minimum local, c'est-a-dire que la pente de la courbe passe de négative a
positive, la position est répertoriée. Ensuite on parcourt la liste des minima trouvés et les nouveaux
minima de cette derniere liste sont calculés. Il faut ainsi quatre itérations pour définir 11 minima
locaux de la distribution en hauteur par tranche de 0,1 Angstrom. Ce qui nous permet de produire 12

classes de cylindres qui seront notées de A a L.

2.2.6 Analyse des contacts par tesselation de Voronoi

Les contacts entre résidus d’'une méme chaine et de plusieurs chaines d’un complexe sont analysés
grace a la tesselation de Voronoi décrite plus haut. Ces contacts sont définis par toutes les cellules de
Voronoi partageant une face. La tesselation de Voronoi a été réalisée par le programme VORO3D qui
marche en deux grandes phases. La premiére correspond a I’installation d’un environnement pour
délimiter les cellules de bords de la protéine. Elle produit des fichiers dénommés selon le modéle R
(exemple Rlenh 8 pour la huitiéme relaxation de lenh) code pdb_numéro de la phase de relaxation.
Seuls les fichiers correspondant a la neuviéme relaxation sont pris en entrée pour la deuxiéme phase
du programme. Cette derni¢re phase est la construction des cellules de Voronoi a proprement parler.
Les fichiers résultats sont dénommés selon le modéle code pdb avec 1’extension « .out ». La figure

2.2.5. donne un exemple de fichier de sortie fourni par VORO3D :
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1234 5 6 78 910 111213 14 15 16
M 0 1 208.353 191.T08: 1201 =W 1 2 ] 28.786 20.785 4.86893
M 0 1 208.353 1911081401 > L 2 3 3 4,223 10.57& 6.657
M 0 1 208.353 1911081401 0K 133 134 ] 15.860 15.430 6.335
M 0 1 208.353 1911081401 = 7E; 136 137 5 8.108 11.396 7.243
M 0 1 208.353 191 Y08 1401 =L (137 138 ] 26.764 BB T 4.994
M 0 1 208.353 191.108 141 —> K '140 141 =) 8.800 12.745 TA5T
M 0 1 208.353 191.T08: 1401 4 SLE: l6.966 16.908 6.301
M 0 1 208.353 191.108 14 1 > U 242 -1 & 5 T.112 11.6814 T.406
M 0 1 208.353 1911081401 =0 397 -1 & 6 19.221 17.243 7.189
M 0 1 208.353 1911081401 = 0 477 -1 & 5 16.504 16.222 TraoT
M 0 1 208.353 191.108 141 -> 0 481 -1 & =% 2.78& 6.831 9.619
M 0 1 208.353 191.108 14 1 -> U 550 SLE: 5.6606 3.506 9.321
M 0 1 208.353 19110814201 = 0 597 SLiE: oD 18.5189 16.64%9 T7.003
M 0 1 208.353 191.108 14 1 > U &6l -1 & & 11.994 13.622 T.479
¥ 1 2 152.260 167.522 11 1°'-> M 0 1 6 28.786 20.785 4.86893
¥ 1 2 152.260 167523011 1 ik 2 3 7 30.265 20.870 4.491
¥ 1 2 152.260 16T .52230T1 -1 2505 3 4 4 R ] 10.48 6.772
¥ 1 2 152.260 167523011 1 =G 80 81 = 5.822 9.972 8.431
¥ 1 2 152.260 16F-52230 T -1 2K 1330 134 3 0.391 3.018 Tk ]
¥ 1 2 152.260 16F-52230TY -T2l 1370 138 4 0.703 3.8689 7.925
¥ 1 2 152.260 16F-S223 011 - 4 SLiE: oD 15.043 15.800 &6.737
¥ 1 2 152.260 1675223511 -1 =l (213 -1 & & 28.181 20.815 5.578
¥ 1 2 152.260 167.522 11 1 -> I 242 -1 & & 28.905 21.00%8 4.865
¥ 1 2 152.260 1675223011 -1 2l a2l -1 & % 5.401 AR ER T7.498
v 1 2 152.260 167T.5223° 111 = 1 6l -1 & =% 18.353 17.640 5.838
L 2 3 139.858 154.308 14 1 > M 0 1 3 4.223 10.57& 6.657
L 2 3 139.858 154.308 14 1 > V 1 2 7 30.265 20.870 4.491
L 2 3 139.858 154.308 14 1 -> S 3 1 6 20.250 17.574 4.362
L 2 3 139.858 154.308 14 1 -> E & T 5 14.563 15.803 4,724
L 2 3 139.858 154.308 12 1 -> W 7 g8 i) 24.947 18.951 4.869
L 2 3 139.858 154.308 14 1 > K 79 80 3 0.1s1 1.944 7.712
L 2 3 139.858 154.308 14 1 > G g8 81 ] 8.158 11.618 8.083
L 2 3 139.858 154.308 14 1 -> A 130 131 4 0.91e 4.088 7.209
L 2 3 139.858 154.308:.14.1'—> K 133 134 3] 21.589 17.889 LR L]
L 2 3 139.858 1543081401 = A 134 135 5 B.868 12.864 &.765
L 2 3 139.858 154.308 14 1 -> L 137 138 5 6.366 10.440 T.584
L 2 3 139.858 154.308 14 1 > U 26 -1 & % A= 0TET 4.455 T.4561
L 2 3 139.858 154.308 14 1 > U 242 -1 & =% 5.481 10.052 6.861
L 2 3 139.858 154.308 14 1 > U &21 -1 & 5 7.450 11.202 7.387
5 3 4 153.284 15501421401 W 1 2 4 5.873 10.483 6.772

Figure 2.2.5. Exemple d’un fichier de sortie de VORO3D. La premicre ligne de numéro en gras

correspond a la numérotation des colonnes.

Ainsi chaque résidu de la chaine protéique est listé (colonne 1 a 3) et chaque voisin partageant une
face de cellule est associé par une fléche selon le format VORO3D. On peut obtenir ainsi les
informations suivantes : le nom du résidu (colonne 1), son numéro dans le fichier PDB (colonne 2),
son numéro total dans la chaine (colonne 3), la chaine a laquelle il appartient (colonne 4), le volume de
la cellule de Voronoi (colonne 5), la surface totale de la cellule (colonne 6), et le nombre de faces
(colonne 7). Chaque résidu est répété autant de fois qu’il a de voisins différents, les mémes
informations sont disponibles pour le dit voisin. Y sont ajoutées des informations quant a la surface
commune du couple de voisins, telles que : le nombre de c6tés de la face (colonne 13), la surface
(colonne 14), le périmétre de la face (colonne 15) et la distance entre les deux points représentant les
résidus en contact (colonne 16). Ces fichiers sont utilisés par un script domestique afin de répertorier

les interactions entre TEF au sein des complexes. Les concordances entre résidus listés dans les
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fichiers de sortie de VORO3D et les résidus correspondant dans les fichiers de sortie d’attribution de
TEF sont établies. On remonte ainsi a 1’information sur les interactions entre TEF du complexe
protéique. Les fichiers de sortie de VORO3D listent tous les résidus du complexe, de nombreuses

redondances sont présentes.

2.2.7 Attribution des interactions correspondant aux différentes classes

J’ai programmé un module de nettoyage des redondances dans les interactions pour le script chargé de
répertorier ces dernicres, ce qui permet de produire des fichiers de sortie beaucoup moins lourds pour
I’analyse ultérieure des interactions de TEF. De plus, les contacts de résidus adjacents sont éliminés.
En effet, sur une banque de 9000 complexes, il est préférable que les fichiers de résultats d’interaction
de TEF soient le plus concis possible. D’autre part, ils ne sont pas informatifs en ce qui concerne le

repliement des protéines.

La phase suivante est de relier ces informations d’interactions entre TEF aux informations de
classification des dits TEF. Pour ce faire, une liste des résultats des TEF enveloppés dans leur cylindre
descriptif est produite avec 1’information de leur appartenance a telle ou telle classe. Cette liste
contient toutes les entrées de TEF qui ont été préalablement découpées et analysées, a chaque TEF
correspond sa classe d’appartenance et selon le code de dénomination du TEF expliqué
précédemment, on peut remonter au complexe, a la chaine et au numéro du TEF. En croisant ces
informations avec celles produites par I’analyse des interactions de TEF, on peut estimer quelle classe

de TEF interagit avec telle autre classe et en quelle proportion.

2.2.8 Comptabilisation des interactions par couples de classes

Les fichiers de sortie du script interact tef sont traités par un nouveau script (class_tef interact) qui
produit de nouveaux fichiers de sortie ou sont listées les interactions mais seules les informations de
classe y sont répertoriées. On remonte a ces informations de classe par la liste de TEF classifiée. Il
suffit ensuite de parcourir tous ces fichiers et de stocker chaque type interaction, c’est a dire la paire de
classes de TEF qui interagissent. Avec 12 classes de TEF, on peut avoir 78 types d’interactions dans
une variable. Ensuite les propensions des interactions de chaque type de classe sont calculées et une

matrice d’interaction de classe peut étre produite.

109



2.3 Résultats

2.3.1 Résultats généraux

2.3.1.1. Numérotation des différents multimeres
Sur les 18 626 multiméres de la liste de Thornton, seulement 9424 ont été validés comme multiméres

biologiques par le programme DiMoVo.

Répartition multimérique :

Homo multiméres | Hétéro multiméres
Dimeres 4432 845
Triméres 508 562
Tetrameres 1252 626
Pentaméres 67 71
Héxaméres 345 206
Octameres 161 77
Nonameres 1 17
Dodécameres 54 112

Tableau 2.3.1.1 Répartition multimérique.

Sur 9424 diméres biologiques, 9146 donnent des résultats de TEF dont 3249 ont dii étre renumérotés.

Ce qui donne un total de 109 297 TEF.
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2.3.1.2 Enumération des TEF par classe

Classe | Nombre de TEF
A 35624
B 31793
C 6337
D 6628
E 5075
F 4309
G 6659
H 4024
I 2725
J 1353
K 2506
L 2264

Tableau 2.3.1.2 Population des différentes classes de TEF.

Ce tableau nous donne une idée des populations au sein de chaque classe de TEF et nous permettra de

calculer les proportions dans les interactions de ces derniers.

2.3.2 Interactions entre TEF dans les complexes

Les interactions entre les différentes chaines de protéines au sein des complexes biologiques montrent
que I’on trouve souvent un TEF a I’interface protéine — protéine. Sur I’ensemble des TEF décrits,
16129 se retrouvent a des interfaces protéine - protéine et interagissent avec d’autres TEF a ces
interfaces. Cependant il est rare que seuls deux TEF, un dans chaque chaine en interaction,
interagissent a 1’interface. Ceci est un peu désappointant, car le modéle de prédiction est censé se
fonder sur I’orientation relative de deux TEF en interaction pour la construction des modeles. Il est
quand méme envisageable de comptabiliser le nombre d’interactions pour chaque couple de TEF et de

choisir le plus favorable pour base a la construction des mod¢les.
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2.3.3 Interaction des différentes classes de TEF

Quantification
AA 29890 | AL 4756 | BL 4049 | DD 1334 | EG 2653 | FK 426 | HK 1351
AB 44401 | BB 22817 | CC 1200 | DE 1498 | EH 1243 | FL 300 | HL 274
AC 8612 | BC 9620 | CD 2441 | DF 939 | EI 220 | GG 3681 | II 150
AD 8931 | BD 8347 | CE 2228 | DG 1549 [ EJ 619 | GH 1428 | I 207
AE 10242 | BE 4771 | CF 2207 | DH 457 | EK 417 |Gl 797 |[IK 1473
AF 5859 | BF 6411 | CG 2007 | DI 467 | EL 693 | GJ 604 |IL 198
AG 11639 | BG 7252 | CH 1817 | DJ 322 | FF 620 | GK 1634 | 1 76
AH 4369 | BH 4172 [ CI 890 | DK 562 | FG 1318 | GL 649 | JK 36
Al 4518 | BI 3659 | CI 766 | DL 756 | FH 502 | HH 651 | JL 198
AJ 2239 | BJ 2492 | CK 882 | EE 689 | FI 345 | HI 699 | KK 563
AK 5582 | BK 4206 | CL 876 | EF 996 | FJ 389 | HJ 240 | KL 252
LL 1032

Tableau 2.3.3.1 Population des différentes paires de classes en interaction.
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Figure 2.2.5. Carte d’interactions des classes de TEF. Le code couleur indiquant la propension des

interactions est représenté sur la droite.

La carte d’interactions des différentes classes de TEF de diméres biologiques est représentée sur la
figure 2.2.5. Comme on peut le voir, les classes interagissant le plus sont les classes A et B. Ceci est
logique puisque conformément a la répartition en hauteur des cylindres enveloppants, ces deux classes
correspondent aux deux premiers pics qui sont les plus peuplés. Chose un peu plus étonnante, c’est le
comportement de la classe G qui interagit assez entre elle-méme et avec les autres. Autre résultat
étonnant c’est la zone de désert dans la carte correspondant aux interactions des classes allant de H a L
avec les classes allant de C a F. Il en résulte que ces classes ne sont pas favorisées dans leurs
interactions, probablement pour des motifs géométriques car ces classes ont des longueurs grandes

dans la classification.
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2.4 Discussion

Notre étude structurale des protéines est fondée sur 1’analyse du squelette peptidique. C’est tout
naturellement que nous n’avons considéré que le squelette pour la description structurale des TEF par
la méthode des cylindres enveloppant. Il aurait été intéressant de prendre en compte les chaines
latérales et de comparer les résultats. Cependant, seul les résultats des rayons des cylindres auraient
chang¢ alors que la longueur serait restée sensiblement la méme, or ¢’est sur le critére de la longueur
qu’est fondé notre outil de classification. La prise en compte des chaines latérales pour le calcul de la
longueur aurait demandé¢ une refonte compléte de 1’algorithme et nous aurions pu perdre notre critére

de classification.

La matrice d’interaction de classes a été calculée en proportion des interactions par rapport a la
population totale de TEF. Pour vraiment apprécier les interactions favorisées, il faudrait pondérer le

nombre des interactions d’un couple de classes par les populations propres aux classes de ce couple.

Ce travail de classification structurale des TEF aux interfaces des protéines génere des travaux en
perspective. L’analyse des orientations entre TEF en interaction sera grandement facilitée par
I’algorithme des cylindre enveloppants. En effet I’orientation relative des axes des cylindres en
interaction pourra servir de modele de référence pour la prédiction de structures quaternaires de
domaines homologues & ceux existant dans notre banque. Cependant il reste a tester la méthode de
sélection du couple de TEF ayant le plus de poids dans I’interface (comme il est dit plus tot, il arrive
que plusieurs couples de TEF soient a I’interface). Un outil émanant de ces travaux de recherche
pourrait étre développé afin de construire les modeles et de sélectionner le meilleur en opérant des
rotations autour des axes des cylindres enveloppant. La sélection se fera essentiellement par 1’abolition

des genes stériques, mais d’autres parameétres comme la surface d’interface pourront étre envisagés.

2.5. Conclusion

Au cours de ces travaux représentant la seconde partie de mon travail de thése, on a pu constituer une
banque de multiméres biologiques. Cette banque devrait €tre disponible sur RPBS et ainsi étre
partagée et utilisée pour toute étude statistique sur les structures quaternaires. Une deuxiéme banque a
été créée a partir de la premiere, c’est la banque de fragments protéiques correspondant aux TEF des
différents multimeres. De nombreuses pistes ont été étudiées afin de pouvoir classifier ces fragments
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de maniére structurale ou géométrique. Cependant, faute de budget pour une collaboration avec des
équipes de physiciens et de chimistes, c’est celle qui restait dans notre domaine de compétence qui a
été¢ adoptée. Cette méthode est celle des cylindres enveloppants. Plusieurs algorithmes conduisant a
I’enveloppage des fragments ont été testés et c’est celui donnant les résultats les plus enclins a amener
une classification qui a été retenu. L’analyse de ces résultats a mené a une classification selon la
hauteur des cylindres enveloppants. On s’est aper¢u qu’une classe était bien plus peuplée que les
autres et cela a un peu changé la vision que I’on avait des structures de TEF. Les interactions au
niveau des surfaces protéines—protéines ont été étudiées relativement aux classes de fragments. 11 est
évident que la classe la plus peuplée interagit le plus, cependant les autres clases en interactions ne
donnent pas des résultats directement proportionnels a la population des classes. En effet la diagonale
de la matrice ne correspond pas a la population des classes. Il est ainsi permis de penser qu’il existe

des géométries de TEF utilisées préférentiellement aux interfaces protéine — protéine.
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159 QIGYKEYLNQK---- 169
155 PR-———————- GA-A 159
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